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RESUMO 

A toxoplasmose, em suas várias formas clínicas, é um problema de saúde pública e o 

estudo de antígenos (Ags) com potencial uso em diagnóstico e composição de vacinas, 

um desafio. Culturas de células vêm sendo usadas em substituição a animais na 

produção destes antígenos. O presente estudo buscou primeiramente avaliar e otimizar a 

produção de dois antígenos provenientes de taquizoítos: antígeno lisado de taquizoítos 

(ALT) e antígeno excretado/secretado (ESA) obtidos em células VERO sem adição de 

soro fetal bovino (SFB). Foram analisadas condições ideais de cultura, infectividade, 

presença de mutações genômicas e imunogenicidade em material obtido durante 30 

passagens em cultura. Para tanto foram usadas técnicas de inoculação in vivo e in vitro, 

biologia molecular (PCR e sequenciamento) e ensaio imunoenzimático (ELISA). Os 

resultados obtidos mostraram mesma eficiência da cultura celular em relação a animais 

e culturas com adição de SFB para a produção destes Ags. Ainda, não houve alteração 

na composição antigênica comprovada pela ausência de mutações durante as passagens 

em cultura. Para avaliar a capacidade de ESA em induzir resposta imune humoral e 

celular e proteger os animais de desafio com cepa virulenta de T. gondii, foram 

utilizados camundongos A/Sn divididos em três grupos (5 animais cada): A:  imunizado 

com 4 doses de ESA (20µg com ALUM), B infectado com a cepa ME-49 (controle 

positivo) e C,  inoculado com ALUM (controle negativo). Usando ELISA, foram 

dosados nos soros desses animais anticorpos das diferentes classes de imunoglobulinas 

e com células de baço estimuladas com Ags e mitógenos, dosadas citocinas em 

sobrenadante de cultura. Os resultados obtidos mostraram uma produção aumentada de 

anticorpos da classe IgG1 e de citocinas IFN-γ e TNF-α e baixa produção de IgM e 

IgG2a, IL10 e IL4 em animais imunizados com ESA em relação ao grupo controle 

positivo. Este mostrou maior produção de anticorpos da classe IgG2a, IL -4 e IL-10. 

Estes resultados indicam que ESA induziu resposta Th1 e Th2. Houve diminuição de 

parasitemia e retardo na mortalidade de animais que foram desafiados com taquizoítos 

opsonizados com anticorpos anti-ESA, mostrando um papel protetor desses anticorpos. 

Os resultados ressaltam a importância de ESA na composição de kits diagnóstico e 

como imunógeno. 
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ABSTRACT 

 

Toxoplasmosis, in its various clinical forms, is a public health problem. The study of 

antigens (Ags) with potential use in diagnosis and vaccine composition, a challenge. 

Cell cultures have been used to replace the animals in the antigens production. The 

present study first evaluated and optimized two antigens production from tachyzoites: 

tachyzoite lysate antigen (TLA) and antigen excreted/secreted (ESA) in VERO cells 

obtained without addition of fetal bovine serum (FBS). We analyzed ideal culture 

conditions, infectivity, genomic mutations presence and immunogenicity of parasites 

obtained during 30 passages in culture. For both inoculation techniques were used in 

vivo and in vitro, molecular biology techniques (PCR and sequencing) and enzyme 

linked immunosorbent assay (ELISA). The results obtained showed the same efficiency 

in cell culture in relation to animals and cultures by adding FBS to produce such Ags. 

Furthermore, no change in antigenic composition was evidenced by the absence of 

mutations in the passages in culture. To assess ESA capacity to induce humoral and 

cellular immune response and protect animals from challenge with virulent strain of T. 

gondii were used A/Sn mice divided into three groups (5 animals): A: immunized with 

4 doses of ESA (20µg ESA plus ALUM), B infected with the strain ME-49 (positive 

control) and C, received only ALUM (negative control). Using ELISA were measured 

in serum of these animals antibodies of different classes of immunoglobulins and spleen 

cells stimulated with mitogens and Ags, cytokines assayed in culture supernatant of 

these spleen cells. The results showed an increased production of IgG1 antibodies and 

cytokines IFN-γ and TNF-α and low production of IgM and IgG2a, IL10 and IL4 in 

animals immunized with ESA in relation to the control group. It showed increased 

production of antibodies of class IgG2a, IL -4, IL-10. These results indicate that ESA 

induce Th1 and Th2. There was a parasitemia decrease and delayed mortality of animals 

that were challenged with opsonized tachyzoites with anti-ESA, showing a protective 

role of these antibodies. The results underscore the ESA importance in the composition 

of diagnostic kits like as immunogen. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Histórico 

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatório pertencente ao filo 

Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia e Família 

Sarcocystidae (Ravdin, 1995), capaz de infectar uma ampla variedade de animais de 

sangue quente (Dubey et al., 1998; Pereira-Chioccola et al., 2009). O nome Toxoplasma 

(toxon = arco, plasma = forma) refere-se a forma morfológica de meia lua encontrada 

no estágio de taquizoíto (Hill et al., 2005). Os integrantes do filo Apicomplexa são 

caracterizados por estágios diferenciados altamente invasivos e possuem uma estrutura 

subcelular chamada complexo apical com papel importante na invasão celular 

(Dubremetz, 1998).  

O parasito foi descrito por Splendore em 1908 parasitando um coelho de 

laboratório em São Paulo, Brasil. Simultaneamente, os pesquisadores Nicolle e 

Manceaux do Instituto Pasteur da Tunísia, descreveram um microorganismo similar ao 

descrito por Splendore em células mononucleares de baço e fígado de um roedor norte-

africano denominado Ctenodactylus gundi.  

A transmissão do parasita era um mistério desde a sua descoberta nos roedores. 

Chatton e Blanc (1917) constataram que o hospedeiro, Ctenodactylus gundi, não havia 

sido infectado naturalmente, mas que havia adquirido a infecção em cativeiro. Estes 

roedores vivem no sopé das montanhas do sul da Tunísia e foram usados em pesquisas 

sobre Leishmaniose no Instituto Pasteur da Tunísia. Este mesmos pesquisadores 

suspeitaram que T. gondii havia sido transmitido por artrópodes porque foi encontrado 

sangue no hospedeiro. Desta forma Chatton e Blanc (1917), bem como outros 

pesquisadores nos EUA investigaram a possível transmissão por várias espécies de 

artrópodes, porém com muitos insucessos (Frenkel et al., 1970, 1973). 

No ano de 1923 foi descrito o primeiro caso de toxoplasmose em humanos 

pela observação de cistos na retina de uma criança com toxoplasmose congênita que 

apresentava hidrocefalia (Jankú, 1923). Em 1954, devido à observação da alta 

prevalência da infecção na população, sugeriu-se que a transmissão ocorria através da 

ingestão de carnes mal cozidas, o que foi confirmado por outros pesquisadores, os quais 
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demonstraram a resistência dos cistos teciduais às enzimas proteolíticas dos sucos 

digestivos (Jacobs, 1967). 

A elucidação da importância do felino como hospedeiro definitivo do parasita no 

ciclo de transmissão só foi comprovada anos à frente, com a descoberta do ciclo 

sexuado culminando na formação dos oocistos eliminados nas fezes dos felinos (Dubey 

et al., 1970). 
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1.2. Epidemiologia 

Toxoplasma gondii possui a capacidade de infectar diversas espécies de 

vertebrados como aves e morcegos, herbívoros, carnívoros, mamíferos marinhos e o 

homem (Carruthers, 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004). Somente nos felinos observa-

se a multiplicação parasitária por processo sexual, pois os mesmos são os únicos 

hospedeiros definitivos. Os demais animais, inclusive o homem, são considerados 

hospedeiros intermediários, onde ocorre somente a multiplicação parasitária assexuada 

(Bushrod, 2004). 

A toxoplasmose é uma zoonose de ampla distribuição geográfica, afetando cerca 

de um terço da população mundial (Montoya e Liesenfeld, 2004; Pereira-Chioccola et 

al., 2009). Acomete aproximadamente dois bilhões de pessoas no mundo (Tenter et al., 

2001; Montoya e Liesenfeld, 2004; Pappas et al., 2009). A infecção humana geralmente 

é assintomática, e é adquirida pela ingestão de carne crua ou mal cozida contendo cistos 

teciduais, pela água ou alimentos contaminados com oocistos eliminados nas fezes de 

felinos. Estas características biológicas, somadas aos hábitos de alimentação e higiene, 

padrões culturais da população, faixa etária e procedência urbana ou rural estão 

estritamente relacionados com a variabilidade da soroprevalência da doença nas 

diferentes regiões, assim como a rota de infecção oral que se constitui na maior forma 

de contaminação (Contreras et al., 1996; Tenter et al., 2001; Montoya e Liesenfeld, 

2004; Santos et al., 2009; Pereira-Chioccola et al., 2009).  

Essa grande dispersão do parasita pode ser determinada pela possibilidade deste 

apresentar vários mecanismos de transmissão, como ingestão de cistos presentes em 

carnes cruas ou mal cozidas, ingestão de oocistos presentes em fezes de felinos que 

contaminam alimentos e água, manipulação de terra contaminada com oocistos, entre 

outros (Frenkel e Dubey, 1972; Remington et al., 2001; Cenci-Goga et al., 2011). Estes 

fatores podem ser as causas das altas prevalências de anticorpos anti – T. gondii em 

grupos humanos com hábitos, costumes e etnias bem diferentes, sendo dependentes do 

grau e da freqüência de exposição aos referidos fatores (Jamra, 1964). A 

soroprevalência estimada varia de 11% no EUA (Jones et al., 2007) à 70% no Brasil 

(Cantos et al., 2000; Pappas et. al, 2009). Dados de Pinon et al. (2001) mostram que na 
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Europa a soroprevalência varia de menos de 20% ao norte e mais de 60% ao sul. Em 

São Paulo 57,10% das mulheres atendidas na rede de saúde pública de São Paulo no 

período de 2001 a 2005 eram positivas para a toxoplasmose (Kawarabayashi et al. 

2007). 

A doença surge na ausência de resposta imune efetiva do hospedeiro e a forma 

ocular acomete pelo menos 2-3% dos pacientes sintomáticos (Roberts e Mcleod, 1999). 

A toxoplasmose devastadora do sistema nervoso central ocorre em fetos de mães com a 

infecção aguda, em pacientes com AIDS e os submetidos a transplantes. Os sinais e 

sintomas são tão graves, que se não tratados rapidamente, podem levar os pacientes a 

morte ou a seqüelas significantes (Remington et al., 1995). Segundo Ravel (1998) T. 

gondii nos indivíduos com AIDS infecta o sistema nervoso central em 12-31% dos 

pacientes, sendo responsável por 25-80% das infecções do sistema nervoso central na 

AIDS. A infecção por T. gondii é a maior causa de morbidade e mortalidade em 

crianças infectadas congenitamente e pacientes imunocomprometidos incluindo 

pacientes com AIDS (Luft e Remington, 1992; Hill e Dubey, 2002).  

Nos animais, a toxoplasmose causa abortos, natimortos, perdas neonatais em 

todos os tipos de criação, especialmente em ovelhas e cabras, promovendo grandes 

perdas econômicas no mundo (Buxton, 1998). 

 

1.3. Morfologia 

1.3.1. Taquizoítos 

Os taquizoítos possuem forma de lua crescente (Figura 1) com 2 a 6µm de 

comprimento, como uma célula sanguínea (Hill et al., 2005). Apresentam várias 

organelas tais como anéis apicais, anéis polares, conóide, roptrias, micronemas, 

microporos, mitocôndrias, microtúbulos subpeliculares, complexo de Golgi, 

ribossomos, retículo endoplasmático liso e rugoso, núcleo, grânulos densos, grânulos de 

amilopectina (podem estar presentes ou não) e apicoplasto. Como integrantes do filo 

Apicomplexa, também apresentam uma camada pelicular tripla, formada pela 

plasmalema intimamente associada ao complexo interno de membrana (Soldati e 

Meissner, 2004).  
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O complexo apical é composto por elementos do citoesqueleto e pelas organelas 

secretórias especializadas chamadas roptrias, micronemas e grânulos densos (Baum et 

al., 2006), citadas acima. O anel polar serve como um centro microtúbulo-organizador 

para os microtúbulos subpeliculares (formato de cesta) conferindo a forma de lua 

crescente do parasita (Soldati e Meissner, 2004).  

O conóide é uma estrutura em forma de cone, composta por um polímero de 

tubulina que é saliente durante a invasão. Esta estrutura se associa aos microtúbulos e ao 

citoesqueleto de actinomiosina promovendo a força necessária para a movimentação do 

parasita (Hu et al., 2002). 

 

Figura 1: Esquema representativo de taquizoíto de Toxoplasma gondii. 

Fonte:http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERM3_01/S1462399401002204sup013.gif 

 

1.3.2. Cistos e bradizoítos 

Os cistos teciduais (Figura 2) variam de 5 a 100µm e possuem poucos ou 

milhares de bradizoítos em seu interior (Dubey e Beattie, 1988; Dubey et al., 1998; Hill 

et al., 2005). São achados mais freqüentemente no cérebro, coração e músculo 

esquelético. Representam um estágio quiescente do parasita dentro do hospedeiro 

(Dubey e Beattie, 1988). O termo bradizoíto (brady = devagar em Grego) foi definido 

por Frenkel (1973) e descreve a forma de multiplicação lenta dentro do cisto.  

Os bradizoítos se dividem como os taquizoítos por endodiogenia (Dubey et al., 

1998), medem aproximadamente 7µm x 1.5µm. Diferem morfologicamente de 

taquizoítos por serem mais delgados, pela localização do núcleo na parte posterior do 

parasita e pelo seu alto índice de micronemas e grânulos de amilopectina (Hill et al., 
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2005). Persistem dentro dos cistos por toda a vida do hospedeiro e são mais resistentes à 

tripsina ou a pepsina que os taquizoítos (Gross et al. ,1996; Montoya e Liesenfeld, 

2004).  

 

Figura 2: Cisto proveniente de macerado de cérebro de camundongo. Fonte: Hill et al., 2005 

 

1.3.3. Oocistos 

Durante a infecção aguda dos felídeos, alguns milhões de oocistos (Figura 3) 

(10x12 µm) são encontrados nas fezes dos gatos por 7-21 dias (Montoya e Liesenfeld, 

2004). Os oocistos se tornam infectantes dentro de 1-5 dias no meio ambiente 

dependendo da aeração e temperatura. Esporulado, contém dois esporocistos elipsoidais 

e, cada esporocisto possui quatro esporozoítos (2µm X 8µm) em seu interior (Hill et al., 

2005).  

Menos de 50% dos gatos liberam oocistos nas fezes quando ingerem taquizoítos 

ou oocistos, mas todos os gatos liberam oocistos quando ingerem cistos teciduais 

(Dubey e Frenkel, 1976). 

                   

 

 

 

Figura 3: Oocisto esporulado (A) e não esporulado (B) de amostras de fezes de gato (Hill et al., 2005) 

A B 
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1.4. Ciclo biológico 

No hospedeiro definitivo (Figura 4A): depois da ingestão dos cistos teciduais 

pelos felinos, as paredes císticas são dissolvidas por enzimas proteolíticas do estômago 

e do intestino delgado. Os bradizoítos são então liberados, penetram nas células 

intestinais (intestino delgado) e iniciam o desenvolvimento de numerosas gerações de 

ciclos assexuais e sexuais de T. gondii (Dubey e Frenkel, 1972). Neste estágio, as 

formas são conhecidas como esquizontes. Dos esquizontes são liberados os merozoítos, 

que após várias gerações transformam-se em gameta masculino (microgametócito) e 

feminino (macrogametócito). Após a fusão do gameta feminino e do gameta masculino 

ocorre a formação dos oocistos não esporulados que são eliminados nas fezes do gato 

contaminando o meio ambiente. Os oocistos levam de 1 à 5 dias para esporularem no 

meio ambiente e tornarem-se infectantes (Hill et al., 2005; Pereira-Chioccola et al., 

2009).  

