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RESUMO 

 

 

Toxoplasma gondii, protozoário causador da toxoplasmose, é 

transmitido dos animais para os seres humanos pela ingestão de carne 

contaminada ou por oocistos liberados nas fezes de felinos no ambiente. 

Nos seres humanos, a infecção é normalmente assintomática, mas em 

casos em que a infecção primária ocorre durante a gravidez ou a reativação 

da infecção latente ocorre em pacientes imunosuprimidos pode ser grave.  

Nas últimas décadas tem se estudado pequenas estruturas secretadas pelas 

células procarióticas e eucarióticas denominadas de vesículas extracelulares 

(EVs). As EVs podem transportar biomarcadores de doenças, 

macromoléculas biorreativas contribuindo para a patogênese e sendo uma 

forma de diagnóstico não invasivo. Estas pequenas estruturas podem ser 

isoladas por ultracentrifugação, cromatografia e observadas por microscopia 

eletrônica. Elas participam na comunicação entre as células, na 

transferência de proteínas, lipídios e ácidos nucléicos. Diante do exposto, o 

presente estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo para isolar e 

caracterizar vesículas extracelulares produzidas e excretadas por taquizoítos 

da cepa RH de T. gondii. Taquizoítos provenientes de culturas de células 

VERO foram isolados dos sobrenadantes das culturas e centrifugados em 

cinco séries de lavagens. A seguir, foram incubados em meio de cultura por 

24 horas para secreção das EVs. Em seguida, investigou-se o tamanho e 

concentração das EVs isoladas por análise de varredura de partículas (NTA) 

no equipamento NanoSight. Paralelamente, a morfologia e a liberação das 

EVs também foram investigadas por microscopia eletrônica de transmissão e 

de varredura. Então, as EVs foram purificadas por cromatografia em gel-

exclusão em alíquotas de 1 mL (24-32 frações) e imuno-selecionadas por 

ELISA utilizando um “pool” de soros reagente para toxoplasmose. A seguir 

foi investigado a presença de miRNA nas EVs; e finalmente, foi avaliado o 

perfil proteico das EVs de T. gondii para verificar por testes sorológicos se 

estas partículas poderiam ser reconhecidas pelo sistema imune hospedeiro. 



As análises realizadas por NTA permitiram determinar que cerca de 1 x 106 

taquizoítos secretaram de 4 a 8 x 108 EVs/mL num período de 24 horas de 

incubação em meio de cultura celular. Adicionalmente, estas vesículas 

apresentaram morfologia e tamanho de 165-175 nm de diâmetro, tamanho 

correspondente às microvesículas. Estes resultados também foram 

confirmados pela avaliação das imagens fornecidas pelas microscopias 

eletrônicas de transmissão e varredura. Tambem foi possível determinar a 

presenção de small RNAs e micro RNAs através de uma corrida 

eletroforética micro fluídica. As análises por SDS-PAGE mostram que as 

proteínas que compõem as EVs apresentaram um perfil eletroforético com 

espectro de 15 a 70 kDa. Soros de camundongos cronicamente infectados 

(com 2 diferentes cepas de T. gondii) e soros humanos reconheceram 

distintos padrões eletroforéticos no immunoblotting. As vesículas liberadas 

por T. gondii podem ser um mecanismo importante pelo qual os parasitas 

apresentam seus antígenos ao hospedeiro e, portanto, podem ter um papel 

importante na patogênese da toxoplasmose. 
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ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii, a protozoan that causes toxoplasmosis, is 

transmitted from animals to humans through ingestion of infected meat or 

oocysts released by felines into the environment. In humans, infection is 

usually asymptomatic, but in cases where primary infection occurs during 

pregnancy or the reactivation of latent infection occurs in immunosuppressed 

patients it can be serious. In the last decades, small structures secreted by 

prokaryotic and eukaryotic cells called extracellular vesicles (EVs) were 

studied. These small structures can be isolated by ultracentrifugation, 

chromatography and examined by electron microscopy. EVs participate in 

the communication between cells, transfer of proteins, lipids and nucleic 

acids. In addition, them can carry disease biomarkers, bioreactive 

macromolecules contributing to the pathogenesis of diseases. In view of the 

above, the present study aimed to establish a protocol to isolate and 

characterize extracellular vesicles produced and excreted by tachyzoites of 

T. gondii RH strain. To achieve this goal, tachyzoites from VERO cell cultures 

were isolated from the culture supernatants and centrifuged in five sets of 

washes. Next, they were incubated in culture medium for 24 hours for 

secretion of the EVs. The size and concentration of the isolated EVs by 

particle scan analysis (NTA) were investigated on the NanoSight (NTA) 

equipment. In parallel, the morphology and the release of the EVs were also 

investigated by transmission and scanning electron microscopy. Then, EVs 

were purified by gel-exclusion chromatography in 1 mL aliquots (24-32 

fractions) and immuno-selected by ELISA using a pool of reagent sera for 

toxoplasmosis. Next, the presence of miRNA in the EVs was investigated; 

and finally, the protein profile of T. gondii EVs was evaluated and verify by 

serological tests if these particles could be recognized by the host immune 

system. The results showed that the protocol for recovery of T. gondii EVs 

was established from 1 to 1010 tachyzoites obtained from cultured cells. 

Analyzes performed by NTA allowed us to determine that about 1 x 106 

tachyzoites secreted 4 to 8 x 108 EVs / mL within 24 hours of incubation in 



culture medium. Additionally, these vesicles presented morphology and size 

of 165-175 nm of diameter, corresponding microvesicles size. These results 

were also confirmed by the evaluation of images provided by transmission 

and scanning electron microscopy. The miRNA purifications from the EVs 

and subsequent microfluidic electrophoretic run confirmed the presence of 

smallRNA and miRNA in the vesicles. SDS-PAGE analyzes show that the 

proteins carried by the EVs showed an electrophoretic profile with a spectrum 

of 15 to 70 kDa. Sera from chronically infected mice (with 2 different strains 

of T. gondii) and humam serum recognized distinct electrophoretic patterns in 

immunoblotting. 

 

 

Key words: 1. Toxoplasma gondii 2. Toxoplasmosis. 3. Chromatography. 4. 

Extracellular Vesicles 5. Electron Microscopy 6. Nanoparticles 

  



ABREVIATURAS 

 

 

µg - Microgramas 

µl - Microlitros 

µm - Micrômetros 

ALT - Antígeno Lisado de Taquizoítos 

apud - do latim, em 

ATL- Antígeno lisado de taquizoítos 

BCA - do inglês, Acid Bicinchoninic (Ácido Bicinconínico) 

C - Celsius 

CD - do inglês, Cluster of Differentiation (Aglomerado de Diferenciação) 

cm - Centímetros 

CO2 - Dióxido de Carbono 

D.O. - Densidade Óptica 

DNA - Ácido Desoxirribonucleico 

ELISA - do inglês, Enzyme Linked Immunosorbent Assay (Ensaio 

Imunoenzimático) 

ESA - do inglês, Excretory-Secretory Antigen (Antígeno Excretado-

Secretado) 

EVs - do inglês, Extracellular Vesicles (Vesículas Extracelulares) 

g - Aceleração da gravidade 

IgG - Imunoglobulina G 

in vitro - do latim, em vidro (referência utilizada para processos biológicos 

que são realizadas em lugares fora dos sistemas vivos 

ISEV - International Society of Extracellular Vesicles 

MET - Microscopia Eletrônica de Transmissão 

MEV - Microscopia Eletrônica de Varredura 

miRNA - MicroRNA 

mL - Mililitros 

MP - Membrana Plasmática 

mRNA - RNA mensageiro 



MVs - Microvesículas 

nm - Nanômetros 

NTA - do inglês, Nanoparticle Tracking Analysis (Análise de Nanopartículas 

por Varredura) 

PBS - do inglês, Phosphate buffered saline (Solução salina de fosfato 

tamponada) 

PBS Leite - Solução salina de fosfato tamponada acrescida de 5% de Leite 

desnatado (Molico) 

PBS T20 - Solução salina de fosfato tamponada acrescida de detergente 

Tween 20 (0,05%) 

pH - Concentração de hidrogênio iônico 

PS - do inglês, Phosphatidylserine (Fosfatidilserina) 

qRT-PCR - Reação em Cadeia de Polimerase em Tempo Real Quantitativo 

RIN –  do inglês, RNA integrity number (Valor de integridade do RNA) 

RNA - Ácido Ribonucleico 

RPMI 1640 - do ingles, Roswell Park Memorial Institute 1640 

SDS-PAGE - do inglês, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (Gel de eletroforese de dodecil sulfato de sódio) 

SEC - do inglês, Size Exclusion Chromatography (Cromatografia de 

Exclusão por Tamanho) 

SFB - do inglês, Serum Fetal Bovine (Soro Fetal Bovino) 

TET – Tetraspaninas 

UC – Ultracentrifugação 

UF- Untrafiltração 

UV - Ultravioleta 

VERO - do esperanto, Verda reno (células de rim-de-macaco-verde-africano 

Cercopithecus aethiops) 
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1. Introdução 

 

 

1.1. Toxoplasma gondii 

 

O protozoário Toxoplasma gondii (Figura 1) foi encontrado pela 

primeira vez parasitando coelhos de um laboratório em São Paulo, Brasil, 

por Alfonso Splendore no ano de 1908. Em paralelo a descoberta por 

Splendore, o protozoário também foi descrito no Instituto Pasteur da Tunísia 

pelos pesquisadores Niccole e Manceaux, que trabalhavam com Leishmania 

quando eles observaram um microrganismo dentro de células 

mononucleares do baço e fígado de Ctenodactylus gundi, um roedor norte-

africano utilisado na pesquisa (Dubey, 2008; Ferguson, 2009; Ajioka e 

Morrissette, 2009).  

 

 

Figura 1. Esquema representativo da estrutura interna de um taquizoíto de T. gondii (A); 
Micrografia eletrônica de um taquizoítos, evidenciando as estruturas interna: 
Conóide (C), Róptrias (R), Grânulo denso (g), Apicoplasto (A), Complexo de Gongi 
(CG) e Núcleo (N). Fonte: Souza et al., 2010. 
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O parasita pertence ao filo Apicomplexa (motilidade planar; 

organismos unificados por um complexo apical constituído por um centro de 

organização de microtúbulos único chamado conóide e um sistema de 

organelas de secreção envolvidos na invasão celular) (Souza et al., 2010). É 

um protozoário da classe Sporozoa, da Subclasse Coccídea (organismos 

formadores de cisto) e ordem Eimeriorida (Morrissette e Sibley, 2002; Hill et 

al., 2005).  

Por ser um parasita intracelular obrigatório, infecta animais de 

sangue quente, invadindo, estabelecendo e replicando-se dentro de todos os 

tipos de células nucleadas (Levine et al., 1980; Tenter et al., 2000; 

Carruthers, 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004).  

Exibe três formas evolutivas: os taquizoítos (formas livres), 

bradizoítos (cistos teciduais) e os esporozoítos (em oocistos) (Dubey et al., 

2008). 

Taquizoíto (Figura 2) de T. gondii, nome que significa "arco" e vem 

de tachos, que significa “velocidade”, é de origem grega (Frenkel, 1973 apud 

de Souza et al., 2010).  

 

 

 

Figura 2. Micrografia eletrônica de transmissão de um taquizoíto da cepa VEG de T. gondii 
em uma célula de lavado peritoneal de camundongo com estruturas internas em 
destaque: Conóide (Co), Róptrias (Rh), Grânulo denso (Dg),Plasmalema (Pv), 
Complexo de Gongi (Go) e Núcleo (Nu), Micronema (Mn), Grânulo de amilopectina 
(Am) e Corpo Lipdico (Lb). Fonte: Dubey et al., 1998. 

 

Os taquizoítos contam com organelas secretoras de antígenos 

presentes na porção anterior ou região do complexo apical do parasita. Não 
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existem diferenças estruturais ou morfológicas entre os tipos de cepas de T. 

gondii (Howe e Sibley, 1995; Dubey et al., 1998). São responsáveis pela 

fase aguda da infecção, causando intensa inflamação, destruição tecidual e 

manifestações clínicas (Frenkel, 1974). Devido à sua eficiente capacidade 

de multiplicação podem causar infecção generalizada, normalmente fatal, se 

não forem controlados pelo sistema imunológico do hospedeiro (Blader et 

al., 2009). 

As estruturas que compõem o complexo apical são: conóide, as 

róptrias e o citoplasma. As outras estruturas do parasita que estão presentes 

na membrana plasmática (MP) são o núcleo, complexo de Golgi e 

apicoplasto. A mitocôndria é única e ramificada. Os grânulos densos e 

acidocalcissomas são elementos do retículo endoplasmático. Os grânulos de 

amilo pectina são elementos do Complexo de Gongi (Souza et al., 2010). O 

conjunto de organelas que compõem T. gondii é envolvido por uma película 

que parte do anel polar posterior, percorre o corpo celular do parasita na 

longitudinal até o anel polar anterior (Souza et al., 2010). A película está 

associada à elementos do citoesqueleto que permitem que o parasita se 

locomova, infectando as células ativamente (Souza et al., 2010). 

