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RESUMO 

Toxoplasma gondii é um protozoário intracelular obrigatório capaz de infectar uma ampla gama de animais 

de sangue quente, permanecendo como um problema global de saúde pública. Compreender os mecanismos 

subjacentes à interação parasita–célula hospedeira é essencial para elucidar as etapas iniciais da infecção. 

Neste estudo, aplicamos microscopia de força atômica (AFM) combinada à microscopia de fluorescência 

para caracterizar, em resolução nanométrica, os estágios iniciais da interação entre taquizoítos de T. gondii 

(cepa RH) e células hospedeiras de mamíferos (LLC-MK2 e HFF). Um protocolo de fixação otimizado 

com 4% de formaldeído e 1% de glutaraldeído assegurou a preservação morfológica, mantendo 

propriedades mecânicas adequadas para análise topográfica. A avaliação quantitativa de 100 células por 

experimento revelou que, após 15 minutos de incubação, a maioria dos taquizoítos permaneceu aderida à 

superfície das células hospedeiras, com menor número em contato ou totalmente internalizados. As imagens 

obtidas por AFM revelaram a participação da célula hospedeira durante a invasão, mostrando invaginações 

localizadas da membrana, projeções do conóide e numerosas extensões ricas em actina semelhantes a 

filopódios e nanotubos de tunelamento, direcionadas ao parasita. O mapeamento nanomecânico demonstrou 

padrões distintos de altura e elasticidade na interface hospedeiro–parasita, indicando remodelamento ativo 

do citoesqueleto e engajamento da membrana durante a internalização. Esses resultados destacam a AFM 

como uma abordagem complementar poderosa à microscopia de fluorescência, fornecendo insights inéditos 

sobre a topografia, elasticidade e remodelamento dinâmico das membranas celulares durante a invasão por 

T. gondii. A compreensão dessas interações estruturais e mecânicas contribui para elucidar os determinantes 

iniciais da infecção e pode auxiliar na identificação de novos alvos terapêuticos. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Microscopia de força atômica; Interação hospedeiro–parasita; 

Invasão celular; Nanomecânica; Remodelamento do citoesqueleto. 
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1 INTRODUÇÃO 

Toxoplasma gondii é um protozoário intracelular obrigatório de distribuição mundial, altamente 

eficiente em seu processo de invasão, com capacidade de infectar uma ampla variedade de vertebrados 

homeotérmicos, aves e animais de importância econômica (Dubey, 2010; Montoya & Liesenfeld, 2004). 

No Brasil, a infecção por T. gondii apresenta alta prevalência em todas as regiões, afetando tanto humanos 

quanto animais domésticos (Dubey et al., 2012; Pena et al., 2008). 

O processo de invasão do T. gondii nas células hospedeiras ocorre em menos de 20 segundos e é 

caracterizado por um mecanismo de penetração ativa mediado por proteínas secretórias provenientes de 

complexos apicais, como micronemas, roptrias e grânulos densos (Carruthers & Boothroyd, 2007; Lorenzi 

et al., 2016). Forma-se uma junção móvel como resultado da forte associação entre a extremidade apical do 

parasita e a superfície da célula hospedeira, durante a qual o parasita secreta proteínas de adesão e 

ancoragem na membrana da célula hospedeira, levando à sua internalização dentro de um vacúolo 

parasitóforo (Dubey, 2021; de Souza & Portes in Martins-Duarte & Adesse, 2021). 

Entre as metodologias disponíveis para estudos morfológicos e topográficos dessas interações, a 

microscopia de força atômica (AFM) destaca-se como uma ferramenta promissora. Essa técnica possibilita 

a visualização da superfície celular em alta resolução, permitindo análises tridimensionais e nanomecânicas 

de eventos como adesão, invaginação da membrana e formação de estruturas associadas ao citoesqueleto 

durante o processo de invasão (Binnig et al., 1986; Hoh & Engel, 1993; Cappella & Dietler, 1999). A AFM 

tem sido aplicada com sucesso ao estudo de protozoários como Plasmodium e Giardia e, mais 

recentemente, às investigações das interações de T. gondii com células hospedeiras (de Souza & Rocha, 

2011). 

Neste estudo, empregamos a microscopia de força atômica para caracterizar, com alta resolução, os 

eventos iniciais de interação entre taquizoítos da cepa RH de T. gondii e células epiteliais LLC-MK2 e 

fibroblastos HFF. O objetivo foi mapear, em níveis topográficos e nanomecânicos, as alterações na 

superfície da célula hospedeira e as estruturas envolvidas na formação da junção móvel, visando aprofundar 

a compreensão morfológica desse processo crucial de infecção. 

