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O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) envolve eventos que incluem a proliferação de células 

precursoras neurais (CPNs) que se diferenciam e migram em um processo controlado a fim de formar conexões e 

redes funcionais. Neste contexto, sabe-se que o Toxoplasma gondii é um parasito intracelular neurotrópico e pode 

exercer um papel importante influenciando a determinação do destino neural. Além disso, o T. gondii é capaz de 

ocasionar a neurotoxoplasmose em humanos, induzir ao aborto espontâneo além de provocar alterações 

comportamentais e danos oxidativos às células do hospedeiro. Entretanto, o mecanismo subjacente à 

neuropatogênese da toxoplasmose permanece elusivo. Recentemente, o sistema purinérgico emergiu como uma 

importante via de sinalização na resposta imune contra diferentes infecções, incluindo a toxoplasmose. A ligação 

de nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares, em especial a adenosina trifosfato (ATP) e a adenosina (ADA) a 

seus receptores P2X7, P2Y1, A1 e A2A estimulam a ativação de células microgliais, bem como a secreção de 

citocinas pró e antiinflamatórias contribuindo para a resposta imune contra o parasito. Considerando que a 

toxoplasmose é uma doença parasitária com ampla distribuição mundial, grande potencial zoonótico e difícil 

tratamento, essas hipóteses motivaram o objetivo deste estudo que foi investigar os efeitos do resveratrol (RSV), 

um potente antioxidante e antiinflamatório naturalmente encontrado em uvas, sobre a atividade de enzimas 

envolvidas na neurotransmissão cerebral, bem como avaliar seus efeitos na proliferação/auto-renovação, migração 

e neurogênese de CPNs obtidas de embriões infectados com T. gondii. Para explorar o papel do T. gondii no 

desenvolvimento das células-tronco, as CPNs foram isoladas de embriões obtidos de camundongos prenhas 

experimentalmente infectadas com cepa VEG de T. gondii. Dessa forma, as CPNs proliferam na presença de 

fatores de crescimento tornando-se multipotentes e formando neuroesferas. Os resultados experimentais 

demonstraram que o T. gondii aumenta a proliferação e a migração de CPNs, além de estimular a gliogênese em 

detrimento da neurogênesena condição da infecção. Dentre as concentrações de RSV testadas, 1µM e 10µM 

exerceram melhores efeitos sobre a neurogliogênese de CPNs infectadas. Além disso, a infecção por T. gondii 

alterou – aumentou a atividade da enzima NTPDase e reduziu a atividade da ADA em CPNs infectadas, 

aumentando a expressão do receptor P2X7 e reduzindo a expressão do receptor A2A de adenosina. Essa modulação 

na atividade das enzimas e dos receptores estimulou a produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células do 

hospedeiro contribuindo para o processo inflamatório no SNC. Entretanto, o tratamento com RSV foi capaz de 

reduzir a atividade das enzimas NTPDase e ADA inibindo o receptor P2X7 e estimulando o transporte de 

adenosina para o meio intracelular via receptor A2A, diminuindo a viabilidade celular. Camundongos adultos 

infectados por T. gondii apresentaram um aumento na atividade das enzimas NTPDase e 5´-NT, porém uma 

redução na ativididade da ADA foi observada. Os resultados sugerem uma maior hidrólise do ATP, o qual se liga 

aos receptores P2X7 e P2Y1. O RSV ainda, exerceu seu efeito neuromodulador ao reduzir a atividade das enzimas 

analisadas e a densidade dos receptores purinérgicos. No curso da infecção, a ADA extracelular liga-se aos 

receptores A1 e A2A de adenosina, os quais são o modulados pelo RSV de modo a prevenir o dano oxidativo. A 

transmissão materno fetal do T. gondii induz a um comportamento do tipo ansiogênico com perda de memória. 

Mais uma vez, o RSV exerceu neuroproteção reparando as alterações comportamentais observadas. Juntos, os 

resultados deste estudo propõem a ativação da sinalização purinérgica pelo T. gondii e demonstram os efeitos 

antiinflamatório e neuroprotetor mediado pelo RSV sugerindo esta molécula como um potencial alvo terapêutico 

para o tratamento da neurotoxoplasmose. 

Palavras-chave: T. gondii, CPNs, resveratrol, ectonucleotidases, P2X7, citocinas. 
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Central nervous system (CNS) development involves events that include the proliferation of neural precursor cells 

(NPCs) that differentiate and migrate in a process for creating connections and networks. In this context 

Toxoplasma gondii is an intracellular neuropathic parasite capable of influencing neural fate. T. gondii can cause 

neurotoxoplasmosis in humans, induces abortus, behavioral alterations and oxidative damage in host cells. 

However, the mechanism underlying neuropathogenesis in cerebral toxoplasmosis remains elusive. The purinergic 

system has recently emerged with significant signalling in the immune response against infections, including 

toxoplasmosis. The binding of extracellular nucleotides and nucleosides, especially adenosine trifosfate (ATP) and 

adenosine (ADO) to their P2X7, P2Y1, A1 and A2A receptors stimulate the activation of microglial cells as well 

as a pro and anti-inflammatory cytokines secretion contributing to the immune response against the parasite. 

Toxoplasmosis is a worldwide disease, with great zoonotic potential and difficult treatment; thus these hypotheses 

motivated the aim of this study. In the present study, we investigated the effects of resveratrol (RSV), a potent 

natural anti-inflammatory and antioxidant molecule found in grapes, in brain neurotransmission, as well as in 

proliferation/migration and neurogenesis of NPCs in embryos infected with T. gondii. For gain insights in the role 

of T. gondii during development of the neural steam cells, the NPCs were obtained from infected embryos using 

VEG strain of T. gondii. Thus, as NPCs proliferate in the presence of growth factors becoming multipotent and 

forming neurospheres. The results demonstrate that T. gondii increases the proliferation and migration of NPCs 

besides stimulating the glyogenesis to the detriment of neurogenesis. Among the concentrations tested, 1 and 10μm 

RSV exerted the struggles on the critical effect of NPCs. In addition, T. gondii infection modulated the activity of 

NTPDase and ADA enzymes in infected NPCs; an overexpression of P2X7 receptor and down expression of the 

A2A receptor were observed in infected NPCs. This modulation on the activity of enzymes stimulates the 

production of proinflammatory cytokines by host cells contributing to the inflammatory process. However, the 

treatment with RSV was able to reduce the activity of the NTPDase and ADA enzymes by inhibiting the P2X7 

receptor and stimulated the transport of ADO to the intracellular medium via the A2A receptor, reducing cellular 

viability. Adult mice infected with T. gondii increased NTPDase and 5'-NT activities, but a reduction in ADA 

enzyme was observed. The results obtained are a greater hydrolysis of ATP, which binds to P2X7 and P2Y1 

receptors. RSV exerted its neuromodulatory effect regulating ectonucleotidase enzymes and purinergic density 

receptors. Furthermore, RSV modulates extracellular adenosine binds to the A1 and A2A receptors and decrease 

oxidative damage. Fetal maternal transmission of T. gondii induces a depressive-like behavior and memory loss. 

Again, RSV exerts neuroprotection by repairing behavioral changes. Together, the results of this study propose 

the activation of purinergic signalling by T.gondii and demonstrate the neuroprotective effect mediated by RSV, 

suggesting this molecule as therapeutic potential for the treatment of neurotoxoplasmosis. 

 

Keywords: T. gondii, NPCs, resveratrol, ectonucleotidases, P2X7, cytokines. 

 

 

 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

 
Figura 1 – Formação do tubo neural.......................................................................................26 

 

Figura 2 – Migração de células neuroepiteliais e células gliais .............................................27  

 

Figura  3 – Representação esquemática da neurogênese hipocampal ..................................29   

  

Figura 4 – Estágios de desenvolvimento no curso da neurogênese hipocampal ..................31 

 

Figura  5 – Mecanismos de liberação, degradação e recaptação do ATP..............................35 

 

Figura  6 – Diagrama esquemático da sinalização do receptor P2.........................................37 

 

Figura  7 – Cascata de enzimas purinérgicas e receptores ....................................................38 

 

Figura 8 – Sinalização purinérgica no desenvolvimento embrionário e adulto ...................44 

 

Figura 9 – Distribuição geográfica dos genótipos de T. gondii ..............................................46 

 

Figura 10 – Formas infectantes de T. gondii ...........................................................................49 

 

Figura 11 – Mecanismo de invasão de T. gondii em células hospedeiras ..............................51 

 

Figura 12 – Ciclo Biológico de T. gondii ..................................................................................53 

 

Figura 13 – Mecanismo de defesa do hospedeiro frente a infecção por T. gondii .................55 

 

Figura 14 – Ação do ATPe na resposta de macrófagos ativados por T. gondii .....................56 

 

Figura 15 – Estruturas químicas dos isômeros trans- resveratrol e cis-resveratrol ............60 

 

Figura 16 – Vias de regulação ativadas pelo RSV ................................................................62 

 

Figura 17 – Vias de ação moduladas pelo T. gondii e RSV in vitro ......................................156 

Figura 18 - Sinalização purinérgica e alterações comportamentais in vivo .......................158 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ARTIGO E MANUSCRITOS 

 

ARTIGO 1 

 

Figure 1 - Maternal-fetal transmission of T. gondii consistent with congenital toxoplasmosis. 

1: Specific band (± 300 bp, indicated by the arrow) of T. gondii DNA detected by qualitative 

PCR in the brain of infected female mice. 2: T. gondii DNA in telencephalon of embryos (E13). 

3: Negative control. Agarose gel (1.5%) stained with ethidium bromide showing specific 

amplicons. M: molecular weight marker 1000 bp ..……………………………………….…..89 

 

Figure 2 - Effects of resveratrol on numbers and size of neurospheres. A: Uninfected and 

infected NPCs proliferate as neurospheres after 5 days of growing in presence or absence of 

RSV (0.1 to 100 μM). Scale bar: 100 μm. B: RSV treatment increased the numbers of 

neurosphere in uninfected NPCs. Neurosphere counts were performed using flow cytometry. 

C: Sizes of uninfected and infected neurosphere after treatment with RSV (1 and 10 μM). The 

sizes were determined with the ImageJ software. Data are expressed as mean values ± SEM 

using Two-Way ANOVAwith post-hoc Tukey tests within the GraphPad Prism software; 

significant differences p < 0.05. (*Uninfected vs experimental group) (# Infected vs 

experimental groups) …………………………………................……………………………90 
 

Figure 3- Resveratrol-induced increases on proliferation and viability of infected NPCs. A: 

Flow cytometry analysis of cells in Sub G1, G0/G1, S, and G2/M phases of cell cycle of 

uninfected and infected treated with RSV (1 and 10 μM). B: Percentages of cellular 

viability/mithochondrial activity in relation to control cells in the absence and presence of RSV 

(1 and 10 μM). Data represent mean values ± SEM of three independent experiments using 

Two-Way ANOVAwith the post-hoc Tukey test. *p< 0.05 (* Control vs infected groups) 

(#Infected vs experimental group) ……………………........………………………………....91 

 

Figure 4 - Resveratrol-induced decrease in radial migration of infected NPCs. A: Phase contrast 

images representing radial migration pattern after 7 days of neural differentiation in the 

presence or absence of RSV in uninfected and infected NPCs. The region comprised by the 

dotted lines corresponds to approximately 95% of migrating cells. B: Quantification of 

migration of uninfected and infected NPCs treated with RSV (0.1 to 10 μM). The quantification 

was done using ImageJ software and expressed as percentage. Significant results p< 0.05, using 

Two-Way ANOVAwith the post-hoc Tukey test. (*Uninfected vs experimental group) (# 

Infected vs experimental groups) ……………………........………………………………......92 

 

Figure 5- Neural progenitor differentiation induced by T.gondii. A: GFAP expression in 

differentiated neurospheres from uninfected and infected NPCs treated with RSV (0.1 to 10 

μM). B: β3-tubulin expression by in uninfected and infected NPCs treated with RSV (0.1 to 10 

μM). C: Typical immunofluorescence merged images of neurospheres on day 7 of 

differentiation, showing glial GFAP) and neuronal β3- tubulin expression ………………..…93 

 

Figure 6- Resveratrol restored neurogliogenesis during T. gondii infection. Flow cytometry 

analysis using specific antibodies conjugated with Alexa Fluor (AF) 488 or AF 555 

fluorophores in uninfected and infected NPCs treated with different concentrations of RSV (1 

and 10 μM). Percentages of A: NPCs (Nestin marker). B: Glial cell (GFAP+ cells). C: immature 

neurons (β3-tubulin+ cells). D: Percentages of mature neurons (MAP2). ……….…..………...94 

 

 



 

MANUSCRITO 1 

 

Figure 1 - RSV-induced promotion of NPC growing and glial differentiation induced by T. 

gondii in NPCs. A: The images show NPC morphologies of control and infecte, which had been 

treated or not with RSV. Scale bars 100μm. B: Diameter of NPCs. Image quantification was 

done using ImageJ software. *p <0.05 (*Control vs infected group). C: Percentages of glial 

cells (GFAP+cells) in control and infected neurospheres following RSV (10μM) treatment. D: 

Histograms showing cell-cycle phases of infected NPC populations treated or not with 10μM 

RSV (1μM). E: Flow cytometry analysis of cells in G0/G1, S, G2/M phases of cell cycle of 

undifferentiated NPCs. The data represents mean ± SEM of three independent experiments 

using One-Way ANOVA with post-hoc Tukey test. *p<0.05 (* Control vs infected groups) 

(#Infected vs experimental group) ………………………………………………………..…114 

 

Figure 2- Influence of T. gondii on E-NTPDase (hydrolyzing ATP and ADP), 5´nucleotidase 

(hydrolyzing AMP) and ADA activities (hydrolyzing ADO) in control and infected 

differentiated neurospheres treated with RSV (10μM). The data represent mean ± SEM of three 

independent experiments analyzed by One-Way ANOVA with the post-hoc Tukey test. 

*p<0.05 (*Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group) .............................115 

 

Figure 3- Effects of RSV on purinergic receptors during immune responses developed by T. 

gondii in differentiated NPCs. A: Number of P2X7 receptor-positive cells (P2X7+cell) in control 

and infected neurospheres. .B: Number of A2A receptor-positive cells (A2A +cell) in control and 

infected neurospheres treated with 10μM RSV. The data represent mean ±SEM of three 

independent experiments.**p<0.01(*Control vs infected group); (#Infected vs experimental 

group) ……………………………………………………………………………………….116 

 

Figure 4- Effects of RSV on cytokine gene expression profiles of differentiated NPCs infected 

with T. gondii. A: anti-inflammatory IL-1β interleukin. B: anti-inflammatory IL-6 interleukin. 

C: interferon gamma (INF-γ) cytokine D: tumor necrosis factor alpha (TNF-α) cytokine E: pro-

inflammatory IL-10 interleukin. **p<0.01; *p<0.05 (*Control vs infected group);(#Infected vs 

experimental group) …………………………………………………………………..……..117 

 

Figure 5- Graphical Abstract .…………………………………………………………….…118 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

MANUSCRITO 2 

 

 

 

Figure 1 – Nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase), 5’-nucleotidase (5’-NT), 

and adenosine deaminase (ADA) activities in cortex from T. gondii–induced infection treated 

with  RSV using ATP (A), ADP (B), AMP (C), and adenosine (D) as a substrate. The data 

represents mean ± SEM of three independent experiments using One-Way ANOVA with post-

hoc Tukey test. *p<0.05 (* Control vs infected groups) (#Infected vs experimental 

group)…………………………..............................................................................................136 

 

Figure 2 - Western blot quantification of P2X7 (A), P2Y1 (B), A1 (C), A2A (D) receptors in 

total membranes of the cerebral cortex of mice treated with RSV and infected by T. gondii. β-

actin was used as a loading control to normalize protein levels. Values are expressed as the 

mean ±S.E.M. (*p <0.05, n=3). One-Way ANOVA with post-hoc Tukey test. (*Control vs 

infected groups) (#Infected vs experimental group)……………………….............................137 

 

Figure 3 – RSV restore oxidative damage in cerebral cortex induced by T. gondii. A: 

Intracellular reactive species production by 2′-7′-dichlorofluorescein levels in the cerebral 

cortex of T. gondii-induced mice treated with RSV. B: Lipid oxidation measure by thiobarbituric 

acid reactive substances in the cerebral cortex of T. gondii-induced mice treated with RSV. The data 

represents mean ± SEM. One-Way ANOVA with post-hoc Tukey test. (*p<0.05, n=5)(* 

Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group)……………………………...137 

 

Figure 4 – Work hypothesis…………………………………………...……………….........138 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

MANUSCRITO 3 – RESULTADOS PARCIAIS 

 

Figure 1- T. gondii-infection alters behavior of newborn mice spent less time in open arms by 

plus-maze open test. A: Latency time in open arms (white color) and close arms (grey color) 

spent in elevated plus-maze task. B: Number of entries in open and closed arms. CT (control 

group); RSV (resveratrol group); INF (infected group); INF+RSV (infected and treated group). 

Data are presented as mean ± SEM using ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (*p < 

0.05, n=8). (*Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group) ……………….150 

 

Figure 2- RSV promotes short and long-exploratory memory in newborn mice infected by T. 

gondii. A: number of familiar and new object recognition 4 hs after training test B: number of 

familiar and new object recognition 24 hs after training test. CT (control group); RSV 

(resveratrol group); INF (infected group); INF+RSV (infected and treated group). Data are 

presented as mean ± SEM using ANOVA followed by Tuckey’s post hoc test (*p < 0.05, n=8). 

Different letters indicate significant differences between familiar and new object); (*Control vs 

infected groups) (#Infected vs experimental group) …………………………………………150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE TABELAS 

 

 

INTRODUÇÃO 

Tabela 1 - Modelo de tratamento para infecção por T. gondii em mulheres gestantes e na 

infecção congênita ....................................................................................................................58 

 

MANUSCRITO 3 – RESULTADOS PARCIAIS 

Tabela 1 - Parameters evaluated in motor test observation by open-field test ……………..150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 
A1 – Receptor de ligação para adenosina 

A2A – Receptor de ligação para adenosina 

A2B - Receptor de ligação para adenosina 

A3 - Receptor de ligação para adenosina 

A4 - Receptor de ligação para adenosina 

ADA - Adenosina desaminase 

ADO - Adenosina 

ALPHOS - Fosfatase alcalina 

ADP - Adenosina difosfato 

AKT - Proteína quinase B 

AMP - Adenosina monofosfato 

AMPc - Monofosfato ciclíclo de adenosina 

ATP - Adenosina trifosfato 

ATPe -  Adenosina trifosfato extracelular 

B27- Fator de crescimento B 27 (do inglês brain factor 27) 

BHE - Barreira hematoencefálica 

Ca2+ - Cálcio divalente 

CA3 - Cornu anmonis 3 do hipocampo 

CD39 - Diferenciação de cluster 39 (do inglês Cluster Differentiation 39) 

CD73 – Diferenciação de cluster 73 (do inglês Cluster Differentiation 73) 

CAST - Cepa de T. gondii, tipo I 

CAT - Catalase 

CDs - Células dendríticas 

CPNs - Células precursoras neurais 

CREB - Fator de transcrição celular 

CTNP - Células precursoras neurais primárias 

COX - Ciclooxigenase 

DCX- Doublecorticotina 

DNA - Ácido desoxiribonucleico 

E-13 - 13º dia de gestação 

EGF - Fator de crescimento epidermal 



 

E-NPP - Ectonucleotideo pirofosfatase e/ou fosfodiesterases 

E-NTPDase - Ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases 

E-5´-NT - Ecto-5'-nucleotidases 

EROs - Espécies reativas de oxigênio 

ERK - Proteínas quinases ativadas por estresse 

FGF - Fator de crescimento fibrilar 

G1-  intervalo 1 (do inglês GAP 1) 

G2 - intervalo 2 (do inglês GAP 2) 

GABA -  Ácido gama aminobutírico 

GD - Giro denteado 

GFAP - Proteína fibrilar glial ácida 

GPI - Glicosilfosfatidilinositol 

GPX – Glutationa peroxidase 

Gq – Proteína quinase G 

GRA – Grânulos densos 

3H-TIMIDINA- Timidina triciada 

HD - Hospedeiro definitivo 

HI - Hospedeiro intermediário 

IgG - Imunoglobulina G  

IgM - Imunoglobulina M  

IL-1β - Interleucina-1 beta 

IL-6 - Interleucina-6 

IL-10 - Interleucina-10 

IL-12 - Interleucina-12 

iNOS - Óxido nitríco sintase induzida 

INF-γ - Interferon – gama 

JNK - Proteínas N terminais quinases 

K+ - Potássio monovalente 

LPS - Lipopolissacarídeo 

M - Mitose 

MAP2 - Proteínas associadas à microtúbulos 

MAPK - Proteínas quinases ativadoras de mitógeno 

ME49 - Cepa de T. gondii, tipo II 

MIC-2 - Antígeno parasitário de T. gondii  



 

MIC - Micronema 

MHC - Complexo de histocompatibilidade  

MYD88 - Proteína 88 de diferenciação mielóide a resposta imune primária 

Na+ - Sódio monovalente 

NeuN - Proteína nuclear neuronal 

NFĸB - Factor nuclear kappa B 

ON - Óxido nítrico 

P1R - Receptor adenosina 

P2R - Receptor de ATP 

P2X7 - Receptor de ligação para ATP 

P2Y1 - Receptor de ligação para ATP e AMP 

P2Y2 - Receptor de ligação para ATP 

PCR-RFLP - Reação em cadeia da polimerase- fragmentos de restrição de polimorfismos 

PI3K - Fosfatidilinositol- 3- quinase 

PKA - Proteína quinase A 

PNQs - Progenitor queiscente 

RH - Cepa de T. gondii, tipo I 

RT-PCR - Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

RSV - Resveratrol 

ROP - Roptrias 

S - Síntese 

SAG - Antígenos de superfície 

SIRT - Gene de codificação para histona desacetilase 

SNC - Sistema nervoso central 

SOD - Superóxido dismutase 

T. gondii - Toxoplasma gondii 

TNF-α - Fator de necrose tumoral alfa 

TRL - Receptor de reconhecimento celular 

VEG - Cepa de T. gondii, tipo III 

VEL - Cepa de T. gondii, tipo I 

VNUT - Transportadores de nucleotídeos vesiculares 

WHO - World health organization (do inglês Organização Mundial da Saúde) 

ZSG - Zona subgranular 

ZSV - Zona subventricular 



 

LISTA DE ANEXOS 

 
 

 

ANEXO I  – Certificado de aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais................184  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

SUMÁRIO 
 

1.INTRODUÇÃO ..............................................................................................................24 

1.1. NEUROGÊNESE PESPECTIVA HISTÓRICA ...............................................................25 

1.2 ORIGEM DAS CÉLULAS ESTAMINAIS NURAIS ........................................................25 

1.3 PROLIFERAÇÃO E MATURAÇÃO CPNS .....................................................................20 

1.4 NEUROESFERAS COMO MODELO DE NEUROGÊNESE ...........................................32 

1.5 FATORES QUE AFETAM NEUROGÊNESE ..................................................................33 

1.6 SISTEMA PURINÉRGICOS .............................................................................................34 

1.6.1 Armazenamento, liberação e hidrólise de ATP e nucleotídeos ...................................34 

1.6.2 Receptores purinérgicos ................................................................................................36 

1.6.3 Ectonucleotidases ...........................................................................................................38 

1.6.4 Adenosina desaminase ...................................................................................................39 

1.7 SINALIZAÇÃO PURINÉRGICA NA NEUROINFLAMAÇÃO ......................................41 

1.8 NEUROGÊNESE, NEUROINFLAMAÇÃO E NUCLEOTÍDEOS ..................................43 

1.9 TOXOPLASMOSE: EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO ...............................................46 

1.9.1 T. gondii: origem e classificação taxonômica ................................................................48 

1.9.2 Formas infecciosas .........................................................................................................48 

1.9.3 Ciclo biológico ................................................................................................................52 

1.9.4 Linhagens clonais ...........................................................................................................53 

1.9.5 Subversão da resposta imune por T. gondii ..................................................................54 

1.9.6 Estimulação do sistema purinérgicos por T. gondii .....................................................55 

1.9.7 Toxoplasmose tem tratamento? ....................................................................................57 

1.10 RSV: HISTÓRICO E POTENCIAL TERAPÊUTICO .....................................................59 

1.10.1 Propriedades neuroprotetoras do resveratrol nas células ........................................62 

2. OBJETIVOS ...................................................................................................................64  

2.1 Objetivo geral ....................................................................................................................64   

2.2 Objetivos específicos .........................................................................................................64 

3. ARTIGOS e MANUSCRITOS .................................................................................65 

3.1 Artigo 1 ..............................................................................................................................65 

3.2 Manuscrito 1 ......................................................................................................................95 

3.3 Manuscrito 2 ....................................................................................................................119 

3.4 Manuscrito 3 ....................................................................................................................139 

4. DISCUSSÃO .................................................................................................................151 



 

5. CONCLUSÕES ...........................................................................................................160 

6. PERSPECTIVAS ........................................................................................................162 

7. REFERÊNCIAS ..........................................................................................................163 

ANEXO I ............................................................................................................................184 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

APRESENTAÇÃO 

  

Os resultados que compõem esta tese estão apresentados sob a forma de artigos originais 

publicados em revistas internacionais e manuscritos em fase de preparação, o qual se encontra 

no item Artigo e Manuscritos. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências encontram-se no próprio artigo ou manuscritos e representam a íntegra deste 

estudo. 

O item Conclusões encontra-se no final desta tese e apresenta interpretações e 

comentários gerais sobre os artigos e manuscritos contidos neste trabalho. 

As Referências referem-se somente às citações que aparecem nos itens Introdução e 

Discussão desta tese. 

 A seguir encontra-se uma lista com as publicações aceitas ou em fase de 

submissão/preparação:  

1) Nathieli B. Bottari, Maria Rosa C. Schetinger, Micheli M. Pillat, Thais V. Palma, 

Henning Ulrich, Mariana S. Alves, Vera M. Morsch, Cinthia Melazzo, Luiz Daniel 

de Barros, João Luis Garcia, Aleksandro Schafer Da Silva. Resveratrol as a 

Therapy to Restore Neurogliogenesis of Neural Progenitor Cells Infected 

by Toxoplasma gondii. Molecular Neurobiology (2018) 1559-1182. 

https://doi.org/10.1007/s12035-018-1180-z 

 

2) Nathieli B. Bottari, Micheli M. Pillat, Maria Rosa C. Schetinger, Karine P. Reichert, 

Tais V. Palma, Charles Elias Assaman, Henning Ulrich, Anielen Dutra, Vera M. 

Morsch, Ivana Beatrice Mânica da Cruz, Cinthia Melazzo, Aleksandro Schafer Da 

Silva. Resveratrol -mediated reversal of changes in the purinergic signaling 

system and immune response caused by Toxoplasma gondii infection of neural 

progenitor cells. Em revisão pelo periódico Purinergic Sinalling. 

 

3) Nathieli B. Bottari, Karine Paula Reichert, Mateus Fracasso, Anielen Dutra, Maria 

Rosa C. Schetinger, Vera M. Morsch, Aleksandro Schafer Da Silva.  Modulation 

of purinergic signalling mediated by resveratrol in mice infected by 

Toxoplasma gondii: host cell defense mechanism. Submetido para o periódico 

Cellular Sinalling. 
 

4) Nathieli B. Bottari, Karine Paula Reichert, Mateus Fracasso, Anielen Dutra, Maria 

Rosa C. Schetinger, Vera M. Morsch, Aleksandro Schafer Da Silva. Resveratrol 

provides neurobehavioral and neurogenesis in newborn mice infected by 

Toxoplasma gondii. Resultados parciais em fase de preparação. 
 

 

 

 



 

 

 

 



24 
 

1.  INTRODUÇÃO  

 

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) envolve eventos morfogenéticos 

altamente precisos, onde as células precursoras neurais (CPNs) pluripotentes derivadas de 

células-tronco neurais primárias (CTNP) são capazes de auto-renovação e diferenciação, 

formando uma placa neural anatomicamente simples, mas com estruturas funcionalmente 

integradas e muito complexas. Esse processo, envolve inicialmente a proliferação de CPNs e a 

subsequente diferenciação de duas principais linhagens celulares que integram o SNC de um 

mamífero: neurônios, astrócitos e oligodendrócitos (derivadas de células-tronco precursoras) 

ou micróglia (derivado de células imunes). Em seguida, as células migram durante a formação 

do tubo neural, sofrem mielinização e finalmente formam as sinapses e as redes neuronais que 

constituem os sistemas de neurotransmissão. 

Com centenas de bilhões de neurônios formando infindáveis conexões entre si, o cérebro 

é capaz de processar uma quantidade gigantesca de informações que chegam todos os segundos, 

aos órgãos. Assim, quando patógenos extracelulares ultrapassam a barreira hematoencefálica, 

a exemplo do parasito intracelular Toxoplasma gondii, e atingem o SNC de um mamífero, o 

cérebro rapidamente conduz diferentemente a diferenciação celular e inicia um processo de 

resposta imunológica na tentativa de combater o parasito.  

Contudo, a inflamação e consequentemente o estresse oxidativo provocados pela 

infecção por T. gondii promovem a apoptose de CPNs constituindo um dos mecanismos 

moleculares responsáveis pelos distúrbios cognitivos e desordens neurais desencadeados pelo 

parasito em humanos, especialmente em recém-nascidos. 

Diante da potencial gravidade das manifestações da toxoplasmose em imunodeprimidos 

e gestantes, bem como defeitos congênitos e toxicidade ocasionada pelos quimioterápicos 

disponíveis, se faz necessário à busca por novas drogas capazes de minimizar os efeitos 

colaterais e de combater o parasito. Nesse estudo utilizamos o resveratrol, um composto natural 

com propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias já bem elucidadas. 

Mesmo que pequenos, comparados com a complexidade da infecção desempenhada 

pelo T. gondii no SNC, os resultados apresentados nesta tese adicionarão novos ingredientes as 

perguntas “Como o T. gondii dirige a neurogênese embrionária?”, “Qual o envolvimento do 

sistema purinérgico na neurogênese e na neurotoxoplasmose?” e por fim, “Poderia o resveratrol 

agir como um alvo terapêutico neuroprotetor modulando a inflamação no SNC de animais 

infectados?” 
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1.1 NEUROGÊNESE: UMA PERSPECTIVA HISTÓRICA 

 

Desde os primórdios da neurociência no final do século IX, assumiu-se que o SNC dos 

mamíferos era um sistema estruturalmente estável e incapaz de regenerar-se ao longo da vida 

de um adulto. Entretanto, se sabe que a plasticidade cerebral; ou seja, a capacidade adaptativa 

do SNC em modificar-se e adaptar-se a estímulos ambientais e a novas experiências ocorre 

constantemente (KOCK et al., 2018).  