 

Bradizoítos (brady = lento, em grego) é o estágio do parasita de 

reprodução intracelular lenta (Frenkel, 1973 apud Dubey, 1998). Não são 

necessariamente estáticos. A formação do cisto tecidual (Figura 3) ocorre 

com a ação do sistema imune do hospedeiro e varia de tamanho, pois este 

depende da idade do cisto, o tipo de célula hospedeira e a cepa de T. gondii 

(Lyons et al., 2002). O desenvolvimento dos cistos nos tecidos do 

hospedeiro, indiferente da localização, define o estágio crônico da infecção. 

A resposta imune do hospedeiro, quando eficaz, normalmente evita a 

reativação ou recrudescimento dos cistos (Gross e Pohl, 1996). 
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Figura 3. Imprint de microscopia de luz de um cisto tecidual do cérebro de camundongo 
contendo bradizoítos. Um cisto maduro mede de 50 a 70 µm de diâmetro e contêm 
cerca de 1000 a 2000 bradizoítos. Fonte: Dubey et al., 1998. 

 
Os oocistos são resultantes do ciclo sexuado de T. gondii no trato 

gastrointestinal dos felídeos na primo-infecção e liberados nas fezes, ainda 

não esporulados (Dubey, 1970) (Figura 4). Entre 2 e 20 milhões de oocistos 

são liberados nas fezes dos felídeos durante a infecção aguda (Dubey, 

1995). 

 

 

Figura 4. Micrografias de oocistos de T. gondii. Micrografia de luz de Oocisto não 
esporulado (A), micrografia de luz de oocisto esporulado com 2 esporocistos (B) 
micrografia eletrônica de transmissão de oocisto esporulado contendo 4 
esporozoítos. Medem cerca de 10-12 µm de diâmetro. Fonte: Dubey et al., 1998.  
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1.1.1. Ciclo de vida e biologia 

  

As formas sexuais dos parasitas são encontradas no epitélio 

intestinal dos hospedeiros definitivos, os felinos, como os gatos domésticos. 

O homem, outros mamíferos e as aves, hospedam as formas assexuadas do 

parasita (Tenter et al., 2000). 

O ciclo sexual de T. gondii é restrito aos felinos (Dubey, 1970). Os 

cistos ou oocistos são ingeridos e no estômago, através da digestão ácida 

que contém enzimas proteolíticas, os bradizoítos contidos nos cistos ou os 

esporocistos que contém os esporozoítos (nos oocistos), são liberados. 

Invadem o epitélio intestinal onde diferenciam-se em cinco estágios 

(Dubey,1970; Tenter, 2000; Moura et al., 2009; Pittman e Knoll, 2015). Os 

esquizontes do último estágio dão origem a merozoítos, que posteriormente 

se diferenciam em gametas feminino e masculino. O gameta masculino 

(microgameta) fertiliza o gameta feminino (macrogameta) formando o oocisto 

diploide, que é eliminado nas fezes dos felinos (15 dias após a exposição). 

No ambiente, os oocistos se tornam esporulados (infectantes), contendo 2 

esporocistos, cada um com 4 esporozoítos haploides. Em torno de 2-10 

milhões de oocistos são eliminados diariamente nas fezes dos felinos 

durante a infecção aguda (Dubey et al., 1970; Yilmaz e Hopkins, 1972; 

Dubey e Frenkel, 1972; Tenter et al., 2000; Black e Boothroyd, 2000; Weiss 

e Kim, 2000; Tenter et al., 2000; Kasper et al e Buzoni-Gatel, 2001; Speer e 

Dubey, 2005; Moura et al., 2009; Souza et al., 2010; Pittman e Knoll, 2015; 

Hill e Dubey, 2016). 

O ciclo assexual ocorre nos hospedeiros intermediários, de sangue 

quente, como o homem (Dubey, 1994). Os cistos contendo bradizoítos 

persistem durante toda a vida do hospedeiro. Estes se infectam ingerindo 

tecidos contaminados com cistos, ou alimentos e/ou agua contaminados 

com oocistos. Após 12 horas os esporozoítos liberados na luz do intestino 

delgado, invadem os enterócitos e se diferenciam em taquizoítos no epitélio 

intestinal (iniciando a indução da resposta imune) (Cleary et al., 2002; Dubey 

et al., 1998; Pittman e Knoll, 2015). Esses replicam-se por 48 horas e podem 
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ser detectados nos gânglios linfáticos. Quando dentro de células dendríticas 

e macrófagos, podem disseminar-se rapidamente por todos os sistemas do 

hospedeiro. Por pressão do sistema imunológico, os taquizoítos se 

convertem em bradizoítos (estágio associado a infecção crônica). O ciclo 

biológico de T. gondii está representado no esquema ilustrativo da Figura 5.  

 

 

 

Figura 5. Esquema ilustrativo do ciclo biológico assexuado e sexuado de T. gondii e seus 
respectivos hospedeiros: intermediário (esquerda) e definitivo (direita). Fonte: 
Robert-Gangneux e Dardé, 2012; modificado por Valéria Oliveira Silva. 

  

Após penetrarem na célula hospedeira ativamente ou por fagocitose, 

os taquizoítos tornam-se ovóides e são cercados pelo vacúolo parasitóforo 

(VP). Uma rede tubulovesicular membranosa se desenvolve dentro desse, 

onde os parasitas se multiplicam assexuadamente por endodiogenia (Figura 

6) (Dubey et al., 1998). 
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Figura 6. . Esquema ilustrativo das etapas da endodiogenia de T. gondii Fonte: de Souza et 
al., 2010 modificado por Valéria Oliveira Silva 

 

1.1.2. Organelas secretórias e antígenos de T. gondii 

  

A classificação das proteínas de T. gondii é baseada na localização 

ou função dos produtos de genes. Por exemplo: SAG para antígenos de 

superfície, GRA para proteínas de grânulos densos, ROP para proteínas das 

róptrias, MIC para proteínas nos micronemas, BAG para proteínas 

específicas de bradizoítos e CST para proteínas da parede de cistos (Jones 

et al., 2017). À medida que as proteínas/genes em cada classe foram 

identificadas, foram atribuídos números. Portanto, o primeiro antígeno de 

superfície descrito é conhecido como SAG1 (anteriormente chamado p30). O 

gene é indicado por itálico, ou seja, SAG1 e a proteína por letras maiúsculas, 

ou seja, SAG1(Velge-Roussel et al., 1994 apud Wang e Yin, 2014). 

Os componentes imunogênicos de T. gondii estão 

predominantemente distribuídos na MP do parasita, compreendendo os 

antígenos de superfície (SAG) e compartimentalisados nas organelas 

secretórias liberados no momento da invasão celular (Velge-Roussel et al., 

1994 apud Wang e Yin, 2014). 

A superfície celular externa dos taquizoítos é recoberta com 

proteínas de peso molecular variando de 22 a 43 kDa. Todas ancoradas na 



30 
 

membrana por pontes de glicosilfosfatidilinositol (GPIs) (Tomavo et al., 

1993). Essas proteínas são estruturalmente relacionadas ao antígeno de 

superfície altamente imunogênico SAG1, que representa até 5% do total de 

proteínas de taquizoítos, porém não expresso em bradizoítos ou 

esporozoítos (Bulow et al., 1991). 

Coletivamente estes antígenos são conhecidos como superfamília 

de proteínas SRS (sequências 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 (Kasper e Mineo, 1994; 

Grimwood e Smith, 1995). A expressão dessas 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 (Lekutis et al.,2000; Cleary et al., 2002). 

Já a SAG2C/D, BSR4 e SRS9 são encontradas apenas em bradizoítos 

(Lekutis et al.,2000; Cleary et al., 2002). As proteínas SAG4 e BSR4/p36 são 

proteínas de superfície ligadas à proteína do citosol BAG1, expressa 

especificamente em bradizoítos (Bohne et al., 1995; Odberg-Ferragut, 1996). 

De maneira geral, T. gondii excreta/secreta uma grande variedade 

de proteínas. Várias já foram descritas e exercem importantes funções na 

invasão (Lycke et al., 1975), replicação e manutenção dos parasitas na 

célula hospedeira (Cesbron-Delauw, 1993; Carruthers, 1999). A estas 

proteínas ou antígenos são chamados de Antígenos Secretados ou 

Excretados (do inglês “excreted secreted antigens” ESA). A Figura 7 mostra 

as organelas secretórias, suas expressões e consequente estimulação do 

sistema imune hospedeiro. Estas organelas constituem em um importante 

objeto de estudo na toxoplasmose (Capron e Dessaint, 1988; Prigionne et 

al., 2000). 
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Figura 7. Figura ilustrativa de um taquizoíto de T. gondii com microscopia de fluorescência 
evidenciando suas organelas secretoras. Fonte: Joiner e Roos, 2002. Modificado 
por Valéria Oliveira Silva. 

  

Os micronemas são estruturas cilíndricas localizadas no terço 

anterior do corpo do parasita (Carruters, 1999). Promovem motilidade, 

ligação e interação parasita-hospedeiro pela produção de antígenos de 

excreção/secreção. A produção destes antígenos é regulada por estas 

interações parasita-hospedeiro e por níveis de cálcio intracelular do parasita 

(Wan et al., 1997; Carruthers e Sibley, 1999; Reiss et al., 2001).  

As róptrias são organelas secretórias eletro densas, delimitadas por 

membranas, que assumem a forma de largas claves (Perkins, 1992). Suas 

proteínas participam do processo de ataque e invasão das células 

hospedeiras por taquizoítos, assim como do processo de biogênese de um 

vacúolo parasitóforo funcional ao parasita (Carruthers, 1999; Reiss et al., 

2001). A secreção destas proteínas ocorre no momento da união apical, 

antes da penetração na célula hospedeira (Carruthers e Sibley, 1997).  

Os grânulos densos são organelas esféricas distribuídas pelo 

citoplasma do parasita com uma média de diâmetro de 0.2 μm (Carruthers, 

1999; Prigione et al., 2000). Sua matriz é uniformemente eletro densa devido 

à alta concentração de proteínas (Souza, 2006). Carruthers e Sibley (1997) 
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mostraram que a secreção de proteínas dos grânulos densos ocorre após a 

invasão do parasita e sua internalização dentro do vacúolo parasitóforo, 

principalmente nos primeiros 10-20 minutos da formação do vacúolo. 

Diferente da secreção dos micronemas e róptrias que ocorre na região 

apical, a secreção de grânulos densos ocorre nas regiões laterais do 

protozoário (Souza, 2006). As proteínas secretadas pelos grânulos densos 

associam-se com a membrana do vacúolo parasitóforo e com a rede 

membranosa vacuolar derivada do parasita (Adjogble et al., 2004; Souza, 

2006). 

 

1.1.3. Epidemiologia 

 

T. gondii é um dos parasitas mais bem-sucedido em todo o mundo, 

com mais de 30% da população humana infectada (Pittman e Knoll, 2015). É 

capaz de infectar uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, como 

aves, animais terrestres e mamíferos marinhos (Tenter et al., 2000; Dubey, 

2002; Conrad et al., 2005). A prevalência do parasita pode variar 

dependendo da exposição, ultrapassando 50% em cães, galinhas 

domésticas, animais de corte para consumo (ruminantes, suínos e coelhos) 

e também lontras marinhas (Conrad et al., 2005; Tenter, 2009). Em ratos e 

aves selvagens, a prevalência chega a 60% e em felinos e humanos é 

superior a 70% (Webster, 2007). A importância da doença é tanto médica 

quanto veterinária por causar aborto ou doença congênita em seus 

hospedeiros intermediários (Tenter et al., 2000). 

 

A transmissão de T. gondii para os hospedeiros ocorre pela ingestão 

de frutas e vegetais crus e/ou não lavados; contato com o solo e ingestão de 

água contendo oocistos esporulados; ingestão de carne crua ou pouco 

cozida contendo cistos de tecido (Hill e Dubey, 2002; Dubey, 2004; Hill et al., 

2005; Dubey e Jones, 2008). 
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A forma congênita da infecção é a forma vertical. É a infecção 

primária adquirida por uma gestante, em que os taquizoítos podem colonizar 

o tecido placentário e ter acesso ao compartimento fetal (30% dos casos) 

(McAuley, 2014). A passagem transplacentária dos taquizoítos no início da 

gravidez gera consequências severas para o feto (Stegmann e Carey, 2002; 

Coyne e Lazer, 2016). 

Como os taquizoítos de T. gondii podem invadir todas as células 

nucleadas, os cistos podem ser encontrados em praticamente todos os 

órgãos. Portanto, no transplante de órgãos sólidos, a infecção por T. gondii 

pode ser transmitida através de um órgão contendo cisto de um doador para 

um receptor não imunizado (Ryning et al., 1979 apud Robert-Gangneux e 

Dardé, 2010). A Figura 8 mostra o esquema de transmissão de T. gondii.  