No hospedeiro intermediário (Figura 4B): a entrada na célula é iniciada pelo 

contato entre o ápice e a superfície da célula hospedeira e, imediatamente seguida pela 

progressiva internalização do sítio apical (Dubremetz, 1998). Ao aderir na célula, 

através de receptores de superfície (SAG-1) (Huynh et al., 2003) e pelas proteínas 

adesivas da micronema (MICs), que depois da adesão e penetração migram para a 

região posterior final do parasita (Sutan et al., 1997), o agente orienta seu complexo 

apical de forma a criar uma junção intracelular e formar na célula um vacúolo 

confortável para o agente (Huynh et al., 2003). O vacúolo parasitóforo é envolto pelo 

retículo endoplasmático e mitrocôndrias da célula hospedeira, acreditando-se que o 

parasita recruta seus metabólicos dessas organelas do hospedeiro (Sinai et al., 1997), e 

aí se multiplica por endodiogenia (duas células ‘filhas’ se formam dentro da célula 

‘mãe’). A multiplicação continua até que ocorra a ruptura da célula quando os 

taquizoítos são liberados para parasitar outras células (Dubey e Beattie, 1988; Hill et al., 

2005). Este processo continua até que o hospedeiro desenvolva imunidade ao parasita. 

Depois que a infecção é estabelecida e os parasitas são eliminados para o meio 

extracelular, a multiplicação intracelular diminui e os parasitas (agora em estágio de 

bradizoíto) acumulam-se em cistos teciduais (Dubey e Beattie, 1988). 
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Figura 4: Ciclo de Vida de T. gondii: A – hospedeiro definitivo e B – hospedeiro indeterminado (Frenkel 

e Vidal, 2010)  
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1.5. Formas da doença 

1.5.1. Toxoplasmose congênita 

A infecção congênita se caracteriza pela transmissão do parasita ao feto via 

placenta. Esta forma de infecção ocorre somente quando a mulher desenvolve infecção 

primária durante a gestação, que apesar da parasitemia temporária, raramente tem 

sintomas (Hill et al., 2005). 

A gravidade da toxoplasmose congênita está relacionada com o período de 

infecção. Quando a infecção materna ocorre no primeiro ou segundo trimestre de 

gestação pode causar no feto a infecção congênita severa resultando em morte no útero 

ou aborto espontâneo. Cerca de 1% dos recém–nascidos que adquiriram toxoplasmose 

congênita morrem e 2% apresentam problemas neurológicos graves. Em contraste, 

quando a infecção materna tardia (terceiro trimestre) usualmente resulta em recém-

nascidos aparentemente normais. A freqüência absoluta de infecções subclínicas em 

recém-nascidos com toxoplasmose congênita é de 85% (Hohlfeld et al., 1994; Gilbert, 

2004). 

A presença da imunoglobulina materna G (IgG) em amostras de soros de recém-

nascidos não garante infecção do feto. Porém, a infecção pode ser confirmada pela 

persistência dos anticorpos IgG por mais de 8 meses de idade (Remington et al., 2001). 

Em contraste, a detecção de anticorpos IgM, IgA e IgE no soro da criança, que 

normalmente não cruza  a barreira placentária, confirma a infecção (Altcheh et al., 

2006).  

A detecção de anticorpos IgG na mulher antes da gestação indica infecção 

anterior e portanto elimina o risco de transferência congênita de taquizoítos (Kravetz e 

Federman, 2005). O teste de avidez para anticorpos IgG foi introduzido para discriminar 

a infecção recente da infecção tardia e têm sido útil para o diagnóstico de gestantes. 

Normalmente, é utilizado como teste confirmatório, quando usado em associação com 

outros testes sorológicos (Hedman et al.,1989; Liesenfeld et al., 2001A).  
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1.5.2. Toxoplasmose em imunodeprimidos 

Indivíduos com toxoplasmose albergam T. gondii em forma de cistos nos seus 

tecidos. Quando apresentam algum tipo de imunossupressão podem ter reativação da 

infecção causando doença neurológica grave. Normalmente, as imunossupressões são 

causadas pelo uso de drogas como em transplantados, pacientes com doenças 

linfoproliferativas ou, com deficiência na imunidade celular como os portadores do 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Burg et al., 1988; Ferreira, 2000). 

Em pacientes com AIDS, a toxoplasmose do sistema nervoso central é a causa 

mais frequente de lesão cerebral focal (Vidal et al., 2005), principalmente quando a 

contagem de linfócitos T CD4+ é menor que 100 células/mm³ (Hoffmann et al., 2007), 

e a retinocoroidite toxoplásmica, uma das mais importantes inflamações oculares 

secundárias (Nussemblatt e Belfort Júnior, 1996; Silveira, 2001). 

Os linfócitos T CD4+ CD8+ são as células mais importantes responsáveis pela 

imunidade protetora contra T. gondii. Secreta IFN-γ e desenvolve a atividade citotóxica 

contra as células parasitadas (Brown et al., 1990; Gazzinelli et al., 1991). Em 

camundongos H-2d linfócitos T CD8+ (CTL) medeiam à resistência à encefalite 

toxoplásmica (Brown et al., 1995).  

 

1.5.3. Toxoplasmose Ocular 

A doença ocular causada por T. gondii foi primeiramente descrita em 1923, em 

criança com infecção congênita (Jankú, 1923) e em 1939, a toxoplasmose congênita 

com envolvimento ocular foi amplamente aceita como uma doença humana (Wolf et al. 

1939).  

A toxoplasmose ocular é a causa mais comum de retinocoroidite em pacientes 

imunocompetentes, sendo responsável por 30% a 50% de todas as uveítes posteriores 

(Copeland e Phillpotts, 2006). Pode ser de origem congênita com manifestações clínicas 

precoces ou tardias, ou ainda ser adquirida após o nascimento como resultado da 
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infecção aguda ou reativação. A manifestação ocular mais comum é a retinocoroidite 

granulomatosa necrotizante que pode vir acompanhada de outras alterações oculares, 

pela ruptura de cistos latentes na retina que podem liberar parasitas que induzem 

necrose e inflamação. (Glasner et al, 1992; Montoya e Remington, 1996; Vallochi et al., 

2008; Commodaro et al., 2009). Mais recentemente, têm sido discutido que a maior 

parte dos casos de toxoplasmose ocular são causados por infecções pós –natal (Holland 

1999, 2003, 2004; Gilbert e Stanford 2000). O alto índice de envolvimento ocular em 

crianças recém-nascidas está relacionada à imaturidade do sistema imune. Em alguns 

pacientes com infecções documentadas ao nascimento, as lesões oculares podem 

aparecer anos após o nascimento (Koppe et al., 1986).  

 

1.6. Diagnóstico laboratorial da toxoplasmose 
 

A evidência do parasita no sangue ou em outros fluídos corporais é um 

indicativo de uma possível infecção aguda (Montoya e Liesenfeld, 2004). Técnicas de 

detecção direta do parasita são complexas de serem realizadas, além de apresentarem 

baixa sensibilidade (Wong e Remington, 1993). Por ser um parasita intracelular 

obrigatório, o isolamento em cultura in vitro é difícil de ser mantido, oneroso e por 

necessitar de muito tempo para se obter um resultado, apresenta efetividade em menos 

de 50% dos casos. O isolamento do parasita pode ser feito mediante a inoculação em 

camundongos, sendo mais sensível, porém exigindo de três a seis semanas e 

manutenção dos animais em biotérios (Lin et al., 2000; Kupferschmidt et al., 2001). A 

detecção de parasitos também pode ser obtida em cortes histológicos do cérebro, ou por 

esfregaços de líquidos corpóreos, porém a biópsia cerebral é um procedimento muito 

invasivo para uso em rotina (Dupouy-Camet et al., 1993; Montoya e Liesenfeld, 2004). 

 Em relação à testes sorológicos títulos baixos de IgM são detectados em muitos 

pacientes, após a fase aguda da infecção. Portanto, a determinação no soro destes 

anticorpos não é indicada como marcador de fase de infecção (Liesenfeld et al., 2001B). 

Da mesma forma anticorpos IgA não são marcadores específicos de fase aguda 

(Gutiérrez et al., 1997),  porém os anticorpos IgG presentes no soro diferem em suas 

características de maturação, sendo portanto, importante ferramenta diagnóstica de 

infecção aguda (Villavedra et al, 1999; Marcolino et al, 2000).  
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Dentre os métodos imunológicos, os de detecção de anticorpos, geralmente das 

classes IgG e IgM destacam-se a RIFI (Reação de Imunofluorescência Indireta), 

considerada o teste padrão ouro, e o ELISA. Ambos apresentam boa especificidade e 

sensibilidade nas fases aguda (pesquisa de anticorpos da classe IgM) e crônica (pesquisa 

de anticorpos da classe IgG) (Montoya e Lisenfeld, 2004). A RIFI utiliza taquizoítos 

íntegros tratados com formalina (Shaapan et al., 2008). A sensibilidade e especificidade 

varia de acordo com a cepa de T. gondii empregada e a subjetividade da interpretação da 

fluorescência, torna o método de difícil comparação entre laboratórios. Por esta razão, 

inúmeros dados na literatura mostram extrema variabilidade em uma mesma região 

(Shaapan et al., 2008; Macrì et al., 2009). O teste de ELISA pode demonstrar o 

diagnóstico de infecção ativa com anticorpos IgG. Em 1989 Hedman et al., 

introduziram o teste ELISA-avidez de IgG com objetivo de diagnosticar uma infecção 

recentemente adquirida. Esta técnica baseia-se na força de interação entre o antígeno e o 

anticorpo (Hedman et al., 1989; Joynson et al., 1990; Cozon et al., 1998). Durante a 

resposta imune, o processo de maturação de anticorpos IgG é acompanhado pelo 

aumento de sua afinidade. Anticorpos de baixa avidez (30% ou menos) são produzidos 

em estágio precoce da infecção enquanto que anticorpos de alta avidez (60% ou mais) 

refletem infecção crônica. Apesar de uma baixa avidez nem sempre permitir a 

identificação de um caso recente de infecção, a alta avidez de IgG exclui infecções 

primárias com menos de 3 meses de duração (Joynson et al.,1990; Gutiérrez e Maroto, 

1996). Para a avaliação da avidez verifica-se a maior ou menor facilidade com que os 

anticorpos são dissociados de complexos antigênicos específicos. Essa dissociação 

resulta da ação de agentes desnaturantes de proteínas ou desestabilizantes de ligações de 

pontes de hidrogênio. Estes agentes são utilizados para diluir o soro teste ou adicionadas 

após a formação do complexo antígeno-anticorpo. O tratamento com uréia é 

considerado o mais simples e eficiente na medida da avidez dos anticorpos IgG 

(Holliman et al., 1994). É um método altamente sensível e específico na identificação de 

infecção primária aguda por T. gondii durante a gravidez (Jenum et al., 1997). 

Nas últimas décadas o surgimento de novas metodologias moleculares, 

principalmente a reação em cadeia da polimerase (PCR) permitiu a detecção com alta 

sensibilidade do DNA de T. gondii em amostras clínicas como líquido aminiótico, 

líquor, sangue, humor aquoso e medula óssea (Vidal et al., 2004; Colombo et al., 2005; 
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Edvinsson et al, 2008; Pereira-Chioccola et al., 2009; Mesquita et al., 2010; Vidal et al., 

2011). 

Muitos pacientes apresentam reativação da infecção, com altos títulos de IgG e 

alta avidez, após a queda da imunidade (Colombo et al., 2005; Vidal et al., 2005; Vidal 

et al., 2011). Neste contexto, os métodos moleculares têm se mostrado eficientes na 

detecção de T. gondii em pacientes com AIDS, já que estes métodos não são afetados 

pelo status imunológico do paciente. São rápidos, sensíveis e específicos, além de evitar 

o procedimento de biópsia cerebral que é extremamente invasivo (Dupon et al., 1995; 

Cingolani et al., 1998;  Colombo et al., 2005). As seqüências mais utilizadas para a 

detecção do parasito têm como alvo o gene B1, que possui uma região repetitiva de 35 

cópias no genoma de T. gondii (Burg et al., 1989; Brindley et al., 1993; Filisetti et al., 

2003; Chabbert et al., 2004; Okay et al., 2009). Recentemente, com a descrição da 

seqüência de 529 pb (Homan et al., 2000), que apresenta-se repetida de 200 a 300 vezes 

no genoma do T. gondii gerou uma série de publicações afim de se comparar 

marcadores provenientes desta nova seqüência com os marcadores já em uso 

provenientes do gene B1. Os resultados encontrados por estes autores demonstram uma 

sensibilidade que varia de 10 a 100 vezes maior que o gene B1 (Hierl et al., 2004; 

Calderaro et al., 2006; Cassaing et al., 2006; Edvinsson et al., 2006; Mesquita et al., 

2010).  

1.7. Proteínas de superfície do parasito 
 

A superfície celular externa dos taquizoítos é recoberta com proteínas de peso 

molecular variando de 22 a 43 kDa. Todas ancoradas na membrana por pontes de 

glicosilfosfatidilinositol (GPIs) (Tomavo et al., 1993). Essas proteínas são 

estruturalmente relacionadas ao antígeno de superfície mais abundante e altamente 

imunogênico SAG1 (p30), fudamentalmente importante para o sucesso da invasão 

(Grimwood e Smith, 1992). São expressas em taquizoítos, mas não em bradizoítos ou 

esporozoítos (Lekutis et al., 2000). 

Coletivamente estes antígenos são conhecidos como superfamília de proteínas 

SRS (seqüências relacionadas à SAG1) (Jung et al., 2004). Este grupo de antígenos 

promove a interação entre a membrana do parasita e a célula hospedeira através de 

moléculas ligantes ou receptores celulares que auxiliam o parasita na entrada da célula 
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(Kasper e Mineo, 1994; Grimwood e Smith, 1995). O seqüenciamento dos genes da p30 

a partir de três cepas diferentes de T. gondii mostra que ela é bastante conservada 

(Bülow e Boothroyd, 1991).  

É importante salientar que a expressão de proteínas é regulada de acordo com a 

fase do desenvolvimento biológico do parasita. As proteínas SAG1 e SAG3 (P43) são 

exclusivamente produzidas por taquizoítos (Gross et al., 1996), bem como a SAG2A. 

Em contraste, SAG2 (P22) é expressa tanto por taquizoítos quanto por bradizoítos, já 

SAG2C/D, BSR4 e SRS9 são encontradas apenas em bradizoítos (Lekutis et al., 2000). 

As proteínas SAG4 e BSR4/p36 são proteínas de superfície ligadas à proteína do citosol 

BAG1, expressa especificamente em bradizoítos (Bohne et al., 1995). Em contrapartida, 

todos os membros da família SAG5 são transcritos em taquizoítos e bradizoítos de T. 

gondii (Spano et al., 2002). 

 

1.8. Organelas secretórias e invasão celular 
 

Os estágios invasivos da maioria dos apicomplexas são células polarizadas que 

usam seus sistemas de motilidade “gliding motility” ou "glideosomo" para passar por 

superfícies, migrar através de barreiras biológicas, invadir e deixar células hospedeiras. 

O processo central para a invasão é a desativação de receptores específicos que agem 

sobre a liberação regulada de proteínas apicais provenientes de organelas secretoras 

(micronemas, roptrias) (Carruthers e Tomley, 2008). 

Pela ausência de qualquer organela locomotora como o flagelo, os apicomplexas 

são incapazes de “nadar”, mas exibem um modo único de deslocamento substrato-

dependente, chamado glinding motility (Soldati e Meissner, 2004). T. gondii possui um 

citoesqueleto de actinomiosina (Dobrowolski e Sibley, 1996), que permite desenvolver 

o movimento em três formas: gliding circular, “rodopio vertical” e rotação em hélice 

(Hakansson et al., 1999). Glinding motility dirige a invasão ativa da célula hospedeira, o 

que é assessorado pelas proteínas secretórias que promovem a adesão e formação do 

vacúolo parasitóforo, onde se prossegue a replicação do parasita (Roiko e Carruthers, 

2009). A invasão celular é um processo ativo que permite a inclusão de componentes da 

membrana plasmática do hospedeiro na formação deste vacúolo. Os parasitas secretam 
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uma variedade de proteínas que são cruciais durante a invasão e replicação intracelular 

(Carruthers e Sibley, 1997; Dubremetz, 1998). 

