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RESUMO 

 

Toxoplasma gondii apresenta uma estrutura populacional bastante diversa, havendo uma grande 

distribuição de cepas atípicas na América do Sul, principalmente no Brasil. O estabelecimento 

e manutenção da infecção crônica no hospedeiro depende da ativação da resposta imunológica, 

através da produção de IFN-γ. Nesse contexto, esse trabalho buscou avaliar o impacto da 

infecção por cepa atípica de T. gondii sobre a resposta imunológica e suas populações celulares, 

e como o impacto da infecção cerebral contribui para possíveis alterações comportamentais em 

modelo experimental murino. Para a realização desse estudo, foram utilizados camundongos 

BALB/c machos infectados com 10 cistos teciduais da cepa clonal ME49 ou cepa atípica 

TgCkBrRN2 (CK2). Os camundongos foram submetidos à análise comportamental, 

imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica para avaliação das populações 

celulares no lavado broncoalveolar e cérebro; e detecção de fatores neurotróficos e citocinas 

inflamatórias no cérebro através de ELISA e CBA. A infecção crônica levou a depleção 

significativa de micróglia, seguida de grande infiltrado inflamatório e níveis elevados de 

citocinas inflamatórias, principalmente entre os camundongos infectados com a cepa atípica. 

Além da neuroinflamação estabelecida, a infecção pela cepa atípica induziu alterações nos 

níveis do fator de crescimento nervoso e de fractalquina em diferentes áreas do cérebro. O 

estabelecimento da neuroinflamação, caracterizada por níveis elevados de IFN-ɣ se mostrou 

diretamente envolvida no desenvolvimento de comportamentos do tipo ansioso e depressivo 

nos camundongos infectados por CK2. Ao analisarmos as populações de células obtidas no 

lavado broncoalveolar, os camundongos infectados por T. gondii apresentaram redução 

significativa da população de macrófagos alveolares durante a fase aguda da infecção, sendo 

uma depleção mediada por apoptose; com a evolução da infecção crônica, observamos a 

substituição das células residentes por monócitos inflamatórios infiltrados. Além disso, Com 

base nos resultados obtidos, observa-se a capacidade da infecção por T. gondii em interferir na 

integridade das populações de macrófagos residentes, e estimular uma inflamação cerebral que 

se relaciona com o estabelecimento de alterações comportamentais. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; neuroinflamação; células mieloides; alterações 

comportamentais 
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ABSTRACT 

 

The protozoan Toxoplasma gondii exhibit a great diverse population structure, with high 

distribution of atypical strains in South America, mainly in Brazil. The establishment of the 

immune response, with the production of IFN-γ, is detrimental to control T. gondii infection 

and to maintain the chronic stage. In this context, the work presented here sought to investigate 

the impact of T. gondii atypical strain infection over the immune response and immune cell, 

and how the cerebral infection contributes to possible behavioral alterations in experimental 

murine model. Firstly, BALB/c male mice were infected with ten tissue cysts of clonal ME49 

or atypical TgCkBrRN2 (CK2) T. gondii strains, per gavage. Mice were submitted to behavior 

analysis, to determine possible behavioral changes induced by infection; afterwards, 

bronchoalveolar and brain populations of immune cells and the level of local inflammation and 

neurotrophic factors were determined by ELISA and CBA. The results showed that during 

chronic brain infection, it was found a dramatic decrease in the microglia population, followed 

by intense inflammatory infiltrate and high levels of inflammatory cytokines; besides the 

neuroinflammation observed, the infection caused by the atypical strain also contributed to 

changes in the nerve growth factor and fractalkine levels in different areas of the brain. In 

addition, it was also observed that chronic infection by T. gondii atypical strain induced anxiety- 

and depression-like behaviors. After analysing the cell population obtained in the 

bronchoalveolar lavage fluid, it was found that T. gondii infected mice displayed marked 

depletion of alveolar macrphages by apoptosis during acute stage of infection; this depletion 

was followed by replacement of alveolar macrophages by inflammatory monocytes that 

infiltrated from the periphery. Based on the results presents here, it is clear the ability of T. 

gondii to interfere in the resident macrophages population integrity, which can be observed in 

different host tissues; as well as stimulate a sustained cerebral inflammation that is related to 

the establishment of behavioral alterations.  

 

Keywords: Toxoplasma gondii; neuroinflammation; myeloid cells; behavioural changes  
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ICB – Instituto de Ciências Biológicas 

IFN-ɣ - Interferon gama 

IgG – Imunoglobulina G 

IL – Interleucina  

MAPK – Proteína quinase ativada por mitógeno  

MIF – Intensidade de fluorescência média  

MyD88 – Molécula transdutora de sinal da imunidade inata  

NACHT – Central nucleotide-binding domain/NOD 

NaCl – Cloreto de sódio  

NaN3 – Azida de sódio  

NFAT – Fator nuclear de células T ativadas  

NF-kB – Fator nuclear kappa B 

NGF – Fator de crescimento nervoso  

NLRP3 – Proteína 3 contendo domínio de pirina da família dos receptores Nod 

NMDAR – Receptor de N-metil-D-aspartato  

P2ry12 – Receptor purinérgico específico de micróglia  

PBS – Tampão salina-fosfato  

PCR-RFLP – Análise de polimorfismo de fragmentos de restrição utilizando a reação em 

cadeia da polimerase 

PPARy – Receptor ativado por proliferadores de peroxissomos gama  

Siglec – Família de lectinas do tipo imunoglobulinas que se ligam a ácido siálico  

SNP – Single-nucleotide polymorphisms  

STAT – Molécula transdutora de sinal e ativadora de transcrição  

TGF-β – Fator de crescimento transformador beta  

Tmem119 – Proteína transmembrana expressa na micróglia  

TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa  

ToxoDB – Banco de dados dos genótipos identificados de Toxoplasma gondii 

TRAF – Receptor associado ao TNF  

tSNE – t-Distributed Stochastic Neighbour Embedding  

UFMG – Universidade Federal de Minas Gerais  

v/v – Proporção volume/volume  

VCAM-1 – Molécula de adesão celular vascular 1  
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Toxoplasma gondii e Toxoplasmose 

 

 Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatório, capaz de infectar uma grande 

variedade de espécies de animais homeotérmicos, incluindo humanos (TENTER et al., 2020). 