Devido à imensa complexidade do cérebro, Santiago Ramón y Cajal (1928), primeiro 

neurocientista da história, acreditava que a neurogênese; ou seja, o processo de formação de 

novos neurônios que acontece no nosso cérebro, ocorria somente durante o desenvolvimento 

embrionário de mamíferos e não se estendia a vida adulta. Entretanto, na década de 1960, 

estudos utilizando métodos recém introduzidos de autorradiografia de timidina triciada (3H-

timidina) desafiaram essa visão. A timidina triciada é absorvida por células submetidas à síntese 

de ácido desoxirribonucleico (DNA) em preparação para a mitose e, portanto, pode ser usada 

como um marcador para células em proliferação tanto em tempos de sobrevivência curtos, 

quanto em tempos de sobrevivência mais longos (SIDMAN; MIALE; FEDER, 1959).  

Utilizando esse método, Altman (1962, 1963, 1966, 1969) ibidem Altman e Das (1965) 

relataram novos neurônios no cérebro de ratos e gatos adultos nas regiões do bulbo olfatório, 

do hipocampo e do córtex cerebral. Quinze anos depois, Kaplan examinou a ultraestrutura de 

células marcadas com 3H-timidina no bulbo olfatório, hipocampo e neocórtex de ratos adultos 

e confirmou que verdadeiramente eram novos neurônios (KAPLAN e HINDS, 1977; 

KAPLAN, 1981, 1985).  

Desde então, estudos científicos têm revelado que o cérebro de um mamífero é muito 

mais maleável do que até então se imaginava, modificando-se sob o efeito das experiências, das 

percepções, das ações e dos comportamentos. Assim, o processo da plasticidade cerebral 

explica o fato de certas regiões do nosso cérebro possuir a capacidade de substituir as funções 

afetadas através de complexos mecanismos de reorganização cerebral. 

 

1.2 ORIGEM DAS CÉLULAS ESTAMINAIS NEURAIS 

Atualmente, sabe-se que a auto renovação celular e a neurogênese são processos de 

reorganização cerebral rigorosamente controlado e que ocorrem em diferentes etapas durante a 

formação do SNC (KEMPERMANN; SONG; GAGE, 2015). As células-tronco, ou também 

denominadas de células estaminais, são células totipotentes capazes de originar um organismo 

completo que sofrem sucessivas clivagens passando pelo estágio de mórula até a formação de 
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uma estrutura esférica oca denominada blastocisto. Essas células, adquirem a característica de 

serem pluripotentes e darão origem ao embrião, seguindo assim para o estágio de gástrula 

(GILBERT, 2000; METZGER; SIMUNOVIC; BRIVANLOU, 2018). A gastrulação envolve 

uma série de movimentos celulares, divisões e invaginações que transformam a pequena massa 

celular nos três folhetos embrionários: a endoderme; camada mais interna responsável pela 

formação do trato digestivo, a mesoderme; camada intermediária que dará origem ao sistema 

circulatório, aos órgãos reprodutivos, aos tecidos musculares e aos rins e a ectoderme camada 

mais externa que originará a epiderme e o sistema nervoso (Figura 1). 

 
 

Figura 1- Formação do tubo neural. (A) Após a gastrulação, o neuroepitélio se 

diferencia originando a ectoderme, a mesoderme e a endoderme. (B) Proliferação de células-

tronco e invaginação ectoderme. (C) Formação das pregas neurais em forma de “U”. (D) 

Migração celular.  

 
Fonte: Adaptado de FREEMAN e BRACEGIRDLE 1982. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959437X18300467#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959437X18300467#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959437X18300467#!
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A neurulação; ou seja, o processo de formação do tubo neural inicia-se com a 

proliferação das células multipotentes que rodeiam a placa neural e com a invaginação da 

ectoderme para formar uma estrutura tubular (Figura 1). Após a formação da placa neural, os 

seus bordos ficam mais finos e ascendem para formar as pregas neurais, enquanto o sulco 

neural, em forma de “U”, surge no centro da placa, dividindo os futuros lados esquerdo e direito 

do cérebro do embrião. As pregas neurais migram em direção à linha média da estrutura cerebral 

pré-formada, fundindo-se para originar o tubo neural (SMITH e SCHOENWOLF, 1997; 

METZGER; SIMUNOVIC; BRIVANLOU, 2018). Finalmente, o tubo neural é a estrutura 

embrionária que dará origem ao cérebro propriamente dito.  

A próxima etapa da neurogênese envolve a estimulação subsequente das células 

presentes na crista neural; processo conhecido como proliferação celular. A proliferação, induz 

os núcleos celulares a moverem-se a medida que a célula se divide (GÖTZ e HUTTNER, 2005) 

e assim a se diferenciarem dando origem a neurônios (Figura 2A) e as células gliais na 

sequência (Figura 2B). 

 

 

 

Figura 2- Migração de células neuroepiteliais e células gliais. A imagem retrata a 

polarização celular e a organização do núcleo de células neuroepiteliais e células gliais durante a 

proliferação, diferenciação e migração. (A) As células neuroepiteliais migram da base durante a fase 

G1 do ciclo celular, atingem o ápice durante a fase S e retornam para a base durante a fase G2 da 

mitose. (B) Células gliais ficam confinadas a porção entre a base e ápice nas zonas subventriculares 

e ventriculares.  

 
Fonte: adaptado de GÖTZ e HUTTNER, 2005. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959437X18300467#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959437X18300467#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959437X18300467#!
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A transição das células neuroepiteliais para as gliais radiais durante o desenvolvimento 

embrionário representa a diferenciação celular e está intimamente associado com o ciclo 

celular. Desta forma, quando existe alguma alteração durante o desenvolvimento embrionário 

e/ou a formação do tubo neural, o ciclo celular se prolonga (DEHAY e KENNEDY, 2007). 

O ciclo celular corresponde a uma sequência de eventos, que ocorre durante o tempo de 

vida de uma célula eucariótica com o intuito de promover a proliferação celular e é dividido em 

fases distintas: mitose (M) e divisão celular que ocorrem durante a fase M relativamente breve, 

que é seguida pela fase G1 (do inglês gap). Esse é o principal período de crescimento 

(proliferação) celular, síntese de enzimas e proteínas e abrange a parte mais longa do ciclo 

celular. A fase G1 dá lugar à fase S que representa a síntese celular, período do ciclo celular, 

quando o material genético (DNA) é duplicado. Após a fase S, na fase G2 a célula se prepara 

para dividir, seguida pela entrada na fase M retomando um novo ciclo (VERMEULEN; VAN 

BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).  

Entretanto, além da alteração na duração do ciclo celular, algumas situações levam a 

divisão celular descontrolada. Especificamente, uma redução na precisão do posicionamento 

do fuso em relação ao eixo apical-basal das células neuroepiteliais pode ser suficiente para 

resultar, em clivagens diferentes do padrão simétrico. Esses movimentos intercinéticos e 

divisões simétricas caracterizam as fases iniciais da expansão do SNC, aumentando o número 

de células e o tamanho do neuroepitélio (FAIGLE e SONG, 2013). 

A evolução da neurogênese se inicia pela mudança da proliferação para a diferenciação 

celular, etapa em que as células pluripotentes geram células mais diferenciadas denominadas 

de CPN, as quais são responsáveis pela geração das estruturas cerebrais e dos diferentes tipos 

de neurônios e células glias do sistema nervoso (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416512002577#!
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Figura 3- Representação esquemática da neurogênese hipocampal. Novos neurônios 

que integram a camada de células granulares do giro denteado do hipocampo (GD) originário de 

células-tronco CPN localizadas na zona subgranular (ZSG). No curso de sua maturação, elas exibem 

propriedades específicas que os conferem à função comportamental única.  

 
  Fonte: adaptado de KOEHL, 2015. 

 

O desenvolvimento do SNC é o resultado de eventos controlados que se iniciam com a 

proliferação e especificação da identidade da célula neural, seguido pela migração e 

maturação/diferenciação celular (GÖTZ e HUTTNER, 2005). Esses eventos resultam na 

geração de dois tipos celulares: uma CPN indiferenciada, que permanece na zona subventricular 

(ZSV), região situada nas paredes dos ventrículos laterais, onde as novas células migram para 

o bulbo olfactório através do fluxo migratório rostral, e células multipotentes, que migram da 

zona subgranular (ZSG) do giro denteado (GD) do hipocampo, para se diferenciar nas diferentes 

linhagens neurais (neurônios, astrócitos, oligodendrocitos, células gliais) (Figura 3). Muitas 

destas novas células morrem pouco depois de proliferarem, enquanto outras se integram 

funcionalmente no tecido cerebral. 

 

1.3 PROLIFERAÇÃO E MATURAÇÃO DE CPNs 

 

Estudos relatando a neurogênese no SNC permitiram afirmar que milhares de novos 

neurônios são formados todos os dias no encéfalo adulto, principalmente na região do GD do 

hipocampo.  

Kempermann e colaboradores (1997) propuseram que os novos neurônios do GD atuam 

como “comportas” na “entrada de informações” para a memória. Segundo os autores, a 

neurogênese hipocampal adulta estaria envolvida no processamento de informações mantidas 

transitoriamente. As células do hipocampo recém geradas parecem exercer função na cognição 

e na reparação de danos cerebrais (ANACKER e HEN, 2017). 
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Em mamíferos adultos, as CPNs encontram-se na ZSG do GD, região localizada entre 

o hilo e a camada granular do hipocampo (Figura 3, esquerda).  As CPNs migram para a camada 

granular onde passam pelo processo de maturação dando origem as células granulares 

propriamente ditas com sinapses funcionais conforme demonstrado na Figura 3 (KOEHL, 

2015).  

O primeiro precursor celular evidenciado foi descrito como uma célula glial radial 

(SERI et al., 2001), atualmente conhecido como progenitor quiescente (PNQs). Os PNQs 

expressam a proteína glial fibrilar ácida (GFAP- do inglês glial fibrillary acidic protein) e 

nestina (DUAN et al., 2008; LINDSEY et al., 2018) e possuem baixa divisão celular. Quando 

se dividem, originam células do tipo II ou C que expressam nestina e não mais GFAP (Figura 

4). Mantem sua divisão expressando marcadores de neurônios imaturos e neuritos (futuros 

axônios e dendritos), sendo nessa etapa denominado neuroblastos. 

As células do tipo II transitam no GD do hipocampo, e são caracterizadas pela expressão 

de: doublecortina (DCX), uma proteína associada de microtúbulos; proteína ligante do cálcio 

(Calretinina) e da proteína nuclear neuronal (NeuN) (KEMPERMANN, 2010).  

 No giro denteado, os neurônios novos migram (processo altamente regulado) para 

dentro da camada de células granulares e elaboram a produção do axônio e dos dendritos para 

a região CA3 (Cornu anmonis 3) do hipocampo onde os neurônios recém-formados exibem alta 

plasticidade sináptica; ou seja, capacidade de exercer suas funções eletrofisiológicas (Figura 4). 
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Figura 4- Estágios de diferenciação no curso da neurogênese hipocampal. 
GFAP (marcador de diferenciação glial); DCX (marcador de célula indiferenciada); NeuN 

(marcador de neurônios). 

 
  Fonte: adaptado de KEMPERMANN et al. (2015). 

 
 

Desta forma, para avaliar a diferenciação neural in vitro e/ou in vivo, marcadores 

específicos de CPNs, bem como de neurônios e glias recém-sintetizados se fazem disponíveis. 

As proteínas que compõem o citoesqueleto das células são expressas em padrões específicos 

do tipo celular, permitindo o acompanhamento da diferenciação e desenvolvimento neural 

dentre as quais se destacam: nestina, β3-tubulina, proteínas associadas ao microtúbulos (MAP2) 

e GFAP (LINDSEY et al., 2018). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301008217301855#!
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A nestina é um filamento intermediário do tipo VI, apesar de ser expressa em outros 

tipos celulares, durante o desenvolvimento neural essa proteína é expressa apenas por CPNs 

(células-tronco neuroepiteliais, glial radial e progenitoras neurais) (LIU et al., 2018). Por outro 

lado, a β3-tubulina é um subtipo de tubulina, expressa especificamente em neurônios durante o 

desenvolvimento neural, inclusive em neurônios imaturos. Contudo, a MAP2 compõe a família 

das proteínas associadas ao microtúbulos (MAP), expressa em neurônios e atua estabilizando o 

crescimento dos mcirotúbulos (MAXI et al., 2017). Por fim, o GFAP é uma proteína expressa 

em células gliais (HOL e PEKNY, 2015). 

Apesar dos caminhos moleculares específicos que governam esta diferenciação de 

CPNs in vivo ainda serem pouco compreendidos, é amplamente aceito que modelos in vitro 

recapitulem os passos que ocorrem durante o desenvolvimento do cérebro e, assim, permitem 

estudar os efeitos de fatores intra e extracelulares como, por exemplo, a influência de 

neurotransmissores e seus receptores no controle da diferenciação neuronal.  

 

 1.4 NEUROESFERAS COMO MODELO DE NEUROGÊNESE 

A utilização de neurosferas como modelo da diferenciação neural, assim como utilizado 

nesta tese, abrange grande parte dos processos que envolvem a neurogênese e o 

desenvolvimento do SNC. Atualmente, vários métodos experimentais com pequenas variações 

permitem estabelecer e expandir neuroesferas em culturas. As neuroesferas são células-tronco 

neurais obtidas de uma suspensão de células estaminais e CPN geralmente isoladas da ZSV do 

telencéfalo de embriões de camundongos no 13º dia de gestação (E-13) (fase de maior 

proliferação celular) ou da ZSG do hipocampo de adultos.  

As CPNs são plaquedas em meio suplementado com fibroblastos (B27), fatores de 

crescimento fibrilar (FGF2) e epidermal (EGF) e na presença desses fatores crescem em 

monocamadas ou agregados chamados de neuroesferas. Cada neuroesfera é derivada de uma 

única célula que, através de divisões assimétricas, dará origem a outra célula filha idêntica e a 

um progenitor mais comprometido, os quais ao se aderirem em uma superfície se diferenciam 

em neurônios ou células gliais espontaneamente, sendo assim a vantagem deste modelo 

(TRUJILLO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). 

Além de fornecer um importante ensaio experimental, este modelo mantém as 

características genéticas, temporais ou espaciais do hospedeiro. Estudos comparativos do 

cérebro fetal e culturas de neuroesferas mostraram que a neuroesfera e as CPNs correlacionam-

se em vários aspectos como a capacidade proliferativa, a diferenciação celular e potencial o 

químico e molecular após exposições a diferentes fatores de uma maneira que reflete o estágio 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0955067415000137#!
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de desenvolvimento do doador. Nesse contexto, induzir o hospedeiro durante a gestação a uma 

determinada infecção ou inflamação e verificar as alterações provocadas durante o 

desenvolvimento do SNC de um embrião mimetiza uma importante estratégia experimental que 

contribuirá para o entendimento e melhor manejo dessas situações (JENSEN e PARMAR, 

2006). 

 

1.5 FATORES QUE AFETAM A NEUROGÊNESE 

O processo da neurogênese resumidamente envolve a expansão (proliferação), 

diferenciação (neurogenêse vs gliogênese) e sobrevivência de CPNs. Esse processo é 

dinamicamente controlado por fatores intrínsecos (tais como EFG, FGF) e também fatores 

extrínsecos como o estresse, o exercício físico, a longevidade e as infecções. Um importante 

regulador negativo da neurogênese é a inflamação induzida por processos patológicos (DAS e 

BASU, 2008). Durante um processo inflamatório ocasionado por um patógeno extracelular, os 

estágios convencionais da neurogênese podem resultar em um diferente destino neural e 

interagir com fatores intrínsecos e extrínsecos de modo a estimular ou inibir a neurogênese 

(BOSKA, 2010).  

Dentre os inúmeros fatores intrínsecos, os neurotransmissores e neuromoduladores 

possuem extrema relevância no controle da informação neuronal (LIN et al., 2007; NEARY e 

ZIMMERMANN, 2009; ZIMMERMANN, 2011). Quando se trata de neurotransmissores, 

esses são substâncias químicas sintetizados e liberados pelos neurônios cuja função é exercer a 

biossinalização na célula pós-sináptica, pela ligação com seu respectivo receptor. Em adição, o 

efeito deste neurotransmissor deve ser bloqueado ou mimetizado por antagonistas ou agonistas 

em um modo dose dependente. Finalmente, devem existir mecanismos apropriados para 

eliminar a ação do neurotransmissor. Tais mecanismos podem incluir degradação enzimática 

ou recaptação da molécula pelos neurônios pós-sinápticos ou glias por transportadores 

específicos (DEUTCH, 2013, p.117-138).  

Atualmente, existem inúmeras moléculas que possuem papel de neurotransmissores, 

destacam-se os aminoácidos, as purinas e aminas, os peptídeos. Dentre as purinas de relevância, 

destacam-se o ATP (adenosina 5’-trifosfato) e outros nucleotídeos relacionados como o ADP 

(adenosina 5´- difosfato) o AMP (adenosina 5´-monofosfato), a adenosina (ADO) e a inosina 

(RALEVIC e BURNSTOCK, 1998; ZIMMERMANN, 2011). As aminas compreendem a 

acetilcolina, dopamina, adrenalina, histamina entre outras (BRUEL-JUNGERMAN, 

LUCASSEN, FRANCIS, 2011). Aliado a esses neurotransmissores, a existência de receptores 

ionotrópicos e metabotrópicos, bem como de transportadores de membrana ou enzimas 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166223609000393#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123858702000068#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166432811000477#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166432811000477#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166432811000477#!
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complementam todo o sistema de neurotransmissão (BURNSTOCK, 2007; 2009). 

Considerando esta diversidade de neurotransmissores, seus receptores, e consequentemente a 

um vasto número de vias de sinalização, se dará ênfase nos sistemas de neurotransmissão 

tradicionalmente estudados pelo nosso grupo e investigados nesta tese. 

 
1.6 SISTEMA PURINÉRGICO 

O sistema purinérgico exerce múltiplos papéis no desenvolvimento, remodelação 

plástica e regeneração do SNC (ABBRACCHIO et al., 2009). A sinalização purinérgica é uma 

rota comum de comunicação célula-célula envolvida em muitos mecanismos neuronais e não 

neuronais e em eventos de curta e longa duração, incluindo respostas imunes, inflamação, dor, 

agregação plaquetária, vasodilatação, proliferação e morte celular (BURNSTOCK 2004; 2008; 

2009).  

O ATP, molécula sinalizadora do sistema purinérgico, é um nucleotídeo trifosfatado 

existente em todas as células e está envolvido na regulação de vários processos fisiopatológicos 

no meio extracelular. Este nucleotídeo é armazenado em vesículas nas terminações sinápticas 

e, após despolarização neuronal, é liberado atuando em receptores específicos na membrana 

pós-sináptica, denominados purinoreceptores (BURNSTOCK, 2007). Albert Szent-György 

(1920) foi o primeiro cientista a investigar o papel do ATP como molécula energética, 

relevando a interação do ATP com a proteína actina e a miosina durante o processo de contração 

muscular. Décadas depois, Pamela Holton (1959) comprovou pela primeira vez a liberação de 

ATP pelos nervos terminais. 

Anos mais tarde, Geoff Burnstock (1976) apresentou pela primeira vez, a hipótese de 

que o sistema purinérgico poderia estar relacionado com o processo de neurotransmissão, o que 

formalizou o conceito do ATP como uma molécula envolvida na sinalização extracelular. O 

ATP pode atuar tanto como transmissor quanto como co-transmissor, agindo através de 

purinoreceptores divididos em duas famílias distintas P2X e P2Y (Burnstock 2004; 2007; 

2009). 

 

1.6.1 Armazenamento, liberação e hidrólise extracelular de ATP e nucleotídeos 

relacionados 

O ATP e outros nucleotídeos são absorvidos e armazenados em vesículas secretoras e 

sinápticas. Como demonstrado na Figura 5, o acúmulo de ATP nas vesículas é mediado por 

transportadores de nucleotídeos vesiculares (VNUT), que pertencem à família transportadora 

de ânions SLC17, que também inclui transportadores de glutamato vesicular (SAWADA et al., 
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2008). O VNUT reconhece preferencialmente os nucleotídeos ATP e ADP e é inibido por 

diATP. Este transportador é altamente expresso no cérebro, especialmente em astrócitos. 

Evidências de mecanismos adicionais de liberação de nucleotídeos fosfatados, incluem 

transporte por exocitose, transportadores de ligação ao ATP, hemicanais de conexina ou 

panexina, canais aniônicos dependentes de voltagem (Figura 5A) e purinoreceptores (Figura 

5C). 

 

Figura 5- Mecanismos de liberação, degradação e recaptação do ATP. Abreviaturas: 

Alk Phos, fosfatase alcalina; Myok, myokinase (adenilato cinase); NDK, nucleosídeo difosfato 

quinase; E-NPPs, pirofosfatase de nucleotídeos e / ou fosfodiesterases; 5'-NT, 5'-nucleotidase; 

VNUT, transportador nucleotídico vesicular.  

 
Fonte: adaptado de ABBRACCHIO et al. (2009). 

 

 

Após a liberação, o ATP e outros nucleotídeos sofrem rápida degradação enzimática 

pelas ectonucleotidases, que são enzimas que controlam o tempo de vida dos nucleotídeos e 

também produzem ligantes para os purinoreceptores (Figura 5B) (ZIMMERMANN, 2006). 

Todas as famílias de ectonucleotidase identificadas até o presente momento são expressas no 

cérebro; entre essas incluem as E-NTPDases (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases), E-

NPPs (ectonucleotideo pirofosfatase e/ou fosfodiesterases), fosfatases alcalinas e ecto-5'-

nucleotidases (ecto-5´-NT) (ZIMMERMANN, 1996; 2006; ROBSON; SÉVIGNY; 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016622360800249X#!
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ZIMMERMANN, 2006). Essas enzimas diferem quanto a especificidade do substrato e a 

formação do produto.  

As E-NTPDases e as E-NPPs hidrolisam o ATP e o ADP a AMP, que é ainda hidrolisado 

em adenosina pela ecto-5'-NT (Figura 5B). As fosfatases alcalinas, por sua vez hidrolisam 

nucleotideos tri, di e monofosfatados. Além das ectonucleotidases tradicionais, existem 

enzimas responsáveis pela síntese de ATP extracelular (por exemplo, ectonucleosideo-

difosfato-quinase e adenilato-cinase) como também as enzimas responsáveis pela 

interconversão de nucleotídeos e refosforilação de nucleotídeos (ZIMMERMANN, 2006). 

 

1.6.2 Receptores purinérgicos 

Os purinorecptores para ligação do ATP (receptores P2R), também denominados de 

purinoreceptores, foram reconhecidos após a identificação dos receptores para o nucleosídeo 

adenosina (receptores P1R). Receptores do tipo P2 são divididos em receptores P2X 

ionotrópico e receptores P2Y metabotrópicos com base no mecanismo de ação, farmacologia e 

clonagem molecular (WEBB et al., 1993; BRAKE et al., 1994; BURNSTOCK E KNIGHT, 

2004) (Figura 5C). Atualmente, os purinoceptores são os receptores mais abundantes 

encontrado nos tecidos de mamíferos, como, de fato, podem ser encontrados em todos os tipos 

de células, incluindo as de origem neural (ABBRACCHIO et al. 2009; BURNSTOCK, 2016).  

O nucleosídeo adenosina (ADO) possui afinidade por receptores do tipo P1. Os quatro 

receptores de ADO A1, A2A, A2B e A3 são acoplados à proteína G (Figura 5) (LATEK et al., 

2012). Tipicamente, A1 e A3 acoplam à família Gi/o responsáveis pela inibição da produção 

do segundo mensageiro o monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), enquanto que A2A e A2B 

estimulam a produção de AMPc através de proteínas Gs (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998; 

FREDHOLM et al., 2005). Assim, no SNC, a adenosina exerce uma infinidade de funções, 

incluindo a modulação das funções neurais e gliais, a sinalização neurogênica e o 

desenvolvimento neural (DUNWIDDIE e MASINO, 2001; LATIN e PEDATA, 2001).  

A família P2X, consiste de receptores ionotrópicos ligados a canais iônicos que quando 

ativados resultam na abertura de um poro na membrana celular que permite a passagem de 

cátions Na+, K+ e Ca+2. Essa família, está dividida em sete membros (P2X 1-7), os quais estão 

distribuídos em neurônios, células gliais e no músculo liso (KHAKH e NORTH, 2006). Os 

receptores heteroméricos P2X1/5 foram identificados em astrócitos corticais (LALO et al., 

2008), enquanto subunidades P2X1 e P2X5 são expressas em células de Schwann (TODD e 

ROBITAILLE, 2006) e receptores P2X4 em micróglia (TSUDA et al., 2003). Todas as 

subunidades P2X7 são expressas em células neurais, entretanto esta expressão é heterogênea 
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em diferentes regiões do cérebro e em diferentes concentrações de ATP (SPERLÁGH et al., 

2006). Além disso, o receptor P2X7 fornece a via mais importante para o influxo de Ca2+ no 

neurônio pós-sináptico. Quando há estimulação de receptores P2X7, o Ca+2 desencadeia sinais 

citosólicos em muitos neurônios do SNC, regulando a liberação de neurotransmissores 

(RALEVIC e BURNSTOCK, 1998).   

A família P2Y, por sua vez, consiste em receptores metabotrópicos acoplados à proteína 

G e foram funcionalmente descritos oito membros (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, 

P2Y13 e P2Y14), que apresentam uma ampla distribuição nos tecidos e sistemas, tais como 

vascular, nervoso e cardíaco (BURNSTOCK, 2007; ZIMMERMANN, 2011). Os receptores do 

tipo P2Y e P2X ativam proteínas (Gq), a qual ativa fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) /Akt 

através de uma sinalização em cascata que ativa as proteínas quinases ativadas por mitógeno 

(MAPK). As MAPKs, por sua vez, são ativadas em sequência e compreendem uma família 

maior de proteínas que consiste em proteínas quinases sinalizadas e ativadas por estresse 

(ERKs) como as c-Jun N terminais quinases (JNKs) e p38/MAPKs (DIVIRGILIO et al., 2001; 

MAJUMDER et al., 2007) (Figura 6). 

 

 

Figura 6- Diagrama esquemático da sinalização de receptores P2. A ligação do 

ATP nos receptores purinérgicos tipo P2 inicia a cascata de sinalização das proteínas quinases 

incluindo membros da família MAPK (ERK, p38 e JNK) e Akt. A estimulação de proteínas 

quinasesleva à indução ou ativação de fatores de transcrição  a proliferação, a diferenciação, o 

crescimento, a migração e as interações célula-célula. Abreviaturas: ERK, (proteína quinase 

regulada por sinal extracelular); PI3K, (fosfoinositol- 3-quinase); PKC (proteína quinase C); 

JNK (quinase N-terminal c-Jun); STAT (transdutor de sinal e ativador de transcrição). 

 
 Fonte: adaptado de: NEARY e ZIMMERMANN (2009). 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301008206000311#!
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Além disso, os receptores do tipo P2Y quando ativados, acoplam a proteína Gi/o, que 

inibe a adenilil ciclase e modula canais iônicos (ABBRACCHIO et al., 2006; BURNSTOCK e 

VERKHRATSKY, 2009). O acoplamento do mesmo receptor P2Y a diferentes proteínas do 

tipo G, indicam uma sinalização específica do agonista que pode guiar diferencialmente a 

resposta neuronal ou glial sob condições nas quais diferentes tipos de nucleotídeos são 

liberados. 

 

1.6.3 Ectonucleotidases 

Além dos receptores purinérgicos, os níveis desses nucleotídeos extracelulares são 

regulados por uma cascata de hidrólise constituída por uma variedade de enzimas que estão 

localizadas na superfície celular, chamadas de ectonucleotidases (ZIMMERMANN, 1996; 

2006; ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). As ectonucleotidases podem estar ou 

não ancoradas na membrana celular, possuindo seu sítio ativo voltado para o meio extracelular, 

ou estão presentes na forma solúvel no meio intersticial (ZIMMERMANN, 2011). Este grupo 

de enzimas é constituído pelas famílias das E-NPP, NTPDases, ecto-5’-NT e fosfatases 

alcalinas. Estas enzimas são capazes de controlar a disponibilidade de ligantes como ATP, ADP 

e AMP aos seus receptores específicos (ZIMMERMANN, 1996; 2011). Na presente tese, dar-

se-á maior ênfase a família das NTPDases e ecto-5’- NT, objetos deste estudo. 

 

Figura 7 – Cascata de enzimas purinérgicas e receptores. Ectonucleotidases localizadas 

na membrana plasmática catalisam a hidrólise sequencial de ATP para ADP, AMP e ADO. Os 

receptores P1 reconhecem a adenosina, enquanto os receptores P2 se ligam a moléculas 

nucleotídicas di e trifosfato.  

 
Fonte: adapado de MENZIES et al. (2017). 
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Os membros da família das NTPDases são codificados por oito genes diferentes. Quatro 

membros desta família de enzimas estão localizados na superfície das células, com um sítio 

catalítico extracelular, sendo eles NTPDases 1, 2, 3 e 8 (ZIMMERMANN, 2011). A NTPDase1 

hidrolisa ATP e ADP igualmente, enquanto a NTPDase3 e a NTPDase8 apresentam preferência 

por ATP em relação ao ADP como substrato.  A NTPDase2, caracteriza-se por possuir uma alta 

preferência por nucleosídeos trifosfatados e foi previamente classificada como uma ecto-

ATPase (ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Outros dois membros conhecidos 

como NTPDases 5 e 6 apresentam localização intracelular, porém, são secretadas após 

expressão heteróloga (BRAUN et al., 2000). As NTPDases 4 e 7 apresentam localização 

intracelular com o sítio ativo voltado para o citoplasma celular (BIEDERBICK et al., 2000). 