A motilidade e invasão eficiente de T. gondii dependem da liberação de 

proteínas das organelas secretórias (micronemas, roptrias e grânulos densos) localizadas 

na proeminência apical do parasita. Tais características definem a estrutura do Filo 

Apicomplexa. Estas organelas secretam proteínas chaves que direcionam o contato  dos 

parasitas com as células hospedeiras, a invasão e o estabelecimento do vacúolo 

parasitóforo (Baum et al., 2006). Estas proteínas são denominadas antígenos 

excretados/secretados (ESA) e possuem papel importante na estimulação do sistema 

imune. São expressos tanto por taquizoítos quanto por bradizoítos (Cesbron-Delauw e 

Capron, 1994; Prigione et al., 2000) e são apresentados na literatura, em sua maioria, 

pela abreviação das três primeiras letras da organela de origem. Estes antígenos serão 

mais detalhados nos itens a seguir. 

 

1.8.1. Micronemas 

Micronemas são as menores organelas localizadas na região apical dos parasitas 

(Carruthers e Tomley, 2008). Têm papel fundamental nos estágios precoces do processo 

de invasão celular ao promoverem a descarga de proteínas adesinas capazes de interagir 

com receptores da célula hospedeira, destacando-se entre elas a proteína MIC2 (Wan et 

al., 1997; Carruthers et al, 2000; Meissner et al., 2002; Huynh et al., 2003; Huynh e 

Carruthers, 2006), que parece ser a pivô na conecção do sistema motor de 

actina/miosina à superfície do parasita, bem como na superfície da célula hospedeira 

(Huynh et al., 2003; Huynh e Carruthers, 2006). O domínio citolítico localizado na 

porção C-terminal de MIC2 se liga à aldolase e serve como ponte aos filamentos curtos 

de actina (Jewett e Sibley, 2004) podendo interagir com miosina e ancorando ao 

complexo de membrana interna do parasita (Meissner et al., 2002).  

As proteínas AMA1, MIC2, MIC6, MIC8 e MIC12 de T. gondii são clivadas 

durante a invasão no domínio transmembrana (DTM) pela atividade rombóide 

(Carruthers et al., 2000; Donahue et al., 2000; Howell et al., 2005) e liberadas na 

superfície do parasita. A invasão ativa é precedida pela ligação apical do parasita na 
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célula hospedeira, que coincide com a polarização e liberação de proteínas pelas 

micronemas. A secreção destas proteínas por estas organelas é regulada pela elevação 

dos níveis de Ca+ no parasita, que é estimulada pelo contato do parasita com a 

superfície da célula hospedeira. Este processo pode ser estimulado experimentalmente 

pela adição de etanol ou acetaldeído (Carruthers et al., 1999).  

 

1.8.2. Roptrias 

As roptrias são organelas secretórias em forma de garrafa, eletrodensas, 

delimitadas por membranas (Perkins, 1992) liberam suas proteínas durante a invasão 

celular. Produzem as proteínas excretadas/secretadas, com o tamanho variando de 42-68 

kDa, e codificadas pelo gene da família da Roptria: ROP 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 (Beckers et 

al., 1996) e ROP 9 (Park e Nam, 1999). O papel destas proteínas deve estar relacionado 

com à  invasão, biogênese, manutenção do vacúolo parasitóforo e replicação (Sinai et al. 

1997; Nakaar et al., 2003). 

A secreção de proteínas das roptrias e dos micronemas se associam à superfície 

do parasita para formar o movimento de junção (MJ), que consta de círculos em forma 

de anel. Tal estrutura é composta pela aposição do parasita e a membrana plasmática do 

hospedeiro. O movimento é visível quando a membrana parasitária entra em contato 

com a célula hospedeira onde os parasitas deslizam pelo sistema actina-miosina. A 

formação do vacúolo parasitóforo (VP) é realizada com o movimento de junção. Assim 

ocorre uma invaginação e encapsulação do parasita no VP no citosol do hospedeiro 

(Martin et al., 2004; Sinai, 2008). AMA-1 (apical membrane antigen) é a proteína do 

micronema que contribue para o MJ (Marshall et al., 1989; Alexander et al., 2005). As 

proteínas secretadas das roptrias derivam do “pescoço” desta organela (Alexander et al., 

2005; Lebrun et al., 2005), por este motivo são chamadas de RONs (Bradley et al., 

2005). 
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1.8.3. Grânulos Densos 

Os grânulos densos liberam suas proteínas depois da invasão, sendo que essa 

liberação continua dentro do hospedeiro (Carruthers e Sibley, 1997). Estas organelas 

são encontradas no interior do vacúolo parasitóforo (Dubremetz, 1998) e são 

relacionadas a sobrevivência intracelular e replicação (Carey et al., 2000; Neudeck et 

al., 2002).  Foram descritas até agora 16 proteínas dos grânulos densos, GRA1-GRA10, 

GRA12, GRA14, 2 isoformas de nucleotídeo trifosfato hidrolase (NTPaseI e II) ( 

Johnson et al., 2003) e dois inibidores de protease (TgPI 1 e 2) (Morris et al., 2002; 

Pszenny et al., 2002). Estas proteínas (GRAs) ditam a conformação da rede de 

membranas tubular intravacuolar caracterizando a estrutura característica de roseta 

destes parasitas (Mercier et al., 2002; Magno et al., 2005). 

 

1.9. Resposta imune humoral e celular 

A resposta imune na toxoplasmose varia consideravelmente dependendo da 

apresentação clínica da doença. Respostas imunes locais e sistêmicas podem variar entre 

indivíduos, e dependem fortemente do status imune do hospedeiro (Suzuki e 

Remington, 1990). Taquizoítos podem estar presentes na circulação sanguínea durante 

toda a fase aguda da toxoplasmose, mesmo que já se tenha instalado a resposta imune 

protetora. Após duas a três semanas de infecção, a combinação de produção de 

citocinas, junto com a produção de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra as proteínas 

do parasito, levam os parasitos a se encistarem e se transformarem na forma intracelular 

de bradizoíto (Pereira-Chioccola et al., 2009; Costa-Silva e Pereira-Chioccola, 2010). 

Entre 3 a 10 dias de infecção por T. gondii anticorpos IgM aparecem no soro, 

independentemente da cepa do parasito, espécie de hospedeiro, sexo ou idade. 

Inicialmente pensava-se que anticorpos IgM eram exclusivos da fase aguda, mas 

posteriormente foi observado que estes anticorpos eram achados meses ou até anos mais 

tarde, especialmente em gestantes envolvendo linfoadenopatia (Del Bono et al., 1989; 

Gorgievski-Hrisoho et al., 1996). A reativação de cistos é uma hipótese que não pode 

ser excluída bem como a geração de reação cruzada com auto ou heteroanticorpos. A 

produção de IgM é seguida pela de IgA, que persiste de 6 a 7 meses, embora variando 
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consideravelmente no grau e duração tanto em adultos quanto em recém-nascidos 

congenitalmente infectados (Francis e Joynson, 1993; Gorgievski-Hrisoho et al., 1996; 

Sensini, 2006). 

Os anticorpos IgA aparecem antes dos IgG, porém esta classe é regulada pelas 

citocinas interleucina 10 (IL-10) e o fator beta transformador de crescimento (TGF-β), 

citocinas da resposta Th3 (Defrance et al., 1992). Já os anticorpos IgE são induzidos por 

interleucina 4 (IL-4), porém são detectados durante a fase aguda. Estes anticorpos são 

produzidos por poucos recém-nascidos com infecção congênita não sendo úteis como 

marcadores diagnósticos (Foudrinier et al., 2003; Sensini, 2006). Ao contrário de 

humanos, camundongos não desenvolvem anticorpos IgE em resposta a infecção ou 

imunização com antígenos de T. gondii (Godard et al., 1990). Sendo assim, o modelo 

murino para regulação de isotipos têm se baseado nas subclasses de IgG, seguido de 

IgM e IgA. Durante a fase aguda, IgG2a e IgG2b, são produzidos principalmente pelo 

estímulo de IFN-γ enquanto que IgG1 é regulado por IL-4 e IL-13, sendo considerado 

um marcador de fase crônica (Godard et al., 1990; Nguyen et al., 1998). A relação entre 

o perfil de citocinas na indução da subclasse de IgG é mais complexa em humanos. Têm 

se observado que IgG1 e IgG3 são induzidas por IFN-γ e reforçada por IL-10 e TGF-β. 

IgG2 está ligado ao aumento de IL-2 e IL-6, enquanto que IgG4 é induzido por IL-4 e 

IL-13. Alguns estudos de cinética de subclasse de IgG mostram que IgG1 aparece 

primeiro e é dominante no soro, enquanto que as cinéticas observadas para IgG2, IgG3 e 

IgG4 são muito variáveis (Ee et al., 1989; Huskinson et al., 1989).  

Em relação à resposta imune celular, durante a fase inicial da infecção, a 

resistência à T. gondii está relacionada com a produção inicial de interleucina 12 (IL-12) 

e IFN-γ por células natural killer (Buzoni-Gatel et al. 2006). Na infecção crônica, 

caracterizada pela presença de cistos teciduais, principalmente cerebrais, células T 

citotóxicas, CD4+ e CD8+ são essenciais na produção da imunidade protetora Th1, 

mantendo os cistos quiescentes (Gazzinelli et al., 1992). O efeito protetor dessas células 

é explicado pela capacidade de produção de IFN-γ e atividade citotóxica contra 

taquizoítos ou células infectadas (Suzuki et al., 1989; Subauste et al., 1991).  

Toxoplasma gondii induz uma potente resposta immune. Taquizoítos estimulam os 

macrófagos a produzir interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumoral-α (TNF- α) 

(Gazzinelli et al., 1996A; Sher e Souza, 1998). INF-γ e TNF- α agem sinergeticamente 
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para eliminar os taquizoítos pelos macrófagos (Gazzinelli et al., 1996A). A combinação 

destas duas citocinas resulta na produção de radicais livres e óxido nítrico (NO), que 

também atuam na morte do parasita (Sibley et al, 1991). 

Nas últimas duas décadas foi estabelecida a importância da citocina IL-12 como 

direcionadora da imunidade polarizada à resposta Th1, para o controle da infecção 

(Gazzinelli et al., 1994; Aliberti et. al., 2004). Na ausência de IL-12 camundongos 

podem rapidamente sucumbir à infecção devido a alta replicação parasitária e a 

destruição tecidual. Esta citocina permite a extensão da sobrevivência até a fase crônica 

(Yap et al, 2000) e é produzida mais proeminentemente pelas células dendríticas, mas 

também por macrófagos e neutrófilos (Gazzinelli et al., 1994; Reis e Sousa et al., 1999; 

Bliss et al., 2000). Contudo a produção de IL-12 precisa ser controlada para prevenir 

uma patologia pró-inflamatória (Denkers, 2010).  

A infecção primária por T. gondii conduz uma imunidade de longa duração, 

evitando re-infecções do hospedeiro (Filisetti e Candolfi, 2004). No entanto, foram 

relatados alguns casos de toxoplasmose congênita em mulheres imunocompetentes 

cronicamente infectadas, indicando a possibilidade de reinfecção em humanos (Dollfus 

et al., 1998; Silveira et al., 2003; Kodjikian et al., 2004; Elbez Rubinstein et al., 2009). 

Células Th2 participam da regulação da resposta imune pela secreção de IL-4 e 

IL-10 que modula a síntese tanto de IL-12 quanto IFN-γ (Roberts et al., 1996).  Assim, 

podem ser evitadas respostas imunes excessivas que predispõem a sérias inflamações e 

a lesões teciduais (Neyer et al., 1997). Camundongos knockout para IL-10 sucumbem à 

infecção com uma cinética notavelmente semelhante a animais com genes suprimidos 

para IL-12 e IFN-γ (Gazzinelli et al., 1996A). No entanto, a morte de animais 

deficientes em IL-10 está relacionada com baixo número de parasitas e aos altos níveis 

de IL-12, TNF-α e IFN-γ (Gazzinelli et al, 1996B; Suzuki et al., 2000). Por outro lado, 

TGF-β e IL-10, produzida também pelas células T regulatórias (Th3) e células 

dendríticas podem diminuir a atividade de macrófagos e células NK, levando a 

exacerbação da infecção (Hunter et al., 1995; Nguyen et al., 1998; Dawson et al., 2005). 

  



34 
 

 

1.10. Estudos de imunizações 

A vacina ideal contra a toxoplasmose para humanos precisaria incluir antígenos 

que possam estimular uma resposta protetora Th1, caracterizada pela geração de IFN-γ 

produzido pelas células T CD4+ e CD8+ (Tan et al., 2010). Dentro deste contexto, a 

única vacina comercial é a “Toxovax” baseada em taquizoítos vivos atenuados da cepa 

mutante S48, usada na veterinária para limitar a incidência de aborto em ovellhas 

(Buxton e Innes, 1995). 

Ao longo dos últimos 15 anos têm se observado um significativo progresso no 

desenvolvimento de vacinas contra a toxoplasmose devido aos avanços tecnológicos em 

biologia molecular (Kur et al., 2009).  Um dos principais desafios no desenvolvimento 

de novas vacinas é a seleção de antígenos alvo de T. gondii e sua apresentação ao 

sistema imune do hospedeiro, de tal forma que induzam uma imunidade protetora e de 

longa duração.  

Diversos estudos mostraram que ESA de T. gondii conferem alta 

imunogenicidade nos hospedeiros (Potasman et al., 1988; Decoster et al., 1988; 

Bessières et al., 1992; Meira et al., 2008; Costa-Silva et al., 2008) e que podem ser 

detectadas logo no início da infecção (Hughes e Vanknapen, 1982).  As pesquisas têm 

se concentrado com antígenos de superfície (SAG) e com proteínas recombinantes 

provenientes das ESAs das roptrias, grânulos densos e micronemas, que agem como 

antígenos reconhecidos pelos linfócitos T de camundongos (Liu et al., 2006 A; Golkar 

et al., 2007; Costa-Silva 2008; Rosenberg et al., 2009; Dziadek et al., 2009). Dentre os 

antígenos candidatos a vacina para T. gondii, destacam-se antígeno de superfície SAG1, 

induzindo tanto resposta humoral quanto celular (Nielsen et al., 1999; Liu et al., 2006 

A; Siachoque et al., 2006) e  a proteína da MIC3 que é um antígeno particularmente 

promissor, visto que é uma proteína adesiva de T. gondii expressa nos 3 estágios 

infectantes do parasita estimulando uma boa resposta imune em camundongos (Ismael 

et al., 2003). Hiszczyńska-Sawicka et al., 2012 demonstrou que a imunização 

intramuscular de ovelhas com plamídeos contendo MIC3 induziu resposta significante 

nestes animais com produção de IFN-γ, IgG2 e IgG1. 
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Recentemente, Eissa et al., 2012 mostraram que vacina com Toxoplasma 

autoclavado (ATV) quando combinado com BCG como adjuvante foi efetivo na 

estimulação  da imunidade mediada por células com aumento de células T CD8+  

esplênicas e retardando a mortalidade em nove dias quando comparado com o grupo 

controle e no estudo de Scorza et al., 2003 a imunização de camundongos C3H com 

plasmídeos expressando GRA1 atingiu uma proteção de 75-100% dos camundongos 

quando desafiados com cistos, o que também o torna um antígeno promissor.   

Nos últimos anos têm aumentado o interesse em vacinas de DNA para induzir 

imunidade duradoura em animais e humanos. O principal atrativo desta tecnologia é a 

possibilidade de induzir uma ampla gama de resposta imune sem o uso de adjuvantes 

convencionais. Entretanto a maioria dos estudos têm se focado em camundongos e 

embora tenham tido êxito em induzir uma resposta imune protetora neste modelo, é 

menos eficaz na indução da imunidade em animais de grande porte e seres humanos 

(Babiuk et al., 1999). Um bom exemplo desse problema é a diferença entre as respostas 

de anticorpos em camundongos e macacos Aotus contra uma proteína da forma 

circunsporozoíta de Plasmodium yoelli (CSP). Após a imunização de DNA através da 

via intramuscular, os camundongos desenvolveram uma excelente resposta humoral 

enquanto macacos não têm uma resposta efetiva. Imunização com a mesma vacina de 

DNA por via intradérmica dá títulos de anticorpos muito elevados, tanto em 

camundongos e macacos (Gramzinski et al., 1997). Sendo assim, vários fatores podem 

influenciar no desempenho de um candidato a imunógeno, como modelo animal, rota de 

inoculação em conjunto com o “background” genético do camundongo (Munoz et al., 

2011).   