Compreender a interação inicial entre uma célula hospedeira e um parasita intracelular é essencial, 

pois os determinantes envolvidos podem ser explorados como potenciais alvos terapêuticos para bloquear 

a infecção em seus estágios mais precoces, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias inovadoras 

de tratamento. Considerando a existência de diferentes processos possíveis de invasão pelo parasita, 

buscamos descrever com maior detalhe os eventos associados à invasão. Para isso, foram utilizados 

taquizoítos da cepa RH e as linhagens celulares LLC-MK2 e HFF. Por meio da sincronização dos eventos 

de entrada, optamos por realizar nossas análises após 15 minutos de interação. As análises incluíram 

microscopia de fluorescência para quantificar a entrada dos taquizoítos nas células hospedeiras e 
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microscopia de força atômica. Após a sincronização, observamos a participação da célula hospedeira na 

internalização do parasita, numerosas projeções celulares envolvidas durante a entrada e nanotubos 

projetados da célula hospedeira em direção ao parasita. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 CÉLULAS HOSPEDEIRAS 

Foram utilizadas duas linhagens distintas de células hospedeiras: células epiteliais de rim de macaco 

rhesus (Macaca mulatta), LLC-MK2 (ATCC – CCL7, Rockville, MD/USA), cultivadas em meio RPMI 

1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino; e células fibroblásticas de prepúcio humano, HFF1, 

cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (Hyclone, Logan, UT), 1% de 

estreptomicina e penicilina, e 2 mM de L-glutamina (Sigma). As culturas foram mantidas a 37 °C em 

atmosfera umidificada com 5% de CO₂. 

 

2.2 PARASITAS 

Taquizoítos da cepa RH de T. gondii foram mantidos por passagens seriadas em células LLC-MK2 

confluentes. Dois a três dias após a infecção, os parasitas obtidos do sobrenadante foram centrifugados a 

1000 × g por 10 minutos, ressuspensos em meio RPMI e contados utilizando câmara de Neubauer. 

 

2.3 INTERAÇÃO PARASITA–CÉLULA HOSPEDEIRA 

Um dia antes dos experimentos de interação, 5 × 10⁵ células foram plaqueadas sobre lamínulas de 

vidro redondas estéreis em placas de 24 poços ou distribuídas em frascos de cultura de 25 cm². Em seguida, 

as células foram lavadas três vezes com solução tampão fosfato (PBS), e os parasitas foram adicionados na 

proporção de 50:1 (parasitas:célula). Posteriormente, as culturas foram incubadas a 4 °C por 30 minutos 

para sincronizar a invasão do parasita. Após esse período, as células foram transferidas para incubadora a 

37 °C e incubadas por aproximadamente 19 minutos. Nessa etapa, com o meio atingindo cerca de 20 °C, o 

parasita recupera a motilidade e interage com a célula, sincronizando os eventos de entrada. Após 15 

minutos de interação, as células foram processadas para análises microscópicas. 

 

2.4 MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 

Após a sincronização dos eventos de entrada entre T. gondii e células hospedeiras, as amostras foram 

fixadas em formaldeído a 4% em tampão PBS (pH 7,5) por 15 minutos à temperatura ambiente. As células 

foram lavadas três vezes com PBS (pH 7,5) e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% em PBS contendo 

3% de albumina bovina (BSA) por 10 minutos, repetido três vezes. Após a permeabilização, as amostras 
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foram novamente lavadas três vezes com PBS (pH 7,5) e incubadas durante a noite a 4 °C com anticorpo 

primário anti-SAG (antígeno de superfície do taquizoíto) diluído 1:500. No dia seguinte, as amostras foram 

lavadas três vezes com PBS (pH 7,5) e incubadas com anticorpo secundário anti-camundongo conjugado 

com Alexa Fluor 546 (1:1000) por 2 horas à temperatura ambiente, protegido da luz. As observações foram 

realizadas em modo confocal utilizando microscópio Zeiss Elyra PS.1 LSM 710 (Alemanha). 