Seu ciclo biológico (Figura 1) apresenta um estágio de reprodução sexuada, que ocorre nas 

células intestinais de felinos, seus hospedeiros definitivos; e um estágio assexuado, que ocorre 

em outras espécies de mamíferos e em aves, seus hospedeiros intermediários (TENTER et al., 

2000; ROBERT-GANGNEUX, DARDÉ, 2012). 

 T. gondii apresenta três principais estágios infectantes: oocistos; taquizoítos e cistos 

teciduais contendo bradizoítos. O oocisto é formado durante o processo de reprodução sexuada 

nas células intestinais do seu hospedeiro definitivo, sendo liberado, junto as fezes do animal, 

no ambiente ainda na forma não esporulada. Fatores ambientais como temperatura, umidade e 

pH do solo contribuem para a esporulação do oocisto que se torna infectante, representando 

uma importante fonte de infecção para outros animais, incluindo gatos e o ser humano; sendo, 

assim, considerada uma infecção adquirida através da ingestão de água e/ou alimentos 

contaminados (ROBERT-GANGNEUX, DARDÉ, 2012; MEIRELES et al., 2015; ALMERIA, 

DUBEY, 2021). 

 Com a ingestão de alimentos contaminados, o oocisto tem sua parede digerida durante 

a passagem pelo sistema gástrico, ocorrendo a liberação dos esporozoítos que conseguem 

infectar ativamente as células epiteliais intestinais no hospedeiro intermediário 

(BETANCOURT et al., 2019). A partir desse ponto, ocorre a diferenciação de taquizoítos, que 

são responsáveis pela disseminação no organismo hospedeiro durante a infecção aguda e pela 

ativação da resposta imunológica protetora (ZENNER et al., 1998; UNNO et al., 2008). Com o 

desenvolvimento da resposta imunológica específica, há o estabelecimento da infecção crônica 

com a conversão de taquizoíto em bradizoíto e a formação de cistos teciduais, presentes nos 

mais diversos tecidos do hospedeiro (SINAI et al., 2020), especialmente no cérebro e 

musculatura, podendo servir como importante fonte de infecção através da ingestão de carnes 

cruas ou sem cozimento adequado (ROBERT-GANGNEUX, DARDÉ, 2012). 
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 A prevalência da infecção por T. gondii varia bastante ao redor do mundo, havendo 

regiões onde a taxa de infecção pode atingir até 90% entre a população (FLEGR et al., 2014). 

Caminhando junto a incidência de T. gondii no mundo, a ocorrência de surtos se mostra bastante 

distribuída; porém, as Américas apresentam o maior número de surtos já registrados, sendo 

responsáveis por quase 74% dos surtos descritos nas últimas décadas. Por sua vez, o Brasil 

conta com 35% dos surtos já publicados (PINTO-FERREIRA et al., 2019), sendo considerado 

um hotspot para toxoplasmose (DUBEY et al., 2021). Estudos sorológicos mostram que 50 a 

80% da população brasileira é soropositiva para toxoplasmose, sendo um índice quatro vezes 

maior que a prevalência identificada nos Estados Unidos da América (DUBEY et al., 2012).  

 

Figura 1: Esquematização do ciclo biológico de Toxoplasma gondii. Seu ciclo biológico resume-
se em três momentos distintos: no hospedeiro definitivo, com formação de oocistos; chegada do 
oocisto no ambiente, onde torna-se infectante através do processo de esporogonia; após infecção do 
hospedeiro intermediário, ocorre a disseminação de taquizoítos pelo organismo, com multiplicação 
intracelular por endodiogenia. Com o estabelecimento da infecção crônica, há formação de cistos 
teciduais contendo bradizoítos. Figura adaptada de Robert-Gangneux, Dardé, 2012. 
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 Além da ampla distribuição pelo mundo e grande variedade de hospedeiros, T. gondii 

apresenta uma grande diversidade na sua estrutura populacional, com diferenças genéticas entre 

cepas, que conferem perfis de virulência distintos. As cepas de T. gondii são organizadas entre 

clonais e atípicas, de acordo com suas características genéticas. As cepas clonais são 

classificadas como pertencentes aos genótipos I, II e III com menos de 1% de divergência 

genética (HOWE, SIBLEY 1995; SU et al., 2003). Esses genótipos são amplamente distribuídos 

pelo hemisfério norte, principalmente na América do Norte e Europa. A utilização de técnicas 

moleculares, como PCR-RFLP e microsatélites, permitiu a caracterização genética das cepas e, 

a identificação de SNPs nos isolados contribuiu para uma identificação de cepas mais sensível, 

tornando possível o estabelecimento mais acurado da sua estrutura populacional (SU et al., 

2006; SU et al., 2009). 

 Com relação a distribuição de cepas de T. gondii no mundo (Figura 2), a América do 

Sul se destaca com sua grande variedade e distribuição de isolados atípicos (SAEIJ et al., 2005; 

SU et al., 2012; SHWAB et al., 2014). Quase dez anos atrás, análises da distribuição geográfica 

de T. gondii revelou uma estrutura populacional bastante diversa na América do Sul, 

compreendendo aproximadamente 646 isolados pertencentes a 156 genótipos diferentes. 

Desses, 385 isolados pertencentes a 106 genótipos foram identificados no Brasil (SHWAB et 

al., 2014). As cepas atípicas encontradas na América do Sul divergem significativamente 

daquelas encontradas na América do Norte e Europa, apresentando uma separação geográfica 

de haplogrupos evidente, além da acumulação de alterações genéticas específicas e haplótipos 

altamente polimórficos (KHAN et al., 2007). 