Estas enzimas hidrolisam tanto ATP como ADP, formando AMP na presença de íons Ca2+ e 

Mg2+ (ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). A ecto-5´-NT desfosforila 

nucleosídeos monofosfatados não cíclicos, através da hidrólise da ligação fosfodiéster de 5´- 

ribonucleotídeos, levando à formação do correspondente ribonucleosídeo e fosfato (ROBSON; 

SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). A principal função em animais é a hidrólise do AMP até 

ADO. As ecto-5´-nucleotidases apresentam uma ampla distribuição tecidual e fazem parte da 

cascata enzimática para finalizar a ação de nucleotídeos que agem em receptores P2X e P2Y, 

sendo a principal enzima responsável pela produção de ADO extracelular (ROBSON; 

SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; ZIMMERMANN, 2011). 

Desta forma, as ectonucleotidases controlam a disponibilidade de ligantes (ATP, ADP, 

AMP e ADO) para ambos os receptores de nucleotídeos e nucleosídeos e, consequentemente, 

a extensão e a duração da ativação do receptor. Portanto, essa é uma via enzimática com função 

dupla de remoção de uma molécula sinalizadora, o ATP, e geração de uma segunda molécula, 

a ADO em condições não fisiológicas (Figura 7) (SCHETINGER et al., 2007). 

 

1.6.4 Adenosina desaminase 

 

 A adenosina desaminase (ADA) (EC 3.5.4.4) também é uma enzima envolvida no 

metabolismo das purinas, promovendo a desaminação hidrolítica da ADO e da deoxiadenosina 

até inosina e deoxiinosina, respectivamente (Figura 7) (CUNHA, 2001; FREDHOLM et al., 

2005). Ela se apresenta como uma enzima citosólica, diferentemente das demais ectoenzimas.  

A ADO possui papel neuromodulador homeostático controlando uma série de eventos 

intracelulares como, por exemplo, diminui a liberação de aminoácidos excitatórios, 

hiperpolariza a membrana neuronal e limita o influxo de Ca+2 (CUNHA, 2001). Além disso, a 
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ADO exerce efeitos neuroprotetores em situações de estresse isquêmico, hipoxêmico e 

oxidativo regulando os níveis de AMP cíclico (conhecido como segundo mensageiro) 

intracelulares (GOMES et al., 2011). 

Os receptores da adenosina são metabotrópicos e pertencentes à classe P1 de receptores 

purinérgicos (FREDHOLM et al., 2011), e incluem quatro tipos de receptores de adenosina: 

A1, A2A, A2B e A3, sendo que os receptores A1 e A2A apresentam maior densidade no cérebro 

e possuem alta afinidade para adenosina enquanto o A2B e A3 demostram afinidade 

relativamente baixa para receptores de ADO. Esses receptores têm sido tradicionalmente 

classificados com base em seu acoplamento diferencial à adenil ciclase em regular os níveis de 

AMPc. Receptores A1 e A3 são acoplados à proteína Gi/Go e inibem a atividade da adenil 

ciclase, enquanto os receptores A2A e A2B são receptores acoplados à proteína Gs e aumentam 

a atividade enzimática da adenil ciclase (BALDWIN, 1994). 

Portanto, a ativação dos receptores A2A e A2B aumenta a produção de AMPc, resultando 

na ativação da proteína quinase A (PKA) e na fosforilação da proteína de ligação ao elemento 

de resposta ao AMPc (CREB). Em contraste, a ativação de A1 e A3 inibe a produção de AMPc 

e diminui a atividade de PKA e fosforilação da CREB (SHETH et al., 2014). 

No SNC, os receptores A1 de ADO são amplamente distribuídos nos neurônios do 

córtex, hipocampo e cerebelo (FREDHOLM et al., 2011). Esses receptores também estão 

presentes em astrócitos (BIBER et al., 1997), oligodendrócitos (OTHMAN et al., 2003) e 

microglia (GEBICKE-HAERTER et al., 1996). Nos neurônios, os receptores A1 são altamente 

localizados nas regiões sinápticas, onde modulam a liberação de neurotransmissores, como 

glutamato, acetilcolina, serotonina e GABA.  Entretanto, os receptores A2A tem uma localização 

mais restrita as regiões do estriado e bulbo olfatório. Esses receptores estão presentes nos 

neurônios, microglia e oligodendrócitos e possivelmente astrócitos (FREDHOLM et al., 2011). 

A ligação da ADO aos receptor A1 localizados nos neurônios pré e pós-sináptico inibe 

a transmissão excitatória, através do bloqueio dos canais de cálcio (FREDHOLM et al., 2005). 

Contudo a ligação da ADO aos receptores A2A estão envolvidos na imureatividade dos 

processos inflamatórios.  

A ADO possui, uma função importante no sistema imune atuando como um sensor de 

dano tecidual e estresse juntamente com o ATP em processos inflamatórios (HASKÓ et al., 

2000). A adenosina exerce seus efeitos protetores por (a) diminuir a demanda de energia; (b) 

aumentar a disponibilidade de nutrientes através da vasodilatação (c) estimular a função efetora 

das células T (DI VIRGILIO e VUERICH, 2015; KASHFI et al., 2017).  
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Embora a resposta imune e a ADO desempenharem um papel essencial na preservação 

do tecido, a ligação da ADO aos receptores representa uma via imunossupressora endógena 

potente que regula a resposta imunitária exuberante a insultos externos. 

 

1.7 A SINALIZAÇÃO PURINÉRGICA NA NEUROINFLAMAÇÃO 

 A inflamação é a reação do corpo mais fundamental a estímulos nocivos. Vários 

mediadores da inflamação, exógenos ou endógenos são conhecidos (BARTON, 2008). Entre 

os fatores endógenos, os nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares estão atraindo interesse por 

sua onipresença e notável capacidade de modular diversas respostas imunológicas. Além disso, 

enzimas que degradam nucleotídeos/nucleosídeos extracelulares, como ectoATP/ADPases 

(CD39), ectoAMPase (CD73) e ADA, também possuem atividade imunomoduladora (DI 

VIRGILIO e VUERICH, 2015). 

 O envolvimento do ATP extracelualar (ATPe) na inflamação sistêmica datam da década 

de 1970, quando Dahlquist e Diamant (1970) relataram sua ação na liberação de histamina por 

mastócitos em ratos. Mais tarde, Cockcroft e Gomperts (1980) postularam a expressão de um 

receptor específico de ligação ao ATP em mastócitos, que foi identificado como o receptor 

P2X7. Essas primeiras observações foram seguidas por relatos dispersos da capacidade desse 

nucleotídeo em participar na inflamação. De modo geral, o receptor P2X7 tem o papel mais 

claro na inflamação; e isso deve-se ao fato de que o ligante do P2X7; ou seja o ATP é um 

potente bloqueador na liberação de interleucina 1 beta (IL-1β) (FERRARI et al., 1996). O 

receptor P2Y2, por sua vez, parece ter um papel crucial na orientação dos neutrófilos em um 

gradiente quimiotático (CHEN et al., 2006). Em contraste, o P2Y11 desempenha um papel 

importante na interface entre imunidade inata e adaptativa, induzindo a maturação de células 

dendríticas (CDs) (LA SALA et al., 2003). 

No entanto, o conceito de que a sinalização purinérgica é crucial na neuroinflamação é 

bastante recente e continua evoluindo não sendo ainda um conceito fechado. O SNC hospeda 

células imunes residentes (micróglia e astrócitos) que reagem a patógenos ou danos, migram 

para o local da lesão, fagocitam microrganismos invasores ou restos celulares, elaboram e 

secretam citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatórios (UWE-KARSTEN et al., 

2002). Nesse sentido, a micróglia expressa subtipos de receptores de ADO e receptores P2 

modulado por nucleotídeos/nucleosídeos extracelulares em respostas como proliferação, 

migração, fagocitose, liberação de citocinas e quimiocinas, tornando este tipo de célula um 

paradigma para estudos purinérgicos em inflamação (POCOCK e KETTENMANN, 2007).  
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Xiang e Burnstock (2005) caracterizaram a expressão de receptores P2X em micróglia 

por imunofluorescência e reação em cadeia da polimerase por transcrição reversa (RT-PCR). 

Eles demonstraram uma expressão abundante de receptores P2X1 e P2X4 em micróglia, 

enquanto P2X7 foi expresso apenas em uma subpopulação. 

Curiosamente, as células da micróglia expressam CD39 e CD73, isoformas de 

ectonucleotidases (SCHOEN; GRAEBER; KREUTZBERG, 1992; BRAUN et al., 2000). 

Enquanto a atividade de CD39 gera AMP a partir de ATP, CD73 gera ADO a partir de AMP. 

Receptores para ADO na microglia foram descritos por Gebicke-Harter e colaboradores (1996). 

A estimulação da micróglia com o agonista do receptor A1 e A2 aumenta a proliferação da 

micróglia, já os receptores A3, que foram identificados em células microgliais de ratos, 

desencadeiam uma resposta dependente de ERK1/2 (HAMMARBERG; SCHULTE; 

FREDHOLM, 2003). 

As células microgliais podem liberar um amplo espectro de substâncias, incluindo 

citocinas, e a estimulação dos receptores P2X7 pelo ATP estimulam a liberação do fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) na microglia que é regulado pela cascata das proteínas ERK/p38 

e JNK (SUZUKI et al., 2004). A interleucina-6 (IL-6) é outra citocina, que é liberada em 

resposta à estimulação do receptor purinérgicos P2X7. Ferrari e colaboradores (1997) 

demonstraram uma interação complexa entre receptores purinérgicos, liberação de ATP e 

sinalização IL-1β. Durante um processo patológico, o ATP é liberado pelas células microgliais, 

regulando a síntese e liberação de IL-1β pela ativação de receptores purinérgicos. Seo et al. 

(2004) demonstraram que o ATP liberado por micróglia ativada por patógenos extracelulares 

induz a expressão de interleucina-10 (IL-10) mediada por receptores purinérgicos do tipo P2Y. 

Ogata et al. (2013) relataram que o ATP inibe a liberação de TNF-α, IL-1-β e IL-6 induzida por 

lipopolisacarídeo (LPS), através da redução na expressão de óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS) e ciclooxigenase2 (COX-2) por um mecanismo envolvido em p38/ MAPK 

(BRAUTIGAM et al., 2005). Os receptores P2X e P2Y também são expressos pelos astrócitos 

no SNC (ABBRACCHIO e CERUTI, 2006). No entanto, estes receptores são recrutados 

diferentemente dependendo de condições específicas.  

Atualmente, reconhece-se que os astrócitos participam ativamente da neurotransmissão, 

e o ATP tem sido identificado como um mediador do influxo de cálcio em astrócitos e na 

sinalização recíproca de neurônios-glia (FIELDS e BURNSTOCK, 2006). Os atrócitos 

favorecem reações neuroinflamatórias, através da astrogliose; um fenômeno de longo prazo 

caracterizado pela proliferação celular; hipertrofia; síntese melhorada de neurotrofinas e 

mediadores inflamatórios. 
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De um lado, os astrócitos reativos podem impedir a sobrevivência e regeneração 

neuronal sintetizando moléculas neurotóxicas, incluindo citocinas, óxido nítrico e metabólitos 

do ácido araquidônico, os quais favorecem a inflamação e a injúria tecidual. Por outro lado, o 

efeito da neuroinflamação mediada por astroglia também pode ser benéfico. Por exemplo, no 

sistema nervoso periférico, astrócitos ativados são necessários para o crescimento axonal, 

orientação, reparo, produção de substratos energéticos e neurotrofinas; bem como, podem atuar 

como radicais livres restaurando a barreira hematoencefálica (BHE) e promovendo a 

neovascularização (KOIZUMI et al., 2013). Embora a maioria das informações disponíveis 

sobre a sinalização purinérgica na neuroinflamação se refira ao papel da micróglia ou astrócitos, 

é provável que os nucleotídeos extracelulares também tenham um papel crucial no recrutamento 

e ativação de linfócitos e CDs no cérebro (NEARY e ZIMMERMANN, 2009). Os linfócitos e 

CDs são as células-chave da imunidade adaptativa e, como tal, participam da patogênese de 

várias doenças neuroinflamatórias. O efeito imunomodulador de nucleotídeos extracelulares em 

linfócitos e CDs mantem o microambiente imunossupressor do cérebro através da geração de 

ADO via CD39 (DEAGLIO et al., 2007). Baixas concentrações de ATP na periferia das células 

estimulam a secreção de fatores imunossupressores como a IL-10 ou até mesmo estimulam a 

diferenciação de células T (SWENNEN et al., 2005). 

 

1.8 NEUROGÊNESE, NEUROINFLAMAÇÃO E NUCLEOTÍDEOS: UM CENÁRIO 

INTRIGANTE E COMPLEXO 

Embora pouco se saiba sobre o papel dos nucleotídeos e nucleosídeos na neurogênese, 

o envolvimento dos receptores purinérgicos são amplamente distribuídos em todo o SNC, e são 

os principais responsáveis por regular o equilíbrio entre os níveis de nucleotídeos e 

nucleosídeos e a ação das ectonucleotidases na transmissão sináptica. A maioria dos estudos 

relatando as ações extracelulares do ATP demonstram o envolvimento desta molécula na 

neurotransmissão e neuromodulação no SNC (RODRIGUES; TOMÉ; CUNHA, 2015). No 

entanto, as purinas e pirimidinas também podem ter papéis na proliferação celular e 

crescimento, bem como na citotoxicidade (BURNSTOCK, 2018).  

O ATP pode atuar como um fator de crescimento neurotrófico, modulando o 

desenvolvimento dos neurônios e células gliais. Durante a formação do tubo neural, uma intensa 

proliferação celular ocorre na ZSV expressando receptores P1 e P2. Durante a diferenciação, 

fatores de crescimento como EGF atuam como agonistas dos receptores P2Y1 e P2Y2 

estimulando a neurogênese embrionária e adulta ou a gliogênese (NEARY e ZIMMERMANN, 

2009) (Figura 8). 
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Figura 8- Sinalização purinérgica no desenvolvimento embrionário e adulto. 
Após a neurulação, as células neuroepiteliais do tubo neural funcionam como células-tronco 

pluripotentes, dando origem a neurônios e micróglia no cérebro. Mais tarde células 

neuroepiteliais se transformam em glia radial cortical. Durante a neurogênese precoce, a 

sinalização intercelular do ATP é essencial para a migração das CPNs da ZSV. Durante a 

neurogênese adulta, o ATP liberado da glia radial cortical medeia as ondas de Ca2+ que são 

essenciais para originar os neurônios primeiramente e depois glia. Em regiões neurogênicas 

(ZSV do ventrículo e ZSG do hipocampo), as células-tronco adultas possuem potencial para 

gerar neurônios (e glia) durante a vida pós-natal e adulta.   

 
  Fonte: Adaptado de NEARY e ZIMMERMANN (2009). 

 

 

Na presença de ATP há uma maior proliferação de células-tronco embrionárias 

pluripotentes. As células gliais radiais corticais derivadas das células neuroepiteliais do tubo 

neural migram da base da superfície ventricular ao ápice. Essas células precursoras 

multipotentes geram neurônios e células microgliais (GRIMM; ULLSPERGER; 

ZIMMERMANN, 2010). Durante a fase inicial da neurogênese, a sinalização intercelular do 

ATP é essencial para a migração de CPNs para a ZSV. Na neurogênese tardia, o ATP liberado 

da célula glia radial cortical que expressa a NTPDase2 medeia as ondas de Ca2 + que são 

essenciais para a formação do ventrículo (NEARY e ZIMMERMANN, 2009). Na neurogênese 

pós-natal, as CPNs persistem na SVZ adulta com o potencial para proliferar e formar neurônios 

e glia (UESAKA; NAGASHIMADA; ENOMOTO, 2015). Em roedores, os neuroblastos 

migrantes (células do tipo A) são envolvidos por tubos gliais formados por células do tipo B. 

Algumas das células do tipo B (referidas como células B1) estendem um processo através do 

ependimo para o lúmen do ventrículo lateral e, além disso, entram em contato com os vasos de 

sangue subjacente (NEARY e ZIMMERMANN, 2009). A NTPDase2 continua a ser um 

marcador de CPNs na neurogênese adulta. As neuroesferas isoladas da ZSV expressam 

NTPDase2 e permanecem multipotentes, as quais podem liberar ATP e expressar receptores 
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purinergicos, cuja ativação estimula a proliferação celular mediada por fatores de crescimento 

(Figura 8) (SHUKLA et al., 2005). A adenosina, por outro lado pode  estimular ou inibir a 

proliferação de células progenitoras. No caso da estimulação, a via é mediada pela ativação de 

receptores A1 envolvendo uma cascata de  sinalização através de vias metabólicas tipo ERK e 

Akt (MIGITA et al., 2008). Na  inibição, a ativação de  receptores do tipo A2A estimulam a 

produção de AMPc intracelular, o qual protege as células da apoptose (STOCKWELL; 

JAKOVA; CAYABYAB, 2017). 

Assim, a reação inflamatória pode ser prejudicial ou benéfica dependendo do momento, 

do painel de mediadores inflamatórios e dos tipos celulares envolvidos. Portanto, investigar a  

expressão de purinoreceptores em células neuroimunes se torna relevante. Por exemplo, a 

ativação de micróglia poderia elevar a expressão gênica de citocinas pró e anti-inflamatórias 

durante um processo patológico? A neurogênese poderia ser afetada durante uma infecção? A 

ativação microglial durante uma infecção seria capaz de modular a função das células imunes 

no SNC e exerceria efeitos diretos nas CPNs? Os níveis de  nucleotídeos participarariam como 

jogadores-chave neste cenário tão complexo? Estas hipóteses sustentaram os objetivos desta 

tese. 

Além disso, vários estudos documentam processos patológicos ao SNC, acompanhados por 

altas concentrações de nucleotídeos extracelulares, principalmente o ATP. O ATP é conhecido 

como um sinal de dano, ou padrão molecular associado ao dano (DI VIRGILIO, 2005). Uma 

vez liberado, o ATP contribui para o desencadeamento da resposta inflamatória juntamente com 

os padrões moleculares associados a patógenos (MARIATHASAN e MONACK, 2007). 

Conforme estudos publicados por Tonin et al. (2013; 2014), o sistema purinérgico têm uma 

participação efetiva em mecanismos imunomodulatórios de parasitoses como a toxoplasmose, 

especialmente o ATP. Em um estudo desenvolvidos por Bottari et al. (2015 a,b), os autores 

demonstram que durante uma infecção por T. gondii enzimas envolvidas na regulação do ATP 

são alteradas pelo parasito. 

 Considerando que o processamento de informação no cérebro resulta da interação contínua 

entre as redes neuronais, as vias de transmissão sinápticas, a difusão de 

nucleotídeos/nucleosídeos, íons e segundos mensageiros investigar vias de sinalização 

alternativas, torna-se cada vez mais relevante a fim de determinar novas vias terapêuticas para 

inúmeras doenças como é o caso da toxoplasmose, abordada neste estudo. 
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1.9 TOXOPLASMOSE: EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO 

A toxoplasmose é uma doença infecciosa de grande importância médica e veterinária, sendo 

uma das zoonoses mais difundidas no mundo que tem como agente etiológico um protozoário 

conhecido como Toxoplasma gondii (DUBEY, 2014). Estima-se que 20 a 90% da população 

mundial já entraram em contato com o parasito (SPALDING, 2005; VAZ et al., 2011).   

Em gestantes, a prevalência de positividade pode ser maior ao redor do mundo, variando 

entre 51% a 72% na América Latina, 54% a 77% na África Ocidental, 4% a 39% no sudeste 

asiático, 58% nos países europeus e 15% na América do Norte (PAPAS, 2009) (Figura 9). Altas 

taxas de incidências ocorrem em regiões de clima quente, áreas tropicais de baixas latitudes e 

clima seco, como é o caso do Brasil (DUBEY et al., 2012; GRIGG; DUBEY; NUSSENBLATT, 

2015).  

 

Figura 9 – Distribuição geográfica dos genótipos de T. gondii. Os pontos pretos indicam 

localizações das quais os isolados de T. gondii foram obtidos e genotipados usando o método de PCR-

RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorfism). Os tamanhos dos 

gráficos de pizza correlacionam-se com o número total de isolados (n) e as cores indicam diferentes 

genótipos.  

 
Fonte: adaptado de SHWAB et al. (2013). 

 

 

No Brasil, a prevalência de toxoplasmose varia de acordo com a região estudada. Dados 

limitados indicam que em certas regiões do Brasil (especialmente a região Sul) 

aproximadamente 50% das crianças foram expostos ao parasita. Altas taxas de soroprevalência 
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(36-92%) foram encontradas em mulheres grávidas (DUBEY et al., 2012). Em um estudo 

envolvendo 20.389 mulheres gestantes da região sul do Brasil, 53,03% das mulheres possuíam 

anticorpos IgG para T. gondii e 3,26% foram positivas para IgM (VAZ et al., 2010). Esses dados 

indicam que a soroprevalência de T. gondii em crianças e em mulheres grávidas no Brasil é 

uma das maiores em todo o mundo (TENTER et al., 2000; DUBEY, 2012). 

Atualmente, o município de Santa Maria – RS, enfrenta um dos maiores surtos de 

toxoplasmose  registrados no Brasil segundo o último boletim epidemiológico divulgado pela 

Superintendência de Vigilância em Saúde (07/09/2018). De acordo com o boletim divulgado 

pelo Centro Estadual de Vigilância em Saúde, o número total de notificações relacionadas à doença 

foi 1.885 sendo destes 748 casos confirmados dentre os quais 85 casos em gestantes, sendo 3 óbitos 

fetais, 4 abortos (14 semanas), 17 casos de toxoplasmose congênita segundo o balanço mais 

recente. 

Apesar de ser uma doença infecciosa, a toxoplasmose deve ser considerada importante em 

duas populações: pacientes imunodeprimidos e fetos de mulheres que adquiriram a infecção 

durante a gestação. Em indivíduos imundeprimidos (pacientes infectados pelo vírus HIV, 

pacientes que sofreram transplante de órgãos ou pacientes em tratamento quimioterápico) 

infectados com T. gondii podem desenvolver lesões graves, resultante de uma infecção aguda 

ou de reativação de uma infecção latente (KODYM et al., 2015). As principais manifestações 

clínicas incluem: encefalite, hepatite, pneumonia e retinocoroidite (MACHALA et al., 2013). 

No segundo caso, uma infecção materna aguda durante a gestação pode induzir a transmissão 

vertical do parasito e, consequentemente, infecção ao feto (BARRAGAN e SIBLEY, 2003). O 

risco de infecção fetal depende da idade gestacional da mãe, da competência imunológica da 

mesma durante a parasitemia, da carga parasitária e da virulência da cepa infecciosa 

(ELSHEIKHA, 2008).  Um estudo clássico de Sabin (1942) descreveu um quadro de sintomas 

clínicos da toxoplasmose congênita: microcefalia ou anencefalia, calcificação intracraniana, 

anormalidades mentais e coriorretinite.  

Infecções por T. gondii adquiridas durante o primeiro trimestre de gestação resultam em 

10% a 25% de casos de toxoplasmose congênita, enquanto que no segundo e terceiro trimestre 

a incidência de infecção fetal varia de 30% a 65%, respectivamente (ELSHEIKHA, 2008; HILL 

e DUBEY, 2018). Nestes casos, mães infectadas durante o início da gestação podem apresentar 

abortos e morte fetal, ou levar ao nascimento de crianças prematuras debilitadas, com 

deficiência física e/ou mental, hidrocefalia e cegueira (GOMES e BARBOSA, 2017). Nos 

recém-nascidos, as manifestações clínicas podem variar e se desenvolver em diferentes 

períodos, sendo que na maioria dos casos podem não aparecer. No entanto, em casos 

http://www.santamaria.rs.gov.br/noticias/17108-palestra-educativa-sobre-toxoplasmose-ja-foi-realizada-em-16-escolas-da-rede-municipal
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assintomáticos, pode-se observar linfadenopatia generalizada, hepatomegalia, esplenomegalia, 

hiperbilirrubinemia, anemia e trombocitopenia (KHAN e KHAN, 2018).  

 

 

1.9.1 Toxoplasma gondii: origem e classificação taxonomica 

Taxonomicamente, o T. gondii (NICOLLE e MANCEAUX, 1909) causador da 

toxoplasmose, é um parasito pertencente ao Filo Apicomplexa (LEVINE 1970), classe Coccidia 

(LEUCKART, 1879), Ordem Eucoccidiorida (LÉGER e DUBOSCQ, 1910), Subordem 

Eimeriorina (LÉGER, 1911), Família Sarcocystidae (POCHE, 1913), subfamília 

Toxoplasmatinae (BIOCCA, 1956), Gênero Toxoplasma (NICOLLE e MANCEAUX, 1909). 

O protozoário T. gondii foi reconhecido pela primeira vez no Brasil, pelo Instituto Biológico de 

São Paulo (1908) ao observarem corpúsculos parasitários em coelhos. Lesões semelhantes as 

provocadas pelo conhecido parasito Leishmania, porém com características peculiares que 

questionaram Splendore (1908) a realizar extensas pesquisas envolvendo este novo protozoário 

e sua relação com as células intracelulares. 

 No mesmo ano, Nicolle e Manceux (1908) no Instituto Pasteur de Tunis identificaram o 

parasito em roedores (Gundi - Ctenodactylus gundi) e o nomearam de T. gondii, baseados na 

morfologia (toxon = arco, plasma = vida) e no hospedeiro (gundi). Em 1923, foi descrito o 

primeiro caso de toxoplasmose humana em uma criança de 11 anos de idade que apresentava 

hidrocefalia e microftalmia (KHAN e KHAN, 2018). Dez anos depois (1937), o T. gondii foi 

reconhecido como o agente causador de encefalomielite em crianças recém-nascidas, sendo que 

cinco anos mais tarde comprovou-se a sua transmissão vertical em humanos (TENTER et al., 

2000). Apesar de várias pesquisas envolvendo o T. gondii terem sido realizados desde o início 

do século XIX, somente na década de 1960 o ciclo biológico do parasito foi elucidado, ao 

demonstrar estágios infecciosos de T. gondii nas fezes de gatos, e que estes poderiam transmiti-

los a hospedeiros intermediários (DUBEY 1998; 2012). 

 

1.9.2 Formas infecciosas 

Até então, três formas evolutivas infecciosas do T. gondii são reconhecidas: os 

taquizoítos (agrupam-se em clones), bradizoítos (presente em cistos teciduais) e oocistos (forma 

infectante) (DUBEY 1998, 2012, 2014) (Figura 10). 
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Figura 10 - Formas infectantes de T. gondii. Infecções agudas são caracterizadas por 

formas de crescimento rápido (taquizoítos) (A) enquanto infecções crônicas resultam da 

transformação de uma forma semi-dormente chamada de bradizoíto (B) em oocistos esporulados 

ou não esporulados (C).  

Fonte: Adaptado de DUBEY (2010). 

 

 

Frenkel (1973) foi o primeiro a descrever a morfologia dos taquizoítos (do Grego tachos 

= veloz). Os taquizoítos são estruturas celulares arqueadas capazes de invadir todos os tipos de 

células, sendo considerados os estágios de multiplicação e de disseminação rápida (DUBEY, 

1998). Possuem aproximadamente 6 μm de comprimento e 2 μm de largura podendo serem 

encontrados durante a fase aguda da infecção, também denominada forma proliferativa, forma 

livre ou trofozóito (ROBERT-GANGNEUX e DARDÉ, 2003) (Figura 10A). Durante a fase 

aguda, a qual geralmente ocorre dentro de 8 a 12 dias após a infecção, os taquizoítos são capazes 

de atravessar as barreiras teciduais como a BHE e transplacentária, podendo atingir o SNC e o 

feto (BARRAGAN e SIBLEY, 2003). Nesta fase da infecção, os taquizoítos se multiplicam por 

endodiogenia, no interior de seus vacúolos parasitóforos. O citoplasma torna-se repleto de 

taquizoítos a ponto de eclodir e provocar a liberação dos taquizoítos, que invadem as células 

contíguas ou são fagocitadas (WEISS e KIM, 2007). Esta multiplicação proliferativa favorece 

a infecção em diversos locais do organismo, como o SNC, olhos, musculatura esquelética, 

musculatura cardíaca e a placenta (BARRAGAN e SIBLEY, 2003). 

Alguns desses taquizoítos iniciam uma segunda fase de desenvolvimento; ou seja, como 

bradizoítos. Os bradizoítos constituem a forma de resistência do T. gondii nos tecidos (do Grego 

brady = lento), sendo os principais sítios de infecção o miocárdio, cérebro e musculatura 

esquelética (FRENKEL, 1973). Os bradizoítos incidem na fase crônica da infecção e diferem 

morfologicamente pouco dos taquizoítos (Figura 10B). Na fase crônica, a multiplicação do 
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parasito diminui de forma acentuada e a infecção é mantida por um longo período na forma 

latente através da formação de cistos teciduais repletos de bradizoítos (DUBEY, 1998; HILL e 

DUBEY, 2018). Os cistos teciduais apresentam parede elástica (<0,5 µm de espessura), com 

tamanho variando de 5 a 70 µm de diâmetro e podem conter centenas de bradizoítos no seu 

interior, multiplicando-se lentamente por endodiogenia e pode persistir por toda a vida do 

hospedeiro (HILL e DUBEY, 2018). Normalmente, os cistos apresentam uma predileção pelo 

SNC, músculos esqueléticos e cardíacos que constituem tecidos mais irrigados, sendo que 

alguns estudos mostram a presença de cistos teciduais também em pulmão, fígado e rins 

(WATTS et al., 2015). A forma de estágio de oocistos teciduais de T. gondii é o principal 

responsável pela transmissão da toxoplasmose de animais para humanos que normalmente se 

dá através da ingestão de alimentos ou água contaminada (DUBEY, 1998; HILL e DUBEY, 

2018). 

A última forma de estágio de T. gondii são os oocistos. Oocistos não esporulados; ou 

seja, não infectantes, possuem aspectos subesféricos a esféricos e medindo de 10 a 12 μm de 

diâmetro. Enquanto, os oocistos esporulados (forma infectante) apresentam aspectos 

subesféricos a elípticos e medem 11 a 13 μm de diâmetro. Cada oocisto contém no seu interior 

dois esporocistos elípticos, medindo de 6 a 8 μm (DUBEY, 1998; HILL e DUBEY, 2018) 

(Figura 10C). Os oocistos são resistentes a vários processos de inativação, permanecendo 

viáveis após contato com agentes químicos como ácido sulfúrico 2% ou em dicromato de 

potássio a 2,5%. Desta forma, resistem mesmo em temperaturas muito baixas (-20ºC) a elevadas 

(>37ºC) por meses, infectando água e alimentos (DUBEY, 2014, p.15). 