Neste contexto, em estudos anteriores de nosso grupo foi selecionado o modelo 

A/Sn para imunizações com ESA, o qual apresentou padrão de resposta parecido com 

C57BL/6 (Costa-Silva et al., 2008). Porém, durante o processo de obtenção deste 

antígeno necessário as imunizações, apesar de serem feitas lavagens nas culturas 

celulares com meio sem SFB, antes da infecção com taquizoítos, a análise eletroforética 

por SDS-PAGE sempre detectou traços do mesmo, já que este era necessário para o 

cultivo deste tipo celular (Meira et al., 2008; Costa-Silva et al., 2008). Portanto, na 

concentração de cada lote de ESA sempre havia resquícios de SFB. Diante desta 

problemática, os experimentos do presente trabalho utilizaram células VERO que 
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crescem sem adição de SFB. Embora estudos prévios tenham demonstrado que a 

produção de parasitas neste sistema é ligeiramente reduzida na ausência de SFB (Diab e 

El Bahy, 2008), as vantagens do uso de T. gondii em linhagens celulares que crescem 

sem SFB não estão totalmente estabelecidas. O uso de soro nas culturas celulares 

apresenta certas desvantagens, como potencial para induzir a hipersensibilidade em 

vacinas, bem como a possibilidade de ter possíveis contaminantes (bactérias, fungos, 

mycoplasma, virus bovinos, etc.) e o alto custo de um soro de boa qualidade (Fishbein 

et al., 1993; Froud, 1999; Frazatti-Gallina et al., 2004). Sendo assim, além do antígeno 

ESA produzido em culturas celulares na ausência de SFB também foi produzido 

antígeno lisado de taquizoítos (ALT), necessário a alguns experimentos. Normalmente a 

cepa RH utilizada para a produção de ALT é mantida em camundongos, e o ALT 

produzido in house apresenta alta especificidade e sensibilidade em relação à kits 

comerciais. No entanto, quando a demanda de exames e/ou experimentos é grande 

necessita-se de biotério e grande número de camundongos. Logo, a produção antigênica 

é trabalhosa exigindo sacrifício de elevado número de animais.  Diante disto, a primeira 

parte deste trabalho foi dedicada à produção de antígenos, necessários aos ensaios de 

imunização e avaliação da resposta imune.  

Como já destacado neste mesmo estudo de Costa-Silva 2008, foi verificado que 

os anticorpos anti-ESA são importantes no controle da infecção. Experimentos in vitro 

demonstraram que estes anticorpos reconhecem os taquizoítos e que participam da lise 

do parasito mediada pelo complemento. Sendo assim, com estes dados iniciais do 

trabalho anterior avaliamos a imunização de camundongos A/Sn com ESA através da 

observação da resposta imune celular através da dosagem de citocinas (IFN-γ, TNF-α, 

Il-4, IL-10 e IL-12 p70) e humoral comparando com a infecção natural e com animais 

livres de infecção. Visto que diante da alta complexidade de vários fatores envolvidos 

na resposta imune da toxoplasmose, o estudo mais apronfudado de antígenos 

alternativos de fácil produção pode ajudar no melhor entendimento da doença gerando 

novas perspectivas. 



37 
 

 

2. OBJETIVO GERAL 

Estudar o papel da ESA excretada/secretada por T. gondii na estimulação das 

respostas imune humoral e celular na toxoplasmose. 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Produzir antígeno lisado (ALT) a partir de taquizoítos adaptados às culturas após 

a otimização da produção dos parasitos 

 

� Produzir antígeno excretado/secretado (ESA) a partir de taquizoítos adaptados às 

culturas celulares  

 

Imunizar camundongos A/Sn com ESA e investigar: 

� O desafio e mortalidade  

� A produção das citocinas IFNγ, TNFα, IL10, e IL4 após estímulo de linfócitos 

de baço dos camundongos imunizados com os antígenos ESA e ALT 

� A classe de imunoglobulina IgM e as subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a) 

envolvidas na imunoproteção  

� A opsonização de taquizoítos com anticorpos IgG anti-ESA e anti-T.gondii 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Delineamento Experimental 
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3.2. Animais experimentais  

Para a manutenção da cepa RH e ME-49 de T. gondii foram utilizados 

camundongos Swiss, de ambos os sexos, com idade entre 25 a 30 dias. Nos ensaios de 

imunização foram utilizados camundongos isogênicos, fêmeas com idade entre 25 e 30 

dias da linhagem A/Sn conforme descrito previamente (Costa-Silva et al., 2008).  

Todos os animais foram provenientes do Biotério de Experimentação do 

Instituto Adolfo Lutz de São Paulo. 

Este estudo foi realizado seguindo as recomendações da “Sociedade Brasileira 

de Ciência em Animais de Laboratório/ Colégio brasileiro de Experimentação Animal” 

(SBCAO/COBEA) e foi aprovado no comitê de ética da Faculdade de Medicina de São 

José do Rio Preto (anexo 1). 

 

3.3. Cultura de células 

 Conforme a problemática apresentada no último item da introdução, as culturas 

celulares utilizadas neste estudo foram VERO (ATCC- CCL-81), obtidas da Seção de 

Raiva do Instituto Butantã. Foram mantidas no laboratório de cultura de células do 

Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto  Adolfo Lutz em meio VPM SFM AGT 

contendo 4mM l-glutamina, 2.5 µg/ml gentamicina (Gibco-Invitrogen).  As culturas 

mantidas neste meio foram lavadas uma vez com PBS, incubadas com 0.25% de tripsina 

(Invitrogen) por 5 min à temperatura ambiente. Posteriormente a tripsina foi aspirada e 

as células suavemente descoladas da parede da garrafa.  Subsequentemente uma nova 

alíquota de meio foi adicionada as células e estas contadas em câmara de Neubauer. Os 

subcultivos foram feitos a cada 3-4 dias, sendo as culturas mantidas em estufa 5% de 

CO2  à 37ºC. 
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3.4. Manutenção e obtenção dos parasitos 

3.4.1. Cepas de T. gondii 

Foram utilizadas duas cepas de referência: cepa RH, do tipo I, altamente 

virulenta e de multiplicação rápida (Sabin e Feldman, 1948; Dubey, 1993; Howe e 

Sibley, 1995) e a cepa ME-49 do tipo III produtora de cistos teciduais (Howe e Sibley, 

1995). 

 As duas cepas foram gentilmente cedidas pelo Laboratório de Protozoologia do 

Instituto de Medicina Tropical da Universidade de São Paulo e mantidas no biotério de 

experimentação do Instituto Adolfo Lutz. 

 

3.4.2. Cepa RH -taquizoítos peritoneais 

Os parasitas da cepa RH foram mantidos por passagens sucessivas em 

camundongos da linhagem Swiss, por via intraperitoneal com cerca de 1x105 

parasitas/animal. Após quatro dias de infecção os animais foram sacrificados em câmara 

de CO2 e foram feitas lavagens intraperitoneais com 5 mL/animal de NaCl 0,85% estéril 

para a retirada dos taquizoítos. Posteriormente, foram feitas contagens dos parasitas em 

câmara de Neubauer e acertadas a concentrações desejadas. Os taquizoítos foram 

utilizados para a manutenção da cepa através de passagem para um novo grupo de 

animais, para a preparação dos antígenos e infecção das culturas de células. 

 

3.4.3. Cepa ME-49 - cistos teciduais 

Cistos da cepa ME-49 foram mantidos através de sucessivas passagens, com 

intervalos de 30 a 45 dias, em camundongos Swiss. Cada animal recebeu, por via oral, 

uma suspensão de 10 cistos/animal obtida de macerado de cérebro de camundongos 

previamente infectados em 3 mL de solução fisiológica tamponada 0,01M pH 7.2 (PBS) 

estéril. Para quantificação dos cistos, cerca de 10 µl da suspensão cerebral foi colocada 

entre lâmina e lamínula e observada ao microscópio de luz, sob objetiva de 40X. Esta 

infecção teve como objetivo a obtenção de soro positivo (anti-T. gondii) para uso nas 
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reações sorológicas, experimentos de opsonização e para obtenção de linfócitos para os 

experimentos de dosagem de citocinas. 

 

3.5. Otimização da produção in vitro da cepa RH de T. gondii em células VERO  

 Garrafas de cultura de 25-cm2 foram incubadas com 1x105, 5x105, 1x106 e 

5x106 células/garrafas. Cada grupo foi composto por 2 garrafas e incubado com 5 mL 

de meio à 37ºC em estufa de CO2 à 5%.  As células foram observadas por 24, 48, 72, 96 

e 120 horas, utilizando um microscópio invertido até a completa formação da 

mocamada celular.  Os resultados foram expressos em porcentagem. O total de células 

escolhido para ser utilizado nas infecções foi de 1x106, pois foi o que teve melhor 

desempenho para a formação da monocamada. A determinação do número de 

taquizoítos por célula foi realizada infectando-se garrafas em duplicata contendo 1x106 

células com 7x105, 1.5x106 e 3x106 parasitos da cepa RH de T. gondii provenientes de 

lavado peritoneal de camundongos previamente infectados. As garrafas foram incubadas 

em estufa de CO2 à 5%.  A liberação dos taquizoítos nos sobrenadantes das culturas foi 

observada diariamente por 10 dias, contados em câmara de Neubauer. Após observação 

das garrafas foi definido que para todos os experimentos seria utilizada a proporção de 3 

parasitas/célula.  Os taquizoítos foram mantidos por 30 passagens nas culturas e a cada 

5 passagens (1a, 5a, 10a, 15a, 20a, 25a e 30a), os parasitas foram coletados e utilizados 

para infectar mais 2 garrafas de cultura de células com a intenção de avaliar os 

experimentos de infectividade in vitro e in vivo, bem como, produção de antígeno. 

 

3.5.1. Infectividade de T. gondii in vitro e in vivo  

As primeiras infecções foram feitas a fim de determinar a multiplicidade de 

infecção (MOI), que é o número médio de parasitas, necessário para se obter uma boa 

infecção por célula hospedeira. O MOI é determinado dividindo-se o número de 

parasitas acrescentado pelo número de células utilizadas. Em seguida, foi testada se a 

infectividade do parasita em camundongos diminuía com o número de passagens do 

parasito nas culturas celulares.  
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Para comparar a infectividade dos parasitos liberados nas células VERO em 

meio VP SFM AGT, fontes diferentes de taquizoítos foram utilizadas para infectar 

camundongos Swiss divididos em 4 grupos. Taquizoítos de culturas de células 

(coletados na 1ª, 5ª, 10ª, 15ª, 20ª, 25ª e 30ª passagens) foram utilizados para infectar 

camundongos divididos em dois grupos (1A e 1B). O grupo 1A recebeu 1x105 

taquizoítos/animal e o grupo 1B recebeu 1x106 taquizoítos/animal. Dois grupos 

controles (2A e 2B) receberam o mesmo esquema de inoculação utilizando taquizoítos 

provenientes de peritônio de camundongos. Após 4 dias, o fluído peritoneal foi coletado 

de cada camundongo e os níveis de infecção foram avaliados pela contagem dos 

parasitos em câmara de Neubauer. Estes experimentos foram feitos duas vezes para 

confirmar os resultados (dois experimentos independentes) 

 

3.5.2. Purificação de DNA e PCR dos taquizoítos produzidos in vitro 

Suspensões de 107 taquizoítos/mL, coletadas em cada 5 passagens em culturas 

de células VERO, foram utilizadas para extração DNA pelo kit Qiagen, conforme as 

instruções do fabricante.  Concentrações de DNA e pureza foram determinadas pela 

razão de D.O a 260 e 280 nm em um espectofotômetro NanoDrop ND100 (Thermo 

Scientific). Os experimentos de PCR e sequenciamento foram feitos utilizando dois 

pares de primers SAG2 F4/R4 (5'-GCT ACC TCG AGG AAC AAC AC-3' e 5'-GCA 

TCA ACA GTC TTC GTT GC-3'), que amplificam um produto de aproximadamente 

300bp.  E o segundo foi o marcador SAG2 F2/R2 (5’ATTCTCATGCCTCCGCTTC3’  

e 5’AACGTTTCACGAAGGCACAC3’), que amplificam um produto de 240pb do 

outro lado 3’ do gene SAG2 (Howe et al., 1997; Khan et al., 2007).  Cada PCR foi 

realizada em um termoaciclador Long Gene Thermal Cycler em um volume final de 25 

µl.  As amostras de DNA (2 µl) e 15 pmol de cada primer foi adicionado a um kit 

Promega (Go Taq Master Mix Green). O mix do PCR (12,5 µL) foi composto de 1 

unidade de Taq DNA polimerase, 10 mM Tris-HCl, pH 8,5, 50 mM KCl, 1,5 mM 

MgCl2 e 200 mM de cada dNTP. Cada ciclo de amplificação continha dois controles 

negativos (água ultra pura e um DNA negativo para toxoplasmose) e um positivo para 

T. gondii. As condições termais foram feitas com um ciclo inicial de desnaturação de 5 

minutos à 95ºC, 35 ciclos de denaturação por 5 minutos à 94ºC por 30 segundos, 

anelamento à 55 ºC por 1 minuto, e extensão à 72ºC por 90 segundos. O procedimento 
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foi completo por um ciclo final de extensão por 3 minutos.  Depois das ciclagens, 

produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% e corados com 

brometo de etídio. Os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz UV. As imagens 

foram analisadas por uma câmara de gel MiniBIS sistema de documentação e 

(BioSystematica). O tamanho dos fragmentos foi determinada com base na comparação 

de um marcador molecular de 100 pb (Ferreira et al., 2008). 

 

3.5.2.1. Sequenciamento de DNA dos taquizoítos produzidos in vitro 

Cada produto de PCR, foi utilizado para o seqüenciamento do DNA, após 

purificação com um kit específico de acordo com as instruções do fabricante (PCR 

Clean-up kit System - Promega). Os fragmentos foram seqüenciados com os primers 

citados anteriormente, para obter ambas sequências “foward” e “reverse” para os dois 

marcadores. O seqüenciamento foi feito no Centro de Virologia do Instituto Adolfo 

Lutz, usando o kit ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing e as eletroforeses 

foram feitas em um aparelho ABI Prism 377 DNA Sequencer. As seqüências 

nucleotídicas foram analisadas manualmente, montadas e alinhadas para a comparação 

utilizando Bio-Edit Sequence Alignment Editor. Foram feitos alinhamentos com 

seqüências publicadas no GenBank em''NCBI BLAST / nucleotídeo-

nucleotídeo''(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

 

3.5.3 Produção de antígenos e ensaios imunológicos  

3.5.3.1. ALT 

Foram testados 2 protocolos para a produção de antígenos utilizando 1x107 

taquizoítos/mL em PBS coletados  nas 1ª, 5ª, 10ª,15ª, 20ª, 25ª e 30ª passagens em 

culturas de célula VERO livre de soro fetal bovino. O primeiro método testado foi o 

método convencional previamente descrito (Colombo et al., 2005; Costa- Silva et al., 

2008; Meira et al., 2008). Os taquizoítos foram sonicados por 10 ciclos a 1.0 A/min, por 

5 minutos com 2 minutos de intervalo. No segundo protocolo, os taquizoítos foram 

lisados utilizando pérolas de vidro (SIGMA -150:212 microns) por vórtex por 8 ciclos 
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de 4 minutos com 2 minutos de intervalo. Em ambos os procedimentos o ALT foi 

dissolvido em 0.3M NaCl e as concentrações protéicas foram determinadas em 

espectrofotômetro NanoDrop ND100 (Thermo Scientific). As porcentagens de lise dos 

taquizoítos foram calculadas pela contagem de parasitas viáveis por microscopia.  