 A divergência geográfica existente entre as cepas das Américas do Norte e do Sul tem 

sido apontada como um ponto importante na geração de genótipos distintos. Porém, esse fator 

não pode ser assumido como único contribuinte para a diversificação genotípica apresentada 

por T. gondii. A ocorrência de uma grande diversidade de hospedeiros, tanto definitivos quanto 

intermediários, contribui significativamente para geração de pressões evolutivas que culminam 

na maior diversificação genética do parasito. Esse fato é resultado, teoricamente, da ocorrência 

de coinfecções por diferentes cepas do parasito e seu ciclo de reprodução sexuada nos 

hospedeiros definitivos (SU et al., 2006; GALAL et al., 2009).  
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1.2. Ocorrência de cepas atípicas de Toxoplasma gondii no Brasil 

 

 Nas Américas Central e do Sul, existe uma grande abundância de cepas atípicas de T. 

gondii, sem haver dominância por um genótipo específico. No Brasil, as cepas atípicas mais 

abundantes e amplamente distribuídas são consideradas como linhagens clonais brasileiras: BrI 

(ToxoDB #6), BrII (#11), BrIII (#8), and BrIV (#17) (PENA et al., 2008). Além dessas, existe 

uma grande variedade de genótipos distribuídos por todas as regiões do país (Tabela 1); e fatores 

como a extensão territorial, características climáticas e, principalmente, a grande biodiversidade 

faunística presente no Brasil, são fatores que contribuem para a variabilidade de cepas atípicas 

existente (FERREIRA et al., 2006). 

 A grande diversidade de espécies hospedeiras contribui para a diversificação dos 

genótipos de T. gondii encontrados no Brasil. A ocorrência de cepas com genótipos mistos, 

serve como indicativo da infecção simultânea por mais de uma cepa no mesmo hospedeiro. 

 

Figura 2: Panorama da distribuição de genótipos de Toxoplasma gondii no mundo. Na América 
do Sul, o Brasil se destaca pela ocorrência de grande variedade de cepas atípicas, sem haver 
dominância clara entre os genótipos circulantes (SHWAB et al., 2014). 
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Esse tipo de coinfecção, tanto em animais domésticos como em animais silvestres, já foi 

descrito em várias regiões do Brasil (PENA et al., 2008; YAI et al., 2009; RAGOZO et al., 2010; 

CARNEIRO et al., 2013; WITTER et al., 2020; WITTER et al., 2022).  

 Na região Centro-Oeste do Brasil, foram identificadas 22 cepas de T. gondii, distribuídas 

entre 11 genótipos atípicos, obtidas de animais domésticos, selvagens e de infecção humana 

(WITTER et al., 2020). Recentemente, os mesmos autores identificaram 51 cepas isoladas de 

galinhas, no estado do Mato Grosso. A genotipagem por PCR-RFLP revelou que essas cepas se 

distribuem em 17 genótipos atípicos e, desses, cinco ainda não tinham sido descritos (WITTER 

et al., 2022). Entre os genótipos identificados, o #166 foi o mais encontrado entre as amostras 

de galinhas e, além disso, já sendo identificado anteriormente em amostras de animais 

domésticos, selvagens e em humanos da mesma região (WITTER et al., 2020). 

 Existem muitos registros da incidência de cepas atípicas na região Nordeste do Brasil, 

refletindo a grande distribuição e variabilidade genotípica do parasito pelo país. No Maranhão, 

foram identificados quatro genótipos atípicos, isolados de galinhas (SOUSA et al., 2016). Na 

Bahia, genótipos atípicos foram identificados em gatos naturalmente infectados. Atualmente, 

aproximadamente 19 genótipos já foram identificados nessa região, provenientes de diferentes 

espécies hospedeiras: porcos, ovelhas, galinhas e gatos domésticos (BEZERRA et al., 2012; 

MACIEL et al., 2014; ROCHA et al., 2018; DEIRÓ et al., 2021). No estado do Rio Grande do 

Norte, foi reportada a ocorrência de cepas atípicas em amostras das carnes de animais 

destinados ao consumo humano, provenientes de matadouros. Clementino-Andrade e 

colaboradores (2013) identificaram 19 cepas de T. gondii, das quais 17 foram classificadas 

como virulentas. As cepas encontradas estavam distribuídas entre quatro genótipos atípicos; 

desses, dois genótipos nunca tinham sido descritos antes. Rêgo e colaboradores (2017) isolaram 

cepas atípicas de T. gondii obtidas de porcos e cabras no estado do Piauí. Nesse estudo, foram 

identificados 11 genótipos e, diferente do observado em outras regiões do país, 72% dos 

isolados no Piauí foram considerados avirulentos. Outros estados do Nordeste brasileiro já 

tiveram a ocorrência de genótipos atípicos registrada, como Paraíba (FEITOSA et al., 2017), 

Alagoas (SANTOS-SILVA et al., 2020; MELO et al., 2020) e, também, na ilha de Fernando de 

Noronha (DUBEY et al., 2010; MELO et al., 2016), pertencente ao estado de Pernambuco.  
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Tabela 1: Visão geral da distribuição de cepas atípicas de Toxoplasma gondii, e seus genótipos, no Brasil. 

T. gondii ID No. de genótipos 

identificados 

Classificação genotípica Origem do isolado Localização (Estados 

brasileiros) 

Ref. 