 

 

 

Figura 8. Vias de transmissão da toxoplasmose. Fonte: Robert-Gangneux e Dardé, 2012. 
Modificado por Valéria Oliveira Silva. 
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O diagnóstico da toxoplasmose é muitas vezes negligenciado e os 

casos confirmatórios são subnotificados no Brasil e em outros países (Vaz et 

al., 2011; Jones et al., 2014). Ainda assim foi citada como a terceira doença 

parasitária transmitida por alimentos que mais motiva internações nos 

Estados Unidos (Mead et al., 1999; Hill e Dubey, 2002; Montoya e 

Liesenfeld, 2004).   

A epidemiologia em populações humanas pode mudar de acordo 

com hábitos alimentares, como o consumo de carne malcozida (Tender et 

al., 2000). Higiene e susceptibilidade do hospedeiro também são fatores que 

podem contribuir para a distinta prevalência global (Pappas, 2009). Essa 

variação depende da localidade, status econômico e de saúde da população, 

que colaboram para variação epidemiológica mundial de 10% a 80%, como 

ilustrado na Figura 9 (Tenter et al., 2000; Dubey, 2009). 

Verões mais secos e invernos mais úmidos são exemplos de 

mudanças climáticas que influenciam na sobrevivência dos oocistos (Yan et 

al., 2016). Hábitos econômicos, sociais, dietéticos e culturais são fatores 

antropogênicos. Quando esses fatores são associados a países de clima 

úmido e quente e a qualidade das vias hídricas dispostas para consumo, 

contribuem para a prevalência da toxoplasmose (Meerburg e Kijlstra, 2009).  

O estágio de esporulação dos oocistos (1 a 5 dias para se tornarem 

infecciosos) influencia na resistência ambiental. Em ambientes úmidos, os 

oocistos esporulados permanecem infecciosos por anos, resistindo ao frio e 

o calor (Dubey, 1988). Provas laboratoriais demonstraram que os oocistos 

esporulados sobreviveram a 4ºC por pouco menos de 5 anos (54 meses) e 

por 106 dias quando congelados a - 10º C. Sobrevivem por 32 dias a 35º C e 

9 dias a temperatura de 40º C (Dubey et al., 1970). 
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Figura 9. Mapa ilustrando a situação global da soroprevalência de T. gondii. Em vermelho 
escuro a prevalência é igual ou acima de 60%, vermelha é de 40-60%, amarelo de 
20-40%, azul de 10-20% e verde prevalência menor que10%. Branco é igual a 
ausência de dados. Fonte: Pappas et al., 2009, modificada por Valéria Oliveira 
Silva. 

 

O Brasil é considerado endêmico, pois 50% e 80% da população já 

foi exposta à infecção por T. gondii. Justificativas para a soroprevalência, 

assim como alta prevalência da toxoplasmose ocular no continente e no 

Brasil são o clima das florestas tropicais, que podem permitir a prolongada 

sobrevivência ambiental de oocistos no solo ou em água. Em adição, esta 

região apresenta maior variedade de genótipos do que na América do Norte 

e Europa (Khan et al., 2006; Khan et al., 2007; Dubey, 2012), o que sugere 

que a replicação sexual do parasita seja maior nos países de alta 

soroprevalência.  

 

1.2. Vesículas Extracelulares 

 

 

As Vesículas Extracelulares (EVs) participam da comunicação 

celular que não implica na aderência ou contato entre células. As células 

liberam para o meio extracelular diversos tipos de EVs de origem 

endossomal ou produzidas na membrana, tanto de forma fisiológica quanto 

por ativação celular ou apoptose (Zwaal e Schroit, 1997; Hristov et al., 2004). 
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É um processo que parece ter sido preservado ao longo da evolução 

(Colombo et al., 2014). 

As EVs são classificadas em três subclasses, com base em sua 

origem ou tamanho (Koojimans et al., 2012; Gould e Raposo, 2013; Raposo 

e Stoorvogel, 2013; Colombo et al., 2014). Os exossomos (30-100 nm), as 

microvesículas (MVs) (100-1000 nm) e corpos apoptóticos (1000-5000 nm), 

que representam os maiores EVs e são liberadas como bolhas em células 

com morte programada (Figura 10) (Raposo, 2013). Alguns autores sugerem 

nomes específicos como os próstasomos, que são EVs de 40-500 nm 

originadas na próstata (Mizutani et al., 2014), e osoncossomos quando são 

secretadas por tumores (Minciacchi et al., 2015).  

As EVs circulam por muitos fluídos corporais como sangue, sêmen, 

leite, fluídos pulmonares, urina, dentre outros (Arraud et al., 2014; Choi, 

2015; Kaminska et al., 2016; Nomura, 2017; Kuo et al., 2017; Panteleev et 

al., 2017; Barreiro e Holthofer, 2017; Merchant et al., 2017). 

Devido à semelhança da composição destas vesículas com as 

células parentais, as EVs circulantes são alvos de interesse considerável 

como fonte de biomarcadores (Momen-Heravi et al., 2012; Gardiner et al., 

2016; Xu et al., 2016; Menck et al., 2017; Kang et al., 2017).  

 

 

Figura 10. Representação esquemática de subtipos de EVs liberadas por uma célula: 
exossomos (1), microvesículas (2) e os corpos apoptóticos (3). Fonte: Kalra et al., 
2016. Modificado por Valéria Oliveira Silva. 
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1.2.1. Nomenclatura 

  

Os membros da Sociedade Internacional de Vesículas 

Extracelulares (ISEV, do inglês International Society of Extracellular 

Vesicles) organizaram a primeira reunião anual em 2012, em Gotemburgo 

na Suécia. Dentre diversos tópicos abordados, entraram em um consenso 

quanto à nomenclatura de EVs, devido às muitas designações usadas. O 

termo "vesículas extracelulares" foi definido como um termo geral para 

descrever todos os tipos de vesículas liberadas por diferentes tipos de 

células sob diferentes condições (Araldi et al., 2012). 

  

1.2.2. Biogênese e classificação das EVs 

  

1.2.2.1. Exossomos 

  

Exossomos são vesículas menores e as mais estudadas. São 

observadas após fixação, adesão, coloração negativa e visualização pela 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) (Van der pol et al., 2012). São 

compostos de proteínas bioativas, mRNA, miRNA e outras pequenas 

espécies de RNA não codificantes. O diâmetro dos exossomos é de 30-100 

nm, a densidade varia entre 1,13 e 1,19 g/mL e são geralmente isolados por 

ultracentrifugação (Théry et al., 2006). Bioquimicamente, sua membrana é 

formada de fosfolipídios contendo altos níveis de colesterol, esfingomielina e 

ceramida (Wubbolts et al., 2003; Simons e Raposo, 2009; Théry et al., 2009; 

Mathivanan et al., 2010). Na sua membrana incluem-se as tetraspaninas 

(TETs), incluindo CD9, CD63, CD81 e CD82 (CD, do inglês cluster 

differentiation), que desempenham um papel na classificação dos 

exossomos (Buschow et al., 2009; Cocucci et al., 2009; Simons e Raposo, 

2009; Théry et al., 2009; Beyer e Pisetsky, 2010; Mathivanan et al., 2010; 

Chaput e Théry, 2011; Record et al., 2011; Bobrie et al., 2012). É importante 

ressaltar que nenhuma dessas propriedades são únicas de exossomos (Van 

der pol et al., 2012). 
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Os exossomos não se originam da membrana plasmática, mas são 

derivados do brotamento interno de vesículas no lúmen dos endossomos. 

São gerados pela invaginação das membranas dos endossomos celular, 

formando vesículas intraluminais dentro de corpos multivesiculares (MVB, do 

inglês multivesicular bodies). A liberação dos exossomos ocorre pela fusão 

da membrana de corpos multivesiculares com a MP com posterior exocitose 

das vesículas intraluminais (Harding, Heuser e Stahl, 1983; Pan e 

Johnstone, 1983). A biogênese de exossomos é ilustrada na Figura 11. 

Os MVBs se originam a partir de brotamentos formados pelo 

endossomos tardios, que contêm vesículas intraluminais (ILVs) acumuladas 

em seu interior. Quando formados, os MVBs podem seguir diferentes rotas: 

1) fundem-se com os lisossomos, na degradação de proteínas e lipídios das 

vesículas; 2) servem como sítios de armazenamento; ou 3) fundem-se com a 

MP liberando as ILVs no meio extracelular, e então liberar os exossomos 

(Stoorvogel et al., 2002; Keller et al., 2006; Colombo et al., 2014). A 

liberação de exossomos pode ser também induzida em condições de 

estresse (Yu et al., 2006). 

  

 

 

Figura 11. Biogênese de exossomos, modificado por Valéria Oliveira Silva. Fonte: Schorey 
et al., 2015. 
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1.2.2.2. Microvesículas 

  

As microvesículas (MVs) variam em tamanho de 100 a 1.000 nm e 

são produzidas por brotamento externo da MP (Thery et al., 2009). A 

fosfatidilserina é um marcador frequentemente utilizado em ensaios 

laboratoriais por ser eficiente na indicação de MVs (Thery et al., 2009; Beyer 

e Pisetsky, 2010). 

As MVs, assim como os exossomos são capazes de encapsular e 

transferir proteínas, RNA e miRNAs. Elas agem como mensageiros entre as 

células. O aumento da produção de MVs por células humanas foi observado 

em uma variedade de condições, incluindo doença cardiovascular, artrite, 

talassemia, e células tumorais. O desenvolvimento de um câncer, por 

exemplo, interfere na regulação das MVs das células, levando a uma 

liberação mais exacerbada do que os exossomos (D’Souza-Schorey e 

Clancy, 2012). 

As MVs não são geradas na via endocítica, mas por um processo 

que ocorre na MP. Brotamento da vesícula, seguido de fissão da membrana, 

com a consequente liberação da estrutura no meio extracelular (Coccuci et 

al., 2009).  

Estudos em células de mamíferos indicam que durante o processo 

de brotamento e liberação de MVs acontece um aumento da concentração 

de Ca2+ citoplasmático e a perda da assimetria de fosfolipídios da MP (Bucki 

et al., 1998; Crawford et al., 2011). A taxa de liberação de MVs aumenta 

após estimulação e os íons Ca2+. Assim, esta estimulação tem sido utilizada 

como indutora no processo de obtenção das MVs (Cocucci et al., 2009). 

Independentemente do tipo de estímulo aplicado às células, a 

geração de MVs ocorre a partir de um pequeno intervalo de tempo, e não de 

forma concomitante ao estímulo. Este tempo de liberação pode ser estimado 

entre umas poucas dezenas de segundos até 1-2 minutos (Savina et al., 

2003). 
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1.2.2.3. A composição das EVs 

  

As EVs possuem no seu interior proteínas, DNA, RNA, peptídeos, 

derivados lipídicos, envolvidos por uma membrana de bicamada lipídica, que 

serve como veículo de transporte (Kalra et al., 2016). O conteúdo de 

proteínas e ácidos nucleicos das EVs foi explorado nos últimos anos e várias 

vesículas foram candidatas como biomarcadores (ou popularmente 

associado a uma biópsia não-invasiva) para uma variedade de doenças (El 

Andaloussi et al., 2013; Fais et al., 2016). No entanto, devido à falta de 

propriedades físicas exclusivas ou de marcadores moleculares únicos de 

cada tipo de EVs, a classificação baseada de acordo com o seu conteúdo 

ainda é questionada (Van der pol et al., 2012). 

As EVs contêm uma bicamada lipídica na qual são expostas 

proteínas e receptores. Um deles é um componente fosfolipídico, a 

fosfatidilserina (PS, do inglês Phosphatidylserine), presente no folheto 

interno das membranas celulares e na superfície de EVs. É um marcador de 

presença das vesículas de células tumorais, e, consequentemente, um 

biomarcador para câncer (Laulagnier et al., 2004; Lea et al., 2017; Sharma et 

al., 2017). 

As EVs são altamente enriquecidas em tetraspaninas (TET), uma 

superfamília de proteínas transmembranas que possuem 4 domínios 

conservados: 2 intracelulares e 2 extracelulares (HemLer, 2005). As duas 

últimas são enriquecidas com glicolipídios, ligadas a internalização. Esta 

característica explica sua importância nas EVs, especialmente nos 

exossomos (Andreu e Yanez-Mo, 2014). As TET envolvidas no transporte 

vesículas e as mais conhecidas como marcadores de EVs de células 

humanas são as: CD9, CD37, CD63, CD81, CD82 e CD151 (Rana e Zoller, 

2012). 

O conteúdo luminal das EVs também inclui a presença de RNA, 

miRNA e mRNA (que pode ser traduzido em proteínas in vitro) (Valadi et al., 

2007). Além de RNA, as EVs possuem DNA de cadeia simples (ssDNA), 
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sequências de oncogenes amplificadas, elementos transponíveis e DNA 

mitocondrial (Guescini et al., 2010 apud Kalra et al. 2016). 

O conteúdo luminal dos exossomos contêm predominantemente 

proteínas citosólicas derivadas da célula doadora (Théry e Ostrowski, 2009). 

No entanto, curiosamente, a composição da bicamada lipídica em 

exossomos difere da composição lipídica do MP da célula de origem (Kalra 

et al, 2016). 