ALT foi avaliado por ELISA utilizando os seguintes grupos de soros: i. 10 soros 

de pacientes crônicos; ii. 10 soros de pacientes negativos para toxoplasmose; iii. 2 

“pools” de soros positivos (5 de camundongos crônicos infectados com a cepa ME-49); 

e iv. 2 “pools” de soros negativos (5 camundongos sem infecção).  As reações foram 

realizadas em placas de poliestireno (fundo chato, low binding, Corning) utilizando 

ALT na concentração de 2µg/mL.  Cada placa foi incubada overnight à 4°C com o 

antígeno dissolvido em 0.1 mL NaHCO3, 0.1 M pH 8.5. Os antígenos não ligados à 

placa foram removidos com lavagens com PBS Tween 20 (0.05%), pH 7,2.  Os sítios 

inespecíficos foram bloqueados com PBS- leite desnatado (Molico) 5%.  Após uma 

hora, 50 µl de cada amostra de soro diluída 1:50 (camundongos) e 1:200 (humanos) em 

PBS-leite 5% foram incubadas por 60 min à 37 °C. Após esta incubação, foram feitas 5 

lavagens com PBS–Tween 20 e as amostras incubadas com os anticorpos conjugados à 

peroxidase por 60 min à 37 °C. Imunoglobulina G anti-camundongo (1:4000) e 

imunoglobulina G anti-humano (1:20000) (Sigma)  diluído em PBS-leite 5%. Após 

novo ciclo de lavagens com PBS–Tween 20 foi adicionado a solução substrato (0.1 M 

ácido cítrico, 0.2 M Na2HPO4, 0.05% o-phenylenediamine, 0.1% H2O2) a cada poço da 

placa e deixado à temperetura ambiente no escuro por 30 min. A reação foi parada 

adicionando-se 50 µl de H2SO4 4N. A absorbância foi mensurada em um leitor de 

ELISA (Multiscan; Labsystems) com o filtro 492 nm. As reações foram previamente 

padronizadas (Costa-Silva et al., 2008; Meira et al., 2008). Cada amostra de soro foi 

ensaiada em duplicata.  Os valores de absorbância foram subtraídos do “background” e 

a média aritmética de cada grupo foi calculada.  Os valores de cada grupo foram 

representados pelas médias e desvio padrão da absorbância de cada amostra de soro. As 

amostras foram feitas duas vezes para confirmação dos resultados. 
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3.5.3.2. ESA 

Os sobrenadantes das culturas celulares infectadas por T. gondii (preparados 

como descrito por Meira et al., 2008; Costa-Silva et al. 2008 foram retirados após 48 

horas de infecção, passados para tubos de 15 mL (Corning). A seguir, os parasitas foram 

removidos por duas centrifugações de 2800 g por 10 minutos e filtrados em membranas 

com poros de 0,22 µm de diâmetro (MILLIPORE - USA). O sobrenadante livre de 

taquizoítos, contendo as ESAs, foi suplementado com adição de 10 µg/mL de um 

coquetel de inibidores de protease contendo por mL: AEBSF 20µm; EDTA 10µm; 

Bestatin 1,3µm; E-64 0,14µm; Leupeptin 10 nm e Aprotinin 3 nm (Sigma) e 

concentrado em Speed Vac (RC 10.09 - Jouan) por 4 horas. O concentrado final foi 

colocado em saco de diálise com poros que retém moléculas com massa molecular 

superiores a 12 kDa (Sigma) e dialisado contra PBS pH 7.2 a 4°C por aproximadamente 

18 horas. 

 

3.6. Experimentos de resposta imune - grupos experimentais 

3.6.1. Grupos de animais imunizados 

As imunizações foram realizadas como descrito previamente por Pereira-

Chioccola et al. (1999) e Costa-Silva et al (2008). Grupos de 5 camundongos A/Sn 

fêmeas foram imunizados por via intraperitoneal com 4 doses quinzenais (0; 2; 4; 6) de 

20 µg/animal de ESA acoplado ao adjuvante ALUM (0,5 mg de hidróxido de 

alumínio/animal – J. T. Baker). 

 

3.6.2. Grupos controles 

3.6.2.1. Controle negativo 

O grupo controle negativo recebeu por via intraperitoneal 4 doses quinzenais de 

adjuvante ALUM (0,5 mg de hidróxido de alumínio/animal – J. T. Baker) dissolvido em 

200 µl de solução salina estéril. Este grupo também foi constituído de 5 camundongos 

A/Sn, sendo as doses administradas no mesmo período do grupo imunizado.  
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3.6.2.2. Controle positivo 

O grupo controle positivo foi constituído de 5 camundongos A/Sn infectados 

com a cepa ME-49, conforme descrito no item 3.4.3. 

Uma semana após a última imunização, amostras de sangue foram coletas pela 

via caudal dos grupos de camundongos imunizados e controle negativo para 

determinação de anticorpos específicos, bem como para os experimentos de 

opsonização. Soro proveniente do grupo de animais infectados (positivos), foram 

coletados 50 dias pós-infecção. Para os ensaios de citocinas, baço de três camundongos 

foram coletados dentro de condições assépticas.  

 

3.6.3. Grupos de animais- experimentos de opsonização 

  Três grupos de 5 camundongos A/Sn receberam pela via intraperitoneal IgG 

provenientes de animais imunizados, IgG anti-T. gondii e IgG de animais livres de 

infecção incubados com 1x103  taquizoítos da cepa RH, sendo observados os níveis de 

parasitemia e o índice de sobrevida. Conforme descrito no item 3.9.1. 

 

3.7. Desafio dos camundongos imunizados com T. gondii 

Realizadas as imunizações, uma semana após a última dose, prosseguiu-se com 

o desafio dos grupos de camundongos (imunizados e controles: positivos e negativos) 

com 1x103 taquizoítos da cepa RH/animal. Após o primeiro dia de infecção, diariamente 

foi observada a mortalidade em todos os grupos. Do 4º ao 7º dia pós-desafio foi 

coletado sangue pela via caudal de cada grupo de animais (soros em pool). Deste 

sangue, o DNA foi extraído, conforme descrito no item 3.7.1.2., com a finalidade de 

estimar os níveis de parasitemia nos camundongos por qrtPCR. Os índices de sobrevida 

foram observados diariamente e o experimento realizado duas vezes. 
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3.7.1. Determinação dos níveis de parasitemia por qrtPCR (Quantitative real-time 

PCR) dos animais desafiados 

3.7.1. 2. Extração de DNA de taquizoítos da cepa RH para confecção de curva 

padrão 

 Para a determinação dos níveis de parasitemia, foi necessária a construção de 

uma curva padrão de DNA, sendo utilizados taquizoítos da cepa RH de T. gondii. Os 

parasitas foram contados em câmara de Neubauer e acertados à concentração de 1x107 

parasitas. Os parasitas foram diluídos em série para obter os pontos da curva padrão, 

variando a concentração de 1x107 a 10 parasitas (Mesquita et al., 2010; Reimão et al., 

2012). As diversas concentrações foram centrifugadas e os sedimentos dissolvidos em 

uma solução contendo 10mM tris-HCl pH8,0; 10mM EDTA; 0,5% SDS; 0,01% N-

laurilsarcozyl; 100ug/mL de proteinase K. Foram misturados e incubados a 56ºC até a 

completa lise. O DNA foi extraído usando o PureLink Genomic DNA (Qiagen), de 

acordo com as instruções do fabricante. Os pontos da curva foram testados em triplicata. 

 

3.7.1.3. Extração de DNA de sangue e qrtPCR 

As amostras de sangue provenientes dos camundongos dos grupos desafiados 

(item 3.7.) e dos grupos de camundongos que foram infectados com parasitas 

opsonizados (item 3.9.1) foram coletadas do 4º ao 7º dia pós infecção e adicionadas 

(pool/grupo) em um tubo contendo 200 µl de tampão de lise (10 mM Tris– HCl, pH 8.0; 

10 mM EDTA; 0.5% SDS; 0.01% N-laurilsarcozyl, 100 µg/mL proteinase K). As 

extrações de DNA foram feitas pelo kit PureLink Genomic DNA (Qiagen), de acordo 

com as instruções do fabricante. Os pellets de DNA foram dissolvidos em água ultra 

pura. As concentrações e a pureza do DNA foi determinada pela razão da D.O de 260 e 

280 nm em NanoDrop ND100 (Thermo Scientific). Cada qrtPCR foi feita como descrito 

anteriormente por Mesquita et al., 2010 com o aparelho Applied Biosystems 7300 Real 

Time PCR System em um volume final de 20µl. As amostras ou DNAs controles (3 µl) 

foram adicionadas a uma mistura contendo 10 µl de 2X TaqMan Universal PCR Master 

Mix e 1µl do“Assay Mix” que inclui o iniciador forward, 18 µM (5’-

CAAGCAGCGTATTGTCGAGTAGAT-3'); o iniciador reverse, 18 µM (5’-
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GCGTCTCTTTCATTCCCACATTTT-3’); e a sonda TaqMan MGB marcada com o 

fluoróforo FAM, 5 µM (5’- CAGAAAGGAACTGCATCCGTT -3’). As amplificações 

continham 2 controles negativos (água ultrapura e um DNA negativo para 

toxoplasmose) e um controle positivo (DNA extraído da cepa RH de T. gondii). As 

amplificações foram realizadas com uma temperatura inicial de 50°C por 2 minutos 

para a atividade ótima da enzima AmpliErase UNG e 95°C por 10 min. Em seguida 

foram realizados 40 ciclos compostos de 95 o C por 15 segundos e 60 oC por 1 minuto. 

O sistema ABI 7300 verifica o sinal fluorescente a cada segundo e calcula 

automaticamente o mean baseline (ou baseline fluorescence), ou seja, o “sinal de 

fundo” da fluorescência gerado durante os ciclos iniciais (3-15) da qrtPCR. Com base 

nesta “fluorescência de fundo” pode-se detectar a fluorescência gerada pelo acúmulo de 

DNA amplificado, denominado Ct (threshold cycle), com acurácia. O Ct é definido 

como o ciclo em que a fluorescência excede estatisticamente o mean baseline, sendo 

proporcional ao número de DNA alvos presentes na amostra e representando a mesma 

quantidade de produtos amplificados presentes no tubo.  

 

3.8. Experimentos de resposta celular 

Os experimentos de resposta celular foram realizados no Instituto Butantan, no 

laboratório de Bacteriologia. 

 

3.8.1.Obtenção de linfócitos 

Baços de 3 camundongos A/Sn  divididos nos grupos: imunizados e controles 

(positivo e negativo) foram retirados de forma estéril com o auxílio de tesoura e pinça. 

Posteriormente o baço foi dissociado em PBS (PH 7.2) em uma placa de petri e com 

ajuda de duas lâminas com extremidade esmerilhada o baço foi comprimido entre as 

duas extremidades. O conteúdo da placa de petri, com as células em PBS, foi transferido 

para um tubo falcon, adicionado PBS até completar 20 mL e centrifugado em 1000 g 

por 10 min à 4º C. Sobre o pellet foi adicionado tampão ACK pH 7,2 (NH4Cl 0,15M; 

KHCO3 10mM; Na2EDTA 0,1M) e deixado agir por 5 minutos em repouso. 

Posteriormente as células do baço foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas 
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em meio RPMI + 10% SFB, β-Mercapto e antibióticos (penicilina: 50 U/mL ou 

estreptomicina: 50 mg/mL) em placa de 24 poços (500 µl/poço - 5x106/poço mL). 

 

3.8.2 Cultura de Linfócitos para dosagem das citocinas 

Os linfócitos obtidos como descrito no item anterior e distribuídos em placas de 

24 poços foram incubados com ESA e ALT em diferentes concentrações (0,5, 1, 5, 25 e 

50µg/ poço) a fim de se padronizar a concentração desejada. Para controle dos 

experimentos in vitro, em todos os ensaios realizados com esplenócitos dos três grupos 

de camundongos (imunizados, controle positivo e negativo) foram incluídos, dois poços 

controles em duplicata (positivo e negativo). Os poços que ficaram sem estímulo, 

apenas com o meio de cultura foi considerado negativo. Os outros dois poços foram 

estimulados com proliferadores mitóticos (ConA ou LPS), sendo considerados controles 

positivos. ConA - Sigma (2 µg/mL) foi utilizado como controle de produção das 

citocinas: IL-10, IL-4 e IFN-γ e LPS de Escherrichia coli O11 B4 (2 µg/mL) - Sigma 

para TNF-α. ConA e LPS são indutores da formação destas citocinas. Os sobrenadantes 

das culturas de esplenócitos foram coletados após 20 hs para dosar TNF-α, 48hs para 

IL-10 e IL-4 e após 72 h para IFN-γ. Foram feitos pelo menos três experimentos in vitro 

para cada grupo de animal (imunizados e controles: positivo e negativo). 

Após os experimentos in vitro descritos acima as citocinas IFN-γ, IL-4, TNF-α e 

IL-10 foram dosadas nos sobrenadantes colhidos com o auxílio de kits específicos 

(Ebioscience) por ELISA, sendo seguida as instruções do fabricante. A absorbância foi 

mensurada em um leitor de ELISA (Multiscan; Labsystems) com o filtro 450 nm. Os 

resultados expressos em D.O (densidade óptica) foram convertidos em pg/mL a partir 

de uma curva de concentração feita com um anticorpo recombinante sabidamente 

conhecido que integrava o kit. O limite de detecção para cada teste foram os seguintes: 

IFN-γ 62,5 pg/mL, IL-4 7,8 pg/mL, IL-10 foi de 62,5 pg/mL e TNF-α 31,25 pg/mL.   
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3.9. Padronização e determinação dos níveis de IgM e subclasses de IgG: IgG1 e 

IgG2a por ELISA  

ESA ou ALT foram utilizados como antígenos nas reações com objetivo de 

avaliar os anticorpos dos camundongos imunizados e controles (positivo e negativo). 

Ambos antígenos foram diluídos em 0,1M bicarbonato de sódio pH 8.5 nas 

concentrações desejadas (ESA- 5µg/mL e ALT- 1µg/mL) e colocados 50 µl por orifício 

em placas escavadas de fundo chato com 96 orifícios (Corning). Após a incubação por 

18 horas com os respectivos antígenos à 4°C, foram feitas 5 lavagens com PBS Tween 

(0,05%). As placas foram então bloqueadas com 100 µl de PBS-Leite desnatado 5% por 

30 minutos em temperatura ambiente. As padronizações foram realizadas com 5 soros 

por grupo em duplicata. Para cada grupo os soros foram diluídos seriadamente a partir 

de 1:16 à 1:512 em PBS-Leite desnatado 5% e foram adicionados nos orifícios em 

duplicata num volume de 50 µl e incubados por uma hora a 37°C. Após novas 5 

lavagens com PBS Tween 0,05% foram adicionados 50 µl/orifício de IgM, IgG1 e 

IgG2a de camundongo conjugada a peroxidase (Sigma) nas diluições de (1:1000; 

1:2000; 1:8000). As placas foram incubadas por mais uma hora à 37°C. Após novas 

lavagens, ocorreu a revelação da reação em câmara escura após 30 minutos, e posterior 

interrupção com H2SO4 4 N.  A absorbância foi mensurada em um leitor de ELISA 

(Multiscan; Labsystems) com o filtro 492 nm. As reações foram previamente 

padronizadas (Costa-Silva et al., 2008; Meira et al., 2008). Cada amostra de soro foi 

ensaiada em duplicata.  Os valores de absorbância foram subtraídos do “background” e 

a média aritmética de cada grupo foi calculada. Os valores de cada grupo foram 

representados pelas médias e desvio padrão da absorbância de cada amostra de soro. As 

amostras foram ensaiadas duas vezes para confirmação dos resultados e estes analisados 

conforme descrito no item 3.10. 

 

3.9.1. Purificação de anticorpos e experimentos de opsonização 

Soros em pool foram coletados de cada grupo de camundongos (imunizados, 

crônicos e normais) e utilizados para purificação em coluna de proteína A. Os soros 

foram diluídos separadamente em fosfato de sódio à 20 mM e passado em coluna de 

proteína A (HiTrap- 1 mL, Amersham Biosciences) previamente equilibrada no mesmo 
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tampão. Após a lavagem da coluna com 10 volumes do tampão, os anticorpos foram 

eluídos com ácido cítrico à 0.1 M (pH 3.6). Cada fração eluída (500 µL) foi 

imediatamente neutralizada pela adição de 50 µL de TrisHCl (pH 8.8) 1.5M e o material 

eluído dializado contra um litro de PBS. A quantificação de proteína foi estimada pela 

absorbância à 280nm em NanoDrop ND100. 