TgCkBr107– 116; TgCkBr141 – 145 11 11 cepas atípicas Galinhas Pará DUBEY et al., 2007 

TgCkBr146 – 164; 

TgOvBrRS1 – 4; TgPkSMBra 

12 1 genótipo clonal (II); 

11 cepas atípicas 
Galinhas, ovelhas, 

porcos 
Rio Grande do Sul DUBEY et al., 2007; 

RAMOS et al., 2018; 

PARABONI et al., 2019 

TgCatBr38 -62; TgCatBr64 -84; 

TgCpBr1 – 36; TgOvBr1 – 13; TgShBr1 

– 4; TgShBr16 – 15; TgGtBr1 – 7; 9 – 

12 

 

55 

 

2 genótipos clonais (II); 
53 cepas atípicas 

 

Gatos domésticos, 

capivaras, ovelhas 

 

São Paulo 

PENA et al., 2008; RAGOZO 

et al., 2008; YAI et al., 2009; 

SILVA et al., 2011 

TgCkBr210 – 233; TgCatBrPE01 – 02 7 2 genótipos clonais (II and III) 

5 cepas atípicas 

Galinhas, gatos 

selvagens 

Fernando de Noronha DUBEY et al., 2010; 

MELO et al., 2016 

TgCkBr188 – 209 11 11 cepas atípicas Galinhas Mato Grosso do Sul SOARES et al., 2011 

TgPgBr06 – 16; TgShBr54 

TgShBr124; TgShBr127; TgCkBr284 – 

308; TgCarBr85 – 89 

 

19 

 

19 cepas atípicas 
 

Porcos, ovelhas, 

galinhas e gatos 

domésticos 

 

Bahia 

BEZERRA et al., 2012; 

MACIEL et al., 2014; ROCHA 

et al., 2018; DEIRO et al., 2021 

TgCTBr1 – 27; 

TgWildBrMG1 – 6 

19 19 cepas atípicas Humanos; pássaros 

silvestres 

Minas Gerais CARNEIRO et al., 2013; 

REGO et al., 2018 

 

TgPgBrRN1 – 5; TgCkBrRN1 – 13 

TgGtBrRN1; TgGtBr8; 10 

 

8 

 

8 cepas atípicas 

 

Ovelhas, cabras, porcos 

e galinhas 

 

Rio Grande do Norte 

RAGOZO et al., 2010; 

CLEMENTINO-ANDRADE et 

al., 2013 

TgCkBr234 – 250; TgCkBr252 – 265; 

TgCkBr267 – 274; TgCkBr277 – 281 

 

11 

 

11 cepas atípicas 

 

Galinhas 

 

Espírito Santo 

 

PENA et al., 2013 

TgCTBral; TgCTBrac; TgCTBrv 

TgCtBRca; TgCkBrPr1 – 18 

12 12 cepas atípicas Humanos, galinhas Paraná HIGA et al., 2014; VIEIRA et 

al., 2018 

TgCkBrNA1 – 5 4 4 cepas atípicas Galinhas Maranhão SOUSA et al., 2016 

TgPgBRPB3;  8 – 14; 16 – 18;  20 – 24; 

26; 27 

12 12 cepas atípicas Porcos Paraíba FEITOSA et al., 2017 

TgPgBrPI1 – 16; TgGtBrPI1 – 9 11 11 cepas atípicas Porcos e cabras Piauí REGO et al., 2017 

TgCkBrSC1 – 4 4 1 genótipo clonal (I); 

3 cepas atípicas 

Galinhas Santa Catarina PENA et al., 2018 
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TgCkAl1 – 2; TgCTBrAL1 3 3 cepas atípicas Galinhas, humanos Alagoas SANTOS-SILVA et al., 2020; 

MELO et al., 2020 

TgDgBrMT1 – 9; TgCatBrMT1 

TgPwBrMT1 – 2; TgCefBrMT1 – 3; 

TgBfcuBrMT1; TgAagBrMT1; 

TgCpBrMT1 – 2; TgOceBrMT1; 

TgRhaBrMT1; TgCantBrMT1; 

TgMduBrMT1; TgLonloBrMT1; 

TgSAcoBrMT1; TgCpeBrMT1; 

TgCkBrMT1 – 51 
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1 genótipo clonal (III); 

27 cepas atípicas 

 

 

 

Animais domésticos e 

selvagens; humanos; 

galinhas 

 

 

 

Mato Grosso 

 

 

 

WITTER et al., 2020;  

WITTER et al., 2022 

TgCkBrRj2 – 4; 6; 15; 21; 22; 28 

TgCkBr10; 11; 13; 37; 59; 89; 

TgDgBr6; TgCatBr1 

 

17 

 

17 cepas atípicas 

 

Galinhas 

 

Rio de Janeiro 

 

CASARTELLI-ALVES et al., 

2021 

TgCkBrGO1 – 15 3 3 cepas atípicas Galinhas Goiás REZENDE et al., 2021 

As análises de genotipagem foram feitas, principalmente, através de PCR-RFLP, usando os alvos moleculares: SAG1, SAG2, SAG3, alt.SAG2, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, 

L358, Apico e CS3 
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 Casartelli-Alves e colaboradores (2021) conduziram um estudo que caracterizou 

geneticamente isolados de T. gondii obtidos de galinhas criadas na região metropolitana do Rio 

de Janeiro. Foram identificados 17 genótipos identificados entre 36 cepas isoladas; todos 

considerados atípicos e com 7 genótipos sendo descritos pela primeira vez. Além de animais 

com criação voltada para alimentação humana, a ocorrência da infecção em animais silvestres 

por cepas atípicas de T. gondii é bastante frequente. Rêgo e colaboradores (2018) identificaram 

seis isolados atípicos de T. gondii em pássaros silvestres resgatados no estado de Minas Gerais. 

Foram identificados cinco genótipos diferentes. Na análise de virulência, três isolados foram 

considerados de virulência intermediária e, os outros três sendo avirulentos para camundongos. 