 

2.5 MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (AFM) 

As amostras foram fixadas em solução contendo 1% de glutaraldeído e 4% de formaldeído em 

tampão fosfato de sódio (pH 7,2) por 1 hora, lavadas com PBS (pH 7,2) e pós-fixadas por 1 hora em 

tetróxido de ósmio a 1% em tampão fosfato, protegidas da luz. As células foram desidratadas em 

concentrações crescentes de acetona (30% a 100%) por 10 minutos em cada etapa e secas por ponto crítico 

com CO₂. As imagens foram obtidas à temperatura ambiente utilizando microscópio de varredura Bruker 

Dimension Icon Scanning Probe. Foram utilizados cantiléveres com constantes de mola entre 0,4 N/m e 2 

N/m. Para análise das propriedades nanomecânicas, foi realizada calibração completa do cantiléver. Para 

minimizar danos e ruídos, as imagens foram adquiridas com frequência de varredura de aproximadamente 

1 Hz e resolução de 512 × 512 pixels. Para auxiliar nas análises, a matriz de dados que gera imagens 

planificadas foi transformada em visualização tridimensional, proporcionando melhor interpretação dos 

dados obtidos por AFM (de Souza & Rocha, 2011). 

 

3 RESULTADOS 

A ultraestrutura da invasão de Toxoplasma gondii em células hospedeiras foi observada por meio de 

microscopia de fluorescência e imagens topográficas geradas por AFM, nas quais foram analisados os 

eventos iniciais de interação e até mesmo o processo de invasão do parasita, evidenciando claramente a 

participação da célula hospedeira. A fixação adequada é crítica para preservar a morfologia celular e obter 

imagens de alta qualidade. Neste estudo, diferentes combinações de formaldeído e glutaraldeído foram 

testadas para identificar o protocolo mais eficaz na manutenção da integridade estrutural das amostras, 

conforme mostrado na Figura 1. 
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Figura 1. Concentrações de formaldeído e glutaraldeído utilizadas sob diferentes condições experimentais. Cada condição 

corresponde a uma combinação específica de concentrações de fixadores aplicadas às amostras celulares. As barras representam 

a porcentagem de cada fixador. Os dados são representativos de protocolos padronizados para preservação morfológica 

 
Fonte: Autor (2025). 

 

Entre as formulações testadas, altas concentrações de glutaraldeído (≥2,5%) asseguraram excelente 

preservação ultraestrutural, mas comprometeram a topografia. Combinações balanceadas (2% FA / 2% GA) 

proporcionaram boa preservação estrutural; entretanto, quando o cantiléver entrou em contato direto com a 

amostra, houve perda significativa de informações topográficas, reduzindo a fidelidade dos dados. Em 

contraste, a formulação 4% FA / 1% GA mostrou-se mais adequada para este ensaio, pois preservou a 

morfologia geral tanto das células hospedeiras quanto dos parasitas, minimizando o enrijecimento 

excessivo. Isso permitiu a visualização precisa da interface hospedeiro–parasita e manteve a adequação 

para estudos morfológicos. Assim, embora fixadores ricos em GA sejam preferíveis para microscopia 

eletrônica de alta resolução, a escolha final de 1% GA + 4% FA representou a melhor estratégia para 

equilibrar preservação estrutural com os requisitos dos estudos de interação T. gondii–hospedeiro por AFM. 

Com o protocolo de fixação para AFM estabelecido, 100 células por experimento foram analisadas 

em triplicata, e os taquizoítos de T. gondii foram classificados conforme o estágio de interação: adesão, 

contato e internalização. Após 15 minutos de incubação, os parasitas estavam predominantemente aderidos 

à superfície da célula hospedeira, seguidos por aqueles em contato e um número menor de parasitas 

internalizados. A análise estatística (ANOVA com teste de Tukey) revelou diferenças significativas entre os 

grupos (p < 0,05), indicando que o tempo experimental foi suficiente para capturar fases distintas da entrada 

do parasita, com ênfase nos eventos iniciais de adesão (Figura 2). 
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Figura 2: Quantificação de taquizoítos de Toxoplasma gondii classificados conforme sua interação com células hospedeiras após 

15 minutos de incubação. Os parasitas foram agrupados em três categorias: aderidos (fixos à superfície celular), em contato (em 

processo de entrada) e internalizados (completamente dentro da célula). Os dados representam a média ± desvio padrão de três 

experimentos independentes, com n = 100 células analisadas por condição. A análise estatística foi realizada por ANOVA seguida 

do teste de Tukey, considerando p < 0,05 como significativo. 

 
Fonte: Autor (2025). 

 

A microscopia de fluorescência foi utilizada para visualizar o processo de invasão. A marcação do 

antígeno de superfície (SAG) permitiu observar a interação inicial entre o taquizoíto e a célula hospedeira. 