Taquizoítos, bradizoítos e esporozoítos são semelhantes estruturalmente, possuindo, 

porém, diferenças nas suas diversas organelas as quais desempenham papéis fundamentais nos 

processos de interação com a célula hospedeira, movimentação, adesão e invasão (BLADER et 

al., 2015). Nesses processos estão envolvidos os antígenos de superfície (SAG), e proteínas 

presentes em organelas do complexo apical, como as proteínas de micronemas (MIC), proteínas 

de roptrias (ROP) e proteínas de grânulos densos (GRA) (Figura 11). 
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Figura 11- Mecanismo de invasão do T. gondii em uma célula hospedeira. SAGs: 

proteínas de superfície; ROP: organelas em com atividade enzimática; GRA: organelas envolvidas 

na maturação do vacúolo parasitóforo.  

 
Fonte: adaptado de BLADER et al. (2015). 

 

 

As SAGs são proteínas ancoradas na superfície celular do T. gondii por âncora 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) e funcionam como ligantes que facilitam a adesão do parasito à 

célula hospedeira (CHARLES et al., 2007). SAG1 (30 kDa) é a proteína predominante na 

superfície de taquizoítos de T. gondii, sendo utilizada em vários testes de diagnósticos 

(BUFFOLANO et al., 2005; CARVALHO et al., 2008) e em ensaios vacinais (LIU et al., 2008). 

As proteínas do micronema são também proteínas facilitadoras nos processos de adesão e 

invasão do T. gondii na célula hospedeira. Das inúmeras proteínas do micronema, a MIC3 

(90kDa) é uma potente adesina presente em todos os estágios infecciosos de T. gondii, a qual 

tem sido utilizada em testes sorológicos (BUFFOLANO et al., 2005; JIANG et al., 2008) e 

candidata a compor uma vacina contra toxoplasmose (JONGERT et al., 2008). 

As ROP, por sua vez, são organelas em forma de bastão encontradas na região anterior 

do T. gondii apresentando proteínas com atividade enzimática (proteíno-quinases, fosfatases e 

proteases) (DUBEY et al., 1998). Seu conteúdo está envolvido na penetração do parasito e na 

formação do vacúolo parasitóforo (forma encistada) na célula hospedeira (DUBEY et al., 1998). 

Por fim, as GRA são organelas envolvidas na maturação do vacúolo parasitóforo, caracterizadas 

por nanotubos membranosos (HOLEC-GĄSIOR e KUR, 2010), assim como são as principais 
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porções de antígenos excretórios/secretórios de T. gondii, estando associadas à construção da 

rede membranosa intravacuolar que permite a interação do parasito com a célula hospedeira. 

 

1.9.3 Ciclo Biológico  

O ciclo biológico do T. gondii é do tipo heteroxeno, ocorrendo em duas fases distintas 

(Figura 12). A fase sexuada é enteroepitelial e ocorre apenas no hospedeiro definitivo (HD), 

sendo o HD membros da família Felidae (DUBEY, 2014). Enquanto a fase assexuada acontece 

na face extraintestinal em tecidos do hospedeiro intermediário (HI), esses podem ser qualquer 

animal de sangue quente incluindo o homem (DUBEY, 2014). Os esporozoítos, bradizoítos ou 

taquizoítos, ao penetrarem no epitélio intestinal dos felídeos, sofrem um processo de 

multiplicação por endodiogenia e merogonia, dando origem a vários merozoítos. O rompimento 

da célula parasitada libera os merozoítos que penetram em novas células epiteliais e se 

transformam nas formas sexuadas, os gametócitos, que, após o processo de maturação, formam 

os gametas masculinos (microgametas) e/ou os gametas femininos (macrogametas). O 

macrogameta (imóvel) permanece dentro de uma célula epitelial, enquanto os microgametas 

(móveis e flagelados) saem de sua célula e fecundam o macrogameta, formando o ovo ou zigoto 

(BLACK e BOOTHROYD, 2000). Este evolui dentro do epitélio formando uma parede externa 

dupla, dando origem ao oocistos. Os oocistos não esporulados (Figura 12) são eliminados junto 

as fezes, portanto a esporulação ocorre no ambiente, em média até cinco dias após a excreção, 

dependente da temperatura e umidade (DUBEY, 1998).  

Os HI, como o homem, por exemplo, podem adquirir a infecção pela ingestão de 

oocistos esporulados presentes em alimentos e água contaminados, caixas de areia, ingestão de 

cistos contendo bradizoítos em carne crua ou mal-cozida e ingestão de taquizoítos em líquidos 

biológicos (leite, saliva e esperma). Além disso, as formas acidentais de contaminação por auto-

inoculação, transplante de órgãos e transmissão congênita podem ocorrer (DUBEY 1998; 2012; 

HILL e DUBEY, 2018). 
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Figura 12- Ciclo Biológico de Toxoplasma gondii. Oocistos não esporulados são eliminados através 

das fezes de felideos, sofrem esporulação no ambiente e podem contaminar água e alimentos. Uma vez ingerido 

cistos contendo bradizoítos, homem e animal adquirem a toxoplasmose.  

   Fonte: adaptado de SOUTO (2013). 

 

 

1.9.4 Linhagens clonais  

Inicialmente a caracterização genotípica da população de T. gondii por PCR-RFLP 

(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorfism) revelou o 

predomínio de três linhagens clonais designadas como cepas tipo I, II e III com menos de 1% 

de diferença ao nível genômico (HOWE e SIBLEY, 1995; FERREIRA et al. 2004). Essa 

tipagem genética, capaz de diferenciar os três principais genótipos de T. gondii, baseou-se 

principalmente em pacientes soropositivos e cepas isoladas principalmente na Europa e nos 

Estados Unidos da América. Entretanto, Khan et al. (2011) relataram uma quarta linhagem na 

América do Norte, referindo esta como “tipo 12”, até então, sem grandes classificações 

patofisiológicas. 
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Segundo Howe e Sibley (1995), as cepas de T. gondii classificadas como tipo I, incluem 

as RH, CAST e VEL. Estas linhagens são altamente virulentas e normalmente associadas aos 

casos humanos de toxoplasmose aguda. O genótipo tipo II, representante ME49, por exemplo, 

é predominante em pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) em casos 

de toxoplasmose ocular e congênita em humanos. A ME49 é menos virulenta que a cepa RH, 

porém pode levar a uma maior incidência de mortalidade dependendo da carga parasitária e 

resposta imune do hospedeiro. Cepas do tipo III, como a VEG, são consideradas 

moderadamente virulentas e mais comumente encontradas em animais. O genótipo III é 

geralmente sintomático em humano e responsável por infecções crônicas e assintomáticas em 

animais. A cepa VEG, tipo III utilizada neste estudo, tem sido empregada em estudos 

relacionados à infecção latente, já sendo caracterizadas por uma menor patogenicidade e pela 

formação de cistos teciduais (ROOS et al., 1994).  

 

1.9.5 Subversão da resposta imune por T. gondii 

Tipicamente, a infecção por T. gondii, resulta na indução de uma resposta imunológica 

celular e humoral com produção de citocinas pró e antiinflamatórias responsáveis pelo controle 

da infecção (KRISHNAMURTHY et al., 2017).  

Receptores de reconhecimento da proteína de ligação à actina (profilina) denominados 

Toll-Like Receptors (TLR) presentes nas células dendríticas, estão envolvidos no mecanismo 

de sinalização celular (HOU et al., 2011) (Figura 13). Um estudo, utilizando ratos knockout 

MYD88 (proteína 88 de diferenciação mielóide a resposta imune primária) em TLR 

demonstraram ter uma produção defeituosa da IL-12 e menor liberação de IFN-γ após a 

infecção por T. gondii (YAROVINSKY et al., 2006), concluindo-se que a ativação de MYD88 

por TRL em células dendríticas (CDs) conduz a ativação de IL-12. Contudo, a deficiência de 

TRL4 está envolvida com a produção de IL-6, INF- γ e IL-12, responsáveis por promover o 

aumento da carga parasitária no SNC. 

 Mecanismos moleculares e de resposta imune inata, revelaram que TRLs tipo 11 e 12 

(TRL11 e TRL12), presente em animais e humanos respectivamente, estão envolvidos na 

resposta imune inata contra T. gondii através do reconhecimento da profilina liberada pelo 

parasito (YAROVINSK, 2014). A MYD88 na presença de IRF8 induz a transcrição da IL-12 

nas CDs (Figura 13). 

Assim que o T. gondii entra em contato com as células epiteliais do hospedeiro uma 

proteína (profilina) é liberada pelo parasito. A profilina é reconhecida pelos receptores TLR 

11 e/ou TRL 12 das CDs. As CDs ativadas secretam IL-12 (A) a qual, estimula as células NK 
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a apresentar para as células TCD4+ e produzir INF-γ (C) que levará a apoptose do parasito. 

As CDs infectadas apresentam o antígeno parasitário para as células TCD8+, que irá produzir 

IL-10 (D). Uma vez infectados pelos taquizoítos o INF-γ ativa os macrófagos (B). Macrófagos 

ativados, podem responder estimulando as enzimas idoleamina ou iNOS (E) a privação do 

triptofano essencial ao desenvolvimento do parasito ou a produção de óxido nítrico (ON) 

levando a destruição do vacúolo parasitóforo (Figura 13) (YAROVINSKY (2014). 

 

Figura 13- Mecanismos de defesa do hospedeiro frente à infecção por T. gondii.   

 

   Fonte: adaptado de YAROVINSKY (2014). 

 

 

Já a imunidade adaptativa contra T. gondii é desempenhada através da apresentação de 

antígenos de superfície pelo complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC-II) de CDs 

e macrófagos e MHC-I de células nucleadas. As duas principais populações de células T 

ativadas por este mecanismo são os linfócitos TCD4+ e TCD8+. A resposta humoral adaptativa 

contra T. gondii é desencadeada pelas células B, as quais desempenham um papel importante 

para o controle de cistos teciduais. Além disso, essas células são essenciais para a geração de 

respostas imunes mediadas por anticorpos. 

 

1.9.6 Estimulação do sistema purinérgico por T. gondii 

As células da linhagem de macrófagos/CDs representam uma das primeiras linhas de 

defesa contra uma infecção, e são os principais alvos celulares para a invasão por T. gondii. 

Devido à sua importante contribuição para a eliminação de patógenos, vários estudos têm sido 
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focados no papel desempenhado pela via purinérgica em influenciar a apoptose de macrófagos. 

Corrêa et al. (2010) demonstraram que a estimulação de macrófagos murinos com 3 mM de 

ATP por 30 min desencadeou a eliminação do parasita de maneira dependente do receptor 

P2X7. Esta morte celular foi associada com um aumento na produção de espécies reativas ao 

oxigênio (EROs) em macrófagos infectados após a estimulação de ATP. Pesquisadores 

confirmaram esses dados em murinos e forneceram evidências de que a morte do T. gondii pode 

ser mediada pelo receptor P2X7 e independe da secreção de ON, mas está associada à apoptose 

de células hospedeiras (LEES et al., 2010). No geral, esses dados sugerem um mecanismo de 

conservação do ATP no controle de infecções parasitárias, como é o caso da toxoplasmose. 

Altas concentrações de ATP ativam o P2X7 e podem induzir a apoptose de células infectadas 

levando à morte do parasito. 

 

Figura 14 -Ação do ATP extracelular na resposta de macrófagos contra T. gondii. 
Altas concentrações de ATPe (3-5 mM) induzem a ativação do P2X7 em macrófagos infectados por 

T. gondii e induzem a morte do patógeno em ambos os casos. A morte do parasita é dependente da 

geração de ROS. Por outro lado, baixos níveis de ATPe (100 µM) são rapidamente convertidos em 

AMPe e ADOe via CD39 e CD73. ADOe liga-se ao receptor A2A e controlam a infecção contra T. 

gondii sem afetar a morte de macrófagos ou a produção de ON ou ROS.  

 

Fonte: adaptado de PETIT-JENTREAU; TAILLEUX; COOMBES (2017). 

 

 

 

Huang et al. (2016) demonstraram que camundongos knock-out para o receptor P2X7 

apresentam maior susceptibilidade a infecção por T. gondii (cepa RH) durante uma infecção 
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oral apresentando elevado número de taquizoítos no intestino de animais infectados 5 dias após 

a infecção comparados com os camundongos selvagens. A alta suscetibilidade de camundongos 

knock-out para o receptor P2X7 infectados por T. gondii em relação ao seu equivalente 

selvagem também foi confirmada em um modelo de toxoplasmose aguda (HUANG et al., 2016) 

Os camundongos knock-out para o receptor P2X7 sucumbiram mais rapidamente à infecção, 

perderam mais peso, tiveram maior carga parasitária e produziram menos citocinas pró-

inflamatórias do que os camundongos selvagens após infecções intraperitoneais com duas cepas 

diferentes: RH ou ME49 (MILLER et al., 2011; CORRÊA et al., 2016). 

Durante a última década, modelos knock-out para enzimas envolvidas na degradação do 

ATPe têm sido utilizados para determinar o papel dos nucleotídeos purinérgicos na resposta 

imune contra patógenos intracelulares (ANTONIOLI et al., 2013). A CD39 é a primeira enzima 

envolvida na degradação do ATP, hidrolisando o ATPe em AMPe, conforme abordado 

anteriormente. Em contraste com a CD39, o papel da CD73 no resultado de infecções 

intracelulares in vivo são melhores descritas. A CD73 está envolvida na conversão do AMP em 

ADO, pois é uma proteína de superfície ligada a glicosilfosfatidilinositol expressa pela maioria 

das células imunes, mas não é altamente expressa pelos macrófagos (DUBOIS-COLAS et al., 

2014). No contexto da infecção, a maioria dos estudos foram realizados usando camundongos 

knock-out para CD73. Pesquisadores forneceram a primeira evidência de um papel para CD73 

na infecção por T. gondii, isto é, após infecção oral com T. gondii, camundongos deficientes 

para CD73 foram mais resistentes à infecção crônica, exibindo diminuição da carga de cistos 

no cérebro em comparação com animais do tipo selvagem (MAHAMED et al., 2012). Os 

mesmos autores descreveram que, ao contrário da doença crônica, os camundongos deficientes 

para CD73 são altamente suscetíveis à toxoplasmose aguda devido a danos mediados pelo 

sistema imunológico (MAHAMED et al., 2015). Assim, a CD73 desempenha um papel na 

limitação do dano tecidual durante a infecção aguda pelo T. gondii.  

 

1.9.7 Toxoplasmose tem tratamento? 

Desde que os mecanismos de infecção e resposta imunológica foram reconhecidos, uma 

pequena variedade de quimioterápicos estão disponíveis para o tratamento da toxoplasmose. 

Segundo a World Health Organization (WHO), desde 1999, os tratamentos em casos de 

toxoplasmose congênita incluem dois protocolos terapêuticos amplamente utilizados, com 

pequenas modificações nas doses e tempo de administração dos quimioterápicos.  

O tratamento de crianças infectadas congenitamente ou em gestantes consiste na 

combinação de pirimetamina e sulfadiazina ou clindamicina, acrescido folinato de cálcio 
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(PETERSEN, 2007). Ambas as drogas, pirimetamina e sulfadiazina, são antagonistas do folato, 

e atuam inibindo a duplicação do DNA e a enzima dihidrofosfato redutase. A clindamicina, por 

sua vez é um macrolídeo que apresenta efeitos tóxicos ao parasito através da ligação a açucares 

presentes na membrana celular, além de inibir a síntese proteica (ANTCZAK; DZITKO; 

DŁUGOŃSKA, 2016). A Tabela 1 demonstra tratamento para infecção por T. gondii em 

mulheres gestantes em diferentes estágios da gestação, bem como a indicação de tratamento 

para a toxoplasmose congênita segundo Remington et al. (2001).  

 

Tabela 1- Modelo de tratamento em infecção por T. gondii em mulheres gestantes e na 

infecção congênita. 

 

  
       Adaptada de: REMINGTON et al. (2001) 

 

 

Em mulheres grávidas, o uso de espiramicina também é recomendado. Este quimioterápico 

atua inibindo a síntese proteica do parasito e é ainda, capaz de atravessar a barreira 

transplacentária atuando na redução da transmissão materno-fetal (MCCABE, 2001; 

KATZUNG, 2006). Similarmente como a maioria das drogas anti-T. gondii, a espiramicina atua 

somente nas formas taquizoíto do parasito (GRUJIC et al., 2005) e apesar de reduzir a 

frequência da transmissão, esse quimioterápico não altera a patologia da infecção fetal. 

  De modo geral, os quimioterápicos podem penetrar no fluido cerebrospinal, em 

concentrações terapeuticamente ativas, causando mielosupressão; devido a isso, as gestantes 

são orientadas a fazer uso do folinato de cálcio, um bloqueador do folato (PETERSEN, 2007). 

Além disso, as doses relativamente altas utilizadas podem, no entanto, conduzir a toxicidades, 
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leucopenia, trombocitopenia e erupções cutâneas (LOPES et al., 2007; KAPLAN et al., 2009) 

aumentando os efeitos colaterais ocasionados por esses quimioterápicos.  

Entretanto, em um estudo conduzido pelo nosso grupo de pesquisa os dados 

demonstraram que quando o quimioterápico é associado a antioxidantes, há um aumento na 

eficácia terapêutica e redução nos marcadores de lesão celular quando comparado aos animais 

somente tratados com o quimioterápico isolado (BOTTARI et al., 2015 a,b). 

 Diante da potencial gravidade das manifestações da toxoplasmose em 

imunodeprimidos e gestantes, bem como defeitos congênitos e toxicidade ocasionada pelos 

quimioterápicos disponíveis, se faz necessário à busca por novas drogas capazes de minimizar 

os efeitos colaterais e de combater o parasito. Nesse estudo, utilizamos o resveratrol (RSV), um 

composto natural com propriedades antioxidantes já bem elucidadas como alvo terapêutico para 

o tratamento da neurotoxoplasmose. 

 

1.10 RESVERATROL: HISTÓRICO E POTENCIAL TERAPÊUTICO 

 

Desde a antiguidade, os produtos naturais têm sido utilizados na prevenção e tratamento de 

diversas doenças ao longo da história, incluindo parasitoses. Em 1922, estudiosos e 

nutricionistas perceberam que a população francesa parecia ter uma longevidade maior quando 

comparada com o resto do mundo e associaram essa hipótese ao hábito dos franceses de 

consumir vinho, assim ficou instaurado o paradoxo francês (LIPPI; FRANCHINI; GUIDI, 

2010). Com a pressuposição do paradoxo francês, muitos compostos a exemplo do RSV, foram 

identificados no vinho tinto e muitos deles compartilham uma estrutura química fenólica 

semelhante. O conteúdo médio de RSV em vinho tinto é de cerca de 1-3 mg/l (JEANDET et 

al., 2003), enquanto nos vinhos branco e rosa é de 0,011-0,547 mg/l (ROMERO-PÉREZ et al., 

1996) e 0,07-1,06 mg/l (CVEJIC et al., 2010) respectivamente. Já os sucos de uva, apresentam 

quantidades variáveis de RSV em torno de 3-15 mg/l (OKUDA e YOKOTSUKA, 1996). Além 

do vinho, vários alimentos e produtos alimentícios como amoras, sucos de cranberry e o 

amendoim são conhecidos por conter RSV em menores quantidades (SANDERS; 

MCMICHAEL; HENDRIX, 2000). Entretanto, a uva parece ser fonte mais rica de RSV até 

então naturalmente disponível (WEISKIRCHEN e WEISKIRCHEN, 2016). 

O RSV (3,4´, 5-trans-tri-hidroxi-estilbeno ou 5 - [(E) -2- (4-hidroxi-fenil) -etil] benzeno-

1,3-diol; C14H12O3; peso molecular 228,25) é uma fitoalexina de ocorrência natural membro da 

família dos estilbenos fenólicos, que foi isolado pela primeira vez das raízes do heléboro branco 

(Veratrum grandiflorum O. Loes) em 1939 (TAKAOKA, 1939) e, mais tarde, das raízes de 
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Polygonum cuspidatum, uma planta tradicional chinesa e amplamente utilizada na medicina 

japonesa na década de 1960 (LEE et al., 2012) 

O RSV é um composto polifenólico distribuído em cerca de 70 espécies, dentre as quais 

Vitaceae, Dipterocarpaceae, Gnetaceae, Cyperaceae e Leguminosa (WANG; LIU; CHEN, 

2013). Desde de sua descoberta, dezenas de estudos revelam que o resveratrol é capaz de 

prevenir ou retardar a progressão de uma grande variedade de doenças, incluindo o câncer (KO 

et al., 2017), as doenças cardiovasculares (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2016), as lesões 

isquêmicas (ABDEL-ALEEM, 2016) e as doenças neurodegenerativas (TELLONE et al., 

2015).  

Este composto é sintetizado praticamente na casca das uvas, onde é formado a partir da 

condensação de três moléculas de malonil-CoA e uma molécula de p-coumaroil-CoA, em uma 

reação catalisada pela enzima resveratrol sintase. Esta estrutura é sintetizada naturalmente sob 

duas formas isômeras: trans e cis-RSV (KING; BOMSER; MIN, 2006). O isômero trans é 

encontrado em maiores quantidades, e é responsável pelos efeitos biológicos do RSV (Figura 

15). 

Figura 15 - Estrutras químicas dos isômeros trans-RSV e cis-RSV. 

 
  Fonte: autor 

 

Os resultados de estudos farmacocinéticos indicam que a biodisponibilidade oral do 

RSV é baixa, entretanto ele é rapidamente absorvido pelas células enteroepiteliais, de modo 

que baixas concentrações de RSV são indicadas como tratamento. Segundo Walle et al. (2004), 

cerca de 70% do RSV administrado via oral é absorvido, porém a maior parte dele é convertido 

nos seus conjugados, sulfato e glicuronídeo-RSV, revelando assim, a baixa biodisponibilidade 

tecidual. Além disso, o RSV tem uma meia-vida inicial curta de aproximadamente 8-14 minutos 

e rapidamente é metabolizado (BAUR e SINCLAIR, 2006). Absorvido no intestino por 

transporte passivo, a maior parte do RSV é metabolizado no fígado. As investigações sobre o 

metabolismo do RSV in vivo em modelos de roedores mostraram ser o fígado o principal local 
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de acumulação para o resveratrol e seus metabólitos (SALE et al., 2004). Em indivíduos 

saudáveis, a excreção renal do RSV varia de 26-34% nas doses compreendidas entre 0,5 e 1,0 

mg kg-1 (WALLE et al., 2004).  

O RSV possui uma variedade de propriedades biológicas e farmacológicas estabelecidas 

que contribui para seus efeitos benéficos na prevenção e tratamento de diversas patologias 

conforme  mencionado (WEISKIRCHEN e WEISKIRCHEN, 2016). Uma das mais conhecidas 

e importantes propriedades do RSV é sua alta capacidade antioxidante, atenuando os efeitos 

das espécies reativas produzidas no organismo (FRABRIS et al., 2008; PORRO et al., 2015). 

Tal propriedade está associada à estrutura química deste composto, pois os grupos hidroxilas 

dos anéis fenólicos do RSV agem como doadores de elétrons, sendo responsáveis pela 

capacidade de sequestrar e neutralizar o radical hidroxil e o ânion superóxido prevenindo dessa 

forma a peroxidação lipídica das membranas, a oxidação proteica e os danos ao DNA 

(FRABRIS et al., 2008).  

Estudos demonstram que o RSV é capaz de aumentar a atividade de enzimas envolvidas 

no estresse oxidativo como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa 

peroxidase (GPX) (SCHMATZ et al., 2012).  O RSV também aumenta a atividade da sirtuina1 

(SIRT1), um membro da família da nicotinamida adenina dinucleotideo desacetilases, 

resultando em maior resistência ao estresse celular (SIN et al., 2015). Além das propriedades 

antioxidantes, o RSV é um importante neuroprotetor em condições de injúria cerebral e nos 

processos neurodegenerativos (BASTIANETTO; MÉNARD; QUIRION, 2015). De fato, o 

RSV tem mostrado seu efeito neuroprotetor reduzindo as lesões neuronais. Em nível de SNC, 

o RSV mostrou-se eficiente na prevenção de déficits de memória em modelos experimentais de 

Alzheimer (PASINETTI et al., 2015), uma vez que devido a sua elevada solubilidade lipídica, 

é capaz de atravessar a BHE e incorporar-se no tecido cerebral, contribuindo para seu efeito 

neuroprotetor.  

Aliado a atividade antioxidante e neuroprotetora, o RSV possui efeitos 

antiinflamatórios. Estudos revelam que o RSV atua como antiinflamatório suprimindo a 

ativação do fator de transcrição nuclear ĸB (NFĸB) em macrófagos ativados (HEYNEKAMP 

et al., 2006; DAS e DAS, 2007). Alguns estudos pré-clínicos e clínicos demonstraram ainda 

que o RSV suprime significativamente a produção de interleucinas como a IL-1, IL-6, IL-8 e o 

TNF-α (LIU et al., 2011; GATSON et al., 2013).  O RSV inibe a produção de citocinas pró-

inflamatórias através de moleculas conhecidas como ciclooxigenases (COX), particularmente 

ciclooxigenase-1 (COX1), uma enzima envolvida na produção de citocinas (Figura 16). 
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Figura 16 - Vias de ativação reguladas pelo resveratrol (RSV). Este diagrama ilustra 

os fatores responsáveis por induzir um estado pró-sobrevivência após o tratamento com resveratrol 

no SNC. Note que alguns efetores, particularmente SIRT1, podem ser ativados ou inibidos por 

mais de um caminho. Setas com um ponto indicando ativação, enquanto setas com ponta plana 

indicam inibição. Caixas brancas indicam ativação/inibição por meio de um mecanismo indireto 

ou mal compreendido. Caixas verdes indicam o papel do RSV na inflamação. Caixas rosa indicam 

o papel do RSV no estresse oxidativo. Caixas em azul demonstram o papel do RSV na apoptose. 

 
Fonte: adaptado de Lopez; Dempsey; Vemuganti (2015). 

 

 

1.10.1 Propriedades neuroprotetoras do resveratrol em células cultivadas 

Os efeitos neuroprotetores do RSV têm sido investigados em vários modelos in vitro, 

seja a partir de culturas primárias cerebrais neonatais ou a partir de linhagens celulares 

derivados do cérebro (KUMAR et al., 2016). 

O tratamento com RSV demostrou inibir a imunorreatividade do citocromo c e da 

atividade da capase-3 após isquemia focal em roedores adultos (ANDRABI et al., 2004), após 

hipóxia-isquemia em roedores neonatais (WEST et al., 2007) e após a privação de oxigênio-

glicose em culturas neuronais primárias (GONG et al., 2007). É bem provável que o RSV 

restaura a proliferação das células após lesão isquêmica pela inibição da sinalização pelas 

proteínas fosfoinositídeo-3 quinase (PI3K)/Akt (ZHOU et al., 2014). 

Além disso, os efeitos neuroprotetores do RSV podem ser vistos em culturas primárias 

de células microgliais (KUMAR et al., 2016). RSV (até 50 µM) em cultura de células 
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microgliais obtidas de cérebro de ratos recém-nascidos e induzidos com LPS inibiu 

efetivamente a produção de prostaglandina E2 e suprimiu a expressão da COX-1 (BI et al., 

2005). Desta forma, o RSV proporciona efeitos neuroprotetores contra a neuroinflamação em 

estudos in vivo e in vitro, resultando na modulação de diferentes vias de transdução de sinal.  

Um estudo conduzido por Schmatz (2009) demosntrou que o tratamento com RSV 

aumentou a hidrólise dos nucleotídeos da adenina, sugerindo um aumento na produção de 

adenosina no SNC, que pode ter um importante papel neuroprotetor sob condições 

fisiopatológicas em ratos. Xu et al. (2015) demonstraram que o RSV atenua a expressão de 

receptor P2X7 induzida por altas concentrações de ácidos graxos em cultura de células. 

Recentemente, Xie et al. (2017) também demonstraram o envolvimento do RSV com receptores 

P2X7; isto é, sobre a transmissão da dor induzida por P2X7 em estados de dor neuropática. 

Em um estudo envolvendo o RSV como influenciador da neurogênese pesquisadores 

(TORRES-PÉREZ et al., 2015) revelaram que o RSV induz a alterações neuroplásticas, 

neurogênese e memória em camundongos de seis meses de idade. Recentemente, Li et al. 

(2018) revelaram que RSV melhora o comportamento ansiolítico, o medo e o déficit de 

memória em ratos submetidos ao modelo de estresse pós-traumático. 

Considerando os benefícios farmacológicos deste composto natural, suas ações terapêuticas 

e farmacológicas, no presente estudo utilizamos o RSV, um composto natural com propriedades 

antioxidantes e antiinflamatórias já bem elucidadas como alvo molecular para o tratamento da 

neurotoxoplasmose. Isso porque, estudos anteriormente desenvolvidos por nosso grupo de 

pesquisa demonstraram que a associação de um antioxidante como o RSV para ao tratamento 

da toxoplasmose, foi capaz de evitar danos oxidativos e perda de memória em camundongos 

infectados com T. gondii. Além disso, o RSV modulou a resposta inflamatória em camundongos 

experimentalmente infectados reduzindo o número de cistos teciduais (BOTTARI et al., 2015 

a,b). 

Tendo em vista que o T. gondii é capaz de ocasionar alterações neuroquímicas e o RSV 

exerce um papel significativo na regulação de funções importantes no SNC, especialmente sob 

condições patológicas, na presente tese investigamos os mecanismos de ação do RSV na 

neurogliogenêse e na sinalização purinérgica de embriões e animais adultos infectados 

experimentalmente com T. gondii. A hipótese que pretendeu-se avaliar foi se o RSV seria capaz 

de favorecer a proliferação e diferenciação de CPNs infectadas por T. gondii através da 

neurogliogênese? Ainda, uma modulação do sistema purinérgicos pelo RSV minimizaria o 

processo patológico da toxoplasmose através da inibição de citocinas inflamatórias? 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste estudo foi investigar os efeitos do RSV na proliferação/auto-

renovação, migração e morte de células progenitoras neurais (CPNs) obtidas de embriões 

infectados T. gondii; assim como verificar os efeitos do T. gondii na sinalização purinérgica 

associados à neuroproteção mediada pelo RSV em CPNs e em córtex de camundongos adultos 

experimentalmente infectados.  