A circulação das cepas atípicas, seja no ambiente silvestre ou doméstico, atua como um fator 

de risco para a infecção humana. Vinte e cinco cepas de T. gondii foram isoladas do sangue 

periférico de recém-nascidos com toxoplasmose congênita, no estado de Minas Gerais, sendo 

consideradas de genótipo atípico, conforme revelado por PCR-RFLP. O perfil de virulência 

variou entre os isolados, porém, a maioria apresentou perfil virulento ou de virulência 

intermediária em camundongos (CARNEIRO et al., 2013).  

 A infecção por T. gondii é amplamente distribuída pela América do Sul, principalmente 

nas regiões tropicais. Além do Brasil, a ocorrência de cepas atípicas já foi registrada na 

Colômbia (CORTÉS et al., 2020) e Argentina (MORÉ et al., 2012; PARDINI et al., 2019). Na 

Colômbia, foram registrados dois casos de toxoplasmose ocular grave com quadro de falência 

múltipla de órgãos em indivíduos imunocompetentes. Dessas infecções, foram isoladas cepas 

atípicas, sendo o primeiro registro de toxoplasmose grave com envolvimento ocular e 

multissistêmico (CORTÉS et al., 2020). Na Argentina, foram identificadas três cepas, obtidas 

de galinhas, pertencentes ao mesmo genótipo atípico; análise por PCR-RFLP revelou que essas 

cepas apresentaram padrão genético idêntico a alguns isolados, também obtidos de galinha, no 

Brasil (MORÉ et al., 2012). Além da detecção de genótipos atípicos circulantes entre galinhas, 

também foi identificada a ocorrência de cepas atípicas causando infecção congênita humana na 

Argentina. Seis isolados foram obtidos do sangue de cordão umbilical e placenta, e todos 

caracterizados como genótipos atípicos. Entre esses, três já tinham sido registrados no ToxoDB 

(#14, #138 e #182) e dois foram descritos pela primeira vez. O genótipo #138 havia sido 

reportado anteriormente, sendo identificado em galinhas; e o genótipo #182 já sendo encontrado 

circulando em pombas-de-bando (Zenaida auriculata), ambos no Brasil (PARDINI et al., 

2019). 
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 Esses estudos são importantes para demonstrar que várias espécies animais, sejam 

criadas para o consumo humano ou de ambiente silvestre, podem ser fontes de infecção de T. 

gondii; além de ilustrar a ampla distribuição geográfica do parasito na América do Sul, 

confirmam a diversidade genética das cepas circulantes. 

 

1.3. Resposta imunológica na Toxoplasmose 

 

 Toxoplasma gondii induz a ativação da resposta imunológica inata e adaptativa através 

de vários mecanismos que dependem, em parte, da liberação de seus antígenos 

excretados/secretados (TOMITA et al., 2021). Para induzir a resposta imunológica, células 

apresentadoras de antígeno reconhecem moléculas específicas liberadas pelo parasito, através 

de receptores de reconhecimento padrão capazes de iniciar uma cascata de sinalização e induzir 

a resposta inflamatória necessária para o controle parasitário (TRINCHIERI, 2003). Durante 

infecção por T. gondii em camundongos, o receptor Toll-like 11 (TLR11) é capaz de reconhecer 

a molécula de profilina, liberada pelo parasito, e em sinergia com TLR12 (RAETZ et al., 2013), 

desencadear a produção de IL-12 e IFN-γ pela via dependente de MyD88, cuja ativação é 

essencial para a construção de uma resposta inflamatória de perfil Th1 contra o parasito 

(YAROVISKY et al., 2005; LANG et al., 2007; PLATTNER et al., 2008; STURGE, 

YAROVINSKY 2014). 

 A produção inata de IL-12 e IFN-γ direciona a diferenciação de linfócitos T de perfil 

Th1, atuando como feedback positivo e aumentando a resposta inflamatória e a capacidade de 

controlar a replicação parasitária (GAZZINELLI et al., 1993; TRINCHIERi et al., 2003). 

Durante a infecção por T. gondii, e com o estabelecimento do parasito no cérebro, linfócitos T 

CD4+ e CD8+ são recrutados da periferia e atravessam a barreira hematoencefálica seguindo 

um gradiente de quimiocinas, principalmente CXCL9, CXCL10 e CXCL11, produzidas no 

cérebro de maneira depende dos níveis de IFN-ɣ (SA et al., 2015; SUZUKI et al., 2020). Os 

níveis dessa citocina no cérebro durante a infecção por T. gondii atuam estimulando a expressão 

de VCAM-1, o que contribui para o recrutamento de linfócitos T CD8+ para cérebro de 

camundongos BALB/c (WANG et al., 2007). Uma vez infiltradas no nicho, além de 

contribuírem com a produção de IFN-ɣ, essas células são capazes de desempenhar atividade 

citotóxica contra os cistos teciduais formados, de maneira dependente da liberação de perforinas 

e granzimas e independente do tamanho do cisto (TIWARI et al., 2019). Por sua vez, os 

linfócitos T CD4+ tem papel crucial em auxiliar o estabelecimento dos mecanismos efetores e 
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desenvolvimento de linfócitos T CD8+ e na ativação de macrófagos, através da produção de 

citocinas, como IL-2 e IFN-ɣ respectivamente. A atividade sinérgica de linfócitos T CD4+ e T 

CD8+ se mostra, então, de grande importância no controle da infecção crônica e na prevenção 

de quadros de reagudização (KHAN; HWANG; MORETTO, 2019).  

Apesar da capacidade de T. gondii em induzir uma resposta inflamatória mediada por 

IFN-γ já ser bem conhecida, as diferentes cepas do parasito atuam de maneira diferente no 

estímulo imunológico (ROBBEN et al., 2004). As características genotípicas e suas diferenças 

entre as cepas influenciam o curso da infecção, baseando-se na capacidade do parasito de 

estimular ou diminuir a resposta inflamatória. Os genótipos clonais (tipos I, II e III) de T. gondii 

exibem padrões de crescimento e virulência variados; cada cepa pode ativar o sistema 

imunológico de maneira distinta, de acordo com secreção das proteínas produzidas, 

principalmente, pelas roptrias (ROPs) e grânulos densos (GRAs) (Tabela 2), que podem 

apresentar variações genéticas significativas entre as cepas (ZHANG et al., 2019). Nos últimos 

anos, muitas proteínas liberadas por T. gondii foram identificadas e suas habilidades em 

modular a resposta imunológica do hospedeiro mostraram-se envolvidas no perfil de virulência 

e no curso da infecção.  