O desenvolvimento de compêndios da comunidade que pesquisam 

as EVs, como Exocarta (disponível online: http://www.exocarta.org) e 

Vesiclepedia (disponível online: http://www.microvesicles.org) dispõem de 

plataformas de compartilhamento de anotações e bases de dados com 

curadoria manual da lista de proteínas, RNA e lipídios identificados em EVs 

(Mathinavan e Simpson et al, 2009; Kalra et al., 2012; Kalra et al., 2016; 

Mathinavan et al., 2012). Isso permite que pesquisadores depositem 

constituintes das EVs, fornecendo uma visão geral da composição molecular 

das vesículas. 

  

1.3. EVs e os parasitas 

 

Durante as infecções parasitárias, tanto o parasita como as células 

hospedeiras liberam as três subclasses EVs, que podem ser formadas pela 

via endocítica ou diretamente da MP. 

Já foram descritas EVs em Leishmania spp (Silverman e Reiner, 

2011; Schnitzer et al., 2010; Cronemberger-Andrade et al., 2013), 

Trypanosoma cruzi (Gonçalves et al., 1991; Trocolli Torrecilhas et al., 2009; 

Bayer-Santos et al., 2013;), Trypanosoma brucei (Eliaz et al., 2017), 

Plasmodium spp (Campos et al., 2015; Mantel et al., 2014) e Trichomonas 

vaginalis (Twu et al., 2013) e helmintos (Hoy et al., 2014; Coakley et al., 

2017). 

As EVs liberadas por esses parasitas, como destacado 

anteriormente, contêm uma grande variedade de moléculas, incluindo 

proteínas, lipídios e miRNAs e potencias ferramentas para diagnósticos e 

http://www.exocarta.org/
http://www.microvesicles.org/
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terapêutica. Desempenham diferentes funções nos parasitas, como 

comunicação célula a célula, interação parasita-hospedeiro, modulação do 

sistema imune do hospedeiro e resposta inflamatória, fatores de virulência 

(Schorey e Bhatnagar, 2008; Twu e Johnson, 2014; Marcilla et al. 2014). 

EVs de T. cruzi induziram a patologia cardíaca grave, com reação 

inflamatória intensa e observação de amastigotas no coração (Trocoli-

Torrecilhas et al., 2009). 

Em estudo anteriores, foi demonstrado que exossomos excretados 

por nematoides descobriu suprimiram resposta inata em camundongos, 

identificando as partículas como uma ferramenta imunomoduladora usada 

pelos parasitas. Ao mesmo tempo, os exossomos carreiam miRNAs para 

silenciar genes específicos (Buck et al., 2014). 

O efeito e a importância dos EVs de T. gondii na infecção e 

subsequente resposta imune não estão totalmente estabelecidos. Estudos 

recentes demostraram que exossomos excretados por células hospedeiras 

infectadas com T. gondii têm a capacidade de agir como uma vacina efetiva 

e de propriedades adjuvantes. Em adição, a infecção por T. gondii altera os 

mecanismos de proliferação celular das células infectadas e os exossomos 

secretados pelas células infectadas por T. gondii podem mediar essas 

alterações nas células vizinhas (Aline et al., 2004; Beauvillain et al.,2007; 

Pope et al., 2013; Kim et al., 2016). Recentemente, Li et al. (2018) 

mostraram que os exossomos de T. gondii podem modular a resposta imune 

do hospedeiro e Wowk et al. (2017) demonstraram o primeiro perfil 

proteômico de exossomos de T. gondii, contendo uma ampla gama de 

proteínas. 

 

1.4. Métodos de isolamento e caracterização das EVs 

  

Os projetos de pesquisa que tem como objetivo estudos das EVs 

iniciam-se com os processos de isolamento. Normalmente esses projetos 

são divididos em 3 categorias: Pesquisa para identificação e caracterização 
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de EVs; Diagnóstico de patologias utilizando EVs como marcadores; e 

administração de EVs em pacientes (Witwer et al., 2013).  

As EVs já foram purificadas de diferentes fluídos biológicos e 

empregando diferentes técnicas de isolamento. Sangue, humor aquoso, 

derrames pleurais, leite materno, saliva, sêmen, secreções nasais, lavagem 

bronco alveolar, urina, líquido amniótico, bile, líquido cefalorraquidiano, 

culturas de células, bactérias, parasitas são alguns exemplos (Mathinavan e 

Simpson, 2009; Witwer et al., 2013).  

Muitos estudos extraem EVs de células cultivadas in vitro. 

Normalmente os ensaios são preparados para as células secretarem as EVs 

durante 24-48 horas. Tempos mais curtos de incubação já foram descritos, 

principalmente quando foram utilisados estímulos, como por exemplo, o 

tratamento do meio de cultura com ionóforo de cálcio por 5-60 minutos (Hess 

et al., 1999). A utilização de Soro Fetal Bovino (SFB) em alguns tipos de 

cultura celular interfere na caracterização das EVs das células, e devem 

passar por processos de exclusão das vesículas do SFB (Théry et al.; 2006). 

Quaisquer que sejam as condições da cultura é importante 

quantificar a porcentagem de células mortas presentes na cultura no final do 

tempo de incubação. As células mortas liberam vesículas de vários 

tamanhos e, eventualmente, esses fragmentos ficam submersos no meio de 

cultura e podem ser isoladas como vesículas menores após 

ultracentrifugação ou filtração (Théry et al., 2006).  

 

1.4.1. Isolamento  

 

Os métodos de isolamento das EVs incluem ultracentrifugação (UC), 

filtração por coluna de exclusão de tamanho (SEC - do inglês “Size 

Exclusion Chromatography”), isolamento por imunoafinidade, e técnicas 

micro fluídicas (Lane et al., 2017).  

A centrifugação diferencial acompanhada da ultracentrifugação (UC) 

é considerada a forma clássica de isolamento de EVs (Lozano-Ramos et al., 
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2015). Porém, contaminações, como por exemplo, vírus podem influenciar 

nos resultados (Webber e Clayton, 2013). 

Para purificar EVs utilizando a SEC é necessário primeiramente 

eliminar as células, plaquetas ou grandes corpos apoptóticos por uma ou 

mais etapas de centrifugação de baixa velocidade ou utilizar filtros de até 

800 nm (Benedikter et al., 2017; Corso et al., 2017).  

 

1.4.2. Caracterização 

 

 

Várias técnicas permitem a detecção e caracterização de EVs. São 

elas: análise de rastreamento de nanopartículas (NTA), sensor de pulso 

resistivo ajustável (tRPS) e citometria de fluxo de alta resolução (HFC) 

(Maas et al., 2014).  

A mais usual é a análise por NTA, que é usada para contar e 

dimensionar partículas na escala de nanômetros de diâmetro. O NanoSight é 

um instrumento óptico com um microscópio de luz acoplado a uma câmera 

DCC-Dispositivo de carga acoplada. Ele é baseado em um laser que detecta 

o movimento browniano, que é o movimento aleatório de partículas 

microscópicas imersas em fluído de partículas individuais imersas em 

alguma solução (Filipe et al., 2010; Gardiner et al., 2013; Maas et al., 2015). 

A desvantagem desta metodologia é que quando se usa o NTA no 

modo de dispersão de luz, podem ser encontrados grandes agregados de 

proteína que não serão distinguidos das EVs pelo movimento browniano e, 

portanto, mesmo após a purificação parcial, as concentrações de partículas 

calculadas por esta técnica incluem uma mistura de EVs e estruturas não 

vesiculares (Witwer et al., 2013). 
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1.5. Eletroforese vertical de proteínas e Immunoblotting 

 

 

As amostras podem ser tratadas com soluções tamponadas 

contendo reagentes de lise, desnaturantes e inibidores de protease 

(Mathinavan e Simpson et al., 2009; Lobb et al., 2015). As proteínas, então, 

são separadas por SDS-PAGE. 

O immunoblotting é empregado para demonstrar a presença de 

proteínas contidas no interior das EVs (Kowal et al., 2016). Algumas TETs 

podem ser usadas como marcadores como CD9, CD63, CD81 e CD82. 

Também se utilizam moléculas de MHC (Complexo Histocompatibilidade, 

como indicador de células hospedeiras) que codificam glicoproteínas de 

superfície celular (Andreu e Yáñez-Mó, 2014) e proteínas citosólicas tais 

como certas proteínas de estresse, Tsg101 (Gene de susceptibilidade 

tumoral 101, que funciona na biogênese do MVB (Katzmann et al., 2001). A 

proteína Alix, proteína essencial na classificação dos conteúdos de vesículas 

ou proteínas do citoesqueleto (actina, tubulina), e a Flotilina, que é um gene 

da membrana celular interna e utilisado na identificação de exossomos, pois 

codifica proteínas do tráfico vesicular e transdução de sinal (Yoshioka et al., 

2013) 

Esta metodologia por si só não pode identificar se as proteínas 

detectadas são de EVs. A presença de um marcador de EV não significa que 

os contaminantes estejam ausentes. No entanto, o Immunoblotting é uma 

ferramenta útil para detectar proteínas presentes em preparações de EVs 

purificadas (Witwer et al., 2013). 

 

1.6. Microscopia Eletrônica 

 

 

As técnicas de microscopia eletrônica (ME) estão bem estabelecidas 

e provaram ser muito úteis na pesquisa de EVs, fornecendo evidências 

diretas para a presença de estruturas vesiculares, já que partículas menores 
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de 300 nm não são visualizadas em microscópio óptico (Van Der Pol et al., 

2010; Linares et al., 2017). Existem duas técnicas de ME para visualização 

das EVs: ME de transmissão (MET) (Figura 12) e ME de varredura (MEV). 

Na MET, considerada uma ferramenta padrão em estudo com EVs, 

o uso de metais pesados, como o tetróxido de ósmio e o acetato de uranila 

na microscopia eletrônica de transmissão permite o reconhecimento de 

vesículas por contraste, reforçado pela incorporação em metilcelulose 

(Linares et al., 2017). 

Na maioria dos casos, as suspensões de EVs concentradas são 

colocadas em grades e fixadas, por exemplo com paraformaldeído. Os 

resultados da MET indicam a aparência em forma de copo (cup-shape) de 

20-100 nanômetros de diâmetro dos exossomos (György et al., 2011). 

 

 

Figura 12. Micrografia eletrônica de transmissão de exossomos derivados de reticulócitos, 
marcados com um anticorpo monoclonal contra o receptor da transferrina. Fonte: 
Johnstone, 1987 apud Akers et al., 2013 

 

A MEV é uma abordagem alternativa que surgiu recentemente. 

Estes métodos fornecem apenas informações semi-quantitativas sobre as 

EVs. O tamanho das EVs não pode ser determinado de forma segura devido 

à polidispersidade (Wu et al., 2015; Jung e Mun, 2018). Além disso, os 

procedimentos de desidratação e vácuo da amostra necessários na ME 

podem afetar suas características. O tempo de medição é na ordem de 

horas (Momen-Heravi et al., 2012). 
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1.7. Justificativa 

 

 

A toxoplasmose torna-se uma doença de importância em Saúde 

Pública quando a infecção primária ocorre em gestantes e em pacientes com 

deficiências do sistema imune por causas naturais, pela Aids e por 

transplantes. Portanto o diagnóstico é de extrema importância para 

diferenciar indivíduos assintomaticamente infectados daqueles que 

desenvolvem as formas graves da infecção.  

Estudos prévios de nosso grupo demonstraram que taquizoítos 

penetram na célula hospedeira com auxilio da liberação antígenos 

secretados/excretados (ESA). Portanto, as ESAs têm papel primordial para a 

sobrevivência dos parasitas. Por outro lado, hospedeiros infectados 

desencadeiam resposta imune celular e humoral contra as ESAs. Estes 

anticorpos já se mostraram eficientes para diferenciar a infecção 

assintomática da sintomática em pacientes com Aids (Meira et al., 2008; 

Meira et al., 2011; Meira et al., 2014). 

Nas últimas décadas diferentes estudos têm evidenciado a 

importância das pequenas estruturas secretadas pelas células procarióticas 

e eucarióticas, as EVs, que podem ser encontradas em diferentes fluídos, 

inclusive em meio de cultura de células in vitro, como as ESAs. Elas têm 

funções especializadas que participam na comunicação entre as células, na 

transferência de proteínas, lipídios e ácidos nucléicos. Participam da 

coagulação, sinalização intercelular, gestão de resíduos, e manipulam o 

sistema imune dos hospedeiros. As EVs, ainda, podem transportar bi 

marcadores de doenças, macromoléculas biorreativas contribuindo para a 

patogênese das doenças (Keller et al., 2006).  

A importância de estudar vesiculas extracelulares é a descoberta de 

novos mediadores de comunicação celular, envolvidas na transmissão de 

sinais entre parasita em questão e o hospedeiro, podendo regular processos 

biológicos. Além disso, os papéis fisiopatológicos das vesículas 

extracelulares são reconhecidos em doenças como câncer e distúrbios 
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neurodegenerativos, destacando potenciais novos alvos para intervenção 

terapêutica também em doenças infecciosas (Andaloussi et al., 2013). A 

idéia desse trabalho surgiu da necessidade de inovação em pesquisas 

envolvendo os mecanismos de ação do Toxoplasma gondii através das EVs, 

nunca antes descritas, e incetivada por outros grupos parceiros que tambem 

estudam o mecanismo de ação das EVs isoladas de outros protozoários. 