 

2.2 Objetivos específicos  

     

 Investigar a ação do RSV na proliferação, migração, morte e destino neural bem como 

na neurogênese x gliogênese de CPNs obtidas do telencéfalo de embriões infectados 

com T. gondii.   

 

 Investigar a atividade das enzimas NTPDase, 5´-NT e ADA e dos receptores P2X7 e 

A2A em CPNs infectadas e na presença de RSV. 

 

 Verificar a expressão gênica de citocinas pró e anti-inflamatórias na resposta a 

infecção por T. gondii. 

 

 Avaliar a atividade das enzimas NTPDase, 5´-NT, ADA e os receptores P2X7, P2Y1, 

A1 e A2A em córtex de animais adultos infectados por T. gondii e tratados com RSV. 

 

 Determinar danos oxidativos provocados pelo T. gondii através dos níveis de ROS e 

TBARS em córtex de animais infectados e tratados. 

 

 Determinar os efeitos neuroprotetores e neuromoduladores do RSV em CPNs e 

cérebro de animais adultos infectados com T. gondii. 
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Abstract 

 

The intracellular protozoan Toxoplasma gondii may cause congenital toxoplasmosis and 

serious brain damage in fetus. However, the underlying mechanism of neuropathogenesis in 

brain toxoplasmosis remains unclear. For this study, neural progenitor cells (NPCs) were 

obtained from embryo telencephalons (embryonic day 13) and induced to proliferation in the 

presence of growth factors (GFs). For gathering insights into the biological effects of resveratrol 

(RSV) on neurogenesis, this study aimed to investigate effects of RSV concentrations (0.1 to 

100µM) on proliferation, migration and differentiation of NPCs infected by T. gondii. T. gondii 

infection increased the presence of cells in G0/G1 phase, reducing the global frequency of 

undifferentiated cells in S and G2/M phases of cell cycle and induced apoptosis of infected 

NPCs. Moreover T. gondii stimulated neural migration and gliogenesis during brain 

development. However, the treatment with RSV stimulated cell proliferation, restored cellular 

viability in infected NPCs and exert an inhibitory effect on gliogenesis of infected NPCs 

favorecing neuronal maturation during toxoplasmosis infection. Thus, we have successfully 

demonstrated that RSV is promising as therapeutic for congenital toxoplasmosis. 

 

 

Key-words: neurogenesis; resveratrol; proliferation; differentiation; T. gondii 
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1. Introduction 

 

Toxoplasma gondii is a neurotropic intracellular parasite that infects any warm-blooded 

animals, capable of causing toxoplasmosis [1]. The congenital toxoplasmosis has been regarded 

as the most serious outcome of T. gondii infection in worldwide and still has a high incidence 

in live births [2].  

There is a close relationship between congenital toxoplasmosis and the appearance of 

neurodegenerative disorders that can lead to irreversible injuries to the fetus brain [3]. 

Congenitally infected children usually show clinical signs consist of hydrocephalus and 

frequently low intelligence quotients [4, 5]. In pregnant women, T. gondii can cause abortion, 

stillbirth or brain abnormalities with detrimental consequences for the fetus [6].  

Experimental evidence exists that in vitro inoculation with T. gondii induces apoptosis 

of neural stem cells (NPCs) reducing proliferation rates during cellular differentiation [7] and 

the parasite is capable of infecting and encysting in both astrocytes and neurons, the major 

central nervous system (CNS) cell types implicated during a chronic infection [8].  

Neurons, astrocytes and microglial cells in the CNS are highly sensitive to T. gondii 

infection, especially in toxoplasmic encephalitis [9], and during brain development. One of the 

most important steps during brain development is the generation of cellular diversity and the 

neural fate decision to form neurons or glial cells. In this study, we suggest novel functions for 

resveratrol (RSV), a natural compound with health benefits, promoting neurogenesis during 

toxoplasmosis infection. 

Resveratrol (3,4′,5trihydroxystilbene) is a polyphenolic phytoalexin abundant in grapes, 

peanuts, mulberries and red wine [10]. This compound has protective effects against oxidative 

stress, immune response and celular damage [11, 12]. Furthermore, RSV protected neurons 

against degeneration in experimental models of ischemic stroke, Alzheimer disease, and 
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Parkinson disease [13, 14]. RSV has been investigated for treatment of toxoplasmosis in mice 

experimentally infected with T. gondii revealing significant results such as decreases brain 

damage and cyst numbers [15]. In view of the cited recent results, the present study is expected 

to provide interesting insights into the effect of RSV in cell fate determination during the 

process of neural differentiation [16]. 

Thus, to further elucidate the mechanisms of RSV on neuropathogenesis of congenital 

toxoplasmosis, this study aimed to investigate cellular and molecular mechanisms mediated by 

RSV on NPCs from embryos infected with T. gondii as restorative therapy recovering from the 

loss of NPCs and neurogenesis.  

 

2. Experimental procedures 

 

2.1 Animals and infection 

 For this study, ten Swiss female mice with a mean age of 60 days weighing 25 ± 5 g 

were kept in boxes containing five animals each, under a 12h light/dark cycle with controlled 

temperature and humidity (25°C, 70% respectively). All animal procedures were approved by 

the Ethics Committee on Animal of Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, protocol 

number 95090109/15). The animals went through an adaptation period of 10 days and were fed 

with commercial feed and water ad libitum. The animals were infected experimentally with T. 

gondii tachyzoites from VEG strain (type III) orally. Twenty days post infection the female 

mice were mating with male mice.  
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2.2 Resveratrol 

Resveratrol (C14H12O3; molecular weight 228.25 g/mol; purity >98, Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO) was dilued in phosphate-buffered saline (PBS) and added to NPCs culture at 

concentrations from 0.1 to 100µM prior to induction of differentiation.  

 

2.3 Isolation and culture of Neural Progenitor Cells (NPCs)  

NPCs were isolated from the embryonic day13 (E13) telencephalons of embryonic mice 

according to the methodology described by Hutton and Pevny [17]. Embryonic telencephalons 

were dissected and incubated with 0.1 % trypsin for 5 min at 37ºC an equal volume of fetal 

bovine serum (FBS) was added for the inactivation of trypsin [18]. The cells were further 

mechanically dissociated. The cells were plated at a density of 2x105 cells/mL in Dulbecco’s 

Modified Eagle’s medium (DMEM)/Ham’s F-12 culture medium supplemented with 2% of B-

27 (Life Technologies, Carlsbad, CA), 20 ng/ml of epidermal growth factor (EGF) and 

fibroblast growth factor (FGF)-2 (both reagents from Sigma-Aldrich) and antibiotics (100 

units/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin) and cultured at 37ºC in a water-saturated 

atmosphere and 5% of CO2 during 5 days. Growth and sizes of neurosphere were measured 

using ImageJ software, and the results expressed as numbers and sizes of neurosphere, 

respectively. 

 

2.4 Cell cycle and cellular viability of NPCs 

Proliferation of uninfected and infected undifferentiated NPCs treated with resveratrol 

(0.1 to 10 μM) were evaluated by cell cycle measurements using propidium iodide (PI) as 

described previously [18]. After a 24-h treatment, cells were resuspended in PBS, fixed with 

70% ethanol, labeled with PI (0.05 mg/ml), incubated at room temperature in the dark for 30 

min, and filtered through 41-μm spectra/mesh nylon filters (Spectrum, Rancho Dominguez, 
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CA). DNA content was then analyzed using flow cytometer (BD FACSCalibur; BD 

biosciences). Obtained data were analyzed using the FlowJo V10 software (Ashland, OR) and 

expressed as count cells (% of control). 

After the indicated treatments, cellular viability of NPCs was analyzed by the 3- 4,5-

dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (MTT) method [19]. NPCs were 

incubated with 5 mg/mL of MTT for additional 2 h at 37°C under 5% CO2 and 95% air. 

Dimethylsulfoxide was used to extract MTT formazan, and absorbances of each well at 490 nm 

were read in an automatic microplate reader. Results were expressed in percentages of control 

groups. 

 

2.5 Neurosphere differentiation 

For neural differentiation, neurospheres were plated into adherent poly-L-lysine- and 

laminin and cultured without growth factors in the absence or presence of RSV (0.1 to 10 µM). 

Migration rates were determined on the seventh days of differentiation as the distance of the 

foremost cells to the neurosphere analyzed by differential interference contrast microscopy [20, 

21]. The radial migration was mensured using ImageJ software, and data were reported as 

percentage of migration compared to untreated controls.  

 

2.4 Immunocytochemistry  

For immunocytochemistry analysis neurospheres were fixed in 4% of paraformaldehyde 

(PFA) for 20 min at 37ºC, and and permeabilized for 20 min with PBS plus 3% FBS and 0.1% 

Triton X-100 [22]. After 2 h of incubation with rabbit anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

antibodies (1:500; DAKO Systems, Carpinteria, CA), followed by mouse anti-β3-tubulin 

antibodies (1:500; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and counterstained with 40,6-diamidino-2-

phenylindole, dilactate (DAPI) solution (0.3 µg/mL; Sigma- Aldrich). In the same solution, 
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NPCs were washed with PBS and incubated for 1 h at room temperature (RT) with secondary 

Alexa Fluor 488 or 555 (1:1,000; Life Technologies) antibodies. Coverslips were mounted, and 

slides were analyzed under a fluorescence microscope (Axiovert 200, Zeiss, Jena, Germany). 

Images were collected with a 453 objective lens (Zeiss). 

 

2.5 Flow Cytometry Analysis 

Flow cytometry experiments were performed as described previously by researchers 

[21, 23]. Differentiated cells were dissociated and fixed for 20 min in ice-cold 14% PFA in 

PBS, washed with PBS supplemented with 2% FBS, and incubated for 30 min with primary 

anti-Nestin (1:500; Sigma-Aldrich), anti-GFAP (1:500; DAKO Systems, Carpinteria, CA), 

anti-β3-tubulin (1:500; Sigma- Aldrich), or rabbit anti-microtubule associated protein-2 

(MAP2, 1:500; Sigma-Aldrich) antibodies. Following a washing step with PBS, cells were 

incubated with Alexa Fluor 488- or 555-conjugated secondary antibodies (1:500) (Life 

Technologies) and analyzed by flow cytometer (BD Accuri; Becton & Dickinson Biosciences). 

Thirty-thousand events were acquired per samples. Forward and side light-scatter signals were 

used to exclude dead cells and debris. Data were analyzed using theFlowJo V10 software 

(FlowJo, Ashland, OR). Further details are providedin Supporting Information according to 

MIFlowCyt. 

 

2.6 DNA extraction and Reaction of Polymerase Chain (PCR) detection 

Adult brain and telencephalon of embryos from infected mice samples frozen at -80ºC 

were processed following the protocol described by Sambrook et al. [24] with modifications. 

The tissue was incubated with 20µL of proteinase K (20 mg/mL), overnight at 37ºC. After this 

period, 500µL of phenol-chloroform (1:1) was added and mixed, followed by centrifugation at 

12.000 g for 10 minutes. The aqueous phase was transferred to same volume of absolute 
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isopropanol. The mixture was precipitate overnight, and centrifuged at 12.000 g for 30 min. 

Pellet re-suspend in 1 mL of cold ethanol 70%, followed by centrifugation at 12.000g for 10 

min.  Re-suspended in 30µL de TE (10 mMTris-HCl pH 8.0; 1mM EDTA pH 8.0) and 

incubated at 56ºC for 10 min, followed by a last centrifugation for final storage at -20ºC. 

PCR was carried out in order to determine the presence of T. gondii DNA using the gene 

target B1, the forward primer: 5’AGCGTCTCTCTTCAAGCAGCGTA-3’ and reverse primer: 

5’TCCGCAGCGACTTCTATCTCTGT-3’for amplification of a 500bp fragment as described 

[25]. The reaction was performed at a final volume of 25 µL containing 50ng of DNA template, 

6 µM of each primers, 100 µM of dNTPs (Life Technologies), 2 mM MgCl2, 2.5U Taq DNA 

polymerase (Life Technologies) and 2.5µL of enzyme buffer. PCR products were subjected to 

electrophoresis and visualized by staining with 2% ethidium bromide. 

 

2.5. Statistical analysis 

Results are expressed as mean values ± standard error of mean (SEM) representative for at 

least three independent experiments. Statistical analysis was assessed by two-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by the Tukey post-test using GraphPad Prism (Version 5.0) 

software. Values of p <0.05 were considered as statistically significant. 

 

3. Results 

 

3.1 Congenital transmission of T. gondii 

 Qualitative DNA analysis was performed in brain of adult mice (n=5) and telencephalon 

of embryos from infected mice (n=5) in order to confirm congenital transmission of T. gondii 

by polymerase chain reaction (PCR).  A specific band (529 bp) was observed in adult brain and 
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embryos indicating congenital transmission, as confirmed with a positive control (cistogenic 

strain VEG) (Fig. 1).  

 

3.2 Stimulatory effects of resveratrol during neurosphere growing 

NPCs isolated from telencephalon embryonic day-13 (ED-13) gave clonal expansion to 

neurospheres in serum free neurobasal medium supplemented with growth factors. We first 

studied RSV concentration dependency effects modifies the growing of neurospheres and T. 

gondii effects into NPCs culture (Fig. 2A). Lower concentrations of RSV (1µM and 10µM) led 

to increase in the number of neurospheres formed by uninfected NPCs after 5 days of exposure, 

whereas higher doses (100 μM) inhibited neurosphere growth (Fig. 2B).  

 To confirm the effects of RSV and parasite influence during neurosphere formation, 

sizes of neurospheres were analyzed with ImageJ software (Fig. 2C). RSV (10µM) significantly 

increased sizes of uninfected neurospheres when compared to controls (Fig. 2D). Surprisingly, 

T. gondii infection also increased sizes of neurospheres when compared to control (p<0.05). 

RSV at 1µM and 10µM concentration enhanced the parasite-induced effect in a dose-dependent 

manner (Fig. 2D). 

 

3.3 Resveratrol increased proliferation and cellular viability of infected NPCs  

Cell cycle measurements were conducted for further studying effects on proliferation 

(Fig. 3A). After 5 days of culture, T. gondii increased G0/G1 phase and reduce S and G2/M 

phases of the cell cycle in comparison to control (p<0.05) (Fig. 3B). The treatment with RSV 

increased all phases of cell cycle in infected NPCs when compared to infect NPCs. Infected and 

treated NPCs elongated all cell cycle phases during toxoplamosis infection.  

 NPC viability is shown in figure 3B. T. gondii induced apoptosis of neurospheres at a 

rate of of 80% when compared to controls (p<0.05). Treatment with RSV at 1 and 10µM 
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concentration significantly prevented cellular death of uninfected NPCs (by 10 and 20%, 

respectively) when compared to controls (Fig. 3B) in a per se effect. Furthermore, both 

analyzed concentrations of RSV augmented viability of infected NPCs by around 80% cellular 

when compared to infected cells. 

 

3.4 Resveratrol promoted migration of infected NPCs during brain development 

 NPCs present a radial migration pattern. Figure 4 shows representative images of 

uninfected and infected differentiated neurospheres, cultured in the presence or absence of 

resveratrol (0.1-10µM). The region enclosed between the dotted lines comprises 95% of 

migrating cells. T. gondii stimulated migration of infected NPCs after 7 days of differentiation 

when compared to control experiments (Fig. 4A). Treatment with RSV restored radial migration 

in infected NPCs similar to that observed with control cells (p<0.05) (Fig. 4B). 

 

3.5 T. gondii infection stimulated gliogenesis in infected NPC 

We first determined the most effective concentration of RSV in promoting proliferation 

and migration of NPCs. To confirm the cellular differentation, marker expression for NPCs, 

glial and neurons were studied by immunocytochemistry (Fig. 5). The images indicate an 

increase in GFAP-immunostaining of infected NPCs compared to control cells (Fig. 5A). NPC 

immunostaining for β3-tubulin demonstrated that neuronal differentation was not affected by 

T. gondii infection or RSV treatment; in other words, there were not any effects on neurogenesis 

(Fig. 5B). However, during T. gondii infection, frequencies of GFAP+ cells were augmented 

when compared to uninfected control cells (p<0.05). Treatment with RSV at 1µM and 10µM 

revealed an important role of the molecule in neural fate determination by favoring gliogenesis 

over neurogenesis in infected NPCs (Fig. 5C).  
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3.6 Resveratrol enhanced neural maturation of infected NPC 

Analysis by cytometry confirmed the difference in the expression anti-nestin (NPCs 

marker), anti-GFAP (glial marker), anti- β3-tubulin (immature neurons marker) and anti-MAP2 

(mature neurons marker) (Fig. 6). An increase of NPCs proliferation was observed in infected 

NPCs when compared to control using anti-nestin marker (Fig. 6A). RSV (0.1 to 10µM) 

increase nestin+cells. Treatment with RSV (1 and 10µM) in infected NPCs stimulated 

proliferation of NPCs during T. gondii infection. 

GFAP marker analyzed the percentage of glial cells. The T. gondii increase GFAP+ cells 

when compared to control (p<0.05) (Fig. 6B). The exposition of RSV (0.1 to 10µM) 

significantly increase GFAP+ cells in per se effect when compared to control. However, 1µM 

RSV was able to restore glial expression in infected NPCs (Fig. 6B). No significant differences 

were observed on expression of the neural marker β3-tubulin between groups (p>0.05) (Fig. 

6C). In addition, immunocytochemistry analysis suggested an increase in gliogenesis (GFAP+ 

cells) over neurogenesis (β3-tubulin- cells). 

Beside T. gondii and RSV have not any influence on neural fate determination, we 

decide investigate another neural marker. The differenciad neurospheres were incubated with 

anti-MAP2 (mature neuron-specific marker) to evaluate whether T. gondii and the treatment 

can influence neural maturation. The results showed a decrease of MAP2+ cells in infected 

NPCs when compared to control (Fig. 6D). The lower doses of RSV (0.1µM and1µM) 

increased the percentage of MAP2+ cells. However, the T. gondii negatively decrease MAP2 

marker when compared to control (p<0.05). The treatment with RSV (0.1 to 10µM) stimulate 

neural maturation in infected NPCs. These results indicate that the concentration used in this 

study promotes neural maturation during T. gondii infection in NPCs. 
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4. Discussion 

The CNS plays a central role in the lifelong persistence of T. gondii as well as in the 

pathogenesis of congenital toxoplasmosis. This study investigated the effects of resveratrol on 

modulation of neurogliogenesis in infected NPCs. Our first experimental strategy was to mimic 

an infection of the female aiming T. gondii vertical transmission through ingestion of cysts of 

the VEG cistogenic strain. The PCR analysis showed presence of T. gondii DNA in brain of 

female adult mice and telencephalon of infected embryos confirming vertical transmission (Fig. 

1). These data support the severity of toxoplasmosis infection and are in accordance with 

previous results [26], which indicated a high congenital transmission rate (90%) in the mouse 

model. 

T. gondii is capable of invading almost any nucleated cells [27]. Thus, NPCs are 

presumably one of these, and are crucial for the process of brain development. Considering that 

NPCs originate in CNS, we hypothesize that T. gondii on the NPCs may play an important role 

in the determination of cell fate in the process of neural differentiation. Congenital 

toxoplasmosis, especially in the first trimester of pregnancy, may result in severe brain changes 

in the newborn. The first evidence observed in this study was a high spontaneus abortion rate 

in infected female mice. Three of eight infected animals underwent spontaneous abortion or 

decreases in embryo size and numbers (data not showed).  

The parasite may promote or inhibit the cell apoptotic machinery, depending on the host 

cell type, infection stage as well as on its virulence and parasite load [28]. Our results suggest 

that T. gondii caused an expansion of neurosphere growth, but not an increase in neurosphere 

number. Our hipothesis is that the major host tissue cells could act as the bystanders in chronic 

infection, and normal number cells may result from the secretion of cytokines by parasite-

infected cells [29, 30]. 
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Resveratrol has protective effects against many diseases, including toxoplasmosis [15]. 

In the present study, we evaluated the effects of RSV on growing, proliferation and survival of 

NPCs from uninfected and infected neurospheres. Among the concentration tested, 1 and 

10 μM of RSV were the most effective in stimulating NPCs growing (Fig. 2A). By the other 

hand, the RSV inhibits neurosphere growing when administered in high dose (100µM) in the 

culture (Fig. 2B); this clearly indicates that RSV at a high dose/concentration has a strong pro–

apoptotic effect. According to literature, the RSV exerce biphasic effects on NPCs [31]; low 

concentrations (<10 μM) stimulated cell proliferation, whereas high concentrations 

(>20 μM) exhibited inhibitory effects. Our findings are consistent with evidence that RSV can 

increase numbers and sizes of neurospheres; consistent with the possibility that RSV crosses 

the blood-brain barrier and acts directly on proliferation of cells [16]. 

To confirm the effect of RSV on infected NPCs, cell cycle phases were analyzed. T. 

gondii arrested G0/G1 and decreased S and G2/M phases of cycle (Fig.3A). During 

neurogenesis a heterogeneous population of NPCs, neurons and glial cells are proliferating and 

dividing. Thus, when there are change during embryonic development and/or neural tube 

formation, the cell cycle extends. Notably, this increase in cell cycle length, due to the 

elongation of the G1 phase by the influence of T. gondii, may potentiate the fate of the neural 

cells. The treatment with RSV modify G0/G1 phase of cell cycle in uninfected NPCs probably 

exerts a symmetric or proliferative division resulting in a rapid expansion of NPCs. On the other 

hand, infected NPC arrest in G0/G1 phase shows that neurogenesis may be influenced by the 

treatment (Fig. 3A). RSV operated as stimuli to infected NPCs during S and G2/M phases, 

probably improving DNA sinthesis and acting on the checkpoint in the final step of G2, to cease 

the cycle if the DNA is damaged or if DNA replication has been incomplete. Previous results 

have reported  that RSV arrests the cell division cycle at S/G2 phase transition [32] as observed 

here.  
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The cellular viability of undifferenciad NPCs are extremament affect by T. gondii (Fig. 

3B). The data shows an appoptotic effect of parasite in infected NPCs. Our results are in 

accordance with other reseach [33], which showed that the proliferation level was lower in 

infection groups than that of the controls, as determined by the MTT method. According to 

researchers, T. gondii induced apoptosis of NSCs through the ERS signal pathway via activation 

of CHOP, caspase-12 and JNK [7], which may constitute a potential molecular mechanism 

responsible for the cognitive disturbance in neurological disorders of T. gondii. The treatment 

with RSV restored cellular viability of infected NPCs. This was probably due to reducing the 

production of prostaglandins and the formation of ROS in lipopolysaccharide (LPS)-activated 

microglial cells [12]. Moreover, RSV was reported to suppress the activity of T and B-cells and 

macrophages [34]. 

The transition from neuroepithelial cells to the radial glands during embryonic 

development is being associated with the cell cycle. To gain insights into the biological effects 

of RSV on neurogenesis, we examined its influence on neural migration. Our data reveal that 

RSV (0.1 to 10µM) enhanced neural migration of uninfected NPCs (Fig. 4A). However, T. 

gondii infection seems to improve neural migration (Fig. 4B). These results suggest that 

alteration of migration may also influence neurogenesis and gliogenesis networks.  

In T. gondii infection, NPCs migrate from the base during the G1 phase of the cell cycle, 

reach the apex during the S phase (low extension phase) and return to the base of the neural 

tube during the G2 phase of mitosis (low extension). However, the treatment with RSV (0.1-10 

µM) decreased neural migration in infected NPCs, playing a key role in the neural 

differentiation of cells. Specifically, a reduction in accuracy of spindle positioning relative to 

the apical-basal axis of neuroepithelial cells may be sufficient to result in cleavages other than 

the symmetric pattern. These interkinetic motions and symmetric divisions characterize the 
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early stages of central nervous system expansion, increasing the number of cells [35], as 

observed here. 

The progress of neural differentiation is closely related to cell migration and neuron-

glia interactions [36]. Progresses in neural and glial differentiation of NPCs were evaluated 

using anti-GFAP (Fig. 5A) and anti-β3-tubulin (Fig. 5B) antibodies in immunofluorescence 

studies. The results revealed that T. gondii favored gliogenesis over neurogenesis in 

neurotoxoplasmosis. 

Quantification of nestin (NPC+), GFAP+ cells and β3-tubulin+cells by flow citometry 

showed that T. gondii significantly increased nestin+ and GFAP+ cells when compared to 

control (Fig. 6A, B). These results indicate, for the first time, an important role of e T. gondii 

in indirectly increasing NPCs proliferation and glial fate determination. 

Neurospheres were exposed to different concentrations of RSV (1–10 μM), the results indicate 

that intermediary concentrations of RSV (1 and 10μM) exposure resulted in an increase of NPC 

expressed in uninfected NPCs. The results are consistent with literature [16], which show 

differential actions of RSV on proliferation of neural progenitor cells and hippocampal 

neurogenesis.  

In the range of tested concentrations, 1 μM RSV seemed to be most effective in reducing 

glial cell production induced by T. gondii. Microglial cells are considered immune cells of the 

CNS. When stimulated, microglial cells react and produce inflammatory mediators. These 

molecules contribute to the dysfunction of the neural network in the CNS. Evidence supporting 

the involvement of inflammatory mediators in neurodegenerationis well documented with 

microglia playing a key role [28, 30]. Thus, the development of compounds modulating 

microglial activation has been suggested as one of the potential strategies for the treatment or 

prevention of neurodegenerative diseases. 
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T. gondii displayed a differential invasive and developmental preference in 

neurogliogenesis during the course of infection [8]. Several studies have highlighted the ability 

of the parasite to infect a large number of glia cells during the acute phase, in contrast to the 

low numbers of infected neurons [37, 38]. However, studies showed that T. gondii infects and 

encysts in both astrocytes and neurons [39, 40].  

In addition, we also carried out immunostaining studies to investigate the frequency of 

β3-tubulin+ cells in neurospheres following the exposure of RSV. Quantitative analysis of anti-

β3-tubulin by flow cytometry did not reveal any differences of expression in uninfected and 

infected NPCs exposed to RSV (Fig. 6C).  β3-tubulin expression was not evident in 

neurospheres treated with RSV during T. gondii infection. 

 While here no significant differences were observed in percentages of immature 

neurons (β3-tubulin+ cells), a reduction in the frequency of MAP2+cells (mature neurons) 

occurred in differentiated cultures of infected NPCs (Fig. 5D). MAP-2 is a neuron-specific 

cytoskeletal protein that is used as a marker of neuronal phenotypes.  Expression is weak in 

neuronal precursors, but becomes pronounced later (approximately one day after expression of 

neuron-specific tubulin isoform β3) [41]. Our findings are in accordance with the work of 

Creuzet et al. [37], in which quantitative in vitro analyses with a RH strain of T. gondii revealed 

that approximately 10% of neurons and astrocytes were infected, while 30% of the microglial 

cells harbored intracellular parasites [42]. One possibility is that both astrocytes and neurons 

are infected in vivo, but only infected astrocytes either kill or are killed by the parasite, in other 

words less mature neurons.  

Neural replication occurs only in distinct regions of the brain and in limited amounts 

[43]. While microglia and infiltrating macrophages are essential for controlling T. gondii 

infection in the brain, neurons and astrocytes are the parenchymal cells that have been most 

implicated in playing a role in CNS toxoplasmosis. Consequently, for the correct adjustment of 
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cells and cell differentiation in the embryonic stage of the CNS sufficient number of cells, 

predominates in the early stages, this implies that there is a greater probability in generating 

differentiated cells that will favor the production of astrocytes or glial cells neurons. On the 

other hand, RSV contributed to neural differentiation of NPCs, favoring their proliferation, 

migration, gliogenesis and neural maturation. 

Our study provides some initial clues regarding the potential effects of RSV during 

neurogliogenesis in infected NPCs. Our data suggest that the inhibitory effect of RSV on 

infected NPCs is mediated by a decrease glial differentiation during chronic infection by T. 

gondii. Neurogenesis was severely affected by the parasite during brain development, resulting 

in increase of proliferation NPCs and neural maturation. By the other hand, the RSV promoted 

an increase in infected NPCs and restored neural determination during infection. Thus, we 

suggest the potential of RSV as a restorative therapy against toxoplasmosis brain disorders. 

Future studies of this striking form of effects on NPC plasticity will not only contribute to our 

understanding of the mechanisms and functional significance of neurogenesis in infected 

embryonic mammalian brain, but may also lead to novel strategies for therapy of neurological 

disease induced by T. gondii. 
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Figure 1- Maternal-fetal transmission of T. gondii consistent  with congenital 

toxoplasmosis.  1:  Specific band (± 529 bp, indicated by the arrow) of T. gondii DNA 

detected by qualitative PCR in the brain of infected female mice. 2: T. gondii DNA in 

telencephalon of embryos (13 days). 3: Negative control. Agarose gel (1.5%) stained with 

ethidium bromide showing specific amplicons. 
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Figure 2- Effects of resveratrol on numbers and size of neurospheres. A: Uninfected and infected 

NPCs proliferate as neurospheres after 5 days of growing in presence or absence of RSV (0.1 to 

100µM). Scale bar: 100 µm. B: RSV treatment increased the numbers of neurosphere in uninfected 

NPCs. Neurosphere counts were performed using flow cytometry. C: Sizes of uninfected and infected 

neurosphere after treatment with RSV (1 and 10µM). The sizes were determined with the ImageJ 

software. Data are expressed as mean values ± SEM using Two-Way ANOVA with post-hoc Tukey 

tests within the GraphPad Prism software; significant differences p<0.05. (*Uninfected vs 

experimental group) (# Infected vs experimental groups).  
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Figure 3- Resveratrol-induced increases on proliferation and viability of infected NPCs. A: 

Flow cytometry analysis of cells in G0/G1, S, G2/M phases of cell cycle of uninfected and 

infected treated with RSV (1 and 10µM). B: Percentages of differentiated cells in relation to 

control cells in the absence and presence of RSV (1 and 10µM). Data represent mean ± SEM of 

three independent experiments using Two-Way ANOVA with the post-hoc Tukey test. *p<0.05 

(* Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group). 
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Figure 4- Resveratrol-induced decrease in radial migration of infected NPCs. A: Phase contrast images 

representing radial migration pattern after 7 days of neural differentiation in the presence or absence of RSV 

in uninfected and infected NPCs. The region comprised by the dotted lines corresponds to approximately 95% 

of migrating cells. B: Quantification of migration of uninfected and infected NPCs treated with RSV (0.1 to 

10µM). The quantification was done using ImageJ software and expressed as fold change. Significant results 

p<0.05, using Two-Way ANOVA with the post-hoc Tukey test. (*Uninfected vs experimental group) (# 

Infected vs experimental groups).  
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Figure 5- Neural progenitor differentiation induced by T. gondii. A: GFAP expression in 

neurospheres differentiated from uninfected and infected NPCs treated with RSV (0.1 to 

10µM). B: β3-tubulin marker in uninfected and infected NPCs treated with RSV (0.1 to 10µM). 