Nas imagens obtidas, a membrana da célula hospedeira apresentou invaginação localizada no ponto de 

contato com o parasita, indicativa da formação da junção móvel — estrutura essencial para o processo ativo 

de internalização promovido por T. gondii (Figura 3). 
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Figura 3. Microscopia de fluorescência mostrando marcação do antígeno de superfície de Toxoplasma gondii (SAG) durante os 

eventos iniciais de invasão. Observa-se invaginação da membrana da célula hospedeira no ponto de contato com o taquizoíto, 

sugerindo o local de formação da estrutura conhecida como junção móvel. 

 Fonte: Autor (2025). 

 

Nos estágios iniciais do processo de invasão, que consiste no reconhecimento celular (Figura 4a) 

seguido pela adesão do parasita (Figura 4b), ocorre a projeção do conóide (Figura 4c) juntamente com a 

secreção de proteínas necessárias para a formação da junção móvel. Durante esses eventos iniciais, também 

foram observadas projeções da membrana da célula hospedeira envolvendo o parasita (Figuras 4c e 4d). 

 

Figura 4. Ultraestrutura de T. gondii por AFM interagindo com células LLC-MK2. a. Fixado com formaldeído após 15 minutos 

de interação, mostrando todo o corpo do taquizoíto com conóide (seta) interagindo com a célula hospedeira. b. Maior aumento 

da projeção do conóide (seta). c. Seta indica o conóide na superfície da célula hospedeira. d. Cabeça de seta mostra projeções da 

membrana da célula hospedeira próximas à região de contato com o parasita. 

 
Fonte: Autor (2025). 
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Na Figura 5, observam-se projeções semelhantes a filopódios emitidas pela célula hospedeira em 

regiões de contato com T. gondii. A análise das imagens de AFM revelou sinais distintos de altura e 

elasticidade nessas áreas, indicando a presença de possíveis filamentos direcionados ao parasita. Essas 

estruturas são consistentes com nanotubos de tunelamento — extensões ricas em actina comumente 

associadas a eventos de adesão e reconhecimento celular. 

 

Figura 5. Projeções semelhantes a filopódios emitidas pela célula hospedeira em regiões de contato com o parasita. Sinais de 

altura e elasticidade próximos a essas regiões sugerem possíveis filamentos emitidos pela célula hospedeira (seta). Barra de 

escala: 1 µm. 

 
Source: Author's own work (2025). 

 

A análise topográfica revelou internalização lateral do parasita, com o taquizoíto assumindo uma 

forma de “meia-lua” (Figura 6a). Múltiplas projeções da membrana da célula hospedeira também foram 

observadas nessa região (Figura 6b), aparecendo em todas as áreas de contato com o parasita, formando 

um padrão sustentado pelos dados de adesão e altura (Figuras 6c e 6d). 

 

Figura 6. Representação tridimensional de imagens de altura durante a invasão do taquizoíto, observada utilizando uma sonda 

de ponta única. A. As setas indicam projeções da célula hospedeira, e a orientação lateral do parasita é marcada com um asterisco 

durante a entrada. C. Na cabeça da seta, o taquizoíto está cercado pela membrana da célula hospedeira, indicada por uma seta, 

com numerosas projeções nessa região de entrada. D. Projeções das células hospedeiras durante a entrada via AFM. 

 
Source: Autor (2025). 
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A densidade superficial na região de entrada do taquizoíto foi maior em comparação às regiões 

apenas de adesão. Na Figura 7, as leituras do sinal de elasticidade permitiram diferenciar entre regiões da 

membrana da célula hospedeira — aquelas com sinais de elasticidade mais elevados correspondendo à 

membrana que envolve o parasita, enquanto a porção não internalizada emitiu sinais de elasticidade mais 

baixos. 

 

Figura 7. Membrana da célula hospedeira envolvendo taquizoítos de T. gondii observada por AFM com dados de altura, 

deformação e elasticidade. A seta indica a membrana da célula hospedeira envolvendo o parasita, com a cabeça da seta mostrando 

a parte do corpo do parasita ainda não englobada. 

 
Fonte: Author (2025). 

 

Durante a varredura, a sonda do cantiléver percorreu o parasita; após sua remoção, sinais de 

deformação foram detectados na área anteriormente ocupada pelo parasita, indicando possível rearranjo da 

superfície da membrana da célula hospedeira no local de adesão e contato (Figura 8). 

 

Figura 8. Superfície da célula hospedeira após varredura do parasita pela sonda. O asterisco marca a área que, antes da varredura, 

correspondia ao local de ancoragem do taquizoíto na célula hospedeira, que foi inesperadamente removida durante o processo 

com o cantiléver. 