 Proteínas secretadas pelas roptrias, como ROP16 e ROP18, atuam como fatores de 

virulência na ativação da resposta imunológica modulada por T. gondii (SAEIJ et al., 2006). 

Cada proteína tem uma função particular durante a interação parasito-hospedeiro, sendo capaz 

de silenciar e/ou induzir a resposta inflamatória. A ROP16 é capaz de interferir na via de 

sinalização mediada por STAT3/6, levando a supressão da produção de IL-12. Por outro lado, 

a ROP18 suprime a apresentação de antígenos de maneira dependente e independente de 

GTPases imunorreguladas (IRG) em macrófagos e células dendríticas (HERNANDEZ-DE-

LOS-RIOS et al., 2019; ROMMEREIM et al., 2019). 

 

Tabela 2: Principais proteínas liberadas por Toxoplasma gondii, identificadas como fatores de virulência e 

sua interação com o sistema imunológico. 

Proteinas Local de 

produção 

Mecanismos de virulência e importância imunológica Ref. 

 

 

ROP5 

 

 

 

 

 

 

 

 

Regulação da atividade catalítica de ROP18, formando o complexo 

ROP5/ROP18 

Bloqueio da atividade microbicida mediada por IFN-γ em 

macrófagos 

Limita a apresentação de antígenos em macrófagos e células 

dendríticas 

BEHNKE et al., 2012;  

ROMMEREIM et al., 2019 

ROP7 Interage com o domínio NACHT de NLRP3 e promove a 

hiperativação de inflamassoma, com indução de IL-1β 

ZHU et al., 2022 
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ROP16 

Roptrias  
Fosforilação de STAT3/6 e indução da resposta inflamatória 

mediada por IL-12 e IFN-γ 

BUTCHER et al., 2011;  

HERNANDEZ-DE-LOS-

RIOS et al., 2019 

 

ROP18 

Diminuição da produção de IL-16, TNF-α e IL-12 por macrófagos 

através da fosforilação do domínio p65 de NF-κB 

Supressão dos mecanismos de apresentação de antígenos em 

macrófagos e em células dendríticas 

DU et al., 2014;  

ROMMEREIM et al., 2019 

GRA3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grânulos 

densos 

Regulação dos mecanismos de apresentação de antígeno de forma 

independente de IFN-γ ou do tipo celular 

ROMMEREIM et al., 2019 

 

GRA6 

Regulação cepa-específica da ativação de NFAT4, modulação da 

expressão de CXCL2 e CCL2; e recrutamento de neutrófilos 

MA et al., 2014 

 

GRA7 

Interage com o complexo ROP5/ROP18, se ligando diretamente à  

ROP5 para promover a fosforilação de Irga6 e a inativação dos 

mecanismos de resistência mediados por IRG 

HERMANNS et al., 2016 

 

GRA12 

Confere resistência a resposta imunológica mediada por IFN-γ, 

contribuindo para a sobrevivência parasitária e estabelecimento da 

infecção de forma cepa-específica 

FOX et al., 2019;  

WANG et al., 2019 

 

GRA15 

Ativação de NF-κB viaTRAF6; 

Indução da via de ativação do inflamassoma e produção de IL-1β, 

IL-12 e TNF-α 

IHARA et al., 2020;  

MUKHOPADHYAY et al., 

2020;  

TOMITA et al., 2021; 

 

GRA24 

Atua como ativador da resposta imunológica, contribuindo para a 

produção de IL-12, IL-1β e TNF-α via ativação de MAPK e NF-

κB, independentemente de MyD88 

MERCER et al., 2020;  

MUKHOPADHYAY et al., 

2020; 

GRA25 Modulação da produção de CCL2 por macrófagos e contribui para 

a sobrevivência do parasito 

SHASTRI et al., 2014 

 

  

Além do impacto nos mecanismos de apresentação de antígeno, estudos anteriores 

mostraram que as proteínas ROP7, GRA15 e MAG1 são capazes de interferir na ativação da 

via do inflamassoma. ROP7 consegue agir como o segundo sinal necessário para ativação de 

NLRP3, interagindo com o domínio NACHT, levando a indução de IL-1β e a hiperativação do 

inflamassoma (ZHU et al., 2022). As proteínas GRA15 e MAG1, ambas pertencentes ao grupo 

de proteínas produzidas pelos grânulos densos, são responsáveis pela manutenção do equilíbrio 

entre a estimulação e a diminuição da via do inflamassoma, respectivamente. Enquanto GRA15 

atua estimulando essa via e, consequentemente, protegendo o hospedeiro durante a fase aguda 

da infecção, MAG1 diminui a ativação do inflamassoma, contribuindo para a disseminação do 

parasito e formação dos cistos teciduais (TOMITA et al., 2021).  