C: Typical immunofluorescence merges of neurospheres on day 7 of differentiation, showing 

glial GFAP) and neuronal β3-tubulin expression. 

 

 

 

 

 
 

 
 

Figure 6- Resveratrol restored neurogliogenesis during T. gondii infection. Flow cytometry 

analysis using specific antibodies conjugated with Alexa Fluor (AF) 488 or AF 555 

fluorophores in uninfected and infected NPCs treated with different concentrations of RSV (1 

and 10µM).  Percentages of A:  NPCs (Nestin marker). B: Glial cell (GFAP+ cells). C: 

immature neurons (β3-tubulin+ cells). D: Percentages of mature neurons (MAP2). The data 

represents mean values ±SEM of three independent experiments. Significant results *p<0.05, 

using ANOVA-two way by GraphPad Prism. (*Uninfected vs experimental group) (# Infected 

vs experimental groups). 
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Manuscrito 1: Fase de revisão 

 

 

Resveratrol-mediated reversal of changes in the purinergic signaling system and 
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Abstract 

 

The effects of Toxoplasma gondii during embryonic development have  not been explored 

despite the predilection of this parasite for the neurons and glial cells during parasite infection 

in the brain. Here, we investigated the activation of the purinergic system and proinflammatory 

responses during an congenital infection by T. gondii. Moreover, neuroprotective and 

neuromodulatory properties of resveratrol (RSV), a polyphenolic natural compound, were 

studied in infected neuronal progenitor cells (NPCs). For this study, NPCs were isolated from 

the telencephalon of infected mouse embryos and subjected to neurosphere culture in the 

presence of  EGF and FGF2. T. gondii alterated the course of neural differentiation by activating 

glial cells. ATP hydrolysis by NTPDase and adenosine deamination by ADA enzyme activities 

were altered in conditions of T. gondii infection. P2X7 and A2A receptor expression rates were 

augmented in infected NPCs together with an increase of proinflammatory (INF-γ and TNF-α) 

and anti-inflamatory (IL-10) cytokine gene expression. Our results confirm that RSV 

counteracted T. gondii-promoted effects on purinergic enzymes and also upregulated P2X7 and 

A2A receptors modulating INF-γ, TNF-α and IL-10 cytokine production, which plays an 

integral role in the immune response to T. gondii. 

 

Key-words: NPCs; P2X7 receptor; A2A receptor; cytokines; toxoplasmosis. 
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1. Introduction 

Inflammation plays an important role in a diversity of central nervous system diseases 

including toxoplasmosis disease. Toxoplasma gondii once into brain can use differents 

mechanisms in order to subvert the immune response and enable the parasite to persist in the 

brain throughout the chronic phase of the disease, which can last for many years [1]. However, 

the emerging role of immunomodulatory mediators, and the potential use of their inhibitory 

effects for pathogen survival and replication in host cells, is still a new and poorly understood 

field. 

Several studies have highlighted that T. gondii displays a exclusively preference for 

neurons, in contrast to the low numbers of infected microglial cells during chronic infection [2–

4]. The effective control of parasite replication and disruption of the parasitophorous vacuole 

in host cells depends on immune response dependent of anti-inflammatory interleukine IL-10 

accompanied by overproduction of proinflammatory cytokines IL-12, IFN-γ and TNF-α [5–7]. 

Furthermore, extracellular nucleotides adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate 

(ADP), adenosine monophosphate (AMP) and nucleoside adenosine (ADO) as well as their 

receptors play an important role in the modulation of a variety of processes, including 

neuroinflammation [8]. 

Purinergic receptors when stimulated, promote suppression of proinflammatory 

cytokines and stimulate the immune response leading to the production of anti-inflammatory 

cytokines and protection from oxidative damage in infected cells [9, 10]. P2X7 and A2A 

receptors, widely distributed in many cells of the central nervous system. Several studies have 

demonstrated that activation of the P2X7 receptor triggers the elimination of T. gondii [11]. A2A 

may be an important stop signal to prevent excessive stimulation of inflammation, avoiding 

excessive cellular damage [12]. Some studies conducted by our research group have proposed 

the influence of infection by T. gondii on purine levels and ADA activity in the brain of mice 
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experimentally infected mice [13]. However, for the first time we determine here changes in 

NTPDase, 5´-nucleotidase activities and the P2X7 and A2A receptors in neural precursor cells 

(NPCs), which had been experimentally infected with T. gondii.  Some researchers have studied 

the expression of P2X receptors in immune cells in mice after T. gondii infection [14], showing 

that this receptor confers growth advantage for the control of immune response against T. 

gondii. 

Given the potential damage if immune responses are left uncontrolled, it is probable that 

more than one immunomodulatory pathway has evolved. Understanding of these molecular 

mechanisms of immune response preconditioning regulation has become relevant. Resveratrol 

(3, 4′, 5-trihydroxy-trans-stilbene), a non-flavonoid polyphenol, is naturally present at high 

concentrations in red wine and grape seeds, have been pharmacologically turned for therapeutic 

neuroimudulation [15, 16], based on its antioxidant and anti-inflammatory activities [17]. RSV 

can attenuate activation of immune cells and the subsequent synthesis and release of 

proinflammatory mediators [18]. Current studies indicate that resveratrol (RSV) confer 

neuroprotection by inhibiting activation of microglia and reducing the production of 

proinflammatory factors through cellular cascade signaling pathways [19]. Our research group 

has proposed that RSV treatment modulates seric cytokine profiles and attenuatesthe tissue 

inflammatory process caused by T. gondii infection [20]. Therefore, in this study we 

investigated, whether activation of the purinergic system potentiates proinflammatory 

responses during congenital infection by T. gondii, and whether RSV exerts beneficial effects 

on the immune response. Thus, we investigated the activity of NTPDase, 5´-nucleotidase and 

adenosine desaminase, P2X7 and A2A purinergic receptor expression and the production of pro 

and anti-inflammatory cytokines in infected NPCs. Morevover, we provide evidence that RSV 

may exert a neuroprotective and neuromodulator effect in infected neuronal precursor cells. 
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2. Experimental procedures 

2.1 Animals  

 All experiments were performed with ten Swiss female mice (up to 60 days weighing 

25 ± 5 g). Animals were kept in boxes with five animals each, under a 12h light/dark cycle with 

controlled temperature and humidity (25°C, 70% respectively), respecting their circadian 

rhythm, and were fed with commercial feed and water ad libitum. All animals procedures were 

approved by the Ethics Committee on Animal of Universidade Federal de Santa Maria under 

protocol number 9509010915/15. 

 

2.2 Parasite infection  

For experimental infections, the animals were infected experimentally with T. gondii 

tachyzoites from VEG strain (type III, clonal lineage) orally to mimic a chronic infection. 

Twenty days post infection; the female mice were put for mating with male mice. Timed-

pregnant animals were obtained by overnight mating and the efficiency of mating was 

confirmed by the presence of sperm after vaginal smear or appearance of the vaginal plug. 

 

2.3 Isolation and Culture of Neural Progenitor Cells (NPCs) 

The animals were euthanazied using protocols reviewed and approved by the Ethics 

Committee on Animal of Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, 9509010915/15). NPCs 

were isolated from the embryonic day-13 (ED-13) telencephalons of mice embryos according 

Hutton and Pevny [21]. 

Telencephalons were dissected under aseptic conditions and incubated with 0.1 % 

trypsin for 5 min at 37ºC, fetal bovine serum (FBS) and for the inactivation trypsin. The cells 

were further mechanically dissociated. Then, cells were plated at a density of 2x105 cells/mL 

in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) F-12 culture medium supplement 2% of B-
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27 (Life Technologies, Carlsbad, CA), 20 ɳg/mL of epidermal growth factor (EGF) and 

fibroblast growth fator 2 (FGF 2) (both reagents from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), and 

antibiotics (100 units/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin) and cultured at 37ºC in a 

water-saturated atmosphere and 5% of CO2. For neural differentiation, neurospheres were 

plated into adherent poly-L-lysine- and laminin-precoated cell-culture grade dishes and 

cultured in the presence of only 2% B-27 (Life Technologies). 

 

2.4 Resveratrol 

The treatment with resveratrol (RSV, C14H12O3; molecular weight 228.25 g/mol; purity 

>98%, Sigma Aldrich) was diluted in PBS and added at 10µM final concentration to NPC 

cultures before and after NPC differentiation. The proposed concentration was based on a 

previous study reported by Kumar et al. [19], where 10 µM RSV showed benefical effects on 

survival of NPC culture and describe by Bottari et al. [22], where 10µM was effective against 

T. gondii  in culture of NPCs. 

 

2.5 Flow Cytometry Analysis 

Flow cytometry experiments were performed as described previously [23].  

Neurospheres were centrifuged for 5 min at 200xg and dissociated into a single cell suspension. 

Cells were fixed for 20 min in ice-cold 1% PFA in PBS, washed with PBS supplemented with 

2% FBS. After 30 minutes of incubation with rabbit anti- glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

(1:500; DAKO Systems, Carpinteria, CA), rabbit anti-P2X7 purinergic receptor (1:500; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO), mouse anti-A2A adenosine receptor antibodies (1:1000; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO). In the same solution, NPCs were washed with PBS and incubated for 

1 h at room temperature (RT) with secondary Alexa Fluor 488 or 555 (1:1000; Life 

Technologies) antibodies. Forty-thousand events were acquired per sample with fluorescence 
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measured in logarithmic scales. Forward and side light-scatter signals were used to exclude 

dead cells and debris. Data were analyzed using flow cytometer (BD FACSCalibur; BD 

biosciences) and FlowJo V10 software (Ashland, OR).  

The S and G2/M phases of cell cycle were evaluated in undifferentiated NPCs treated 

with resveratrol 10 μM. After a 24-h treatment, cells were resuspended in PBS, fixed with 70% 

ethanol, labeled with propidium iodide (PI) (0.05 mg/ml), incubated at room temperature in the 

dark for 30 min, and filtered through 41-μm spectra/mesh nylon filters (Spectrum, Rancho 

Dominguez, CA) [24]. DNA content was then analyzed using flow cytometer (BD 

FACSCalibur; BD biosciences). The results were analyzed using the FlowJo V10 software 

(Ashland, OR) and expressed as count cells (% of control). 

 

2.6 Enzymes assays  

For enzymatic assays, undifferentiated neurospheres were centrifuged for 5 min at 

200xg and dissociated into a single cell suspension with PBS 1X. Twenty microliters of cell 

suspension (0.9–1.0 mg/mL protein) was added to the reaction mixture of NTPDase (CD39)  or 

5’nucleotidase (CD73) and pre incubated for 10 min at 37ºC, to a final volume of 200 µL. E-

NTPDase activity was determined by the method of Lunkes et al. [25]. The reaction was started 

by the addition of ATP or ADP as substrate at a final concentration of 1.0 mM. E-5’-

nucleotidase was determined by the method of Heymann et al. [26]. Phosphate released by ATP, 

ADP and AMP hydrolysis was measured using KH2PO4 as standard. Protein levels were 

measured according to Bradford [27]. Enzyme specific activities are reported as ɳmol Pi 

released/min/mg of protein. 

ADA activity were estimated in neurospheres spectrophotometrically by the method of 

Giusti and Galanti [28] based on the measurement of ammonia produced when adenosine 

deaminase acts in excess of adenosine. Fot the assay 50 μL of cells suspension reacted with 21 
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mmol/L of adenosine, pH 6.5 was incubated at 37°C for 60 min. The reaction was stopped by 

adding a solution of 106.2 mM phenol and 167.8 mM sodium nitroprussiate and a hypochlorite 

solution. The amount of ammonia produced was measure at 620 ɳm and the results were express 

in units per liter (U/L). 

 

2.7 Cytokine gene expression 

In this study, qRT-PCR was employed to analyze gene expression modulation of 

inflammatory cytokines using a similar approach as previously described [29]. In brief, RNA 

was isolated using TRIzol® reagent (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA) and 

quantified at 260 ɳm. Reverse transcription was performed with the iScript cDNA synthesis kit 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and RNA was added to a final concentration of 1 

μg/μL. The following steps were used for cDNA synthesis: 37°C for 5 min, heating at 65ºC for 

10 min and cooling for 10 min at 5ºC. Additionally, incubation step at 25ºC for 5 min, 42ºC for 

30 min, 85ºC for 5 min and a final incubation at 5°C for 60 min were used. The run was 

performed in a volume of 20 μL using 1x QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany) and 1 μL of cDNA. The reaction was performed in a Rotor-Gene Q (Qiagen) 

equipament under the following conditions: 95ºC for 3 min, followed by 40 cycles at 95ºC for 

10 seconds, 60ºC for 30 seconds followed by a melting curve of 65ºC to 95ºC. The following 

forward (5’-3’) and reverse (3’-5’) primer sequences were used for qRT-PCR: β-Act 

5’CCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3’, 3’AGGAGCCAGAGCAGTAATCT-5’;IL-

1β5’GGTACATCAGCACCTCACAA3’,3’TTAGAAACAGTCCAGCCCATAC-5’;IL-65’-

CTTCCATCCAGTTGCCTTCT-3’,3’CTCCGACTTGTGAAGTGGTATAG-5’, INF-γ5’-

CTCTTCCTCATGGCTGTTTCT-3’, 3’-TTCTTCCACATCTATGCCACTT-5’; TNF-α5’-

TTGCTCTGTGAAGGGAATGG-3’, 3’-GCTCTGAGGAGTAGACAATAAAG-5’; IL-10 5’-

ACAGCCGGGAAGACAATAAC-3’, 3’-CAGCTGGTCCTTTGTTTGAAAG-5’. 

https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/invitrogen.html
https://www.google.com.br/search?rlz=1C1NHXL_pt-BRBR694BR747&q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiIq_S_sKbaAhVDEJAKHQTHDp4QmxMIvAEoATAN
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2.8 Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± standard errors of mean (SEM) for the values obtained 

from at least three independent experiments. Statistical analysis was performed by one-way 

ANOVA using Tukey as post-hoc test by Graph Pad Prism (Version 5.0) software. The values 

* p<0.05 were considered as statiscally significant. 

 

3. Results 

3.1 Resveratrol induce growing and prolifertion of infected NPCs  

 First of all, effects of T. gondii parasite infection on NPC cultures were assessed. 

Undifferentiated NPCs morphology is shown in figure 1A. Proliferative cells developed small 

neurospheres by day 7 in serum free neurobasal medium supplemented with growth factors. 

Infected NPCs from embryonic day-13 (ED-13) fetus showed an increase in the size of 

neurospheres when compared to controls (Fig. 1B). Treatment with 10µM RSV increase the 

size of the neurospheres effect per se, while the treatment resulted in a significant increase of 

the size of infected NPC (Fig. 1B). 

Moreover the materno fetal transmission of T. gondii stimulate gliogenesis in NPC of 

infected E-13 embryos (Fig. 1C). 10µM RSV treatment of differentiated NPC promoted a 

significant increase in glial differentiation (p<0.05) (Fig. 1C). 

 To study potential alterations in the host cell during brain development, cell cycle phases 

were evaluated (Fig. 1D). T. gondii infection decrease (20%) proliferating cells in S and G2/M 

phases (Fig. 1E). The treatment with RSV in undifferentiated NPCs stimulates proliferation in 

per se effect (14%) and infected NPCs (2%) (Fig. 1E). 
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3.3 Resveratrol modulate purinergic enzymes of infected NPC 

The capacity of the NPCs to hydrolyze extracellular ATP and ADP by NTPDase (CD39) 

and 5-nucleotidase (CD73) activities was evaluated in this study (Fig. 2). A decrease of ATP 

hydrolysis (p < 0.05), and an increase of ADP hydrolysis (p<0.05) was observed in infected 

NPCs, when compared to control groups. No significant differences in AMP hydrolysis by 5´-

nucleotidase (CD73) could be detected (p>0.05). Infected NPCs decreased adenosine 

hydrolysis (Fig. 2) by ADA, when compared to control (p<0.01). ATP, ADP, AMP hydrolysis 

was slightly augmented by RVS as per se effects (p>0.05). Furthermore, 10µM RSV restored 

ATP hydrolysis by NTPDase in infected NPCs. 

 

3.4 Purine receptor expression are altered following T. gondii infection 

 Flow cytometry experiments clearly confirmed augmented P2X7 receptor expression of 

infected neurospheres (Fig. 3A). Exposure of NPCs to 10µM RSV did not alter expression of 

P2X7 receptors (p >0.05). However, RSV attenuated the increments of P2X7 receptor protein 

in infected NPCs (Fig. 3B). 

Further, increased of A2A
+cells was shown for the infected group when compared to the 

control group (p<0.05). While 10µM RSV did not affect A2A receptor expression (p>0.05). On 

the other hand, RSV augmented expression in infected NPCs (Fig. 3C). 

 

3.5 Effects of RSV in cytokines gene expression in infected NPC 

Proinflammatory cytokines play a crucial role in the immune response against T. gondii. 

In view of that, mRNA transcription levels of IL-1β, IL-6, INF-γ, TNF-α, and anti-inflamatory 

IL-10 in infected and non-infected NPCs were determined in this study (Fig. 4). A marked 

increase in transcription levels of mRNA coding for IL-6 (Fig. 4B), INF-γ (Fig. 4C), TNF-α 

(Fig. 4D) and IL-1 (Fig. 4E) was observed for infected NPCs (p>0.05) when compared to the 
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control group. Further, the treatment with 10µM RSV reduced INF-γ, TNF-α and IL-10 gene 

expression in infected NPCs. 

 

4.Discussion 

The induction of immunity after infection by T. gondii is a crucial step in establishing a 

balanced host–parasite relationship in the central nervous system (CNS). In this study, we 

investigated the involvement of the purinergic signaling during congenital infection by T. 

gondii and its relationship with the imune response. In view of  the wide spectrum of biological 

activities of RSV, our hypothesis was whether treatment with RSV could modulate 

inflammatory responses in infected NPCs mediated by purinergic signalling.  

After reaching the CNS, the parasite invade all nucleated cells and initiate activation of 

neurons and glial cells [3, 30-31]. Initial signs of glial activation were observed in NPCs from 

embryos infected following materno-fetal infection by T. gondii. Further, we shows that T. 

gondii induced increased neurosphere size (Fig.1A). According to Joseph and Hermanson [32], 

reported fine-tuned regulation of NPC proliferation and death is required to achieve the correct 

number of specific cell types, being a crucial component for regulating brain size during 

neurogenesis. Thus, the increased size NPCs proliferation can be a compensatory mechanism 

by T. gondii induced injury to increase proliferation and differation rates. 

RSV treatment also increase neurospheres size promoting neurogliogenesis in infected 

NPCS (Fig. 1B). It has been reported that larger and high proliferation neurospheres in the 

presence of 10 µM RSV [19].  

As a natural polyphenolic compound, RSV has attracted considerable interest regarding 

its anti-inflammatory and neuroprotective properties [33, 34]. These activities of RSV against 

neuroinflammation appear to stimulate glial differentiation (Fig. 1C). As the treatment with 



107 
 

 

RSV altered size and differentiation fate of infected neurospheres, effects of the compound on 

early stage and control of cell proliferation were determined.  

Thus, all phases of cell cycle were evaluated by flow cytometry analysis using 

propidium iodide. According to our data, the infection by T. gondii results in disregulation of 

the cell cycle inducing NPCs to remain in a quiescent state (G0/G1 phase) (Fig. 1D). Notably, 

the number of cells present in S and G2/M was lower than those of infected cells (Fig. 1E). The 

ability of T.gondii to infect synchronized cell cultures increased cells proceeded from the G1 to 

the S phase and decreased cells entered G2/M was subject to previous studies [35, 36].  

The present study was designed to examine the anti-inflamatory and neuroprotective 

effects of the RSV on NPCs under infection by T. gondii. Beneficial effects of RSV regulating 

extracelular ATP, ADP and ADO levels through NTPDase  (ATP and ADP as substrate), 5´-

NT (AMP as substrate) and ADA activities in infected NPCs (Fig. 2) point at an enhanced 

break-down of purinergic receptor agonists.  

Based on E-NTPDase increased activity in infected NPCs, it is possible to suggest that 

high extracellular ATP levels activates P2X7 receptor on the surfaces of microglia (Fig. 3A). 

The purinergic P2X7 receptor is a bi-functional adenosine triphosphate (ATP) ion channel that 

contributes to the control of many physiological functions, including cell death, killing 

infectious organisms, and regulating inflammatory processes [9, 10] as well as for control of 

survival, mobilization and differentiation of neural stem cell. Continued activation of P2X7 

receptors by ATP during chronic infection have been proposed as a mechanism for  elimination 

of T. gondii tachyzoites from infected macrophages [11]. 

Moreover, adenosine A2A receptor expression was increased in infected NPCs (Fig. 3B). 

These protein-coupled receptors cause accumulation of intracellular cAMP, which has strong 

immunosuppressive effects [37-39]. It is quite possible that this pathway suppresses cell 
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responses upregulating intracellular cAMP levels and turn downregulating host immune 

response. 

Therefore, ADO in high concentrations can act on A2A receptors, attenuating 

inflammation and probably tissue damage, concomitantly with the downregulation supposedly 

provided by the enhanced activity of E-NTPDase found in our study. It was already reported 

that the infection by T. gondii causes a significant augmented in ADO levels in the brain of 

mice [13]. 

This purinergic receptors, when stimulated in T.gondii- activated microglia induce 

production of pro-inflammatory cytokines IL-6 (Fig. 4A), INF-γ (Fig. 4B) and TNF-α (Fig. 

4C). The activation of microglia cells by T. gondii induced local immune responses as pathway 

to control congenital infection by T. gondii [40]. On the other hand, the host cells increase anti-

inflammatory IL-10 cytokine (Fig.4E) to prevent neuroinflammation in infected NPCs. 

 The potential inhibitory effects of RSV on cytokine gene expression and its beneficial 

effects in protecting against neurotoxicity has been reported [41]. Our study clearly illustrated 

that 10µM RSV prevents from elevated mRNA INF-γ and TNF-α gene expression (Fig. 4C and 

Fig. 4D) through inhibition of P2X7 receptor expression in infected NPCs .  

The immune response was regulated by RSV, once 10µM RSV decreased INF-γ (Fig. 

4C) and TNF-α (Fig. 4D) cytokine expression in infected NPCs. Studies have reported that 

RSV has been shown to inhibit the production of TNF-α by LPS-activated microglia [18, 42]. 

It is clear that RSV exerts neuroprotection through inhibiting activation of microglia and the 

subsequent release of various proinflammatory factors. Furthermore, RSV  decreasing IL-10 

expression (Fig. 4D) in order to restore immune response against parasite.  

Together, the data point activation of the P2X7 and A2A receptors and showed an 

increase NTPDase activity in infected NPCs. Extracellular ATP contributes to local 

inflammation and modulates parasite intracelular elimination and decrease survival host cell as 
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observed. To summary the data suggested that P2X7 receptors contribute to T. gondii infection 

control through the stimulation of the synthesis of pro-inflammatory cytokines. Moreover this 

study benefit to understand the therapeutic mechanisms of RSV on purinergic sinaling and 

immune response during a congenital infection by T. gondii.  

 

5. Conclusion 

In summary, our study demonstrated the importance of purinerigic system signalling 

via P2X7 and A2A receptors, as a component of the inflammatory response against T. gondii. 

Here we evaluate the effects of RSV as a neuroprotector and neuromodulator reporting a 

positive feedback mechanism mediated by RSV stimulating NTPDase and modulating P2X7 

and A2A receptors. We conclude that parasite elimination might occur following P2X7 receptor 

signalling, and suggest RSV as a novel therapy against T. gondii based inibition of parasite 

through immune response and purinergic sinalling in infected NPCs. 
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Fig.1- RSV-induced promotion of NPC growing and glial differentiation induced by T. 

gondii in NPCs. A: The images show NPC morphologies of control and infected, which had 
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been treated or not with RSV. Scale bars 100µm. B: Diameter of NPCs (AU). Image 

quantification was done using ImageJ software. *p<0.05 (*Control vs infected group). C: 

Percentages of glial cells (GFAP+cells) in control and infected neurospheres following RSV 

(10µM) treatment. D: Histograms showing cell cycle phases of infected NPC populations 

treated or not with 10µM RSV (1µM). E: Flow cytometry analysis of cells in S and G2/M 

phases of cell cycle of undifferentiated NPCs. The data represents mean±SEM of three 

independent experiments using One-Way ANOVA with post-hoc Tukey test. *p<0.05 (* 

Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group). 

 

E
-N

T
P

D
a

s
e


m

o
l 

P
i/

m
in

/m
g

 p
r
o

te
in

C T L R S V 1 0  µ M IN F IN F + R S V 1 0 µ M

0

2 0

4 0

6 0

8 0

* #

**

#*

A T P

A

     A D P
E

-N
T

P
D

a
s

e


m

o
l 

P
i/

m
in

/m
g

 p
r
o

te
in

C T L R S V 1 0  µ M IN F IN F + R S V 1 0 µ M

0

2 0

4 0

6 0

#

*

*

*

#

B

 

     A M P

5
´-

 N
T


m

o
l 

P
i/

m
in

/m
g

 p
r
o

te
in

C T L R S V 1 0  µ M IN F IN F + R S V 1 0 µ M

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

*

C

 

E
-A

D
A

 a
c

ti
v

it
y

U
/m

g
 p

r
o

te
in

C T L R S V 1 0  µ M IN F IN F + R S V 1 0 µ M

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

*

#

* #

A D O

D

 

 

Fig. 2- Influence of T. gondii on NTPDase (hydrolyzing ATP and ADP), 5´-nucleotidase 

(hydrolyzing AMP) and ADA activities (hydrolyzing ADO) in control and infected 

differentiated neurospheres treated with RSV (10µM). The data represent mean±SEM of 

three independent experiments analyzed by One-Way ANOVA with the post-hoc Tukey test. 

*p<0.05 (*Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group). 
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Fig. 3-Effects of RSV on purinergic receptors during immune responses developed by T. 

gondii in differentiated NPCs. A: P2X7 expression (MFI; AU) in control and infected 

neurospheres. B: A2A expression (MFI; AU) in control and infected neurospheres treated with 

10µM RSV. C: Representative histogram P2X7 receptor (MFI; AU). D: Representative 

histogram A2A receptor (MFI; AU). The data represent mean±SEM of three independent 

experiments.*p<0.05, **p<0.01(*Control vs infected group); (#Infected vs experimental 

group). 
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Fig. 4- Effects of RSV on cytokine gene expression profiles of differentiated NPCs infected 

with T. gondii. A: anti-inflammatory IL-1β interleukin. B: anti-inflammatory IL-6 interleukin. 

C: interferon gamma (INF-γ) cytokine D: tumor necrosis factor alpha (TNF-α) cytokine E: 

proinflammatory IL-10 interleukin. **p<0.01; *p<0.05 (*Control vs infected group);(#Infected 

vs experimental group). 
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Graphical Abstract 

 

A working hypothesis for RSV effects on glial destination and immune response through 

purinergic activation in infected NPCs by T. gondii.  
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Abstract 

The central nervous system of the intermediate host plays a central role in the lifelong persistence of 

Toxoplasma gondii as well as in the pathogenesis of congenital toxoplasmosis and reactivated infection 

in immunocompromised patients. The purinergic system has been implicated in a wide range of 

immunological pathways in controlling intracellular pathogen response, including T. gondii. 

Resveratrol (RSV) is a natural compound with well established antioxidant, anti -inflammatory and 

neuroprotective properties. In the present study, we investigated the effect of RSV on 

ectonucleotidases, adenosine deaminase (ADA) and purinergic receptors during chronic infection by T. 

gondii in immunocompromised mice. For this study, swiss mice were divided into four groups: control 

(CTL) group, resveratrol (RSV) group, infected (INF) group and INF+RSV group. The animals were 

infected by VEG strain (orally) and treated with RSV (100 mg/kg, orally). The enzymes activities, P2X7, 

P2Y1, A1 and A2A density receptors and ROS and TBARS levels were investigated in cerebral cortex 

of adult mice. T.gondii-infection increase NTPDase, 5´-nucleotidase and reduce ADA activities. On the 

other hand, the treatment with RSV regulate extracellular ATP hydrolysis by E-NTPDase and adenosine 

levels by ADA activity. Furthermore, RSV modulates P2X7 and A1 receptors in T. gondii infection. In 

short, we suggest that parasite elimination might occur following activation of the P2X7 and A2A 

receptors. In addition, we demonstrated that RSV down regulate the activation of purinergic receptors 

and enzymes in host cells and may be a therapeutic target for the treatment of neurotoxoplasmosis. 

 

Key words: P2X7, A1, resveratrol, oxidative stress, T. gondii. 
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1. Introduction 

Toxoplasmosis is an anthropozoonosis of warm-blooded hosts caused by intracellular 

parasite Toxoplasma gondii that affect an enormous proportion of the world’s population [1]. 

Humans become infected by ingestion of tissue cysts present in the undercooked meat, oocytes 

from infected cat feces, or can be acquired congenitally following primary maternal infection 

[2].  

Congenital infections can result in abortion, intracranial calcification, hydrocephalus 

and retinochoroiditis consequences [3]. In addition, several studies have associated T. gondii 

infection with neurologic or psychiatric syndromes such as aggression, impulsivity, intellectual 

disability and schizophrenia [4, 5]. 