 
Fonte: Autor (2025). 
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4 DISCUSSÃO 

O estudo das interações entre protozoários patogênicos e células hospedeiras — especialmente 

aqueles capazes de penetrar e se replicar intracelularmente — tem sido foco de pesquisas extensivas. No 

caso de Toxoplasma gondii, evidências indicam que ele pode ser internalizado por diversos tipos celulares; 

entretanto, a simples entrada não garante sucesso na infecção e multiplicação intracelular. Para que a 

infecção seja bem-sucedida, é necessário um mecanismo ativo de invasão envolvendo os organelos apicais 

do parasita. Neste trabalho, analisamos dados observáveis do processo inicial de interação utilizando 

microscopia de força atômica, com foco nos primeiros quinze minutos de interação, período previamente 

demonstrado como associado a diversas morfologias celulares (Teles et al., 2023). 

A escolha da concentração de fixadores é crítica para a preservação morfológica, antigenicidade e 

rigidez celular, particularmente em estudos de interações entre células de mamíferos e T. gondii. Na busca 

por um protocolo de fixação eficiente e padronizado, diferentes combinações de formaldeído (FA) e 

glutaraldeído (GA) foram avaliadas para otimizar a preservação morfológica sem comprometer a 

integridade estrutural. A análise comparativa de quatro formulações — (1) 4% FA + 1% GA, (2) 2% FA + 

2% GA, (3) 1% FA + 2,5% GA e (4) 1% FA + 4% GA — revelou que altas concentrações de GA, embora 

promovam excelente preservação ultraestrutural, causaram enrijecimento excessivo que limitou as análises 

de elasticidade. 

Por outro lado, a formulação 4% FA + 1% GA apresentou o melhor desempenho geral: preservou a 

morfologia celular, evitou perda de material durante o contato com o cantiléver e minimizou artefatos 

estruturais. Esse equilíbrio entre fixadores e resposta da amostra tornou a combinação ideal para análises 

topográficas baseadas em AFM, sendo, portanto, adotada como protocolo padrão para as análises 

subsequentes. Técnicas microscópicas tradicionais têm sido amplamente empregadas para estudar as 

interações T. gondii–célula hospedeira (Dubey, 2021; de Souza & Portes in Martins-Duarte & Adesse, 2021; 

Teles, 2023). Contudo, a maioria concentra-se no desenvolvimento do parasita dentro do vacúolo 

parasitóforo. 

Nossas observações por AFM corroboram a participação ativa da célula hospedeira durante a 

interação com o taquizoíto. Essa metodologia foi inicialmente aplicada por Aikawa (1997) para examinar 

interações Plasmodium–eritrócito e, posteriormente, estendida a outros protozoários (de Souza & Rocha, 

2011). Os sinais capturados pela sonda indicaram aumento da elasticidade em regiões onde o taquizoíto 

estava parcialmente recoberto pela membrana da célula hospedeira. Considerando que T. gondii possui uma 

película trilaminar (Cintra & de Souza, 1985), essa sobreposição explica o aumento observado na 

elasticidade no contato sonda–amostra, enquanto sinais reduzidos de altura e elasticidade na região inferior 

sugerem áreas do corpo do parasita ainda não totalmente internalizadas. 
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Diversas alterações na superfície da célula hospedeira foram detectadas durante a varredura. 

Dependendo da morfologia e do contexto celular, essas protrusões podem ser classificadas como 

microvilosidades, lamelipódios, filopódios ou cones de crescimento (Condeelis, 1993). A biogênese dessas 

estruturas depende da organização do citoesqueleto e desempenha papéis essenciais na motilidade celular 

e na endocitose (Pantaloni et al., 2001), processos também associados à entrada passiva de T. gondii (Portes 

et al., 2019). 

Os processos protrusivos requerem um sistema especializado de filamentos de actina que 

impulsiona o movimento da membrana. Os filamentos de actina são polarizados e, ao se ligarem à miosina, 

alongam-se rapidamente, empurrando a membrana para frente (Pantaloni et al., 2001). Embora ambos 

sejam projeções de membrana relacionadas ao citoesqueleto, os filopódios têm sido descritos em diversos 

contextos biológicos. 

Por meio da microscopia de força atômica, observamos que, após a varredura de um taquizoíto 

aderido, a superfície da membrana da célula hospedeira sofreu reorganização, indicando ancoragem do 

parasita. Durante a interação T. gondii–célula hospedeira, ocorre intenso remodelamento na área de contato, 

envolvendo as estruturas mencionadas e outras, ressaltando a necessidade de novas abordagens e técnicas 

para compreender plenamente as interações hospedeiro–parasita. 
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