Os anticorpos purificados de cada grupo, na concentração de 2.5µg foram 

incubados com 1x103 taquizoítos (cepa RH) à 37°C por 90 minutos. Em seguida, os 

parasitas foram utilizados para infectar outros 3 grupos de 5 camundongos A/Sn. O 

primeiro grupo recebeu parasitas incubados com IgG purificada de camundongos 

imunizados. O Segundo grupo recebeu os parasitas incubados com IgG purificada anti-

T. gondii (camundongos infectados crônicos); e o último de camundongos normais 

(livres de infecção). Todos os animais receberam  o inóculo pela via intraperitoneal 

contendo os anticorpos (0.5µg) e taquizoítos (1 x103).  

Alíquotas de sangue dos camundongos foram coletados nos 4º, 5º, 6º dias pós-

infecção para determinação dos níveis de parasitemia por qrtPCR, conforme descrito no 

item 3.7.1.2 e os índices de sobrevida observados diariamente. Os experimentos foram 

realizados duas vezes para confirmar os resultados. 

 

3.10. Análise estatística 

As análises estatísticas deste trabalho foram feitas com o auxílio do software 

GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram calculados pelo teste T de Student por análise 

bicaudal não pareada. Os dados foram considerados estatisticamente significantes 

quando p<0,05. Todas as análises correspondem pelo menos três experimentos e 

representam os valores médios com desvio padrão. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Otimização da produção in vitro da cepa RH de T. gondii em células VERO 

(ATCC- CCL-81) 

As padronizações das culturas de células VERO em meio VP para infecção com 

T. gondii foram feitas em dois passos. O primeiro foi para se estabelecer o inóculo 

ótimo de células para a formação da monocamada celular na garrafa de cultura. Quatro 

diferentes concentrações foram testadas (1x105, 5x105, 1x106 ou 5x106 células) em 

garrafas de 25 cm2 em um volume total de 5 mL de meio VPM SFM AGT. As culturas 

de células foram avaliadas diariamente. A tabela 1 mostra que a melhor concentração 

foi de 1x106 como inóculo inicial e a formação total da monocamada foi de 96 horas. A 

concentração de 5x106 como inóculo inicial resultou em uma rápida confluência para 

formação da monocamada (48hs); porém após 72 hs gerou-se um excesso de células e 

ocorrência de morte celular.  

A segunda etapa foi feita para estabelecer o número ótimo de taquizoítos para a 

infecção das culturas. Três garrafas de 25 cm2 (em triplicata) contendo 1x106 células 

VERO livre de SFB foram infectadas com 7x105, 1.5x106 e 3x106 taquizoítos em um 

volume final de 5 mL. Como mostra a tabela 2, a melhor coleta de taquizoítos foi de 

2.1x107/mL utilizando um inóculo inicial (1.5x106 taquizoítos/garrafa) após 7 dias de 

infecção. Entretanto resultados similares foram encontrados com as infecções de 0.7 

e/ou 3.0 x106 após 8 a 7 dias de infecção respectivamente. 
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Tabela 1: Formação de monocamada celular em garrafas de 25cm2 com diferentes concentrações por inóculo de células VERO (ATCC- CCL-81). * excesso de células 

ou morte celular 

 

 

 

Concentração inicial de 

células VERO (x106) 

(adicionadas a garrafas 

de 25-cm2) 

 

Percentual de formação da monocamada de células 

Tempo de incubação (hs) 

24 48 72 96 120 

0.1 20 30 50 60 * 

0.5 50 70 80 90 100 

1 70 90 95 100 100 

5 80 100 100 * * 
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Tabela 2: Quantidade de taquizoítos viáveis obtidos de sobrenadante de culturas de células VERO (ATCC- CCL-81) após infecção com a cepa RH de T. gondii a. Os 

resultados foram expressos pela contagem de taquizoítos obtidos de 5 mL de meio das culturas infectadas durante 10 dias. (média de três culturas de 25-cm2).   Os 

experimentos foram feitos em duas vezes para confirmar os resultados. * Parasitas inviáveis. 

 

Número de 

taquizoítos 

adicionados em 

garrafas de 25-

cm2 (x106)a 

Quantidade de taquizoítos viáveis liberados (x106/mL) 

Dias pós-infecção (multiplicação dos taquizoítos após inóculo inicial) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0.7 0 0 0.1 0.2  1.3 11.2 20 20 11 * 

1.5 0.01 0.05 0.05 0.1 0.5 1.2 21 10 10 * 

3.0 0.01 0.02 0.08 0.2 0.9 6.2 20 17 * * 
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4.2. Infectividade de T. gondii in vitro e in vivo  

 

A infectividade dos taquizoítos liberados das culturas celulares foi avaliada 

durante 30 passagens em cultura. Dois grupos de camundongos Swiss foram infectados 

com 1x105 e 1x106 parasitas provenientes de culturas de células comparando-se com 

outro grupo que foi infectado com a mesma quantidade de parasitas, porém com 

taquizoítos provenientes de camundongos (grupo controle), como descrito em Materiais e 

métodos. A Figura 5 A mostra a quantidade de taquizoítos do fluído peritoneal de 

camundongos infectados 4 dias antes com taquizoítos provenientes de culturas celulares 

(a cada 5 passagens) e a Figura 5 B com taquizoítos provenientes de outro grupo de 

camundongos. Os resultados foram expressos com as médias e desvios padrão de dois 

camundongos por grupo. A análise estatística (Test T de Student’s e test F) foram feitos 

para determinar se a infectividade com parasitas provenientes de culturas de células 

(Figura 5A) e de camundongos Swiss (Figura5B) foram estatisticamente diferentes. A 

análise de variância feita pelo teste F revelou que os grupos infectados com 1x105 

parasitas, 1A e 2A (1.348, P= 0.2520) não foram estatiscamente diferentes, bem como os 

grupos 1B e 2B (1.199, P=0.2520), que receberam 1x106 parasitas. Embora tenha sido 

observado variações de infectividade por grupo durante o mesmo período de inoculação, 

estes resultados mostraram que as concentrações de taquizoítos recolhidas no fluído 

peritoneal após 4 dias de infecção foram similares nos camundongos infectados com 

taquizoítos provenientes de culturas de células VERO ou de outros grupos de 

camundongos. Tanto os dados dos experimentos in vitro e in vivo mostrou que ao menos 

até a 30ª passagem em cultura, os parasitas mantiveram a mesma infectividade que in 

vivo. 
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Figura 5: Experimentos de infectividade in vivo: Número de taquizoítos de T. gondii colhidos de lavado 

peritoneal de camundongos após 4 dias de infecção. A. Grupo 1A, barras pretas; e 1B, barras brancas 

receberam 1x105 e 1x106 taquizoítos/animal, respectivamente. Estes parasitas foram provenientes de 

sobrenadantes de culturas de células VERO previamente infectadas sem SFB. B. Grupos controles 2A 

(barras pretas) e 2B (barras brancas) receberam no mesmo dia o mesmo esquema de taquizoítos, 

porém com parasitas coletados de outro grupo animais infectados. Os taquizoítos das culturas 

celulares foram coletados das passagens indicadas na Figura. Os valores expressam as medias e os 

desvios padrão de dois camundongos por grupo. Os experimentos foram feitos duas vezes em 

períodos diferentes e os resultados foram similares. O test T Student's e revelou que os grupos 1A e 

2A, bem como 1B e 2B foram estatisticamente similares (P > 0.05). 

 

4.2.1 Características genéticas e antigênicas dos taquizoítos após várias passagens 

em culturas celulares 

 

Os experimentos de sequenciamento foram feitos para se estimar se após várias 

passagens em culturas celulares, os parasitas mantinham a mesma homogeneidade 

genética. Diferentes regiões do gene SAG2 têm sido utilizadas em estudos de 

genotipagem (Howe et al., 1997; Khan et al., 2007; Ferreira et al., 2008). Assim, duas 

regiões diferentes do gene SAG2 foram utilizadas para o sequenciamento. As análises 

foram feitas nos produtos de PCRs amplificados de DNA extraído de taquizoítos 

coletados nas culturas celulares a cada 5 passagens. Um produto de PCR foi de uma 
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região de 300-pb do gene SAG2 localizado próximo a porção final 5’. O segundo 

produto de PCR foi de 240-pb, localizado na porção oposta final 3’.Primeiramente a 

qualidade do sequenciamento foi verificada comparando-se as sequências obtidas com 

outras descritas anteriormente no GenBank. Os resultados confirmaram a identidade 

completa com o gene SAG2 e a proteína SAG2. O próximo passo foi o alinhamento 

como mostrado na Figura 6, de todas as amostras (1a, 5a, 10a, 15a, 20a e 30a passagens) 

que apresentaram a mesma sequência de nucleotídeos. Nenhuma modificação foi 

observada durante 30 passagens, mostrando identidade genética conservada. 

Em seguida as características antigênicas foram avaliadas por ELISA utilizando-

se soro imune. Um protocolo adicional para a lise dos taquizoítos foi testado. Os 

taquizoítos foram lisados com pérolas de vidro em vórtex. O método convencional de 

lise inclui a sonicação dos parasitas. Como mostrado na tabela 3, a lise utilizando 

pérolas de vidro em vórtex foi mais rápida e eficiente do que a com sonicador. 

Os diferentes lotes de ALT provenientes de taquizoítos coletados de 5 em 5 

passagens em cultura de células foram testados por ELISA (coating 2µg/mL de 

ALT/pérolas de vidro). Os resultados estão apresentados na Figura 7. Soros humanos e 

de camundongos negativos para a toxoplasmose mostraram-se negativos nos diferentes 

lotes (1a ao 30a passagem em cultura), bem como todos os lotes foram capazes de 

detectar anticorpos anti- T. gondii provenientes de soros positivos humanos e de 

camundongos. 
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Figura 6: Cepa RH de T. gondii: Sequência de nucleotídeos localizada na região SAG2 próximo à extremidade 5’ (A) e na extremidade oposta 3’ (B). Análise do 

alinhamento das sequências dos produtos de PCR amplificados do DNA extraído de taquizoítos coletados a cada 5 passagens nas culturas celulares da (1a, 5a, 10a, 15a, 

20a, 25a e 30a). 
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Tabela 3: Produção de ALT. Comparação entre o método convencional (sonicação) e com pérolas de 

vidro (vórtex). A metodologia foi ensaiada utilizando 1x107 taquizoítos de cultura de células/mL 

conforme descrita no item Materiais e métodos. 

 
 

 

Produção de ALT 

Protocolo para lise de taquizoítos 

Sonicação Pérolas de vidro 

Período/lise 10 ciclos/5 minutos 8 ciclos/4 minutes 

Interval de lise (min) 2 2 

% lise 80-90 100 

 

 

 

Figura 7.  Reatividade imunológica determinada por ELISA utilizando como antígeno ALT (2 µg/mL) 

provenientes de taquizoítos coletados na 1a, 5a, 10a, 15a, 20a, 25a e 30a passagens em cultura de células 

VERO. Os resultados representam os valores médios de absorbância de cada amostra de soro na 

densidade óptica de 492 nm (ELISA) ±DP obtidas de: 10 soros de pacientes cronicamente infectados 

(círculos vazios); 10 soros de indivíduos normais sem toxoplasmose (quadrados vazios); 3 “pools” de 

soros de camundongos positivos infectados com a cepa ME-49 (círculos pretos); e 3 “pools” de soros de 

camundongos negativos (quadrados pretos).  
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4.3. Padronização da PCR tempo real (qrt-PCR) 

4.3.1. Determinação do limite de detecção 

 Para determinar o comportamento e o limite de detecção da reação foi realizada  

uma curva padrão com diluições seriadas de DNA extraído das formas taquizoítos da 

cepa RH de T. gondii provenientes de cultura de células VERO. Os pontos da curva 

variaram entre concentrações de 1x107 a 10 taquizoítos. Os “Cycle Threshold” (CT) 

obtidos foram plotados contra as diferentes concentrações de parasitas. O número de 

parasitas foi calculado pelo valor do CT, pela equação de regressão linear, y=ax+b, 

onde: y = CT; a = inclinação da curva (slope); x= número de parasitas; b= onde a curva 

intercepta o eixo do y (y intercept) (Reimão et al., 2012), obtendo-se assim a curva 

padrão expressa na Figura 8. 

Deste modo foi possível estimar o número de parasitas presentes em cada 

amostra. Como mostra na Figura 8, a curva apresentou ótima linearidade e 

reprodutibilidade, sendo o seu R2= 0,9856 indicando grande correlação entre as 

variáveis P<0,0001. Foi determinado o limite de detecção da curva correspondendo ao 

CT de 37,91. 
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Figura 8: Curva padrão obtida do log das diluições seriadas de DNA de T. gondii e seus respectivos 

valores de CT. 
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4.4. Desafio dos grupos imunizados e controles 

A partir da curva padrão realizada anteriormente procedeu-se com o desafio dos 

animais, a fim de determinar a efetividade da resposta imune produzida após a 

imunização. Foi observado que os grupos imunizados e controle positivo e negativo 

desafiados com 1x103 taquizoítos da cepa RH uma discreta proteção conferida pela 

imunização, retardando a morte dos camundongos imunizados por 2 dias em relação o 

grupo controle negativo. O grupo controle positivo mostrou que a infecção prévia 

protegeu o organismo do desafio posterior, não sendo observada morte destes animais 

que foram acompanhados por 3 meses (Figura 9). Os resultados de parasitemia por 

qrtPCR confirmam os de mortalidade. Podemos notar na Figura 10 que no desafio 

(reinfecção) do grupo controle positivo, houve ausência de parasitemia quantificável e 

que no grupo imunizado a parasitemia foi menor que no grupo controle negativo.  
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Figura 9: Índice de sobrevida após desafio com 1x103 taquizoítos da cepa RH dos grupos camundongos 

imunizados (verde), controle positivo (vermelho) e negativo (preto). Resultados expressos em 

porcentagem acumulativa. 
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Figura 10: qrtPCR de amostras de sangue coletados via caudal do 4º ao 7º pós-desafio com 1x103 

taquizoítos da cepa RH de T. gondii dos grupos de camundongos imunizado (verde), controle negativo 

(branco). 

 

4.5. Experimentos de Resposta Celular: detecção de citocinas 

4.5.1 Testes de proliferação linfocitária, padronizações 

Após os experimentos de desafio deu-se continuidade com os experimentos de 

resposta celular. Os linfócitos provenientes de baços dos três grupos de animais: 

imunizados e controles (positivos e negativos) foram estimulados com ESA e ALT nas 

concentrações de 0,5; 1; 5; 25 e 50µg/ poço. Para IFN-γ e TNF-α a concentração ótima de 

ambos os antígenos para estímulo foi de 5µg/poço. Para IL-4 e IL-10 a concentração foi 

de 25 µg/poço. Estas concentrações foram as utilizadas em todos os experimentos.  

Os mitógenos utilizados (ConA ou LPS) foram satisfatórios quanto a 

proliferação linfocitária em todos os grupos estudados, funcionando como controle 

positivo para a detecção de citocinas. Sendo assim, para cada experimento os linfócitos 

provenientes de baço de camundongos imunizados e controles (positivo e negativo) 

foram estimulados separadamente com ConA ou LPS para avaliação da viabiliadade 

celular. Em relação à produção de IFN-γ, as células de camundongos imunizados quando 
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estimuladas com ConA tiveram uma produção média de 2249,2 pg/mL, as de animais 

controle positivo e negativo 3313 pg/mL e 3574,8 pg/mL respectivamente. Quanto à 

produção de IL-4, os linfócitos do grupo de camundongos imunizados quando 

estimulados com ConA produziram uma média de 18,3 pg/mL; de camundongos 

positivos foi 23,7 pg/mL. Células provenientes de camundongos controle negativos 

sintetizaram 4,2 pg/mL. ConA também foi efetivo na produção de IL-10, produzindo 

7609,3 pg/mL em células de camundongos imunizados; 5416 pg/mL em células de 

camundongos controle positivo e 8919,3 pg/mL em células de camundongos controle 

negativo. Em relação à produção de TNF-α, os linfócitos provenientes de camundongos 

imunizados quando estimulados com LPS induziram a produção de 858,6 pg/mL. 

Linfócitos de camundongos controle positivo e negativo produziram 1107,4 pg/mL e 

657,2 pg/mL de TNF-α respectivamente (Figura 11).  
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Figura 11. Produção de IFN-γ (A); TNF-α (B); IL-4 (C) e IL-10 (D) em linfócitos provenientes 

de baço de camundongos A/Sn imunizados com ESA associado à ALUM (verde) e controles: positivo 

(vermelho) e negativo (branco) estimulados in vitro com proliferador mitótico ConA para IFN-γ, IL-4 e IL-

10 ou LPS para TNF-α. As citocinas foram dosadas por ELISA nos sobrenadantes de cultura de linfócitos.  