Evidencias indicam que as ESAs possam ser carreadas pelas EVs. 

Os resultados da proteomica de exossomos de T. gondii evidenciou 

diferentes proteínas que fazem parte do complexo ESA (Wowk et al., 2017). 

Os dados abordados nesta introdução revelam que apesar dos 

avanços em diferentes segmentos das EVs em parasitas, algumas questões 

ainda não estão totalmente esclarecidas. Assim, justifica-se a procura de 

metodologias que possam isolar e caracterizar as EVs produzidas por T. 

gondii. Tais investigações poderão auxiliar estudos futuros para avaliar a 

presença das EVs de T. gondii no soro de pacientes infectados, dentre 

outros. 
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2. Objetivos 

 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 

Isolar e caracterizar vesículas extracelulares produzidas e 

excretadas por taquizoítos da cepa RH de T. gondii. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 

a. Estabelecer um protocolo de recuperação de vesículas 

extracelulares de taquizoítos coletados do sobrenadante de 

culturas celulares infectadas por taquizoítos da cepa RH de T. 

gondii; 

 

b. Investigar o tamanho e concentração das vesículas extracelulares 

isoladas pelas análises de varredura de partículas;  

 
c. Identificar a morfologia e a liberação de vesículas extracelulares 

por microscopia eletrônica de transmissão e de varredura; 

 
d. Determinar a presença de miRNA em vesículas extracelulares; 

 
e. Avaliar o perfil proteico das vesículas extracelulares isoladas dos 

taquizoítos da cepa RH de T. gondii e verificar por teste sorológico 

se são reconhecidas pelo sistema imune hospedeiro. 
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3.        Material e Métodos 

 

 

3.1. Considerações éticas 
  

Este trabalho foi aprovado no Comitê de Ética Humana do Instituto 

Adolfo Lutz e foi realisado conforme recomendações do CONEP-IAL/SES 

sob número 1845705 de título “Purificação e expressão de exossomos de 

Toxoplasma gondii e a correlação com a toxoplasmose humana” (ANEXO 1). 
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3.2. Delineamento Experimental 
 

 

Figura 13. Delineamento dos experimentos realisados na dissertação. 
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3.3. Culturas celulares 
 

 

3.3.1. Cultura de células VERO 

  

Culturas de células da linhagem VERO ATCC CCL - 81 (células de 

rim-de-macaco-verde-africano Cercopithecus aethiops)) foram gentilmente 

cedidas pela Seção de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz. Foram 

mantidas a 37º C, 5% de CO2, em garrafas de 25 cm2 (Kasvi) com 5 mL de 

meio 199 (Gibco) contendo 10% de Soro Fetal Bovino inativado (SFB) 

(Vitrocell) e 5 mg/ mL de gentamicina. Após a formação da monocamada 

celular (72 horas), as garrafas foram lavadas com tripsina para 

descolamento das células. Passagens foram realizadas para novas garrafas, 

com a finalidade de expandir as culturas celulares. 

 

3.3.2. Manutenção in vitro da cepa RH de T. gondii 

 

A cepa RH de T. gondii (Sabin e Feldman, 1948; Dubey, 1993; Howe 

e Sibley, 1995) foi gentilmente cedida pelo Laboratório de Protozoologia do 

Instituto de Medicina Tropical da USP. Os parasitas foram mantidos nas 

condições descritas previamente (Suresh et al.,1991). Além da obtenção dos 

parasitas para secreção das EVs, taquizoítos foram utilisados para a 

produção do antígeno lisado de taquizoítos (ALT). Este antígeno foi utilisado 

na reação imuno-enzimática (ELISA) para definir o diagnóstico sorológico 

dos soros e como controle positivo nos experimentos de triagem das EVs. 

 
3.4. Antígeno lisado de taquizoítos da cepa RH de T. gondii (ALT) 

  

 

A preparação do ATL foi realizada como previamente descrito 

(Costa-Silva et al, 2008; Meira et al, 2008, com modificações). Cerca de 1 x 
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109 de taquizoítos/mL provenientes de culturas de células VERO (3 - 4 dias 

após a infecção) foram centrifugados por 15 minutos a 1800 g. Após o 

descarte do sobrenadante e os taquizoítos foram lavados com 40 mL de 

PBS 0.01 M, pH 7.2 por 15 minutos a 1800 g. A seguir, os parasitas foram 

lisados utilizando o desruptor (TissueLyser LT) por 8 ciclos (1,0 A/min) por 4 

minutos com intervalos de 2 minutos. Foram rompidos por ultrassom (Sonic 

Dismembrator) por 5 minutos. Após a certificação da lise dos parasitas por 

microscopia óptica, o antígeno lisado foi dissolvido em NaCl 0.3 M e as 

concentrações protéicas foram determinadas por método de Ácido 

Bicinconínico (BCA) (Thermo Scientific) e ajustado na concentração de 1.0 

µg/ mL. O antígeno foi aliquotado e estocado a -70º C. 

 

3.5. Soros utilisados nos ensaios 
 

 

A triagem das frações contendo EVs, após a cromatografia foi 

realizada por ELISA, utilizando um “pool” de 5 soros de indivíduos com 

toxoplasmose crônica. Para verificar a especificidade da metodologia, na 

mesma reação, as frações foram incubadas com um “pool” de 5 soros de 

indivíduos sem toxoplasmose. Esses soros foram previamente testados por 

ELISA e PCR, conforme descrito (Colombo et al., 2005). Os soros humanos 

foram provenientes do banco de soros do Laboratório de Biologia Molecular 

do Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz. Os soros de 

camundongos infectados com as cepas cistogênicas ME-49 e VEG de T. 

gondii foram cedidos gentilmente pela Dra. Thais Alves da Costa Silva.  
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3.6. Obtenção das EVs 
 

 

Para separar os taquizoítos de T. gondii das células hospedeiras e 

garantir a purificação de EVs apenas dos parasitas e não das células 

VERO realizamos centrifugações diferenciais e 5 séries de lavagem com 

PBS.  

Culturas de células VERO foram infectadas com 1 x 106 taquizoítos 

da cepa RH de T. gondii. Após 3 dias de infecção, os parasitas foram 

separados das células rompidas por centrifugação de 300 g por 15 minutos. 

O sobrenadante contendo os parasitas foi separado do sedimento de células 

e centrifugado a 3000 g por 15 minutos, para concentrá-los. Após, os 

parasitas foram lavados por 5 vezes com PBS estéril (3000 x g por 15 

minutos), filtrado (em membrana de 0,22 µm) (Millipore) e uma alíquota foi 

separada para a quantificar os parasitas em câmara de Neubauer. Os 

parasitas, então, foram incubados em 1 mL de meio RPMI sem SFB por 24 

horas a 37º C em estufa de CO2. Após esse período, o sobrenadante 

contendo as EVs foi separado dos parasitas por centrifugação (3000 g por 5 

minutos), filtrado (0,22 µm) e congelado -20º C. 

 

3.6.1. Isolamento das EVs 

 

Para cada procedimento foram utilizadas EVs secretadas de 1 x 109 

taquizoítos. Os filtrados foram concentrados para 2 mL em speedvac 

(Genevac) por cerca de 1 hora á 35º C, em 2 mL. As purificações dos 

sobrenadantes contendo EVs foram realizadas por cromatografia de 

exclusão em gel, como previamente descrito (Trocoli Torrecilhas et al., 2009; 

Nogueira et al., 2015) e com modificações. O conteúdo liofilisado foi 

ressuspenso em 2 mL de tampão Acetato de Amônio 100 mM, pH 6,5 e 

injetado numa coluna Sepharose CL-4B (1 x 40 cm, GE Healthcare) pré-

equilibrada com 100 mM de acetato de amônio, pH 6.5. As frações foram 

eluídas com o mesmo tampão a um fluxo de 0,2 mL/min, com auxílio de uma 
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bomba peristáltica (Pharmacia). Foram coletados cerca de 24 a 32 tubos 

contendo 1 mL de cada fração. 

 

3.6.2. Triagem das frações contendo EVs de T. gondii por ELISA 

 

As frações contendo EVs foram selecionadas por ELISA usando 

como anticorpo um “pool” de 5 soros humanos reagentes para 

toxoplasmose. Na mesma reação, um “pool” de 5 soros humanos não 

reagentes para toxoplasmose foi incluído com o intuito de verificar se os 

anticorpos anti-T. gondii eram específicos para as EVs.  

Cada fração (50 µl) foi incubada (18 h a 4º C) em orifícios de uma 

placa de poliestireno com 96 orifícios medium-binding (Jet Biofil). Após 5 

lavagens com PBS (com Tween 20 a 0,05%), as placas foram bloqueadas, 

por 1 hora, com 5% de leite desnatado-PBS (200 µl/orifício). A seguir, 50 μL 

de soros humanos (diluídos 1:50 em 5% de leite desnatado/PBS) foram 

incubados por 60 min a 37° C. Após cinco lavagens com PBS-Tween 20, os 

poços foram incubados por mais 60 min. a 37°C com IgG de cabra anti-IgG 

humana conjugada com peroxidase (Sigma Aldrich) (50 μL) diluída a 

1:20000 em 5% de leite desnatado-PBS. Após um novo ciclo de 5 lavagens 

com PBS-Tween 20, a revelação ocorreu com adição de 100 µl/orifício do 

substrato enzimático (ácido cítrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M pH 4.5, 0,05% o-

fenilenodiamina, 0,1% H2O2). O desenvolvimento da cor foi interrompido pela 

adição de 100 μL de 4N H2SO4, após a incubação da placa em câmara 

escura, por 15 minutos a 37º C. A absorbância, foi medida com um leitor de 

ELISA (Multiskan) com um filtro de 492 nm. Em cada placa foi incluído dois 

controles (em duplicata). O positivo, que foi constituído de 50 µl de ALT (na 

concentração de 1 μg/mL) e o branco, sem antígeno. As frações que 

apresentaram densidade óptica (D.O.) maior que 0.7 foram agrupadas e 

concentradas por speedvac (velocidade média por 30 minutos à 35º C). 
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3.6.3. Dosagem das proteínas de EVs 

 

As EVs liofilizadas por speedvac foram ressuspensas em 1 mL de 

PBS estéril e filtradas (0,22 µm) para quantificar as proteínas, seguindo o 

protocolo do kit comercial para ensaio proteico BCA (Thermo Scientific). 

Para a construção da curva padrão foi utilizada a albumina sérica bovina 

(BSA) em concentrações que variaram de 50-2000 µg/mL. As amostras e os 

padrões foram diluídos (1:8) em uma placa de poliestireno no reagente do 

kit. A seguir, a placa foi incubada por 30 minutos a 37º C. As leituras em 

D.O. foram realizadas em espectrofotômetro (Multiskan), no comprimento de 

onda 562 nm. Os resultados foram plotados para comparação com uma 

curva padrão. Os valores de concentração foram gerados a partir dessa 

curva, usando a Equação polinomial de 3º grau, com r 2>0.98 para ensaio, 

como descritas por Webber e Clayton (2013). 

 

3.7. Caracterização das EVs por NanoSight: concentração e diâmetro  
 

 

A concentração (partículas/mL) e o diâmetro (nm) das partículas 

(EVs) foram determinadas por “Nanoparticle Tracking Analysis” (NTA) 

usando o NanoSight NS3000 (Malvern) do Laboratório de Imunologia Clínica 

e Experimental da Disciplina de Nefrologia da Escola Paulista de Medicina 

da Universidade Federal do Estado de São Paulo, e como descrito 

anteriormente (Nogueira et al., 2015). O NanoSight calcula o tamanho e o 

número de partículas com base no movimento browniano. As medições 

foram realizadas em 2 experimentos (antes e após a purificação das EVs por 

cromatografia). O primeiro experimento foi realisado para determinar o 

tempo ideal de incubação dos taquizoítos em meio de cultura para liberar as 

EVs. Taquizoítos (1 x 106) foram incubados em meio RPMI (1 mL), a 37° C, 

5% de CO2 durante 1, 3, 6, 12, 20 e 24 horas. Após a incubação, os 

parasitas foram separados dos sobrenadantes, que continham as EVs. Cada 

período analisado foi realisado em triplicata.  
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No segundo experimento, as análises foram realizadas nas 32 

frações (1 mL) coletadas da coluna Sepharose CL-4B. Em todas as análises, 

as medidas foram realizadas em um volume de 400 µl, em triplicata. O 

mesmo volume de meio RPMI (ultra-centrifugado a 45 min para 45.000 g) foi 

utilisado como controle. 

 

3.8. Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) 
 

 

As frações selecionadas por ELISA foram analisadas por TEM para 

detecção da presença de EVs. Esse experimento foi realisado em 

colaboração com as pesquisadoras do Núcleo de Microscopia Eletrônica do 

Centro de Procedimento Interdisiplinares do Instituto Adolfo Lutz, M.s. 