 Além da capacidade da GRA15 em induzir a resposta imunológica inata pela via 

inflamassoma, foi mostrado que essa proteína também é capaz de induzir a produção de IFN-β 

via cGAS/STING (WANG et al., 2019; IHARA et al., 2020). A ativação dessa cascata de 

sinalização confere, ao camundongo infectado, a resistência necessária para sobreviver à 

infecção com controle da replicação parasitária (WANG et al., 2019). GRA15 de parasitos 
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pertencentes ao genótipo clonal tipo II consegue induzir eficientemente a via de ativação de 

NF-κB e sua translocação nuclear, contribuindo para a indução de IFN-γ (ROSOWSKI et al., 

2010). Existem diferenças polimórficas nas proteínas produzidas por diferentes cepas de T. 

gondii. Esse fato reflete-se na incapacidade da cepa RH (do tipo I) em ativar eficientemente 

NF-κB, devido a expressão de uma GRA15 defeituosa, levando a baixos níveis de IL-12; 

enquanto a cepa GT1 (também do tipo I) consegue ativar essa via eficientemente, induzindo a 

produção de altos níveis de IL-12, através da expressão de uma GRA15 funcional (YANG et 

al., 2013).  

 Outras proteínas produzidas pelos grânulos densos, como GRA6, GRA7, GRA12, 

GRA24 e GRA25, interferem na indução da resposta imunológica, favorecendo a replicação 

parasitária e o estabelecimento da infecção crônica (SHASTRI et al., 2014; HERMANNS et 

al., 2016; FOX et al., 2019; MERCER et al., 2020). A atividade dessas proteínas pode variar; 

funcionando como fatores de virulência importantes, conforme mostrado através de 

camundongos infectados com cepas do tipo I e II, que tiveram a expressão de GRA12 deletada, 

apresentaram mortalidade reduzida (WANG et al., 2019). Além disso, a GRA6 possui um papel 

importante no estabelecimento da resposta imunológica, de maneira dependente da cepa. Sua 

capacidade de induzir a ativação de NFAT4 e, consequentemente, estimular a produção de 

quimiocinas envolvidas no recrutamento de células inflamatórias, como neutrófilos, tem papel 

crucial nas diferenças de virulência observadas entre cepas clonais dos tipos I e II (MA et al., 

2014). 

 As atividades cepa-específicas observadas entre as proteínas secretadas por T. gondii 

podem servir para explicar os diferentes níveis de gravidade da infecção, como resultado de 

uma ativação imunológica precoce ou tardia, além de interferir nos mecanismos de 

recrutamento celular, responsáveis pelo controle parasitário. Na infecção humana, toda a 

variabilidade genética existente entre as cepas de T. gondii conferem diferentes níveis de 

gravidade da doença. Genótipos altamente diversos podem ser associados a perfis de virulência 

distintos, como observado entre as cepas circulantes na América do Sul; destacando as distintas 

manifestações da doença em diferentes regiões geográficas, como casos de toxoplasmose ocular 

e congênita graves em áreas com elevada incidência de cepas atípicas (BOTTOS et al., 2009; 

KHAN et al., 2009; XIAO, YOLKEN, 2015). 

 Análises dos principais fatores de virulência presentes nas cepas atípicas podem ser 

usados para estimar o nível de patologia induzida no hospedeiro infectado. Importantes 

proteínas secretadas, e já bem conhecidas entre as cepas clonais de T. gondii, como GRA5, 
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ROP18 e ROP5, estão envolvidas na habilidade de cepas atípicas em induzir infecções mais 

graves em modelos murinos (CHEN et al., 2012; BEHNKE et al., 2015). As diferenças na 

virulência das cepas atípicas estão relacionadas a mudanças polimórficas nas proteínas 

secretadas por T. gondii, garantindo mecanismos distintos para ativação da resposta 

imunológica. Substituições de aminoácidos nos alelos de ROP18 foram mostradas como 

responsáveis por conferir o aumento da virulência em várias cepas de T. gondii (KHAN et al., 

2009) através da evasão dos mecanismos antiparasitários mediados por IRG (NIEDELMAN et 

al., 2013).  

 Além da identidade polimórfica das ROPs e GRAs, a possibilidade de formar 

complexos entre si representa um mecanismo chave na predição da virulência entre as cepas 

atípicas de T. gondii identificadas. A importância da associação entre ROP18 e ROP5 na 

virulência de cepas clonais já é conhecida, e combinações as alélicas específicas dessas duas 

proteínas podem ser fatores preditores da virulência de cepas atípicas (SHWAB et al., 2016). 

Rêgo e colaboradores (2017) mostraram que o perfil de virulência de cepas atípicas de T. gondii, 

isoladas de porcos, estava relacionado a presença de uma combinação específica no complexo 

ROP18/ROP5, apresentando alelos 4 e 3, respectivamente. Além disso, cepas consideradas 

avirulentas ou com virulência intermediária, em modelo experimental murino, esse perfil 

alélico estava alterado, apresentando alta frequência de alelos 2 e 3 para ROP18 e ROP5 (RÊGO 

et al., 2017). Foi reportado que cepas virulentas apresentam uma associação de alelos 4 e 3 

nesse complexo de ROPs, sendo capaz de induzir níveis elevados de citocinas inflamatórias 

como IFN-γ, IL-12, IL-17 e TNF-α durante a infecção aguda por T. gondii (COSTA et al., 2020). 

 Em um estudo realizado na Argentina, a mesma combinação alélica presente no 

complexo ROP18/ROP5, que se tinha pensado ser preditor de virulência, foi encontrada em 

uma cepa considerada avirulenta durante infecção de camundongos experimentais 

(BERNSTEIN et al., 2021). Por outro lado, cepas virulentas de T. gondii isoladas no Caribe e 

no Brasil apresentaram combinação alélica de ROP18/ROP5 distinta; enquanto cepas 

avirulentas identificadas no Caribe e Europa apresentaram a mesma combinação (HAMILTON 

et al., 2019). As diferenças na virulência entre cepas atípicas, que compartilham (ou não) a 

mesma combinação alélica do complexo ROP18/ROP5, podem ser reflexo de fatores 

secundários envolvidos na capacidade do parasito em induzir patologia no hospedeiro. A 

localização geográfica, espécie animal onde o parasito foi isolado e/ou as características 

imunológicas do hospedeiro podem contribuir para os diferentes padrões de virulência durante 