A B 

C D 



65 
 

4.5.1.2. IFN-γ 

Linfócitos provenientes de animais do grupo imunizado com ESA e do controle 

negativo e estimulados in vitro com ESA não produziram IFN-γ (Figura 12A), porém 

quando estas mesmas células foram estimuladas in vitro com ALT, foi observada a 

síntese desta citocina com uma produção média de 1547,8 pg/mL (Figura 13A), a qual foi 

maior do que as células provenientes do grupo controle positivo (1398,4 pg/mL).  

As células do grupo de animais controle positivo estimuladas in vitro com ESA 

produziram IFN-γ com um total de 3632 pg/mL (Figura 12A). Estes níveis foram maiores 

e estatisticamente significantes (*** p< 0,0005) do que quando estimuladas com ALT 

como citado no parágrafo anterior. Os valores obtidos pelas diferenças de produção de 

IFN-γ das células do grupo controle positivo estimuladas com ALT quando comparado 

aos outros grupos estudados (imunizado e controle negativo) estimulados com ALT 

foram estatisticamente significantes *** p< 0,0005). O grupo controle negativo 

apresentou uma produção de 1134,2 pg/mL para ESA e 1116 pg/mL para ALT. 

 

4.5.1.3. TNF-α 

ESA foi capaz de induzir a síntese de TNF-α in vitro nos linfócitos dos grupos 

de animais imunizados (350 pg/mL) e animais controle positivos (397 pg/mL) 

similarmente (Figura 12B). O mesmo resultado foi encontrado para o estímulo ALT, 

porém em níveis maiores (511,3 pg/mL e 535 pg/mL respectivamente) (Figura 13B). 

Ambos os antígenos foram capazes de induzir níveis de TNF-α estatisticamente 

significantes (*** p< 0,0005) quando comparados aos sobrenadantes provenientes de 

linfócitos do grupo controle negativo que produziu 160,11 pg/mL para ESA e 178,378 

pg/mL para ALT (Figura 12B e 13B).  
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4.5.1.4. IL-4 

 O estímulo in vitro ESA foi mais eficiente do que ALT em produzir IL-4 nos 

linfócitos provenientes dos camundongos imunizados e do controle positivo (9 pg/mL e  

9,3 pg/mL respectivamente) (Figura 12C).  ALT não foi eficiente em produzir esta 

citocina nas células dos animais imunizados, produzindo níveis muito baixos (2,3 

pg/mL). (Figura 13C). Os linfócitos dos animais controles e estimulados in vitro com 

ambos antígenos (ESA ou ALT) não produziram IL-4 (Figura 12C e 13C).  

 

4.5.1.5. IL-10 

Altos níveis de IL-10 foram observados nos sobrenadantes de linfócitos dos 

animais imunizados e controle positivo (Figura 12D e 13D) estimulados com ESA (8608 

pg/mL e 9480 pg/mL respectivamente) e ALT (8096,9 pg/mL e 10009 pg/mL 

respectivamente), apresentando diferenças estatisticamente significantes  quando 

comparados as células provenientes do grupo controle negativo (***p< 0,0005), que 

apresentou uma síntese de 3492,5 pg/mL para ESA e 3198,4 pg/mL para ALT.  

Ambos os antígenos induziram maiores níveis desta citocina nas células do 

grupo controle positivo. 
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Figura 12. Produção de IFN-γ (A); TNF-α (B); IL-4 (C) e IL-10 (D) em linfócitos provenientes 

de baço de camundongos A/Sn imunizados com ESA associado à ALUM (verde) e controles: positivo 

(vermelho) e negativo (branco) estimulados in vitro com ESA. Todo experimento como controle utilizou 

um poço com proliferador mitótico ConA para IFN-γ, IL-4 e IL-10 ou LPS para TNF-α, bem como um 

poço sem estímulo. As citocinas foram dosadas por ELISA nos sobrenadantes de cultura de linfócitos. 

Comparação das reatividades entre os grupos por teste T (95% de intervalo de confiança * p<0,05; ** 

p<0,005; *** p<0,0005).  
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Figura 13. Produção de IFN-γ (A); TNF-α (B); IL-4 (C) e IL-10 (D) em linfócitos provenientes de baço de 

camundongos A/Sn imunizados com ESA associado à ALUM (verde) e controles: positivo (vermelho) e 

negativo (branco) estimulados in vitro com ALT. Todo experimento como controle utilizou um poço com 

proliferador mitótico ConA para IFN-γ, IL-4 e IL-10 ou LPS para TNF-α, bem como um poço sem 

estímulo. As citocinas foram dosadas por ELISA nos sobrenadantes de cultura de linfócitos. Comparação 

das reatividades entre os grupos por teste T (95% de intervalo de confiança * p<0,05; ** p<0,005; *** 

p<0,0005). 
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4.4. Concentrações de anticorpos IgM, IgG1 e IgG2a  

4.4.1. Padronizações 

Após a verificação da resposta celular, o próximo passo foi estudar a resposta 

imune humoral. Os experimentos iniciais foram para padronizar as concentrações de soro 

e de IgM, IgG1 e IgG2a de camundongo conjugada a peroxidase na reação de ELISA. 

Foram utilizados para as padronizações os antígenos ESA e ALT. As reações foram feitas 

conforme descrito no item 3.8. de Materiais e métodos. Como mostra as Figuras 14A, B e 

C os títulos dos soros para os conjugados IgM, IgG1 e IgG2a, quando se usa ESA como 

antígeno foi de 1:32 (Figura 14A), 1:128 (Figura 14B) e 1:512 (Figura 14C) 

respectivamente. Com o antígeno ALT, os títulos dos soros para os conjugados IgM, 

IgG1, e IgG2a foram 1:64 (Figura 15A); 1:512 (Figura 15B) e 1:512 (Figura 15C), 

respectivamente.  

 

 

 

 

 

Figura 14: Determinação do título do soro para IgM (A), IgG1(B) e IgG2a(C) em soros de camundongos 

A/Sn imunizados (ESA + ALUM) (verde), controle positivo (vermelho) e controle negativo (preto). Em 

placas sensibilizadas com o antígeno ESA. Títulos dos soros: 1:32 para IgM, 1:128 para IgG1 e 1:512 

para IgG2a. Os experimentos foram realizados com 5 soros em “pool” provenientes de 5 camundongos 

por grupo em duplicata. 
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Figura 15: Determinação do título do soro para IgM (A), IgG1(B) e IgG2a(C) em soros de camundongos 

A/Sn imunizados (ESA +ALUM) (verde), controle positivo (vermelho) e controle negativo (preto). Em 

placas sensibilizadas com o antígeno ALT. Título dos soros para IgM (A), IgG1 (B) e IgG2a (C). Títulos 

dos soros: 1:32 para IgM, 1:512 para IgG1 e IgG2a Os experimentos foram realizados com soros em 

“pool” provenientes de 5 camundongos por grupo em duplicata. 

 

4.5. Produção de anticorpos 

A imunização com ESA em camundongos A/Sn induziu alta produção de 

anticorpos IgM e IgG1, quando comparado ao grupo de camundongos positivos. Estes 

achados foram verificados por ELISA utilizando-se como antígenos: ESA (Figura 16A) 

e ALT (Figura 16B). Quanto à produção de IgG2a os resultados foram inversos. O 

grupo de camundongos positivos produziram altos títulos desta subclasse de 

imunoglobulina (Figura 16A e B), em ESA e ALT. A imunização com ESA, por sua 

vez, induziu fracamente a produção destes anticorpos. As reatividades contra ESA 

(16A) e ALT (16B) foram estatisticamente significantes (teste T- 95% de intervalo de 

confiança * p<0.05 e ** p<0,005). 
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Figura 16: Comparação da produção das imunoglobulinas (IgM, 1:1000; IgG1, 1:2000 e IgG2a, 1:8000) 

em soros de camundongos A/Sn imunizados (ESA + ALUM) verde, controle positivo (vermelho) e 

controle negativo (branco) contra ESA (A) e ALT (B). Título dos soros: IgM, 1:64; IgG1 e IgG2a,1:512. 

Os experimentos foram realizados com soros em “pool” provenientes de 5 camundongos por grupo: 

controle, imunizado e infectado em duplicata.  

 

4.5.1. Experimentos de opsonização e análise de parasitemia pela qrt-PCR  

Para avaliar o efeito dos anticorpos anti-ESA na parasitemia e na mortalidade, 

1x103 taquizoítos (cepa RH) foram incubados com IgG purificada de soros provenientes 

de camundongos imunizados, crônicos e livres de infecção. Estes parasitas opsonizados 

foram utilizados para infectar 3 grupos de camundongos A/Sn e a parasitemia e a 

mortalidade foram monitoradas diariamente. Para avaliar a parasitemia amostras de 

sangue foram coletadas para avaliação pela qrtPCR do 4º ao 7º dia. No 7º dia apenas foi 

coletado sangue dos camundongos imunizados, visto a mortalidade antecipada dos grupos 

controles. Camundongos desafiados com taquizoítos opsonizados com IgG anti-ESA ou 

IgG anti- T. gondii tiveram menor parasitemia (Figura 17) do que quando comparados 

com IgG de camundongos livres de infecção. Além disso, a opsonização de parasitas com 

IgG anti-ESA foi mais efetiva, pois a mortalidade foi atrasada em 48 horas quando 

comparada com os animais que foram desafiados com taquizoítos incubados com IgG 

anti- T. gondii (crônicos) ou normal (Figura 18). 
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Figura 17: qrtPCR de amostras de sangue coletados via caudal do 4º ao 7º pós-transferência transferência 

de parasitas opsonizados, 1000 taquizoítos da cepa RH de T. gondii incubados com IgG coletadas de 

camundongos imunizados (verde), controle negativo (branco) e controle positivo (vermelho). No 7º dia 

apenas foi coletado sangue dos camundongos imunizados, visto a mortalidade antecipada dos grupos 

controles. 
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Figura 18: Índice de sobrevida pós-transferência de parasitas opsonizados (0,5µg de IgG/animal em 

grupos de 5 camundongos com anticorpos provenientes de grupo imunizado (verde), grupo controle 

negativo (preto) e grupo controle positivo (vermelho). Resultados expressos em porcentagem 

acumulativa. 
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5.  DISCUSSÃO 

Na toxoplasmose estudos de imunização e pesquisa de novos antígenos são 

muito importantes para o melhor entendimento da doença e aperfeiçoamento das 

ferramentas de diagnóstico disponíveis. A manutenção de cepas e a produção de 

antígenos de T. gondii são de primordial importância na pesquisa científica de resposta 

imune na toxoplasmose. Centros de referência no mundo inteiro usam as formas 

taquizoítos, derivados de cultura de células, como fonte antígeno para testes sorológicos 

(Hughes et al., 1986; Chatterton et al., 2002; Ashburn et al., 2003; Buddhirongawatr et 

al., 2006). A principal vantagem de se utilizar este sistema reside nos aspectos éticos, 

uma vez que não são utilizados animais experimentais para a produção antigênica, além 

do custo e rapidez (Evans et al., 1999; Ashburn et al., 2000). No entanto, outros centros 

de referência ainda utilizam antígenos provenientes de taquizoítos da cepa RH mantida 

somente por inóculos em camundongos (Ware e Kasper 1986; Colombo et al., 2005; Lee 

et al., 2008; Costa-Silva et al., 2008; Meira et al., 2008; Macre et al., 2009; Ferreira da 

Silva et al., 2009; Lynch et al., 2009).  

A primeira parte deste trabalho foi dedicada ao aperfeiçoamento da produção de 

taquizoítos em culturas de células VERO sem adição de SFB, visto que os dois antígenos 

(ESA e ALT) utilizados durante o estudo de resposta imune celular e humoral foram 

feitos a partir de taquizoítos da cepa RH de T. gondii. Em estudos anteriores de nosso 

grupo foi constatado contaminação do antígeno ESA com o SFB, mesmo após lavagens 

sucessivas das garrafas de culturas de células com meio sem SFB antes da infecção 

celular com os parasitas (Meira et al., 2008; Costa-Silva et al., 2008). Dentro desta 

proposta avaliamos se taquizoítos mantidos em culturas de células VERO que crescem 

sem adição de SFB, são capazes de manter as suas propriedades antigênicas, mesmo após 

várias passagens, em relação à antígenos mantidos em animais experimentais. Os 

resultados não mostraram diferenças entre os taquizoítos provenientes de culturas de 

células em relação com os de camundongos. A otimização da produção de T. gondii em 

células VERO que não necessitam da adição de SFB alcançou bons resultados e 

demonstrou que este antígeno é capaz de detectar anticorpos IgG anti - T. gondii, 

mantendo sua imunogenicidade e antigenicidade após 30 passagens em culturas. 
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Já foi relatado anteriormente que a manutenção de antígeno em contínua 

passagem em cultura de células produz taquizoítos viáveis com coletas regulares, sendo 

uma alternativa relevante (Evans et al., 1999). Em adição, linhagens celulares são fáceis 

de serem mantidas, confiáveis e de baixo custo. Toxoplasma gondii têm sido cultivado 

em diferentes linhagens de células com grandes variações na qualidade e quantidade de 

antígeno produzido. Os principais tipos celulares utilizados são Hep-2 (Hughes et al., 

1986), VERO (Costa-Silva et al., 2008, Meira et al., 2008; Saadatnia et al., 2010) e HeLa 

(Hughes et al., 1986; Ashburn et al., 2000; Chatterton et al., 2002; Değirmenci et al., 

2011).  A otimização da produção em massa requer equilibrar fatores como taxa de 

multiplicação da linhagem celular e dos parasitas, bem como, as condições da cultura nas 

diferentes gerações (Hughes et al., 1986). 

A melhor coleta de taquizoítos nas culturas celulares foi 2.1x107 após 7 dias de 

infecção, utilizando um inóculo inicial de 1.5x106 parasitas. Foi conseguida uma boa 

produção de antígeno com infecção de 3 parasitos/célula (1.107), diferente de 

Degirmenci et al., 2011 que utilizaram infecções de até 8 parasitas/ célula e obtiveram 

produção na ordem de 106  taquizoítos.  Estes resultados mostraram que a infecção das 

células VERO sem SFB foi bem sucedida na propagação do parasita in vitro mesmo 

após várias passagens, sem nenhuma perda da infectividade ou decréscimo na taxa de 

multiplicação. 

No que diz respeito à viabilidade dos taquizoítos nas culturas celulares nossos 

dados estão de acordo com Ashburn et al. 2000, os quais  mostraram que taquizoítos 

produzidos em células HeLa por várias passagens mantiveram viabilidade aceitável sem 

diferenças significantes entre coletas iniciais e mais tardias, o que confirma a utilidade 

deste tipo de produção antigênica.  

Uma das maiores questões em relação às contínuas passagens de parasitas em 

culturas celulares, é que estas poderiam levar a perda imunogênica e/ou antigênica 

progressiva. O estudo das sequências de nucleotídeos provenientes de amostras das 

diferentes passagens não mostraram alterações, confirmando mais uma vez a viabilidade 

do antígeno. Embora estes resultados sejam promissores quanto à substituição do uso de 

animais por culturas celulares na produção de antígenos, algumas desvantagens podem 

ser notadas. Protocolos para prevenir a contaminação são necessários, e técnicas 

assépticas em cabines de classe II são as mais recomendadas. Estoques de culturas de 
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células devem ser mantidos separadamente das células infectadas, além da necessidade 

de um sistema de estoque em nitrogênio líquido para recomeçar o processo caso ocorra 

contaminações ou alguma outra falha no sistema de produção de taquizoítos em cultura 

(Harmer et al., 1996). 

Em suma a produção dos antígenos ALT e ESA no presente trabalho corrobora 

com outros estudos. Hughes et al., 1986; Ashburn et al., 2000 mostraram que a 

produção antigênica em cultura de células possui claras vantagens éticas e benefícios 

financeiros. Adicionalmente o uso de meio de cultura formulado sem qualquer 

componente derivado de humanos ou animais foi bem sucedido na produção de 

taquizoítos, minimizando interferências nos ensaios.  