On the other hand, a reactivation of chronic infection in immunosuppressed individuals 

develop toxoplasmic encephalitis with considerable morbidity and mortality. Intracerebral 

proliferation of T. gondii easily disseminate in neurons and astrocytes, whereas highly 

phagocytic brain macrophages efficiently restrain parasite growth and may function as 

important inhibitors of T. gondii spread in the central nervous system (CNS) [6, 7]. 

Once into CNS, the protozoa can manipulate host resistance mechanisms at multiple 

points along the inflammatory pathway, such as purinergic system and oxidative stress. The 

purinergic system consists of nucleotides ATP (adenosine triphosphate), ADP (adenosine 

diphosphate), AMP (adenosine monophosphate) and nucleoside ADO (adenosine), receptors, 

and enzymes that control the concentration of purines, which play different vital functions in 

CNS, including neurotransmission, synaptic plasticity, neuroprotection and neuromodulation 

[8]. 

 The concentration of these molecules of the purinergic system is controlled by the 

enzymes localized on the cell surface, such as ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 

(NTPDase), 5'-nucleotidase (5’-NT) and adenosine deaminase (ADA). The enzyme ecto‐
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NTPDase is responsible for the hydrolysis of ATP to ADP and ADP to AMP, ecto‐5′ 

nucleotidase hydrolyzes AMP into adenosine, and the enzyme adenosine deaminase (ADA) 

deaminates adenosine into inosine [9, 10]. 

The involvement of purinergic receptor, especially P2X7, has recently emerged as an 

important component of the innate immune response against T. gondii infection. P2X7 has been 

implicated in the fusion of host cell phagosomes, the production of reactive oxygen 

species and modulation of host cell apoptosis [11]. The A1 receptor (A1R) is the predominant 

subtype in cortical areas, and plays an important role in neuroprotection [12]. While, A2A 

receptors (A2AR) is responsible for the decline in memory performance [13]. 

Increasing evidence shows that reactive species (RS) plays a key role in the regulation 

of apoptosis caused by a variety of insults, including reactive oxygen species (ROS). In 

addition, nucleotide receptor signaling in murine macrophages is linked to ROS generation and 

ATP treatment can activate an ROS-dependent oxidative stress response and secretion of pro-

inflammatory cytokines in infected macrophages [14]. 

In chronic CNS infection, underlies T. gondii ability to reactivate and cause devastating 

neurologic disease and death in the immunosuppressed. Thus, identifying metabolic differences 

between parasite and host could define new targets for pharmacological agents that would not 

interfere with the host metabolism, leading to more effective chemotherapies. In this study, we 

investigate the role of resveratrol as a factor influencing host response to T. gondii infection.  

Resveratrol (RSV) is a non-flavonoid polyphenol, naturally present in a number of 

dietary sources including red grapes, berries (e.g. cranberries, bilberries, blueberries) and 

peanuts and red wine [15]. RSV displayed pleiotropic activities including antioxidant and anti-

inflammatory effects, as well as anti-apoptotic, supporting that it is one of the most promising 

compounds for treating neurodiseases [16, 17]. 
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Recently we have proposed that RSV improve behavior alterations, reduce cysts T. 

gondii in brain and inflammatory damage in mice infected by T. gondii [18]. Thus, in the present 

study we investigate the effect of RSV on behavior of newborn infected mice from congenital 

toxoplasmosis. Additionally, we verified whether RSV-treatment modulate purinergic 

signaling and reduce oxidative damage in cerebral cortex of infected female adult mice. 

 

2. Material and Methods 

2.1 Animals and infection 

 For this study, twenty Swiss female mice with a mean age of 60 days weighing 25 ± 5 

g were kept in boxes containing five animals each, under a 12h light/dark cycle with controlled 

temperature and humidity (25°C, 70% respectively). The animals went through an adaptation 

period of 10 days and were fed with commercial feed and water ad libitum. The Ethics 

Committee on Animal of Federal University of Santa Maria (UFSM, protocol number 

95090109/15) approved all animal procedures.  

For the infection, VEG strain was kept in the laboratory in mice, performing a constant 

passage from one animal to another in order to maintain virulence. For infection of the 

experimental group, one of these animals was euthanized, and brain homogenate containing 

tissue cysts was used. The animals were experimentally infected with 150µL cerebral 

homogenate content eight parasitic cysts of T. gondii (VEG strain- type III) orally per animal.  

 

2.2 Resveratrol 

Resveratrol (C14H12O3; molecular weight 228.25 g/mol; purity >98, Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO). RSV was diluted in 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO) and water at the final dose 

100 mg/kg. RSV was administered orally for 10 days in adult mice according previous results 

published by Bottari et al. [18]. 
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2.3 Experimental design 

Mice were randomly divided into four groups: control (CTL), resveratrol (RSV), 

infected (INF), and infected treated with RSV (INF+RSV). The infected group were infected 

on 1 day.  Twenty days post infection the animals were treated with RSV over 10 days. 

 

2.4 Brain tissue preparation 

 Adult mice were anesthetized with isoflurane inside an anesthetic chamber. The animals 

were decapitated (guillotine), their brains were removed, and separated into two hemispheres. 

Total brain was weighed and allocated into test tubes. The right hemisphere was homogenized 

1:10 in buffer Tris–HCl 10 mmol, pH 7.2 to verify enzymatic activities and oxidative damage. 

The left hemisphere of the brain was used to western blot analysis. 

All procedures described above were performed under refrigeration temperature (4 ºC). 

From infected group, part of the brain from the left and from right hemisphere was used for 

PCR analysis.  

 

2.5 Enzymatic assays 

 The E-NTPDase and E-5’-NT enzymatic activities of cerebral cortex was determined 

by the methods of Schetinger et al. [19] and Heymann et al. [20], respectively. The enzyme 

preparation (20 μL; 8–12 µg of protein) was added to the reaction mixture and pre-incubated at 

37 °C for 10 min. The reaction was initiated by the addition of substrate (ATP, ADP, or AMP). 

Enzyme activities are reported as ɳmol Pi released/min/mg of protein. 

ADA activity of  cerebral cortex was determined according to Guisti and Galanti [21]. 

Brain samples (50 uL) were incubated with 21 mmol/L adenosine pH 6.5 and incubated at 37 

°C for 60 min. The results are expressed in U ADO/mg protein. 
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2.6 Western blot  

Samples of cerebral cortex were homogenized in ice-cold radio immunoprecipitation 

assay buffer (RIPA buffer) with 1mM protease and phosphatase inhibitors and centrifuged at 

12.000 rpm at 4°C for 10 min. The protein concentration was determined using the BCA Protein 

Assay Kit (Sigma Aldrich, EUA). The diluted samples were separated by sodium dodecyl 

sulfate (SDS) polyacrylamide gel electrophoresis, and transferred to nitrocellulose membranes 

(Amersham Biosciences, UK). After blocking, the membranes samples were incubated 

overnight at 4°C with the primary antibodies: P2X7, P2Y1, A1, and A2A (1:500, Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA), followed by incubation with secondary antibody (1:10.000) for 90 

min at room temperature. The membranes were incubated with enhanced chemifluorescent 

substrate (Amersham Biosciences), and analyzed with an Amersham Imager 600 (GE 

Healthcare Life Sciences, EUA). The membranes were reprobed and tested for β-actin 

immunoreactivity as a control for protein concentration as previously described Rebola et al. 

[22]. 

 

2.7 Reactive species (RS) and thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) 

measurement 

 Intracellular reactive oxygen species were measured by 2′-7′-Dichlorofluorescein 

(DCF) levels as an index of the production of RS by the cellular components [23]. DCF levels 

were determined using a standard curve of DCF, and the results are expressed as U DCF/mg 

protein. 

 The lipid peroxidation was determined by TBARS levels according to Ohkawa et al. 

[24] as an end product of lipid peroxidation by reaction with thiobarbituric acid (TBA). The 

results of TBARS levels are expressed as ɳmol MDA/mg of protein. 
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2.8 Protein determination 

 Protein levels were measured by Coomassie blue method as previously describe by 

Bradford [25] using bovine albumin serum as standard. 

 

2.9 Statistical analysis 

Results are expressed as mean values ± standard error of mean (SEM) representative for at 

least three independent experiments. Statistical analysis was assessed by two-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by the Tukey post-test using GraphPad Prism (Version 5.0) 

software. Values of p <0.05 were considered as statistically significant. 

 

3. Results 

3.1 RSV modulates ectonucleotidases and ADA enzymes in cerebral cortex  

 The results obtained for E-NTPDase, E-5’-NT, and ADA activities are shown in Figure 

3. ATP (Fig. 1A) and ADP (Fig. 1B) hydrolysis by NTPDase and AMP (Fig. 1C) hydrolysis by 

5´-NT was significantly increase (75%, 9%, 66% respectively) in INF group compared with 

CTL group. Animals treated with RSV demonstrated an increased NTPDase activity using ADP 

(40.53%) as a substrate (p<0.05). Treatment with RSV significantly decrease ATP (25%) and 

AMP (30%) hydrolysis by NTPDase and 5´-NT respectively in the INF+RSV group compared 

with the INF group.  

 Infected mice by T. gondii decrease ADA activity (62%) when compared to control 

group. RSV treatment were able to increase ADA activity (38%) in cerebral cortex of infected 

mice when compared to INF group (Fig. 1D). 
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3.2 T. gondii alters P2X7, P2Y1, A1 and A2A receptors in cerebral cortex of infected mice  

Considering the alterations of ectonucleotidases enzymes by T. gondii infection, the 

purinergic receptors for ATP, ADP and ADO binding were analyzed by Western blot and are 

shown in Figure 2.  

Western blot analysis in the cerebral cortex showed a significant increase in P2X7 

density in INF group in comparison with the CT group.  RSV treatment down regulated P2X7 

receptor in per se effect. In addition, the results showed that RSV inhibited the up regulated co-

expression of P2X7 receptor (Fig. 2A). 

However, P2X7 density was reduce in INF+RSV group compared to INF group 

(p<0.05) (Fig. 2A). T. gondii- infection induced increase P2Y1 density in cerebral cortex 

(p<0.05) when compared with CTL group (Fig. 2B). RSV+INF group significantly inhibited 

the up regulated co-expression of P2Y1 receptor (p<0.05). 

In addition, A1 density was significantly increased in INF group compared with CTL 

group (Fig. 2C). Infected animals treated with RSV negatively regulated A1 receptor in cerebral 

cortex. The results in INF+RSV are similar to RSV group (p>0.05).  A2A density in INF group 

showed a decrease in comparison with the CTL group (Fig. 2D). Infected animals treated with 

RSV decrease A2A density receptor when compared to INF group. 

 

3.3 Oxidative damage in cerebral cortex is trigger by T. gondii  

 Once T. gondii across blood-brain barrier, the parasite invades the host cell by triggering 

inflammatory responses in brain. Thus, we hypothesized that the presence of T. gondii oocysts 

in the cerebral cortex establishes an oxidative process leading to apoptosis of the host cell. In 

this sense, oxidative damage markers such as RS and TBARS were evaluated (Fig.3). 

The results obtained for RS are shown in Figure 5A. The production of RS was 

significantly increased in the INF group compared with the control (p< 0.05). RSV treatment 
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also, increase RS in cerebral cortex, provably due to line between antioxidant and oxidant 

properties. However, infected animals treated with RSV demonstrated decreased RS production 

compared with the control group.  

Besides intracellular species formation, T. gondii induce membrane damages (Fig. 3B). 

TBARS levels were significantly increased in the INF group compared with the control group 

(p< 0.05). Infected animals treated with RSV showed decreased TBARS levels in cerebral 

cortex compared to INF group. Treatment RSV per se had no influence in TBARS levels 

(P>0.05). 

  

4. Discussion  

 T. gondii has high predilection to CNS during a chronic infection. The parasite colonizes 

the brain tissue via the blood stream and may persist in encysted form. However, latent 

toxoplasmosis can lead to congenital T. gondii infections are manifested in several ways such 

as spontaneous abortions, cognitive impairments to fetus and stress experienced in utero [26]. 

In the present study, we examined the neuroprotective effect of RSV on behavior infected 

newborn mice.  

Different mechanisms have been developed by both host and parasite to limit the 

immune response during toxoplasmosis disease. In this context, the purinergic system exerts 

multiple roles in the development, plastic remodeling and regeneration of the CNS. Purinergic 

signaling is a common route of cell-cell communication involved in many neuronal and non-

neuronal mechanisms and in short- and long-term events, including immune responses, 

inflammation, pain, platelet aggregation, vasodilation, proliferation and cell death [8]. In our 

study, we investigate the role of RSV on ectonucleotidases activity and P2X7, P2Y1, A1 and 

A2A density receptors in cerebral cortex of infected mice. 
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In this study, the enzyme NTPDase rapidly hydrolyze ATP, or it bind to P2 receptor and 

trigger a signaling cascade in cerebral cortex (Fig. 1A and 2A). T. gondii increase ATP (Fig. 

1A) and ADP (Fig. 1B) as well as AMP (Fig 1C) hydrolysis by E-NTPDase and E-5´-NT 

enzymes respectively. This increase in enzyme activity can be seen as an adaptive mechanism 

to reduce purine levels especially ATP and ADP extracellular, conferring a certain degree of 

host cellular protection. 

To strengthen the hypothesis of the occurrence of a protective down regulation of ATP, 

the activity of ADA was evaluated. Infected mice showed a decrease of ADA activity in 

cerebral cortex when compared with control group (Fig. 1D). ADA is responsible for the 

regulation of the adenosine concentration (ADO) in the extracellular environment [12]. In 

pathological conditions, ADO plays a protective role by modulating the release of 

neurotransmitters and also acting as an endogenous regulator of innate immunity and in the 

defense of the host of excessive tissue damage associated with inflammation [12], which is 

considered a signaling molecule of cellular damage, but with antagonistic actions of ATP. 

The extracellular ATP (e ATP) and ADO, depending on its concentration and site of 

action, has pro and anti-inflammatory actions [28, 29]. When at low concentrations, e ATP has 

affinity for P2Y receptors, located on the surface of microglia (immune resident cells in CNS) 

and macrophages [30]. These receptors, when stimulated, promote down regulation in the 

expression and release of pro-inflammatory cytokines, stimulate a Th2 response, and lead to 

the release of anti-inflammatory cytokines (IL-10), promoting a protective effect by being able 

to avoid or to minimize excessive tissue damage [28]. On the other hand, high e ATP levels 

binding to P2X7 receptor releasing pro-inflammatory cytokines such as IL‐1β and IL‐6. 

Our findings showed T. gondii-induced stimulate P2X7 and P2Y1 receptors in cerebral 

cortex when compared with control group. Probably high ATP levels bind to P2X7 up 

regulating this expression. Similarly, ATP and ADP both binding to P2Y1 receptor increasing 
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its cellular expression. The treatment with RSV was effective reducing down regulating P2X7, 

but not P2Y1 receptor. The protective effect of RSV have been showed in neuropathic pain 

mediated by the P2X7 receptor [31]. In addition, T. gondii infection decrease A1 receptor 

density (Fig.2C) act as a positive feedback to control ATP hydrolysis.  

The treatment with RSV seems to not influence in A2A receptor during T. gondii 

infection (Fig. 2D). However, during T. gondii-infection, the lower ADO levels are likely by 

A2A receptor-mediated signaling. The A2A, but not the A1 receptors are the major expressed and 

functionally coupled adenosine receptors in mouse peripheral T and B lymphocytes, and the 

adenosine-induced cAMP accumulation correlates with the expression of A2A receptors.  

Some studies have been reported that cellular ATP is required for induction of apoptosis, 

and its depletion results in necrosis in infected cells by T. gondii. Correa et al. [11] demonstrated 

that the stimulation of murine macrophages with 3 mM ATP for 30 min triggered the 

elimination of the parasite in a manner dependent on the P2X7 receptor [11]. This death was 

associated with an increase in the production of ROS in infected macrophages after ATP 

stimulation. 

The intracellular parasite increase RS and TBARS levels when compared with control 

group (Fig. 3) inducing to oxidative stress. Previous studies revealed that T. gondii infection 

can lead to oxidative stress and immune suppression [32, 33]. Th2 immune can be seen in the 

normal maternal-fetal interface, which is unfavorable to the elimination of pathogens and 

enhances susceptibility to toxoplasmosis [33]. Thus, T. gondii infection or the reactivation of 

latent infection during pregnancy will increase oxidative stress in the placenta, contribute to 

cell apoptosis and placenta damage, and, finally, lead to spontaneous aborts. 

 RSV also proved to be a potent anti-oxidant restoring RS and TBARS levels in infected 

mice. RSV has a variety of established biological and pharmacological properties that 

contribute to its beneficial effects in the prevention and treatment of various pathologies. One 
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of the most known and important properties of RSV is its high antioxidant capacity, attenuating 

the effects of the reactive species produced in the organism [34, 35]. 

In short, our study provides the potential effects of T. gondii on purinergic signalling 

mediated by RSV treatment. Our data indicate that RSV treatment promote down regulation of 

ectoenzymes and inhibit over density of P2X7 and A1 receptors in cerebral cortex of infected 

mice (Fig. 4). Furthermore, RSV treatment seems be a potential target to treatment of congenital 

toxoplasmosis. Future studies of these effect will not only contribute to our understanding of 

the mechanisms and functional significance of neurodevelopment in newborn infected mice, 

but may also lead to novel strategies for therapy of neurological disease induced by T. gondii. 

 

Conclusion 

In conclusion, this study reveals some mechanisms involved in the neuroprotective 

effect of RSV demonstrating that T. gondii trigger activation of purinergic cascade in host cells 

as a compensatory mechanism to avoid cellular damage. Thus, the comprehension of the role 

played purinergic signaling against T. gondii could be a powerful tool for the development of 

new strategies against toxoplasmosis. Together the data indicate inhibitory effects of RSV on 

purinergic signaling and oxidative damage as a potent target to treatment of congenital 

toxoplasmosis and neurotoxoplamosis. 
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Fig. 1 – Nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase), 5’-nucleotidase (5’-NT), 

and adenosine deaminase (ADA) activities in cortex from T. gondii–induced infection 

treated with  RSV using ATP (A), ADP (B), AMP (C), and adenosine (D) as a substrate. 

The data represents mean ± SEM of three independent experiments using ANOVA with post-

hoc Tukey test. *p<0.05 (* Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group). 
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Fig. 2 - Western blot quantification of P2X7 (A), P2Y1 (B), A1 (C), A2A (D) receptors in 

total membranes of the cerebral cortex of mice treated with RSV and infected by T. gondii. 

β-actin was used as a loading control to normalize protein levels. Values are expressed as the 

mean ±S.E.M. (*p <0.05, n=3). ANOVA with post-hoc Tukey test. (*Control vs infected 

groups) (#Infected vs experimental group). 

 

  
 

Fig. 3 – RSV prevent oxidative damage in cerebral cortex induced by T. gondii. A: 
Intracellular reactive species production by 2′-7′-dichlorofluorescein levels in the cerebral 

cortex of T. gondii-infection induced mice treated with RSV. B: Lipid peroxidation measure by 
thiobarbituric acid reactive substances in the cerebral cortex of T. gondii-induced mice treated with 

RSV. The data represents mean ± SEM. ANOVA with post-hoc Tukey test. (*p<0.05, n=5)(* 

Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group). 
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 Figure 4- A working hypothesis for RSV response through purinergic down regulation in 

cerebral cortex of infected mice. T. gondii infection increase extracellular ATP hydrolysis by 

E-NTPDase and E-5'-NT enzymes in cerebral cortex. ADA activity regulate ADO levels and 

indirectly ATP hydrolysis. High ATP levels binding to P2X7 and P2Y1 receptors that 

supposedly activate host cell immune response and promoting cellular damage. ADO binding 

to A1 and A2A receptors to confers protection. RSV decrease the activity of the 

ectonucleotidases and inhibit the overexpression of P2X7 and A1 receptors probably due to 

their anti-inflammatory properties. 
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Manuscrito 3: Resultados preliminares em fase de preparação 

 

Resveratrol provides neurobehavioral and neurogenesis in newborn mice infected by 

Toxoplasma gondii 
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Abstract 

Toxoplasma gondii is a neurotropic parasite if acquired for the first time during 

pregnancy, can be transmitted to the fetus resulting in behavior alterations. Acquired 

infection is associated with production of pró inflammatory cytokines and severe immune 

response in brain. In the present study, we evaluate the role of T. gondii on behavior alterations 

through congenital transmission. For this study, female mice were infected with T. gondii VEG 

strain (orally 50 cysts/mL). Twenty days after birth the newborns were divided into groups (n 

= 8): CTL (uninfected and untreated); RSV (treated with RSV 50 mg/kg); INF (infected with 

T. gondii); INF + RSV (infected and treated with RSV 50mg/kg). The animals received an 

injection of BrdU (50mg/ kg), the brain was fixed in parafolmaldehyde and dissected to evaluate 

the neurogenesis. The behavioural data showed an anxiogenic like behavior in infected mice 

when compared with control group. Furthermore, infected newborn mice decrease short and 

long-term memory in object recognition task when compared to control. However, our findings 

suggest the treatment with RSV as an important neuprotective molecule since restore 

neurobehavioural changes induced by T. gondii. 

 

Key words: resveratrol; learning memory; anxiety; neurogenesis hipocampal. 

 

 

 

 

 

 

 

 



142 
 

 

1. Introduction 

Toxoplasma gondii is an intracellular parasite that affect an enormous proportion of the 

world’s population (Elmore et al., 2010). Humans become infected by ingestion of tissue cysts 

(containing bradyzoites) present in the undercooked meat, oocysts from infected cat feces, or 

can be acquired congenitally following primary maternal infection (Dubey 2010).  

Considerable morbidity and mortality in immunosuppressed individuals, in particular 

toxoplasmic encephalitis, is caused by reactivation of chronic infection, and severe fetal 

abnormalities can occur in association with primary maternal infection (Tenter et al. 2000). 

Although the majority of infected healthy individuals have no symptoms, in 

immunocompromised people or in congenitally infected individuals, infection can cause severe 

disease or even death often caused by damage to the brain, eyes or other organs (Dubey 2010). 

 Once into central nervous system (CNS), the protozoa can manipulate host resistance 

mechanisms at multiple points including the brain repair and inflammatory pathways such as  

neurotransmission, synaptic plasticity, neuromodulation and behavior (Bottari et al. 2018). It is 

suggested that the presence of the parasite in the specified regions of the brain resulting in 

behavioral changes. Since the hippocampus and amygdala are brain structures connected with 

natural defense behaviors and neurogenesis (da Silva and Langoni 2009).  

 Recently our research group has investigated the role of resveratrol (RSV) as a possible 

therapeutic target for the treatment of toxoplasmosis. RSV has been identified from a number 

of dietary sources including red grapes, berries (e.g. cranberries, bilberries, blueberries) and 

peanuts. RSV displays potent antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective activity 

(Berman et al. 2017). Bottari et al. (2016) showed that the treatment with free and 

nanostructured RSV reaches the CNS of infected mice reducing the number of tissue cysts and 

improved behavior alterations. 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00436-011-2800-y#CR6
https://link.springer.com/article/10.1007/s00436-011-2800-y#CR3
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Thus, the aim of this study is to provide that RSV is a potential target to for parasite-induced 

behavioral changes in newborn mice and investigates the role of RSV during hipocampal 

neurogenesis.  

 

2. Material and Methods 

2.1 Animals and infection 

 For this study, twenty Swiss female mice with a mean age of 60 days weighing 

25 ± 5 g were kept in boxes containing five animals each, under a 12h light/dark cycle with 

controlled temperature and humidity (25°C, 70% respectively). The animals went through an 

adaptation period of 10 days and were fed with commercial feed and water ad libitum. The 

Ethics Committee on Animal of Federal University of Santa Maria (UFSM, protocol number 

95090109/15) approved all animal procedures. 

The animals experimentally infected with T. gondii tachyzoites from VEG strain (type 

III) orally 50 cysts/mL.  The female mice were placed in breeding groups of three virgin females 

and one male in an opaque plastic cage (50 x 25 x 18 cm). Mating lasted 21 days, and pregnant 

mice were selected and placed in individual cages containing wood shavings as nesting 

material. All newborn mice were used as object of this study. 

 

2.2 Resveratrol 

Resveratrol (C14H12O3; molecular weight 228.25 g/mol; purity >98, Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO) was diluted in 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO) and water at the final dose 50 

mg/kg. RSV was administered orally for 20 days in newborn mice at same dose. The dose used 

was adapted of previous studies reported by Bottari et al. (2014). 
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2.3 Experimental design 

Newborn mice were randomly divided into four groups (n=8): control (CTL), 

resveratrol (RSV), infected (INF), and infected treated with RSV (INF+RSV). The infected 

group were submitted to infection on 0 day.  

 Twenty days post infection the animals were treated with RSV over 20 days. The 

newborn mice were observed on the day of birth (day 0), the litters were culled to eight pups (4 

males and 4 females, whenever possible) and the pups examined for the occurrence of gross 

malformations. Right after birth, newborn mice were treated orally with RSV 50 mg/kg during 

20 days. Pups were submitted to behavioral tests.  Twenty-four hours after the last day of the 

behavioral tests, mice were euthanized and reperfused with 4% paraformaldehyde  buffer and 

the brain was collected for analysis of hippocampal neurogenesis. 

 

2.4 Motor tests 

Motor tests were assessed by clift, crossing and climbs through open-field testing 

apparatus (box 15 cm x 15 cm) surrounded by walls of 10 cm high containing marks on the 

floor made by tape markers, thus, dividing each square into nine squares according to adapted 

method describe by Mello et al., (1998). A camera was vertically mounted above the arena and 

the newborn mice were observed on a monitor in an adjacent room. The pups were introduced 

in the center of box and an observer (unaware of rat condition) scored the number of clift, 

crossing and climbs during 4 min. The data are expressed mean±S.E.M. 

 

2.5 Elevated plus-maze (EPM) 

The anxiolytic-like behavior was verify in pups 20th day after birth according 

methodology describe by Mello et al., (1998) with some modifications. The apparatus consist 

of adapted two elevated (15 cm high) and open arms (12×2.5 cm) positioned opposite to one 
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another and separated by a central platform (2.5×2.5 cm), and two arms of the same dimension, 

enclosed by walls (12×2.5×5 cm) forming a cross. During a 4 min test period, the number of 

entries either to the open or closed arms, plus the time spent in the open arms were recorded. 

Changes in the percent of time spent on the open arms indicate changes in anxiety, whereas the 

number of closed arm entries is the best measure of general activity in the maze.  

 

2.6 Novel object recognition 

To assess short and long-term memory a novel object recognition task was used. The 

animals passed by habituation, where newborn mice were placed into the empty arena 

(38×38×30 cm, PVC) for 4 min. Two identical objects were placed into the arena during a 4  min 

sample phase. Subsequently, one of the objects was exchanged by a new object and memory 

was assessed by comparing the time spent exploring the novel object as compared with the time 

spent exploring the familiar object during a 4 min test phase 4hs after training test. Twenty four 

hours after memory acquisition, were exposure to a familiar and a new object. During all 

experiments the behavior of the animals was recorded. Objects with both, different shape and 

different color (red, black, white) were considered to be distinct from the original sample 

objects. The relative exploration was quantified and expressed by number of explorations of 

familiar and new object. 

 

2.7 Statistical analysis 

Results are expressed as mean values ± standard error of mean (SEM) representative for at 

least three independent experiments. Statistical analysis was assessed by two-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by the Tukey post-test using GraphPad Prism (Version 5.0) 

software. Values of p <0.05 were considered as statistically significant. 
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3. Results 

3.1 Effect of RSV on motor development of infected newborn mice 

 Virtual Cliff, crossing and climbs parameters are presented in table 1. No significant 

differences between groups were observed in locomotors activity of newborn mice (p>0.05).  

 

3.2 Effect of T. gondii infection and RSV treatment on anxiolytic-like behavior 

To investigate the effects of T. gondii on behavior associated with anxiety, the animals 

was placed in the central square of the plus-maze facing a closed arm and its behavior observed 

for 4 min by an observer blind to the treatment. Infected animals by T. gondii spent more time 

in close arms when compared with control group (Fig.1A). RSV group increase the time spent 

in open arms in a per se effect when compared with CT group (p<0.05) showing RSV improve 

depressive like behavior during toxoplasmosis. 

 Similar results in number of entries in close and open arms were observed (Fig. 1B). 

Infected animals decrease the number of explorations in open and close arms when compared 

with control group. On the other hand, RSV treatment repair depressive-like behavior in 

infected mice since increase the entries in open arms. 

 

3.3 RSV prevents impairment of memory induced by T. gondii 

Short and long-term memory was assessed by the object recognition and the data are 

shown in figure 2. T.gondii-induce decrease the number of new object exploration 4hs after 

training (Fig. 2A) when compared with control group (p<0.05). No significant differences were 

observed between experimental groups and acquisition memory 4hs after training test in RSV 

and INF+RSV groups. 

 Infected newborn mice by T. gondii decrease the number of new object exploration 24hs 

after training test indicating impairment on consolidation memory (Fig. 2B). RSV treatment 
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acts as a neuroprotective molecule increasing the number of new object explorations in both 

RSV and INF+RSV groups in comparison with infected group (p<0.05). 

 

4. Discussion 

 T. gondii has high predilection to CNS during a chronic infection. The parasite colonizes 

the brain tissue via the blood stream and may persist in encysted form. However, latent 

toxoplasmosis can led to congenital T. gondii infections are manifested in several ways 

including intra-cerebral calcification, hydrocephalus, and retinocorditis (Blanchard et al., 

2015). The most relevant aspect during toxoplasmosis is when fetal infection occurs during 

pregnancy clinical outcomes of infection can result from spontaneous abortions, cognitive 

impairments to fetus and stress experienced in utero (Jones et al., 2001). In the present study, 

we examined congenitally T. gondii–infection to determine whether their behavior was 

different from controls. We also examined the neuroprotective effect of RSV on behavior 

infected newborn mice.  