Gislene Mitsue Namiyama e Prof. Dra. Noemi Nosomi Taniwaki. Um volume 

de 3 μL da suspensão contendo as frações com as EVs foi fixado com 100 

μL de paraformaldeído 2% por 1 hora e grades de cobre de 300 malhas 

revestidas com carbono foram tratadas com 30 µl de solução de Alcian Blue 

a 2% e ácido acético 1% durante 10 minutos.Em seguida, as grades foram 

lavadas com 3 gotas de água destilada estéril. Após a remoção, com papel 

filtro, as grades foram colocadas em 30 μL de suspensão fixa de EVs por 10 

min. A coloração foi realizada transferindo sucessivamente as grades para 

três gotas de fosfotungstato de potássio a 2%, pH 6,8, secas com papel de 

filtro e permanecendo pelo menos 24 horas à temperatura ambiente antes 

da análise por microscopia eletrônica. As grades foram observadas sob um 

microscópio eletrônico de transmissão JEOL (modelo JEM1011) (JEOL / 

Massachusetts / USA) operando a 80 kV. As imagens foram gravadas com 

uma câmera de dispositivo de casal carregado (modelo 785 ES1000W, 

Gatan, EUA) e o programa Gatan versão 1.6. 
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3.9. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

Esse experimento foi realisado em colaboração com a pesquisadora 

Prof. Dra. Ana Claudia Trocoli Torrecilhas, do Laboratório de Imunologia 

Celular e Bioquímica de Fungos e Protozoários da Universidade Federal de 

São Paulo. As imagens adquiridas pela MEV tiveram como objetivo observar 

a liberação das EVs pelos taquizoítos (1 x 106), durante 2 e 24 horas de 

incubação em meio RPMI sem SFB (1 mL) a 37°C. Esse período de tempo 

foi determinado a partir dos resultados das análises de NTA. Em seguida, os 

parasitas foram lavados duas vezes em PBS, pH 7.2 e fixados em lamínulas 

previamente revestidas com poli-L-lisina 0,1% (Sigma) durante 30 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida, os parasitas foram fixados em 

glutaraldeído a 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2, contendo 

sacarose a 0,146 M e CaCl2 5 mM durante 1 hora à temperatura ambiente. O 

preparo da amostra para análise foi feito conforme descrito anteriormente 

Soares et al., (2005). As imagens foram analisadas e fotografadas utilizando 

um Microscópio Eletrônico de Varredura (Quanta-FEG) do Centro de 

Microscopia Eletrônica da Universidade Federal de São Paulo.  

 

3.10. Análise de miRNA do conteúdo das EVs 
 

 

3.10.1. Extração e dosagem de RNA e miRNA  

 

As extrações de miRNA e RNA das EVs e dos taquizoítos foram 

realizadas utilizando kit comercial miRneasy mini kit (Qiagen), seguindo as 

recomendações do fabricante. A lise dos taquizoítos (1 x 106) e das EVs (1 x 

109) ocorreu com 1 mL de Qiazol. A solução foi transferida para tubos de 1,5 

mL (livres de nucleases) e incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. 

A seguir, o clorofórmio foi adicionado (1:5), homogeneizado sob agitação 

rápida por 15 segundos e os tubos incubados à temperatura ambiente por 3 
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minutos. As amostras foram centrifugadas a 14.000 g por 12 minutos, com o 

objetivo de separar o fenol (fase rosada e submersa) da amostra (fase 

aquosa). Então, as amostras foram transferidas para um novo tubo contendo 

1,5 volumes de álcool absoluto (100%) e homogeneizadas. Os conteúdos 

foram transferidos para colunas mini spin acopladas em tubos de 2 mL e 

centrifugados a 8000 x g por 1 minuto. Após o tratamento com reagentes 

RWT e RPE, seguindo as instruções do fabricante, o miRNA foi eluído em 30 

µl de água ultrapura livre de DNase/RNase a 70º C, a seguir as amostras 

foram acondicionadas a –70º C.  

As dosagens de miRNA foram realizadas utilizando o kit Qubit 

microRNA Assay Kit (Life Technologies), com os reagentes intercalantes de 

miRNA (1:199) seguindo as orientações do fabricante. Para a dosagem de 

RNA foi utilisado o kit QuantiFluor RNA (Promega), com os reagentes 

intercalantes de RNA (1:199) e seguindo as orientações do fabricante. 

Ambas as leituras foram realizadas no fluorimetro Quantus™ (Promega). 

As análises das quantidades de miRNA foram também realizadas 

por eletroforese micro fluídica (On-Chip electrophoresis) no aparelho 

Bioanalyzer 2100 Agilent (Agilent Technologies) com o chip para “Small” 

RNA (Agilent Technologies). Antes de iniciar o preparo do gel para 

eletroforese, todos os reagentes foram estabilisados em temperatura 

ambiente por 30 minutos. A limpeza dos eletrodos foi realizada com cerca de 

400 µl de RNAseZAP (Life Technologies), seguido de água DEPC no 

cartucho de lavagem e o mesmo foi inserido no aparelho por 1 minuto. O 

cartucho foi retirado e a tampa aberta para secagem dos eletrodos durante a 

preparação do chip. Decorridos 30 minutos de descongelamento dos 

reagentes, iniciou-se o preparo do gel. Foram adicionados 40 µl do Small 

RNA gel (Agilent Technologies), previamente filtrado, com 2 µl de Small RNA 

Dye (Agilent Technologies). Após a agitação em vórtex por 10 segundos, o 

conteúdo foi centrifugado a 13000 g por 10 minutos em temperatura 

ambiente. Após, iniciou-se o preparo do “Small” RNA chip, que foi acoplado 

na “priming station” (Agilent Technologies) para confecção e aplicação dos 

reagentes, segundo as recomendações do fabricante. As amostras de 

http://www.promega.com/products/fluorometers-luminometers-multimode-readers/fluorometers/quantus-fluorometer/
http://www.promega.com/products/fluorometers-luminometers-multimode-readers/fluorometers/quantus-fluorometer/


61 
 

miRNA foram desnaturadas, assim como o “ladder” para pequenos RNAs 

(Agilent Technologies) a 70 ºC por 2 minutos. Adicionou-se 1 µl da amostra 

no poço destinado e o chip foi colocado no equipamento. Com auxílio do 

Agilent 2100 Expert Software (Agilent Technologies) obteve-se o resultado 

em tempo real pela análise do eletroferograma e densitometria dos géis 

virtuais. 

 

3.11. Análise protéica do conteúdo das EVs 

 

 

3.11.1. Eletroforese vertical das proteínas 

 

A eletroforese vertical foi realizada em gel de acrilamida, contendo 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) como descrita previamente 

(LaemmLi,1970), em equipamento Mini-Protean II (Bio-Rad, USA). Em todos 

os ensaios, os géis foram confeccionados com espessuras de 1,5 mm, com 

gel de separação (Tris-HCl 0,75 M; SDS 0,2%, pH 8,8) na concentração de 

10% de acrilamida e gel de empilhamento (Tris-HCl 0,25 M; SDS 0,2%, pH 

6,8). As amostras analisadas na concentração de 10 µg/mL foram diluídas 

em 15 μL de tampão de amostra (SDS 2%; glicerol 10%; 2-mercaptoetanol 

5%; Tris-HCl 60 mM, pH 6,8 e azul de bromofenol 0,002%). Posteriormente 

foram aquecidos por 5 minutos a 100º C e aplicados 20 μL nas canaletas do 

gel de empilhamento. Em todos os experimentos foram colocados na 

primeira canaleta do gel 10 μL do padrão de peso molecular para proteínas 

(170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10 kDa) (Thermo Scientific). Os 

eletrodos foram mergulhados no tampão contendo Tris-HCl 0,025 M; glicina 

0,192 M; SDS 0,1% e aplicados numa voltagem constante de 200 V. Os géis 

foram corados pela coloração Prata. Inicialmente, as proteínas foram fixadas 

no gel com solução contendo 50% de metanol, 0,15% de formaldeído e 12% 

de ácido acético e em seguida lavado com etanol 35%. Após a imersão em 

solução de tiossulfato de sódio 0,2%, o gel foi lavado com H2O ultrapura (2 
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vezes) e então corado com AgNO3 0,2%. Para a revelação foi aplicado uma 

solução contendo carbonato de sódio, 0,1% de formaldeído e 0,14% de 

tiossulfato de sódio. Para interromper a reação foi utilizada uma solução 

contendo 50% de metanol e 12% de ácido acético. Todas as etapas 

ocorreram sob agitação e 5 minutos e sob aquecimento em forno micro-

ondas na potência média-máxima por 30 segundos cada. 

 

 

3.11.2. Imunoblotting 

 

Os géis contendo as EVs foram transferidos para membranas de 

nitrocelulose com poros de 0,45 µm de diâmetro (BioRad) no equipamento 

Trans-Blot System (BioRad), conforme descrito previamente (Towbin et 

al.;1979). Após o posicionamento e montagem dos géis, a transferência foi 

efetuada em voltagem constante de 15 V por 60 minutos em tampão de 

transferência (Tris-HCl 25 mM; glicina 0,192 M; metanol 20%, pH 8.2). Ao 

final da transferência, as membranas foram coradas por 0,2% de Ponceau-S 

[ácido 3-hidroxil-4-(2-sulfo-fenilazo) -2,7-naftalenodisulfônico] (Sigma) em 

ácido tricloroacético 3% (Merck) por 5 minutos para confirmação da 

transferência efetiva das proteínas. As membranas foram cortadas em tiras 

de 3-4 mm e estas incubadas com PBS-leite desnatado 5% por 1 hora, a 

temperatura ambiente, sob agitação, seguidos de 3 lavagens com PBS (5 

minutos).  

As seguintes amostras de soros foram testadas: 1. “Pool” de soros 

de camundongos cronicamente infectados com a cepa VEG; 2. “Pool” de 

soros de camundongos cronicamente infectados com a ME-49; 3. Soro 

humano crônico para toxoplasmose; e 4. Soro humano não reagente para 

toxoplasmose. Todas amostras foram diluídas em PBS-leite desnatado 5% 

(1:100) e incubados por 4 horas a temperatura ambiente, sob agitação. Após 

mais três lavagens com PBS (5 minutos), as membranas foram incubadas 

por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitação com os anticorpos 
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secundários (Sigma) de IgG de cabra anti-IgG humana conjugada a 

peroxidase (1:8000) e IgG de cabra anti-IgG murina conjugada a peroxidase 

(1:8000) em PBS-leite desnatado 5%, seguindo-se, então, um novo ciclo de 

lavagens. A revelação das bandas foi efetuada cobrindo-se as membranas 

com substrato comercial Pierce ECL para immunoblotting (Thermo Scientific) 

e registradas em gel documentador com filtro para quimiluminescência 

UVITEC (Cleaver Scientific). 

  

3.12. Análise de dados 
 

 

Os resultados gerados no NanoSight foram realisados em triplicata. 

Os resultados das concentrações das EVs em diferentes períodos de 

incubação foram calculados descontando os valores de controle (meio 

RPMI) e expressam as médias aritméticas ± EPM (erro padrão da média). A 

comparação entre os resultados gerados no NanoSight (diferentes períodos) 

foi determinada por Tukey ANOVA com base em um valor crítico de p ⩽ 

0,05. As análises e gráficos foram realizadas no programa de computador 

Graph Pad Prism versão 5.0 (San Diego, CA, EUA).  
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1.   Padronizações: tempo de incubação 
 

Os experimentos realisados nesta dissertação foram realisados com 

objetivo de caracterizar as EVs liberadas por taquizoítos. 

No primeiro experimento, 2 x 108 taquizoítos foram incubados por 3 

horas em meio RPMI (a 37° C com 5% CO2) para a liberação das EVs. A 

seguir 400 µl do sobrenadante contendo as partículas foram analisadas no 

NanoSight. A Tabela 1 e Figura 14 mostram que 2 x 108 taquizoítos 

secretaram em média, 1,27 x 108 partículas de tamanho médio de 180 nm 

de diâmetro. 

 

Tabela 1. Concentração (partículas/mL) e diâmetro (nm) de EVs liberadas por 2 x 108 
taquizoítos da cepa RH de T. gondii em meio RPMI durante 3 horas. A análise foi 
realizada em triplicata no NanoSight NS3000. 

 
 

 

 

 

 

  

Concentração de 

partículas/mL 

 

Diâmetro (nm) 

1,42 x 108 189 

1,27 x 108 

0,95 x 108 

138 

196 
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Figura 14. Concentração e tamanho de partículas liberadas por 2 x 108 taquizoítos no 

sobrenadante, durante 3 horas. As análises foram feitas em triplicata contendo 
400 µl de produto liberado (as réplicas foram representadas por círculos, 
quadrados e triângulos) no equipamento NanoSight NS3000. 

 

A seguir, as análises foram realizadas com o objetivo de determinar 

o tempo ideal de incubação. Então, alíquotas de 1 x 106 taquizoítos foram 

incubados por diferentes períodos de tempo (1, 3, 6, 12, 20 e 24 horas) em 1 

mL de meio RPMI (a 37°C com 5% CO2) para a liberação das EVs. A seguir 

400 µl do sobrenadante contendo as partículas foram analisadas no 

NanoSight e os resultados foram gerados no equipamento em triplicata.  