Padronizados os antígenos, partiu-se para o principal objetivo deste estudo: 

investigar a participação da ESA no desenvolvimento da resposta imune e controle da 

infecção por T. gondii a partir dos antígenos produzidos com os taquizoítos adaptados 

ao tipo de cultura celular citado anteriormente. Diante do fato que os sintomas clínicos 

na toxoplasmose são diversos, não há um modelo animal que apresente todos os 

sintomas clínicos que podem ser observados nos humanos. Em adição, o tipo de cepa 

utilizada, a dose do inóculo, o estágio do parasita e a rota de inoculação em conjunto 

com o “background” genético do camundongo têm um grande impacto no curso clínico 

da infecção. A seleção do modelo apropriado para a infecção é uma das coisas mais 

importantes para se obter conclusões apropriadas dos resultados obtidos (Munoz et al., 

2011). Dentro deste contexto, o modelo C57BL/6 é amplamente utilizado em estudos de 

toxoplasmose, mostrando-se susceptível à infecção (Hiramoto et al., 2002; Martin et al., 

2004; El-Malky et al., 2005; Lee et al., 2007) e o modelo A/Sn é conhecido como 

susceptível para infecções com Trypanosoma cruzi (Franchin et al., 1997; Pereira-

Chioccola et al., 1999; Vasconcelos et al., 2003; Araújo et al., 2005).  

Em camundongos C57BL/6 infectados pela via oral com 100 cistos da cepa ME-

49 de T. gondii, observa-se letalidade de 100% dos animais, enquanto que camundongos 

BALB/c sobrevivem a este mesmo inóculo (Liesenfeld et al., 1996). A alteração 

patológica causada pela infecção compartilha alterações morfológicas e histológicas 

como as doenças inflamatórias intestinais (IBD, do inglês “Inflamatory Bowel 

Disease”) em humanos. Essa resposta inflamatória exacerbada resulta em uma 

mortalidade precoce dos hospedeiros susceptíveis (Liesenfeld, 2002). Sendo assim, em 
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estudo anterior de nosso grupo, Costa-Silva et al., 2008, antes da escolha do modelo 

murino para as imunizações efetuaram uma seleção de um modelo murino ideal 

comparando as linhagens C57BL/6 e A/Sn. Neste estudo foi constatado que a cinética 

de parasitemia e a mortalidade nestas duas linhagens de camundongos foram similares, 

quando submetidas ao mesmo inóculo (1x103). Desta forma foi escolhida a linhagem 

A/Sn já que não haviam trabalhos anteriores na toxoplasmose com esta linhagem, além 

da facilidade de manipulação.  

Com estes parâmetros iniciais avaliados, manteve-se a  linhagem A/Sn e o perfil 

de resposta celular e humoral de camundongos imunizados com ESA associada à 

ALUM foi comparado ao de camundongos infectados com a cepa ME-49 de T. gondii 

(controle positivo) e com camundongos que apenas receberam ALUM com PBS 

(controles negativos). Foi considerado como grupo de camundongos positivos os 

infectados pela via oral com a cepa ME-49, visto que esta rota de infecção é a mais 

próxima do que ocorre na natureza, com a integridade do parasita preservada, o que é 

necessário para que a capacidade de penetração nas células intestinais ocorra com 

sucesso para a produção de uma resposta imune protetora adequada induzindo a 

cronicidade (Hiramoto et al., 2002). Os experimentos de desafio dos grupos de 

camundongos A/Sn imunizados com ESA, controles (positivos e negativos) observou-se 

os níveis de parasitemia, determinados por qrtPCR, e o índice de sobrevida. Foi 

constatado que a imunização com ESA contribuiu para o controle da infecção reduzindo 

a parasitemia e atrasando a mortalidade em relação ao grupo controle. O grupo 

infectado crônico com a cepa ME-49 (controle positivo), quando re-infectado com a 

cepa RH (desafio) não apresentou parasitemia e nem mortalidade, durante o período 

estudado. Estes dados sugerem que a resposta imune protetora gerada pela infecção foi 

eficiente em controlar uma infecção causada por outra cepa de T. gondii e que a ESA 

participa deste processo incluindo a resposta celular e humoral, por ser liberada durante 

o processo de penetração celular (Carruthers e Sibley, 1997; Dubremetz, 1998; 

Carruthers e Tomley, 2008), atrasando a mortalidade e reduzindo a parasitemia no 

grupo imunizado.  

A imunidade desencadeada pela infecção por T. gondii é estritamente 

relacionada à  produção de IFN-γ pelos linfócitos T CD8+, células NK e células T 

CD4+ (Werk, 1985; Hunter et al., 1995). Embora o recrutamento dos linfócitos T CD8+ 
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não serem completamente compreendidos, uma possibilidade é o reconhecimento pelo 

MHC de classe I de células não hematopoiéticas infectadas, que levam a inibição do 

crescimento do parasita, pela secreção de IFN-γ (Suzuki et al., 1990; Denkers et al., 

1997). A habilidade de sobreviver à infecção é dependente da produção de IFN-γ 

(Suzuki et al., 1988, 1989, 1990; Scharton-Kersten et al., 1996). Interessante notar que 

as células dos camundongos imunizados com ESA não respondem ao antígeno 

homólogo quando reestimuladas in vitro para a produção de IFN-γ, porém os linfócitos 

provenientes destes mesmos camundongos imunizados respondem para outras proteínas 

presentes no antígeno ATL induzindo elevados níveis desta citocina.  

Tanto ESA quanto ALT foram capazes de induzir produção de TNF-α nos 

linfócitos dos grupos de animais imunizados e controle positivo em níveis similares e 

com resultados estatisticamente significantes quando comparados às células 

provenientes de camundongos do grupo controle negativo. Também foi observado que 

os níveis de IFN-γ e TNF-α foram produzidos em concentrações similares por linfócitos 

de camundongos imunizados e de camundongos controles positivos quando estimulados 

in vitro com ALT. Estes dados sugerem que durante a infecção ativa, quando os 

taquizoítos estão circulantes e consequentemente a ESA é liberada, o sistema imune do 

hospedeiro é estimulado a produzir IFN-γ e TNF-α. Estas duas citocinas são envolvidas 

no controle da infecção. IFN-γ  induz a síntese TNF-α em células infectadas com a 

intenção de controlar a infecção por T. gondii (Suzuki et al, 2000). Entretanto IFN-γ é 

necessário tanto na resistência da fase aguda quanto da fase crônica (Suzuki et al., 1989; 

Gazzinelli et al., 1993; Denkers e Gazzinelli, 1998) e o recrutamento de TNF-α 

manifesta-se primariamente na fase crônica, quando o parasita reside no SNC (sistema 

nervoso central) (Gazzinelli et al., 1993; Scharton-Kersten, 1996; Deckert-

Schluter,1998). Como as duas citocinas agem sinergicamente durante a infecção, é 

possível que clones específicos de linfócitos T estimulados pela ESA e anticorpos anti-

ESA possam ajudar no controle da infecção. TNF-α tem um papel importante na 

geração de reativos intermediários de oxigênio como mediadores para a resistência do 

hospedeiro na infecção inicial por T. gondii (Denkers e Gazzinelli 1998; Vercammen et 

al., 2000; Leng et al., 2009; Dziadek et al, 2009; Rosemberg et al, 2009). Logo uma boa 

imunização na resposta protetora da toxoplasmose deve induzir a produção de citocinas 

que tenda a um balanço Th1/Th2. 
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Como apresentado, linfócitos de camundongos imunizados e de camundongos 

controle negativos que só receberam ALUM não produzem IFN-γ em resposta ao 

reestimulo com ESA, porém produzem IL-4. Os linfócitos provenientes de baço de 

camundongos controle positivos, produziram IL-4 com ambos estímulos ALT ou ESA. Já 

as células de camundongos imunizados apenas sintetizaram IL-4 quando o reestimulo foi 

ESA. Em relação à IL-10 tanto os linfócitos de animais imunizados com ESA quanto os 

de controle positivos responderam igualmente ao antígeno ESA e ao ALT sintetizando 

altos níveis desta citocina. Apesar das células de camundongos negativos produzirem 

valores altos desta citocina, esta produção foi menos da metade produzida pelos linfócitos 

de camundongos imunizados e controle positivo. IL-4 e IL-10 são citocinas que modulam 

a síntese de IL-12, IFN-γ e TNF-α permitindo que não haja uma resposta imune excessiva 

que possa causar inflamação e dano tecidual (IL-10) (Gazzinelli et al. 1996; Anderson et 

al., 2007; Jankovic et al, 2007; Sun et al., 2009). Simultaneamente IL-4, é produzida 

pelas células Th2 e também suprime a secreção de IFN-γ pelas células Th1 (Swain et al., 

1990; Brinkmann et al, 1993).  

De acordo com Wilson et al. (2005), IL-10 têm um papel importante no balanço 

entre imunidade protetora e desenvolvimento de patologia na toxoplasmose. Estes autores 

e Gazzinelli et al., 1996 (B), demonstraram que camundongos deficientes em IL-10 

desenvolvem uma resposta aguda inflamatória letal, visto que esta citocina controla os 

níveis de IL-12, IFN-γ e TNF-α, sendo assim a morte dos animais associadas à falta de 

IL-10, é relacionada com baixa parasitemia e altos níveis de IL-12, IFN-γ e TNF-α 

(Jankovic et al., 2007). Logo, a resposta encontrada aqui tende ao equilíbrio, visto que 

produz citocinas da resposta Th1, Th2 e Th3, já que IL-10 é citocina pertencente tanto a 

resposta Th2 quanto Th3 (Defrance et al., 1992). Trinchieri, 2007, também ressalta que 

em células animais, células efetoras Th1 produzem IL-10 como meio de prevenção de 

danos colaterais, como um mecanismo de autocontrole, porém esse mecanismo também 

pode ser utilizado como escape por agentes patogênicos. 

Em relação à produção de IL-12P70 e NO (dados não mostrados) não foram 

detectados nas células estimuladas, provavelmente por serem os linfócitos as células alvo 

do estudo, os quais produzem estes mediadores em níveis baixos, ao contrário das células 

dendríticas que são a maior fonte de IL-12 em resposta a infecção por T. gondii e são 

vitais para a resistência contra a infecção in vitro (Liu et al., 2006 B).  
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Quanto à resposta imune humoral, a imunização dos camundongos A/Sn induziu 

alta produção de anticorpos IgM e IgG1 em relação aos camundongos controle 

positivos, utilizando tanto ALT quanto ESA como antígenos. Já na produção de IgG2a 

os resultados foram inversos. O grupo de camundongos controle positivos produziram 

altos títulos desta subclasse de imunoglobulina, diferente dos animais imunizados. 

Sendo assim, pela produção de imunoglobulinas, o perfil da imunização foi direcionado 

à uma resposta Th2 e o da infecção predomínio da resposta Th1, o que já é amplamente 

divulgado na literatura (Gazzinelli et al, 1992; Pereira-Chioccola et al., 2009; Costa-

Silva e Pereira-Chioccola, 2010; Tan et al., 2010). Quando observamos a produção de 

IgM sérica nos grupos estudados, observamos que o grupo imunizado (via 

intraperitoneal – 45 dias de imunização) sintetizou níveis mais altos dessa 

imunoglobulina em relação ao grupo controle positivo (via oral – 50 dias de infecção). 

Dados da literatura comprovam que a exposição dos antígenos no trato gastrointestinal é 

capaz de induzir uma resposta humoral sistêmica, porém com menor intensidade do que 

quando a exposição é feita por via parenteral (Ogra e Metecky, 1994).  

Antígenos diferentes, rotas de inoculação e alteração de modelos experimentais 

podem induzir respostas imunes diferentes. No estudo de imunização em ovelhas de 

Hiszczynska-Sawicka et al., 2011, utilizando a rota intramuscular para as imunizações 

com o antígeno de DNA ROP1 associado à CD154, obtiveram elevados títulos de IgG1 

e IgG2, com produção de IFN-γ mostrando uma resposta com balanço Th1/Th2. Já 

Dziadek et al, 2009 elucida que as vacinas de DNA induzem resposta tipo Th1 e que 

vacinação com antígenos recombinantes leva a uma resposta mista Th1/Th2 com altos 

títulos de anticorpos antígenos-específicos IgG2a e IgG1, com síntese predominante do 

isotipo IgG1. Neste estudo os quais utilizaram a vacina recombinante aplicada pela via 

subcutânea de ROP2 e ROP4 com camundongos C3H foram obtidos altos títulos de 

anticorpos IgG1 e IgG2a, com produção predominante de IgG1, característica de 

resposta tipo Th2. Já no estudo Levya et al 2001, a imunização com vacina de DNA 

ROP2 em camundongos CBA/J geraram resposta heterogênica de IgG com altos níveis 

de IgG2a e  baixos de IgG1, tendendo à Th1.  

Finalizando, os experimentos de opsonização sugerem que os anticorpos anti-

ESA participam do início da resposta imune através da ativação do sistema complemento, 

a fim de facilitar a fagocitose, e consequentemente a diminuição da parasitemia 
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observada pela qrtPCR e no atraso da mortalidade em relação aos grupos controles, sendo 

os anticorpos anti-ESA mais efetores que os anti-T. gondii. 

Em conclusão, todos estes dados sugerem que ESA age induzindo um perfil 

misto Th1/Th2. A imunização induziu produção de IgM, imunoglobulina presente nos 

dois perfis de resposta celular (Th1 e Th2), porém falhou na produção de IFN-γ quando o 

estimulo foi ESA. Contudo os linfócitos dos camundongos imunizados sintetizaram esta 

citocina quando o reestimulo foi ALT. Em contrapartida, ESA estimulou a produção em 

níveis significativos de TNF-α, IL-4, IL-10 e IgG1.  Como esperado, animais do grupo 

controle positivo (crônicos) desenvolveram o perfil Th1/Th2, com dominância de Th1 e 

produção predominante de IgG2a e IFN-γ. 
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6.  CONCLUSÕES 

 

1. Antígenos obtidos de taquizoítos cultivados em células VERO sem adição de 

soro fetal bovino (SFB) são tão eficientes quanto os antígenos provenientes de 

camundongos e de culturas celulares com SFB. 

2. Imunização com ESA reduziu a parasitemia e retarda a mortalidade de animais 

infectados com cepas virulentas letais de T. gondii. 

3. Antígenos excretados/secretados (ESA) obtidos em culturas de células VERO 

sem SFB são importantes na identificação de infecção ativa de T. gondii e são 

responsáveis, em modelo experimental murinho, pela alta produção de IgG1 e 

das citocinas IFN-γ, TNF-α e baixa produção de IgM, IgG2a, IL-10 e IL-4 

4. ESA induz resposta imune mista com perfil Th1 e Th2. 

5. Um dos mecanismos de diminuição da parasitemia na Toxoplasmose é a 

produção de anticorpos opsonizantes anti-ESA. 
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8. ANEXOS 

8.1  Anexo 1. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina 

de São José do Rio preto – Comissão de Ética na Experimentação Animal-CEEA 
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8.2 Anexo 2. Costa-Silva TA, da Silva Meira C, Frazzatti-Gallina N, Pereira-

ChioccolaVL. Toxoplasma gondii antigens: recovery analysis of tachyzoites cultivated 

in Vero cell maintained in serum free medium. Exp Parasitol. 2012 Apr;130(4):463-9.  
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8.3 Anexo 3. Artigo submetido à revista Acta Tropica; Título: Toxoplasma gondii 
antigens: recovery analysis of tachyzoites cultivated Vero cell maintained in serum free 
medium.Título: Immunization with Excreted/Secreted Proteins in AS/n mice activating 
cellular and humoral response against Toxoplasma gondii infection 

 

 

 



119 
 

 

 

 

 

 



120 
 

 

 



121 
 

 

 



122 
 

 

 



123 
 

 

 



124 
 

 

 



125 
 

 

 



126 
 

 

 



127 
 

 

 



128 
 

 

 



129 
 

 

 



130 
 

 

 



131 
 

 

 



132 
 

 

 



133 
 

 

 



134 
 

 

 



135 
 

 

 



136 
 

 

 



137 
 

 

 



138 
 

 

 



139 
 

 

 



140 
 

 

 



141 
 

 

 

 



142 
 

 

 

 



143 
 

 



144 
 

 

 

 

 



145 
 

 

 