Bottari et al., (2018) have reported congenital transmission of T. gondii. The authors 

showed congenital infection and T.gondii DNA in brain and neural progenitor cells in similar 

mechanism of infection (orally). It also has been suggested that maternal exposure to T. gondii 

infection is a risk factor for the development of psychoses other than schizophrenia (Mortensen 

et al., 2007; Xiao et al., 2009). Based on the mentioned findings, we hypothesized congenital 

T. gondii infection can result in loss of exploratory, learning and memory behaviors. Our 

findings suggest a depressive-like behavior in infected newborn mice (Fig. 1). Infected animals 

spent more time in closed arms (Fig.1A) and explore less open arms (Fig 1B) in comparison 

with control. However, RSV treatment improve an anxiolytic-like behavior in infected mice 

acting as an important neuprotective molecule. 
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Additionally, the results indicates that T. gondii decrease short and long-term memory 

in object recognition task (Fig.2). T. gondii-induced reduce the number of new object 

explorations 4hs (Fig. 2A) and 24hs (Fig. 2B) after training test resulting in loss of acquisition 

and consolidation memory. Our results are in accordance with Smart and Goodwin (2012) that 

reported congenital infection of mice with T. gondii induces change in behavior. 

Surprendently, RSV seems to repair the memory loss 4 and 24 h after the training object 

recognition test in infected mice in a per se effect.  Similar results were showed by Bottari et 

al., (2016) proposed benefic effect of RSV on behavior alterations in adult mice experimentally 

infected by T. gondii. No significant differences were observed in motor tests (Table 1), 

revealing that motor activity was not affected by parasite, so it does not influence the other tests 

evaluated. These behavior changes may represent minimal effects on memory and anxiolytic 

that were restored by RSV treatment.  

 

5. Conclusion 

In conclusion, this study reveals some mechanisms involved in the neuroprotective 

effect of RSV restoring cognitive impairments in newborn mice after congenital transmission 

by T. gondii. 
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Fig. 1 –T. gondii-infection alters behavior of newborn mice spent less time in open arms 

by plus-maze open test. A: Latency time in open arms (white color) and close arms (grey 

color) spent in elevated plus-maze task. B: Number of entries in open and closed arms. CT 

(control group); RSV (resveratrol group); INF (infected group); INF+RSV (infected and treated 

group). Data are presented as mean ± SEM using ANOVA followed by Tukey’s post hoc test 

(*p < 0.05, n=8). (*Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group). 

 

 

 
 

Fig. 2– RSV promotes short and long-exploratory memory in newborn mice infected by 

T. gondii. A: number of familiar and new object recognition 4 hs after training test B: number 

of familiar and new object recognition 24 hs after training test. CT (control group); RSV 

(resveratrol group); INF (infected group); INF+RSV (infected and treated group). Data are 

presented as mean ± SEM using ANOVA followed by Tuckey’s post hoc test (*p < 0.05, n=8). 

Different letters indicate significant differences between familiar and new object); (*Control vs 

infected groups) (#Infected vs experimental group). 

 

 
 

Table 1 – Parameters evaluated in motor test observation by open-field test. 

 

Groups (n=8) Clift Crossing Climbs Gender (n) 

CTL 4±2,5 35±5,2 2±1,7 3 M; 5 F 

RSV 5±3,2 29±4,2 2±2,3 4 M; 4F 

INF 2±0,5 27±5,3 1±0,5 5M; 3F 

INF+ RSV 4±2,3 28±5,4 1±0,75 4M; 5 F 
M = male; F= female. Data means± S.E.M. Non-parametric ANOVA following Tukey´s post hoc test (*p<0.05).  

 



151 
 

 

4. DISCUSSÃO  

Durante o desenvolvimento do SNC, as células-tronco e as CPNs tem a tarefa de proliferar, 

migrar, diferenciar, morrer ou amadurecer através de divisões assimétricas e simétricas 

altamente precisas (KEPERMANN; SONG; GAGE, 2015). Uma vez formado o cérebro de um 

animal adulto, as células interagem de modo perfeito comunicando-se através de extensas redes 

neurais, neurotransmissores e mensageiros químicos conforme detalhado na seção introdução 

desta tese. Entretanto, patógenos intracelulares a exemplo do T. gondii podem provocar 

alterações neuroquímicas durante o desenvolvimento do cérebro à medida em que a infecção 

persiste modulando negativamente a neurogênese e a plasticidade sináptica (GOMES e 

BARBOSA, 2017). 

O T. gondii é um dos protozoários de maior sucesso biológico já reconhecidos, e estima-se 

que o parasito acometa cronicamente 1/3 da população mundial (HILL e DUBEY, 2018). 

Apesar de ser um parasita intracelular obrigatório, este protozoário tem notável 

transmissibilidade e permanentemente infecta diversos tipos de células (DUBEY 2012; 2014). 

Estudos utilizando culturas primárias de humanos e roedores estabeleceram que o T. gondii é 

capaz de infectar e encistar tanto astrócitos quanto neurônios, os dois principais tipos de células 

do parênquima cerebral implicadas em infecções crônicas (CABRAL et al., 2016). No entanto, 

in vivo, o T. gondii persiste quase exclusivamente nos neurônios (BLANCHARD; DUNAY; 

SCHLÜTER, 2015; GOMES e BARBOSA, 2017; MENDEZ e KOSHI, 2017).  

Essa infecção crônica do SNC, para a qual existem poucas terapias curativas, está subjacente 

à capacidade do T. gondii de reativar e causar a neurotoxoplasmose em indivíduos 

imunossuprimidos. Ou ainda, ultrapassar a barreira transplacentária resultando na toxoplasmose 

congênita com graves alterações cerebrais ao feto e em muitos casos à indução espontânea ao 

aborto (PAPAS et al., 2009). No presente estudo, mimetizamos uma infecção materno fetal por 

T. gondii através da inoculação de cistos teciduais da cepa cistogênica (VEG) em camundongos 

fêmeas adultas e observamos que o parasito atravessa ambas barreira hematoencefálica e 

transplacentária. Nossos dados demonstram que o T. gondii pode induzir ao aborto espontâneo 

em camundongas prenhes infectadas. Além disso, DNA de Toxoplasma gondii foi detectado 

através da técnica de PCR em embriões obtidos de camundongas prenhes e córtex de animais 

adultos infectados (Artigo 1). 

Cepas da linhagem tipo III como a VEG utilizada neste estudo, possuem baixa replicação e 

rápido encistamento in vivo, o que permite reproduzir em roedores a forma de transmissão que 

mais prevalece em humanos (SAEJI; BOILE; BOOTHROYD, 2005). Entretanto, nenhum 
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estudo prévio abordou a influência da toxoplasmose congênita sobre o desenvolvimento do 

SNC e neurogênese de embriões. Assim, neste estudo, utilizamos o modelo de neuroesferas 

obtidas da zona subventricular de embriões no 13º dia de gestação como modelo experimental 

para a neurogênese in vitro.  

As neuroesferas no estudo da diferenciação neural possuem características positivas, uma 

vez que apresentam grande capacidade de proliferação e potencial multipotente permitindo a 

diferenciação em células neurais ou gliais na presença de fatores de crescimento específicos 

(JENSEN e PARMAR, 2006). Após a extração de células do telencéfalo de embriões e posterior 

cultura na presença de EGF e FGF, as CPNs proliferaram em aglomerados celulares em resposta 

aos fatores de crescimento (TRUJILLO et al., 2009). Curiosamente, constatou-se uma expansão 

no tamanho das neuroesferas obtidas de embriões congenitalmente infectados. Nossa hipótese 

é que o T. gondii favorece a aglomeração celular, neste caso, neuroesferas como um mecanismo 

de proteção do parasito contra a secreção de citocinas pró-inflamatórias pelas células infectadas, 

na tentavida de subverter a resposta imune. 

Paralelamente, o T. gondii favoreceu a migração radial que emerge da borda da neuroesfera 

em comparação as células controle. A maior transição de células neuroepiteliais para as gliais 

radiais durante o desenvolvimento embrionário pode estar associado com o ciclo celular, o qual 

é responsável pelas divisões celulares simétricas ou assimétricas. Nesse sentido, as fases sub 

G1, G0/G1, S e G2 do ciclo celular foram avaliadas por citometria de fluxo. O T. gondii 

provocou uma parada na fase sub G1 do ciclo celular; ou seja, fase de preparação para o passo 

seguinte que é a síntese de proteínas e enzimas. De modo geral, as etapas do ciclo podem 

indiretamente refletir na proliferação de células indiferenciadas, sendo assim, o T. gondii 

diminui a capacidade proliferativa de CPNs durante a formação do SNC ao reduzir as fases S e 

G2/M do ciclo.  

Além de reduzir a taxa de proliferação celular, observamos através do ensaio de MTT que o 

T. gondii reduz drasticamente a viabilidade mitocondrial de células indiferenciadas induzindo 

a apoptose. Isto, foi provavelmente a maior produção citocinas pró-inflamatórias e a formação 

de EROS evidenciada em células da microglia ativadas como já demonstrado por Moreira-

Souza et al. (2017).  

A análise por imunocitoquímica da diferenciação neural revelou que o T. gondii induz uma 

maior prevalência de células GFAP+ (marcador de células gliais) e nestina (marcador de CPNs) 

positivas em cultura de neuroesferas após sete dias de diferenciação. Os resultados apontam 

uma estimualação da gliogenêse em detrimento da neurogênese em CPNs infectadas por T. 

gondii. De fato, durante infecção por T. gondii, diversos estudos destacaram a capacidade do 
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parasito de infectar um grande número de células da glia além de neurônios (THOMPSON et 

al. 2017). No entanto, estudos mostraram que T. gondii infecta e encista em ambos os astrócitos 

e neurônios (MENDEZ e KOSHI, 2017). Uma possibilidade é que tanto os glia quanto os 

neurônios sejam infectados in vivo, mas apenas as células gliais infectadas matam ou são mortos 

pelo parasito, deixando os neurônios como a célula hospedeira primária para a infecção 

persistente. Alternativamente, o T. gondii poderia interagir primariamente com os neurônios in 

vivo, o que significa que o T. gondii persiste nos neurônios, porque essas são as células com as 

quais o parasito interage predominantemente (BLANCHARD; DUNAY; SCHLÜTER, 2015; 

GOMES e BARBOSA, 2017).  

Contudo, observou-se uma menor expressão de neurônios maduros (MAP2+) em células 

infectadas por T. gondii. Como outras características físicas, além da densidade de neurônios e 

micróglia distinguirem esses tipos de células, levantamos a hipótese de que outros fatores 

neuronais, além da localização, também poderiam desempenhar um papel na exclusividade da 

interação parasita-neurônio. Uma possibilidade óbvia era que o tamanho ou a área de superfície 

dos neurônios maduros, que inclui denderitos e axônios extensos podem ser áreas de preferência 

para o T. gondii. Nossa hipótese é que essa ampla rede de processos neuronais poderia induzir 

o parasito a interagir e invadir neurônios maduros, em vez de neurônios imaturos. De acordo 

com essas hipóteses, um estudo brilhante conduzido por Cabral et al. (2016) demonstrou que 

independentemente da cepa infectante, os cistos de T. gondii são mais freqüentemente 

encontrados em processos neuronais completos e estão comumente longe do corpo da célula. 

Esses dados também sugerem que o tamanho celular pode desempenhar um papel na predileção 

do T. gondii pelos neurônios e explicaria o aumento no tamanho das NPCs, como mecanismo 

compensatório em resposta a infecção. 

Em termos de saúde humana, entender os mecanismos de transmissão, infecção e resposta 

imunológica são fatores chave para minimizar as formas de transmissão e contribuir com 

alternativas na terapia da toxoplasmose congênita. Neste estudo, objetivamos verificar os 

benefícios do RSV, um potente antioxidante, antiinflamatório e neuroprotetor naturalmente 

encontrado em uvas (BERMAN et al., 2017) sobre a neurogliogênese de CPNs infectadas 

congenitalemente por T. gondii. Assim, para elucidar os mecanismos do RSV na 

neuropatogênese da toxoplasmose congênita, este estudo investigou os mecanismos celulares e 

moleculares mediados pelo RSV sobre CPNs obtidas de embriões infectados com T. gondii. 

Diferentes concentrações de RSV (0.1-100 µM) foram adicionadas a cultura de neurosferas 

(Artigo 1). De modo geral, o RSV exerceu efeitos benéficos aumentando o número e o tamanho 

de neuroesferas cultivadas, assim como estimulou a migração radial das CPNs e restaurou a 
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taxa de migração de células infectadas nas concentrações de 1 e 10 µM. Entre as concentrações 

testadas, 1µM e 10 μM de RSV foram as mais eficazes na proliferação das neuroesferas, pois 

quando administrado em altas concentrações (100 µM), o RSV inibiu o crescimento das 

neuroesferas, tornando-se provavelmente pró-oxidante. 

Assim como o T. gondii, o RSV altera o ciclo celular, isto é, a concentração de 1 µM de 

RSV aumentou o número de células na fase sub G1 do ciclo celular. O RSV ainda, reduziu o 

número de células durante a fase G2/M operando como um estímulo para CPNs infectadas 

durante as fases S e G2/M, provavelmente melhorando a síntese do DNA e atuando nos pontos 

de checkpoint na etapa final do ciclo. Resultados anteriores relataram que o RSV prende a 

divisão celular na transição de fase S/G2 conforme observado aqui (YU et al., 2016).  

Incrivelmente, o tratamento com RSV surpreendeu ao proteger as CPNs infectadas por T. 

gondii contra a apoptose restaurando a viabilidade mitocondrial (em torno de 90%) de células 

infectadas. As análises de citometria de fluxo e imunocitoquímica demonstraram que o RSV 

estimulou a diferenciação de células gliais e neurais, agindo tanto na neurogênese; ou seja, 

formação de novos neurônios, quanto na gliogênese, estimulação de células imunes no SNC. 

Considerando a superexpressão de células GFAP+ procuramos determinar os mecanismos 

envolvidos neste esperado tropismo do T. gondii pelas células gliais. Nós hipotetizamos que o 

sistema purinérgico poderia ter um papel crítico em influenciar as interações parasita-célula no 

SNC. Além disso, o sistema purinérgico possui um papel essencial no desenvolvimento 

embrionário e na diferenciação neural, ainda mais se considerarmos a interação neurônio-glia 

(BURNSTOCK, 2016).  

A expressão e atividade dos receptores purinérgicos foi observada em progenitores neurais 

e neuroesferas obtidas a partir de diferentes especies e áreas do cérebro embrionário e adulto. 

Lin et al. (2007), assim como Schwindt et al. (2011) identificaram a expressão de receptores 

P2X e P2Y, em neuroesferas obtidas da zona subventricular de camundongos adultos e 

relacionaram este perfil de expressão com a proliferação celular, principalmente devido a ação 

dos receptores P2Y. Conforme apresentado anteriormente, o sistema purinérgico é constituído 

pelos nucleotídeos e nucleosídeos, enzimas e seus receptores (ZIMMERMANN 2011; 

BURNSTOCK 2007; 2009; 2016). A hipótese de que T. gondii modula a sinalização 

purinérgica reforçou a idéia de investigar o sistema purinérgico em CPNs obtidas de embriões 

infectados (Artigo 2) e em animais adultos (Artigo 3). 

Em tese, as atividades das enzimas NTPDase (usando ATP como substrato) e ADA foram 

alteradas em CPNs infectadas por T. gondii. Além disso, o T. gondii promoveu uma maior 

expressão do receptor P2X7 e A2A em CPNs infectadas juntamente com um aumento na 
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expressão gênica de citocinas pró-inflamatórios (INF-γ e TNF-α) e antiinflamatória (artigo 2). 

Nossos resultados confirmam que o RSV inibiu os efeitos promovidos pelo T. gondii sobre as 

enzimas purinérgicas e também sobre os receptores P2X7 e A2A modulando a produção de 

citocinas INF-γ, TNF-α e IL-10, que desempenham um papel central na resposta imune contra 

o T. gondii.  

A down regulação dos receptores P2X7 e A2A pelo RSV implica em menores níveis de ATP 

extracelular resultando em maior sobrevivência, mobilização e diferenciação das células 

imunes. Além disso, é bem possível que a ADO intracelular, gerada pela atividade aumentada 

da ADA e alteração na expressão dos receptores de adenosina suprima as respostas celulares 

aumentando os níveis de AMPc intracelular. Assim, ADO em altas concentrações pode atuar 

nos receptores A2A, atenuando a inflamação e provavelmente reduzindo o dano tecidual. 

 O ATP extracelular e a ADO, dependendo de sua concentração e local de ação, têm ações 

pró e anti-inflamatórias (BURNSTOCK e BOEYNAEMS, 2014). Quando em baixas 

concentrações, o ATPe tem afinidade pelos receptores P2Y, localizados na superfície da 

microglia (células imunes no SNC) e macrófagos. Esses receptores, quando estimulados, 

promovem uma regulação negativa na expressão e liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

estimulam a resposta Th2 e levam à liberação de citocinas anti-inflamatórias (IL-10), 

promovendo um efeito protetor por serem capazes de evitar ou minimizar o dano tecidual 

excessivo (COUTINHO-SILVA 2007; 2009; DI VIRGILIO, 2007). Por outro lado, altos níveis 

de eATP se ligam ao receptor P2X7 liberando citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e IL-6, 

TNF-α e INF-γ. 

Desta forma, findamos que o T. gondii induz a gliogênese em detrimento da neurogênese em 

CPNs. A super expressão de células da micróglia ativam uma cascata de sinalização mediada 

pelo ATP com alteração na atividade das ectonucleotidases e ativação do receptor P2X7, que 

por sua vez estimula a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias contribuindo para a 

inflamação no SNC. Por outro lado, o RSV protege as células do dano celular reduzindo a 

atividade da NTPDase e aumentando a atividade da ADA. O RSV ainda, inibe a expressão do 

receptor P2X7 e a produção de citocinas pró-inflamatórias (Figura 17). 
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Figura 17- Vias de ação moduladas pelo T. gondii e RSV in vitro. Neuroesferas extraídas 

do telencéfalo de embriões infectados com 13 dias de gestação proliferaram e se diferenciaram em 

neurônios e células glia. O T. gondii altera as fases do ciclo celular promovendo um aumento na taxa de 

proliferação de CPNs em contraste com reduação na viabilidade mitocondrial (MTT). Ativação microglial 

expressa receptores P2X7 e A2A em maior quantidade durante a infecção pelo parasito, o qual aumenta a 

hidrólise de ATP contribuindo para a inflamação tecidual com produção de citocinas pró e 

antiinflamatórias. O RSV atenua os danos teciduais provocados pelo T. gondii inibindo a expressão de 

P2X7 e reduzindo a hidrólise de ATP.  

 
    Fonte: autor 

 

 

A evidência que encontramos entre as interações direta do parasito com o sistema 

purinérgico em córtex cerebral de animais adultos infectados e tratados com RSV é interessante 

(Artigo 3). Nós demonstramos um aumento na atividade da enzima NTPDase e uma redução 

na atividade da ADA em fêmeas adultas infectadas por T. gondii. Esses achados, indicam uma 

maior liberação de ATP extracelular pelas células. O ATP parece ligar tanto ao receptor P2X7, 

quanto ao receptor P2Y1 aumentando a densidade desses receptores no cérebro. Em contraste, 

a baixa concentração de ADO reflete na maior expressão de receptores A1 e menor expressão 

de receptores do tipo A2A em córtex. A regulação negativa dos receptores de adenosina A1 e 

A2A fornece um feedback positivo as células do hospedeiro. O receptor A1 é o subtipo 

predominante nas áreas corticais e desempenha um papel importante na neuroproteção 

(CUNHA, 2001).  

O tratamento in vivo com RSV modulou a atividade das enzimas NTPDase e ADA 

diminuindo a densidade dos receptores P2X7, P2Y1, A1 e A2A em córtex cerebral. Assim, nós 
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demonstramos que a ativação da cascata purinérgica poderia servir como um alvo farmalógico 

no tratamento da neurotoxoplasmose. 

Estudos tem demonstrado que o sistema purinérgico modula não só a resposta imune contra 

o T. gondii, mas também que a ativação do receptor P2X7 contribui para a eliminação do T. 

gondii através da produção de ROS (PETIT-JENTREAU et al., 2017). Assim, nós verificamos 

os níveis de ROS e TBARS em córtex de animais infectados. Os resultados demonstram uma 

superprodução de ROS e danos à membrana em animais infectados comparado com animais 

saudáveis. O RSV exerceu seu efeito antioxidante restaurando os níveis de ROS e TBARS em 

córtex de animais infectados e tratados. Com isso, interessantemente nós mostramos que o 

sistema purinérgico se relaciona não apenas a produção de citocinas pró-inflamatórias que 

contribuem para a resposta imune contra o parasita, mas que também à produção de ROS 

intracelular, o qual pode mediar a apoptose e o controle da infecção (Figura 18). 

Estudos demonstraram uma relação direta em pacientes infectados por T. gondii à alteração 

obsessiva compulsiva (COOK et al. 2015), depressão (GALE et al., 2014), comportamento 

suicida (LESTER, 2010) e até mesmo esquizofrenia (TORREY; BARTKO; YOLKEN, 2012). 

Estes estudos experimentais revelaram que os mecanismos de transmissão e intensidade das 

lesões, resultantes da toxoplasmose, estão associados a alterações comportamentais do 

hospedeiro frente ao parasito (SUGDEN et al., 2016). Além disso, estudos demonstraram que 

algumas regiões cerebrais exibiram maior densidade e número de cistos teciduais do que outras 

tais como: regiões parietal e frontal (bulbo olfatório, o córtex entorrinal e córtex 

somatossensorial), hipocampo e amígdala, áreas que estão diretamente envolvidas no controle 

de comportamento de defesa e processamento de emoções (BERENREITEROVÁ et al., 2011). 

Sabendo que a toxoplasmose é capaz de ocasionar mudanças emocionais, de personalidade e 

alterações nos níveis de inteligência, isso nos motivou a investigar se recém-nascidos infectados 

congenitalmente por T. gondii apresentariam alterações comportamentais. Tal constatação 

revelou que camundongos recém-nascidos infectados com T. gondii exploraram menos vezes 

os braços abertos no teste de cruz elevada demonstrando um efeito depressivo. A ausência de 

resultados estatisticamente significativos no modelo de Open Field excluem o efeito ansiolítico 

por repressão ou indução locomotora dos animais em estudo. A memória exploratória também 

foi avaliada nos animais e os resultados demonstraram uma redução significativa da memória 

a curto e longo prazo nos recém-nascidos infectados por T. gondii. O tratamento com RSV em 

recém-nascidos infectados parece ter efeito neuroprotetor restaurando a atividade exploratória 

nos animais infectados. 
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Idêntico ao que foi mostrado na cultura de células, descobrimos que ao longo da infecção 

cerebral crônica, o T. gondii interage com os neurônios, e células gliais. Essa predileção 

neuronal persiste mesmo em circunstâncias altamente manipuladas, como a introdução de 

parasitas no cérebro via transmissão materno-fetal. Assim, trabalhos futuros serão focados em 

mostrar a neurogênese in vivo, o que contribuirá para o entendimento das alterações 

comportamentais evidenciadas. 

 

Figura 18 – Sinalização purinérgica e alterações comportamentais in vivo moduladas 

pelo T. gondii e RSV. O T. gondii provoca alterações comportamentais em camundongos recém-

nascidos. Em camundongos fêmeas adultas, o parasito ativa macrógfagos e células gliais; e  aumenta a 

densidade dos receptores P2X7, P2Y1, A1 e A2A. Em células imunes ativadas, a hidrólise do ATP e os 

níveis de ADO são regulados pelas enzimas NTPDase, 5´-NT e ADA. Altos níveis de ATP ligam-se a 

receptores do tipo P2X7, que induz uma cascata de sinalizações mediada por ROS a fim de promover a 

apoptose celular. Em contrapartida, baixos níveis de ATP, ligam-se a receptores P2Y1 que induz a morte 

direta do parasita. O tratamento in vivo com RSV demonsta exercer atividade microbiocida através da 

regulação dos níveis de ATP e ADO via NTPDase e ADA, além de diminuir a densidade dos receptores.  

 
  Fonte: autor 

 

 

 

De modo geral, esta tese forneceu evidencias para o melhor entendimento da participação 

do T. gondii na diferenciação neural. Além disso, mesmo sem o foco nas vias de sinalização 

atuantes, descrevemos um importante papel do RSV na gliogênese e neurogênese, adicional a 

sua clássica ação no controle da inflamação. Com isso, pretende-se encorajar novas pesquisas 

acerca da compreensão dos mecanismos moleculares que permeiam a inter-relação entre os 
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diversos sistemas de neurotransmissão e ampliar as possibilidades de estudo para o papel do 

RSV como um componente favorecedor da diferenciação neural. 

Contudo, nós demonstramos que o RSV pode ser utilizado como terapia restorativa tanto 

para o tratamento da toxoplasmose congênita, já que reverte as alterações comportamentais 

provocadas pelo parasito, quanto na neurotoxoplasmose que age como um neuroprotetor 

evitando a produção de espécies reativas e ao dano lipídico de membranas exacerbados. 

Portanto, conclui-se que este estudo revela alguns mecanismos neuroprotetores do RSV sobre 

prejuízos cognitivos e danos oxidativos no cérebro de camundongos recém-nascidos e adultos. 

Nós demonstramos que o T. gondii desencadeia uma cascata purinérgica nas células do 

hospedeiro como um mecanismo compensatório para evitar danos celulares e indiretamente 

modula a produção de citocinas. Assim, a compreensão do papel desempenhado pela 

sinalização purinérgica na toxoplasmose se torna uma ferramenta poderosa para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapeuticas contra a toxoplasmose. Juntos, os resultados 

revelam o RSV como uma molécula restaurativa para o tratamento da neurotoxoplasmose.  
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5. CONCLUSÕES 

 Em resumo, este estudo permitiu verificar:    

1) O parasito T. gondii aumenta a taxa de proliferação, migração, morte e destino neural 

de CPNs obtidas do telencéfalo de embriões infectados modulando diretamente a 

neurogênese. Por outro lado, o tratamento com RSV restaurou a neurogliogênese ao 

favorecer a migração celular e previnir a apoptose de CPNs infectadas este efeito foi 

dependente da concentração de RSV utilizada. 

2) A infeção por T. gondii promoveu a gliogênese; ou seja, ativação de células imune, em 

detrimento da neurogênese (formação de novos neurônios). O tratamento com RSV 

modulou positivamente a neurogliogênse de CPNs infectadas; isto é, promovendo maior 

expressão de neurônios maduros com sinapses funcionais e sinalizando às células   da 

micróglia a reagir contra a infecção. 

3) O T. gondii provocou uma parada na fase Sub G1 indicando maior proliferação de 

células indiferenciadas durante a infecção e reduziu as fases S e G2/M do ciclo celular 

sugerindo necessidade maior de reparo ao DNA e proteínas. Em contrapartida, o RSV 

modulou a parada do ciclo atuando nas fases S e G2/M do ciclo, indicando que o RSV 

favorece neuroproteção e neuromodulação na situação de infecção. 

4) CPNs infectadas com T. gondii apresentaram alterações na atividade das enzimas 

NTPDase e ADA, sugerindo maior hidrólise de ATP que atua como facilitador da 

apoptose e altos níveis de ADO que induzem o recrutamento células imune ao local 

inflamado. O tratamento com RSV restaurou a atividade das enzimas em CPNs 

infectadas sugerindo uma importante molécula inibidora na sinalização purinérgica 

induzida por T. gondii. 

5) O T. gondii induziu uma super expressão dos receptores P2X7 e A2A, responsáveis pelo 

controle da replicação do parasito e dano tecidual respectivamente, em cultura de 

neuroesferas. Tendo em vista o papel neuromodulador do RSV na via purinérgica, o 

RSV inibiu a expressão de P2X7, mas não de A2A em CPNs infectadas indicando que o 

RSV exerce efeitos benéfico no controle da apoptose celular via ATP. 

6) Um aumento na expressão gênica de citocinas pró e anti-inflamatórias foram ativadas 

pelo parasito fortalecendo a resposta imune ente parasito-hospedeiro em cultura. 

 

7)  Da mesma forma, o RSV exerceu efeitos anti-inflamatórios ao reduzir os níveis de 

citocinas indicando diminuir a inflamação no SNC. 
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8) O parasito provocou alterações nas enzimas NTPDase, 5´-NT e ADA em córtex de 

animais adultos demonstrando ativação da cascata de enzimas purinérgicas in vivo.  O 

tratamento in vivo com RSV restaurou a hidrólise de ATP, AMP e ADO em córtex 

cerebral sugerindo o RSV como alvo terapêutico no controle da infecção regulando a 

hidrólise de ATP e ADO extracelulares. 

9) Um aumento da densidade dos receptores P2X7, P2Y1 e A1 e redução na densidade do 

receptor A2A ocorreram em córtex de animais adultos infectados, fortalecendo o 

envolvimento do sistema purinérgico durante infecção por T. gondii. O tratamento com 

RSV inibiu a ativação dos receptores analisados indicando o resveratrol como um 

antagonista de receptores do tipo P1 e P2. 

10) Danos oxidativos foram observados em córtex cerebral através do aumento nos níveis 

de ROS e TBARS em animais adultos infectados com T. gondii; sugerindo que quando 

associado à infecção refletem em alterações comportamentais e enzimáticas em nível 

de SNC. O RSV agiu como molécula anti-oxidante, como esperado, reduzindo os níveis 

de ROS e TBARS durante infecção crônica por T. gondii, podendo ser um alvo 

terapêutico na neurotoxoplasmose. 

11)  O RSV provou ser um importante neuroprotetor mediando a neurogliogênese de CPNs 

e exerceu um efeito inibitório via sistema purinérgico podendo ser utilizado como alvo 

terapêutico no tratamento da toxoplasmose congênita como também na 

neurotoxoplasmose. 
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6. PERSPECTIVAS 

Em conjunto, os dados apresentados nesta tese favoreceram o entendimento da 

neurogênese durante uma infecção congênita por T. gondii e estabeleceuram uma nova 

relação parasito-hospedeiro mediado pelo sistema purinérgico. Além disso, demonstramos 

os efeitos neuroprotetores do RSV como uma molécula restauradora da neurogliogênese 

induzida por T. gondii e sugerimos o RSV como um alvo terapêutico para o tratamento da 

neurotoxoplasmose; uma vez que o RSV atua diminuindo a atividade das enzimas 

purinérgicas e inibindo a expressão de receptores, especialmente P2X7, A1 e A2A. Nesse 

contexto, temos como perspectivas futuras analisar a neurogênese hipocampal in vivo e 

estabelecer uma ligação entre alterações comportamentais e sistema purinérgico. Ainda, do 

ponto de vista prático esperamos futuramente verificar os efeitos do RSV em ensaios clínicos 

introduzindo este composto natural na dieta de pacientes acometidos pela toxoplasmose. 
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