Como mostra a Figura 15, o tamanho das EVs variou entre 165, 2 a 

175,3 nm. Nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada no 

tamanho das partículas entre os períodos de incubação estudados.  
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A Figura 16 mostra as concentrações de partículas liberadas por 

taquizoítos dos diferentes períodos estudados. Os taquizoítos secretaram 

4,37 ± 0,81 x 108 EVs/mL por 1 hora. O mesmo número de parasitas liberou 

8,49 ± 0,88 x 108 EVs/mL em 24 horas. 

Figura 15. EVs liberadas por 1 x 106 taquizoítos em diferentes períodos de incubação 
(1, 3, 6, 12, 20 e 24 horas). As análises do tamanho das partículas foram 
realizadas num volume de 400uL de produto liberado por taquizoítos, em 
triplicata e no equipamento NS3000. Os valores estão expressos em média 
aritmética ± EPM. Não foi observada nenhuma diferença estatisticamente 
significante no tamanho das partículas nos períodos de incubação 
observados. (Analise estatística pelo métodoTukey ANOVA”). 
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Figura 16. EVs liberadas por 1 x 106 taquizoítos em diferentes períodos de incubação (1, 3, 
6, 12, 20 e 24 horas). As análises das concentrações de partículas foram 
realizadas no volume de 400uL de produto liberado por taquizoítos, em triplicata, e 
no equipamento NanoSight NS3000. Os valores estão expressos em média 
aritmética ± EPM. (Analise estatística pelo métodoTukey ANOVA”). 

 
As Figuras 17A e 17B mostram a distribuição gráfica no NanoSight 

das concentrações/mL e tamanho das partículas liberadas por taquizoítos 

durante 1 hora e 24 horas respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 17. Imagens gráficas de NTA (NanoSight) das EVs liberadas por 1 x 106 taquizoítos 

por 1 hora (A) e por 24 horas (B). 
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4.2. Purificação das EVs liberadas por taquizoítos de T. gondii  
 

 

4.2.1. Purificação por cromatografia e seleção por ELISA 

 

As EVs liberadas no meio RPMI (de cerca de 1 x 1010 taquizoítos) 

foram purificadas por cromatografia de gel-exclusão (coluna Shepharose CL-

4B). Com auxílio de uma bomba peristáltica foram coletadas cerca de 24 a 

32 frações contendo 1 mL, num fluxo de 0,2 mL/min. A seguir, as frações 

foram testadas por ELISA. Aquelas contendo EVs foram reativas a um ‘‘pool” 

de soros reagente (humano) para toxoplasmose.  

A Figura 18 mostra as frações reativas, que corresponderam ao pico 

da curva. A especificidade da metodologia foi demonstrada, uma vez que 

nenhuma fração foi reativa com o “pool” de soros não reagente (humano) 

para toxoplasmose. Em todas as reações foi incluído um controle positivo 

(antígeno ALT), onde o “pool” de soros reagente apresentava reatividade em 

torno de 1.5 (em D. o.). 
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Figura 18. Isolamento de EVs de taquizoítos da cepa RH de T. gondii. Reatividade das 
frações eluídas por cromatografia em gel-exclusão (Sepharose CL-4B). A 
metodologia utilizada foi ELISA utilizando um “pool” de soros reagente para 
toxoplasmose (círculos) e um “pool” de soros não-reagente para toxoplasmose 
(quadrados). Os resultados representam absorbância de cada fração na 
densidade óptica (D.O) de 492 nm. Os controles positivos na reações 
apresentaram D.O em torno de 1,5. 

 
4.2.2. Análise da concentração de partículas por NTA e da 

concentração protéica por BCA  

 

No passo seguinte, as concentrações de proteínas (Figura 19) de 

cada fração foram determinadas pela dosagem de proteínas pelo kit “BCA 

Protein”. As frações reativas em ELISA, contendo EVs apresentaram maior 

concentração de proteínas.  

Juntamente com a análise de proteínas, as concentrações de 

partículas de cada fração foram determinadas pelo NTA (NanoSight) (Figura 

20). As frações reativas em ELISA, contendo EVs apresentaram maiores 

concentrações de partículas do que as não reativas. 
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Figura 19. Concentração de partículas/mL das frações do isolamento das EVs (frações 

contendo 1 mL) por NTA. Experimento realisado no equipamento NanoSight. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 20. Dosagem das concentrações protéicas (µg/mL) das frações contendo as EVs 

pelo método BCA. 
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4.3. Caracterização das EVs liberadas por taquizoítos de T. gondii  
 

 

4.3.1. Estrutura e liberação das EVs pela superfície da membrana de 
taquizoítos analisadas por microscopia eletrônica.  

 

Para confirmar microscopicamente a presença das EVs nos 

produtos secretados por taquizoítos foram analisadas as imagens captadas 

por MEV. Os ensaios foram realisados em taquizoítos secretando EVs em 

meio RPMI durante 2 e 24 horas a 37° C. As diferenças nas concentrações 

das EVs liberadas pela membrana do parasita foram claramente observadas 

nas amostras coletadas após 2 horas (Figuras 21A e 21B) e 24 horas 

(Figuras 21C e 21D) de incubação.  
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As frações contendo EVs, após a purificação por cromatografia 

também foram analisadas microscopicamente. As imagens avaliadas pela 

MET revelaram numerosas vesículas, com o tamanho típico de EVs (Figura 

22A). Além disso, a Figura 22B mostra as características morfológicas 

semelhantes às MVs produzidas por células de mamíferos e não mamíferos. 

Além da análise morfológica, estas imagens comprovaram a pureza de EVs 

após a passagem do produto liberado por taquizoítos na coluna de afinidade. 

  

A  B  

3µ
m 

2µ
m 

D 

1µ
m 

2µ
m 

C 

Figura 21. Fotografias capturadas por microscopia eletrônica de varredura de taquizoítos (cepa 
RH) de T. gondii liberando EVs (destaque em verde) pela superfície da membrana 
após incubação em meio de cultura RPMI durante 2 h (A e B) e 24 horas (C e D). 
Ampliação: (A) 104.767; (B) 54.619; (C) 108.169 e (D) 76.191. 
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4.3.2. Dosagem de miRNA das EVs de T. gondii 

 

 

A fim de investigar se as EVs de taquizoítos carreiam miRNA, após a 

extração, as concentrações “small RNAs/miRNA” foram dosadas pelo 

método de corrida eletroforética micro fluídica com o kit para small RNAs. 

Posteriormente os resultados foram avaliados no equipamento Bioanalyzer. 

Estes procedimentos foram realisados em duas amostras de EVs purificadas 

e, para efeito de comparação, uma amostra contendo miRNAs extraídos de 

1 x 108 taquizoítos. As concentrações de small RNAs das amostras 1 e 2 

das EVs foram de 228,7 pg/µl e 1.574,4; e para miRNA, 124,0 pg/μL e 614,0 

respectivamente. As proporções miRNA/small RNA foram 54% e 39%. Como 

as concentrações de miRNAs dos EVs foram muito baixas e próximas da 

detecção do limiar (Bioanalyzer-50 pg/µl), os valores foram comparados com 

os padrões eletroforéticos dos taquizoítos (1 x 108). Para este propósito, as 

moléculas de RNA dos taquizoítos foram diluídas 20 e 200 vezes. Os 

resultados foram visualisados como dados eletroforéticos (Figuras 23 e 24). 

A  B  

0.5µm 0.2µm 

Figura 22. Imagens capturadas pela microscopia eletrônica de transmissão de considerável 
quantidade de EVs após purificação pela cromatografia. As frações reativas foram 
concentradas e preparadas para a microscopia. Amplificação: 25.000 (A) e 60.000 
(B). 
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A concentração de small RNAs de taquizoítos que foi 19.896,00 pg/µl e de 

miRNA, 9.312,00 pg/µl. 

 

 
 

Figura 23. Imagem representativa do gel contendo miRNA celular (dos taquizoítos) e das 
EVs. As amostras foram analisadas no Agilent 2100 Bioanalyzer (usando o kit 
Small RNA expert). O marcador de massa molecular (em nucleotídeos) está 
indicado no lado esquerdo. 

 
O valor da Integridade do RNA (RIN) foi de 9,5. A relação 

miRNA/smallRNA foi de 47%. Quando as moléculas de RNA foram diluídas 

20 vezes, a concentração de small RNA foi de 2.052,4 pg/μL e de miRNA foi 

de 1.256,6 pg/μL. A relação miRNA/small RNA foi de 61%. Quando as 

moléculas de RNA foram diluídas 200 vezes, a concentração de small RNA 

foi de 357,50 pg/μL e de miRNA, 195 pg/μL. A relação miRNA/small RNA foi 

de 55% (Tabela 2). 
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Tabela 2. Quantidades totais de smallRNA, miRNA e a relação de smallRNA/miRNA de 

taquizoítos (celular), diluído 1:20; 1: 200 e das EVs purificadas (amostras 1 e 2). 

 
 
Quantidade total  

 

Taquizoítos smallRNA 
(pg/µl) 

miRNA 
(pg/µl) 

Relação  
miRNA/smallRNA [%] 

Celular (1 x108) 25666,0 15883,0 62 

1:20 2052,4 1256,6 61 

1:200 357,5 195,5 55 

EVs (amostra 1) 228,7 124,0 54 

EVs (amostra 2) 1574,4 614,0 39 

 
  

 Total RNA+ small RNA 
Celular (taquizoítos) 
Celular (taquizoítos) RNA 1:20 
Celular (taquizoítos) RNA 1:200 
EVs (amostra 1)  
EVs (amostra 2)  
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Figura 24. Concentrações smallRNA/miRNA nas frações contendo as EVs 
purificadas. Unidades de fluorescência (FU) no eixo Y e 
marcadores de peso molecular em número de nucleotídeos (nt) no 
eixo X. (A), distribuição gráfica de smallRNA e miRNA por padrões 
eletroforéticos das moléculas de RNA extraídas de taquizoítos 
(celular), diluídas 1:20,1:200 e das EVs (amostras 1 e 2). Em (B) 
são mostrados apenas os resultados do RNA extraído de 
taquizoítos diluído 1:200 e de EVs (amostras 1 e 2). 
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4.3.3. Análise do perfil proteico das EVs e o reconhecimento da 
resposta imune hospedeira 

 

Após a dosagem de proteínas das frações de EVs, as mesmas 

foram agrupadas e analisadas em SDS-PAGE. O perfil eletroforético das 

proteínas apresentou um espectro de 15 a 70 kDa (Figura 25). As tiras de 

nitrocelulose contendo as proteínas foram incubadas com os soros de 

camundongos e de humanos. O perfil eletroforético mostrou uma reatividade 

para o pool de soros humanos diferente dos soros de camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
  

 - 70- 

- 55- 

- 25- 

- 15- 

- 40- 

kDa EVs       1 2 3 4 

- 35- 

Figura 25. As proteínas das EVs (10 μg) foram separadas por SDS-PAGE a 
10% e coradas (EVs) e transferidas para nitrocelulose. Os soros 
foram incubados com as tiras de nitrocelulose e são: pool de soros 
de camundongos cronicamente infectados com a cepa VEG (tira 1) e 
com a cepa  ME-49 (tira 2). Soro humano reagente (tira 3) e soro 
humano não reagente para toxoplasmose (tira 4). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

A infecção causada por T. gondii induz alterações na resposta imune 

de hospedeiros infectados. Com o desequilibrio da relação parasita-

hospedeiro ocorre o aparecimento das formas clínicas da toxoplasmose 

(Pereira-Chioccola et al., 2009; Dubey et al., 2012).  

As EVs têm papel importante em processos fisiológicos e 

patológicos. Assim, estão envolvidas nas infecções por protozoários, pois 

interagem com as células hospedeiras via membrana plasmática (Mantel e 

Marti, 2014).  

Porem, a importância das EVs de T. gondii, partícularmente, na 

resposta imune e no ambiente fisiológico não esta totalmente elucidada. 

Estudos recentes demonstraram que exossomos excretados por células 

hospedeiras infectadas com T. gondii poderiam agir como uma vacina. A 

infecção por T. gondii alterou os mecanismos de proliferação celular das 

células infectadas e os exossomos liberados pelas células infectadas por T. 

gondii podem mediar essas alterações nas células vizinhas (Aline et al., 

2004; Beauvillain et al., 2007; Bhatnagar et al., 2007; Pope e Lasser, 2013; 

Kim et al., 2016). Recentemente, Li et al. (2018) mostraram que exossomos 

de T. gondii podem modular a resposta imune do hospedeiro e Wowk et al 

(2017) demonstraram o primeiro perfil proteômico de exossomos de T. 

gondii, contendo uma ampla gama de proteínas. Dentre elas inclui-se as 

proteínas SAG, MIC, GRA, GPI, ubiquitina, ciclofilina e trombospondina 

(Torres et al., 2012). 

Como destacado anteriormente, as EVs são classificadas em três 

subclasses, com base na origem e tamanho. O primeiro grupo é constituído 

dos corpos apoptóticos são as maiores EVs, com tamanho variando de 

1.000 a 5.000 nm. O segundo grupo são as microvesículas que variam de 

100 a 1.000 nm e são produzidas por brotamento externo da membrana 

plasmática (Delabranch et al., 2012; Lagana et al., 2013; Akers et al., 2013). 

Elas podem carrear proteínas e RNA e agem como mensageiras entre as 
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células. O terceiro grupo são os exossomos que são as menores e mais bem 

caracterizadas vesículas (30–100 nm). São formadas pelo brotamento 

interno de vesículas no lúmen dos endossomos. Estes multivesiculares 

intracelulares fundem com a membrana plasmática e são liberados para o 

meio extracelular (Cocucci et al., 2009; Théry et al., 2009; Akers et al., 2013; 

Fleming et al., 2014; Coakley et al., 2015). Os exossomos podem carrear 

proteínas bioativas, mRNA, miRNA e outros RNAs não codificantes (Cocucci 

et al., 2009; Delabranch et al., 2012; Lagana et al., 2013; Akers et al., 2013; 

Fleming et al., 2014; Schwab et al., 2015; Coakley et al., 2015; Tkach e 

Théry, 2016).  

Proteínas de T. gondii são importantes marcadores das formas 

clínicas da doença, principalmente, na fase aguda (Hafid et al., 1992; 

Cesbron-Delauw e Capron, 1993; Meira et al., 2011). Tais proteínas são os 

primeiros alvos do sistema imune do hospedeiro (Zhou et al., 2005). Estudos 

anteriores mostraram que taquizoítos liberam este conjunto de proteínas, as 

ESAs, que são secretadas por taquizoítos no momento da penetração na 

célula hospedeira. Estas proteínas são compostas de numerosas moléculas 

efetoras que modulam as funções celulares do hospedeiro (Daryani et al., 

2003; Meira et al., 2008; Meira et al., 2011; Długońska e Gatkowska, 2016). 

Das diversas funções já descritas das ESAs incluem-se a internalização de 

taquizoítos nas células hospedeiras e posterior desencadeamento da 

resposta imune do hospedeiro. Este processo já foi descrito em pacientes 

com a toxoplasmose sintomática (Prigione et al., 2000; Daryani et al., 2003; 

Meira et al., 2008; Meira et al., 2011; Długońska e Gatkowska, 2016).  As 

ESAs inibem a expressão de MHC-II induzida por IFN-γ na superfície de 

células infectadas, interferindo, assim no processo de apresentação de 

antígeno e atenuando a resposta específica de células T CD4+ (Lerouxet al., 

2015; Długońska e Gatkowska, 2016). Para que estes estudos fossem 

concluídos, os autores obtiveram as ESAs de sobrenadantes de culturas de 

células infectados com taquizoítos.  

Neste estudo, igualmente, as EVs foram recuperadas de taquizoítos 

usando um protocolo semelhante ao utilisado para a recuperação das ESAs. 
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A diferença foi que para a obtenção das EVs, após a coleta dos parasitas 

das culturas, estes foram lavados por 5 vezes com PBS estéril com objetivo 

de retirar todos os resquicios de meio de cultura. Na segunda etapa, os 

parasitas foram incubados à 37º C em 5% de CO2
 em meio de cultura para 

que liberarem as vesículas (até 24 horas). Após a centrifugação, para 

separar os parasitas, o sobrenadante contendo as EVs foi filtrado em 

membrana de 0,22 µm para garantir a eliminação dos parasitas ou outras 

partículas maiores.  

Como o objetivo deste estudo foi de estudar a microvesículas e 

exossomos secretados por taquizoítos, o método de escolha para 

purificação foi por cromatografia, seguindo o protocolo descrito por Trocoli-

Torrecilhas et al. (2009), que purificam EVs de T. cruzi. Após a purificação 

das EVs de tripomastigotas, os autores selecionaram as frações que 

continham as EVs por ELISA, utilizando um anticorpo anti-α-galactosil, que 

reconhece epítopos de membrana de tripomastigotas (Nogueira et al., 2015). 

No presente estudo, optamos pela coluna de purificação de 

cromatográfia empacotada com a resina Sepharose CL-4B, que é composta 

por esferas de 40-165 μm de diâmetro (Hagel et al., 1996; Williams e Hagel, 

1999 apud Boing et al., 2014). Em todas as purificações, as EVs foram 

encontradas nas mesmas frações, com coletas de 32 frações, contendo 1 

mL cada.  

A maioria dos protocolos descritos referem-se à purificação de 

exossomos e por ultracentrifugação (Li et al., 2018). Com base no tamanho 

das EVs, exossomos, por exemplo, podem ser isolados usando filtros de 

membrana com peso molecular definido ou limites de exclusão de tamanho 

(Hoy et al, 2014 apud Li et al., 2018). Segundo estes autores, a ultrafiltração 

é mais rápida que a ultracentrifugação e não requer equipamento especial 

(Zeringer et al., 2015). Embora a ultracentrifugação seja considerada o 

padrão-ouro no isolamento de EVs, é um procedimento demorado e 

laborioso. Exossomos isolados por ultracentrifugação diferencial geralmente 

contêm proteínas e lipoproteínas (Li et al., 2018). Da mesma forma, a 

cromatografia não deixa de ter suas limitações. Apesar de ser bastante 
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popular de isolamento de exossomos, pela sua simplicidade e rapidez, a 

coluna pode sofrer entupimento, reduzindo a vida útil das membranas e a 

baixa eficiência de isolamento (He et al., 2014 apud Li et al., 2018). A 

complexidade do isolamento por cromatografia é a presença de um grande 

número de partículas com nanômetros de diâmetro ou com o mesmo 

tamanho que EVs, mas que não são vesículas (Zeringer et al., 2015). 

Kits comerciais foram desenvolvidos para ultrafiltragem ou 

fracionamento rápido, baseados em uma seringa contendo uma resina e 

duas membranas (superior e inferior) para retenção de EVs maiores que 

exossomos, como corpos apoptóticos e microvesículas (Li et al., 2018). O 

mesmo instrumento pode ser reproduzido in house (Boing et al.,2014) como 

utilisado neste trabalho. Boing et al. (2014) purificaram EVs de soro humano. 

A coluna utilizada pelo grupo separou 26 frações de 0,5 mL de EVs de soro. 

Pelas análises por NTA verificaram que algumas frações continham as 

maiores concentrações das EVs derivadas de plaquetas. 

Para garantir que somente EVs do organismo de escolha esteja 

presente nas frações coletadas na cromatografia ou ultracentrifugação, o 

recomendado é que se proceda métodos de reconhecimento como a 

microscopia eletrônica, a NTA e o reconhecimento antigênico por um método 

imunológico. Neste estudo, as frações contendo as EVs foram rastreadas 

por ELISA, utilizando soros humanos reagentes para toxoplasmose. Além de 

selecionar as EVs, estes dados também sugerem que as proteínas 

secretadas por taquizoítos podem ser transportadas por EVs, incluindo as 

microvesículas e exossomos. Segundo estudos recentes (Torres et al., 2012, 

Wowk et al., 2017), os exossomos contêm proteínas específicas de T. gondii 

como SAG, MIC, GRA, GPI, ubiquitina e ciclofilina. A especificidade da 

metodologia foi demonstrada pela reação negativa, quando foram utilisados 

soros humanos não reagentes para toxoplasmose.  

A confirmação da presença das EVs nas frações reagentes foi 

verificada pelos ensaios realisados no NanoSight. Foram comparados o 

tamanho e as concentrações das partículas liberadas pelas EVs em 

diferentes períodos de incubação. As análises quantitativa e qualitativa das 
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EVs normalmente são complementadas com os dados gerados pela NTA e 

microscópica eletrônica respectivamente. Os dados gerados pela NTA foram 

feitos em produtos liberados de 1 x 106 taquizoítos incubados em meio 

RPMI. Em 24 horas, os parasitas liberaram cerca de 8,49 x 108 partículas 

com tamanho de 165 a 175 nm. Portanto, estes dados indicaram o tempo de 

incubação ideal para aquisição da maior concentração de EVs sem a lise 

dos parasitas e que o tamanho médio das partículas foi típico de 

microvesículas. Estes dados foram muito semelhantes aos encontrados em 

estudos anteriores na análise de EVs de T. cruzi (Nogueira et al., 2015). 

Pelas análises por microscopia eletrônica, tanto em transmissão 

como na varredura, que os taquizoítos liberam continuamente EVs no meio 

de cultura e por toda da superfície da membrana plasmática. Essas 

vesículas se apresentaram com tamanho, características e morfologia 

semelhantes a outras EVs já descritas na literatura, como as de mamíferos 

(Akers et al., 2013; Schwab et al., 2015; Coakley et al., 2015) e protozoários 

(Thery et al., 2009; Silverman e Reiner, 2011; Nogueira et al., 2015). 

Os experimentos analisados no Bioanalyzer demonstraram a 

presença de smallRNAs e miRNAs nas EVs de taquizoítos. Estes dados 

sugerem que nestas vesículas ocorre também a presença de exossomos, 

como recentemente já demonstrados em outros estudos (Pope e Lasser , 

2013; Pope e Lasser, 2013; Kowal et al., 2014; Wowk et al. 2017; Li et al., 

2018). Já foram identificados cerca de 701 miRNAs isolados de exossomos 

T. gondii cujas funções sugerem o ciclo celular e a regulação da proliferação 

celular, e neurotropismo (Pope e Lasser, 2013; Kim et al., 2016).  

Soros de pacientes com toxoplasmose e camundongos 

experimentalmente infectados com as duas cepas de T. gondii (ME-49 ou 

VEG) reconheceram distintos padrões eletroforéticos das proteínas das EVs 

no Immunoblotting.  

Esses dados sugerem que as proteínas carreadas pelas EVs 

possam ser expressadas em diferentes concentrações nas cepas de T. 

gondii, com por exemplo, em diferentes epítopos (ou mudanças estruturais 

nas moléculas). Além disso, pela grande diversidade de proteínas 
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secretadas, sugere-se que T. gondii dependa de numerosas moléculas 

efetoras para modular as funções celulares do hospedeiro (Długońska e 

Gatkowska, 2016; Wowk et al., 2017).  

Esses achados estão correlacionados com estudos que 

descreveram a participação das EVs produzidas por outros patógenos (vírus, 

bactérias, fungos e outros parasitas) na modulação do sistema imune do 

hospedeiro (Torrecilhas et al., 2012; Kowal et al., 2014; Twu e Johnson, 

2014; Marcilla et al., 2014; Montaner et al., 2014; Nogueira et al., 2015; 

Schorey et al., 2015; Li et al., 2018). Nestes patógenos, as EVs apresentam 

um complexo de moléculas consideradas patogênicas para o hospedeiro 

infectado (Nogueira et al., 2015; Schorey et al., 2015). Desta forma, os 

parasitas são capazes de modificar a atividade do sistema imune do 

hospedeiro utilizando mecanismos como a evasão imune e molecular 

(Długońska e Gatkowska, 2016). 

Os resultados apresentados neste estudo mostram que T. gondii 

secreta EVs contendo miRNA e que são reconhecidos pela resposta imune 

do hospedeiro. Certamente, os parasitas podem modular sua resposta. 

Contudo, como os EVs de T. gondii interagem com células hospedeiras 

(especialmente na expressão gênica através de mecanismos de miRNA) é 

um campo ainda desconhecido. 

As vesículas liberadas por T. gondii podem ser um mecanismo 

importante pelo qual os parasitas apresentam seus antígenos ao hospedeiro 

e, portanto, podem ter um papel importante na patogênese da toxoplasmose.  
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6. Conclusão 

 

 

a. O protocolo para recuperação das EVs de T. gondii foi 

estabelecido a partir de 1 x 106 taquizoítos obtidos de cultura 

células. As EVs foram purificadas por cromatografia em gel-

exclusão em e imuno-selecionadas por ELISA;  

 

b. As análises por NTA permitiram determinar que cerca de 1 x 

106 taquizoítos secretaram de 4 a 8 x 108 EVs/mL num 

período de 24 horas de incubação em meio de cultura.  As 

análises por NTA mostraram que as EVs apresentaram 

morfologia e tamanho de 165-175 nm de diâmetro, que 

correspondem às MVs;  

 
c. As imagens avaliadas por MET e MEV confirmaram a 

liberação das EVs por taquizoítos, e que estas apresentaram 

características típicas de MVs; 

 

d. As purificações de miRNA a partir das EVs e posterior corrida 

eletroforética micro fluídica confirmaram a presença de 

smallRNA e miRNA nas vesículas;  

 
e. As EVs de taquizoítos apresentaram um perfil eletroforético 

de proteínas com espectro de 15 a 70 kDa. Este perfil 

proteico foi reativo para soros humanos e murinos. 
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8. Anexos 

 

8.1. Anexo 1. Parecer do Cômite de Ética em Pesquisa do Instituto 

Adolfo Lutz. 
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