a infecção, de maneira independente do genótipo do parasito. 
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 A diversidade de genótipos e seus perfis de virulência identificados por ensaios de 

infecção experimental em camundongos, reflete os níveis variáveis de gravidade da 

toxoplasmose já registrados entre a população. Cepas atípicas de T. gondii isoladas de casos de 

infecção congênita humana, com diferentes níveis de gravidade, foram capazes de induzir 

diferentes níveis de patologia em camundongos experimentais, mesmo quando infectados com 

cepas do mesmo genótipo (PINHEIRO et al., 2015). A infecção humana por cepas atípicas 

altamente virulentas pode ser caracterizada pelo estímulo inflamatório distinto, quando 

comparado à infecção causada por cepas clonais. Pacientes colombianos com toxoplasmose 

ocular apresentaram infecção causada por cepas altamente heterogêneas, capazes de suprimir a 

resposta mediada por IFN-γ, enquanto estimularam o aumento dos níveis de TNF-α (DE-LA-

TORRE et al., 2013). Essa habilidade de diminuir IFN-γ contribui para a redução do controle 

da replicação parasitária, favorecendo sua disseminação e, ao mesmo tempo, contribuindo para 

o aumento do dano tecidual em resposta aos níveis de TNF-α. Nesse sentido, o desequilíbrio na 

resposta imunológica, desencadeada por cepas atípicas virulentas, atua contribuindo para o 

desenvolvimento de quadros mais graves de toxoplasmose. 

 Os mecanismos de ativação imunológica variam consideravelmente entre as cepas de T. 

gondii. Apesar de pouco ser conhecido sobre as vias imunológicas ativadas durante infecções 

por cepas atípicas, alguns estudos demonstraram a capacidade das proteínas secretadas por T. 

gondii em induzir a resposta inflamatória. Melo e colaboradores (2013) mostraram que a 

proteína GRA15 de cepas atípicas consegue induzir a produção de IFN-β por macrófagos e 

estimular a ativação de NF-κB independentemente da composição alélica presente na proteína 

do parasito. As variações genéticas entre as cepas atípicas de T. gondii, mesmo quando 

pertencentes ao mesmo genótipo, podem direcionar ativação imunológica distinta, impactando 

diretamente o curso da infecção e o estabelecimento da patogenia no hospedeiro. Cepas atípicas 

de mesmo genótipo mostraram-se capazes de ativar respostas imunológicas diferentes, através 

da interação com vários componentes envolvidos na ativação de macrófagos; em que cepas 

virulentas foram capazes de induzir a ativação alternativa dessas células através da fosforilação 

de STAT6, enquanto cepas menos virulentas direcionaram para a ativação clássica dos 

macrófagos, pela indução de NF-κB e produção de IL-12 e TNF-α (ZHANG et al., 2013). 

 Nesse contexto, torna-se plausível a conexão entre a ativação da resposta imunológica, 

os diferentes perfis de virulência exibidos entre as cepas atípicas de T. gondii e seu impacto no 

curso da toxoplasmose.  
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1.4. Origem, desenvolvimento e função das células mieloides  

 

 As células mieloides, como monócitos/macrófagos e células dendríticas, têm papel 

importante no estabelecimento da resposta imunológica, através do reconhecimento, 

apresentação, combate e eliminação de patógenos invasores (SERBINA et al., 2008). Essa 

linhagem celular tem origem através de precursores celulares originados durante os processos 

de embriogênese (Figura 3) (GODIN et al., 1995; PALIS et al., 1999).  

 O início da mielopoiese, durante a gestação, se dá com a formação de progenitores 

mieloides originados na ectoderme primitiva do saco vitelínico (YS – do inglês Yolk sac). Esses 

progenitores darão origem à população de macrófagos primitivos que, com a formação das vias 

circulatórias embrionárias, chegam às regiões do cérebro, ao fígado fetal e pele, originando 

populações de macrófagos residentes: micróglia, células de Küpffer e de Langerhans, 

respectivamente. Posteriormente, ocorre a formação de células-tronco hematopoiéticas 

(HSCs – do inglês Hematopoietic stem cells), derivadas do YS e da região da aorta-gônadas-

mesonefros (AGM) (MEDVINSKY, DZIERZAK 1996; PALIS et al., 1999; KUMARAVELU 

et al., 2002), que migram para o fígado fetal, onde expandem, maturam e dão origem a diversos 

tipos celulares, incluindo células mieloides maduras (KLEER et al., 2014; HEINIG et al., 2015).  

 Com a colonização pelas HSCs, o fígado fetal se torna o principal órgão hematopoiético 

nesse estágio, propiciando o desenvolvimento de monócitos progenitores, capazes de originar 

populações de células residentes, como os macrófagos alveolares no pulmão (TRAVER et al., 

2001; KLEER et al., 2014; HEINIG et al., 2015, SHENG et al., 2015; LI et al., 2020). 

 Após colonização e diferenciação das células no fígado fetal, HSCs migram para a 

medula óssea (BM – do inglês Bone Marrow) no final da gestação. Nesse ponto, a BM torna-

se responsável pela manutenção da hematopoiese ao longo da vida pós-natal; contribuindo para 

a população de monócitos inflamatórios e células dendríticas derivadas de monócitos (Mo-

DCs), capazes de serem recrutados para locais de infecção ou injúria (KLEER et al., 2014; 

HEINIG et al., 2015). A ativação de fatores de transcrição específicos, como o PU.1, é essencial 

para diferenciação de macrófagos que, juntamente a produção de citocinas e quimiocinas no 

nicho, garantem sua estabilidade fenotípica (DAHL et al., 2003; ROSENBAUER, TENEN 

2007; MONTICELLI, NATOLI 2017).  

 Precursores mieloides comuns (CMP) produzidos na BM originam populações de 

monócitos circulantes, que adquirem características inflamatórias durante quadros de infecção 

e/ou injúria tecidual, capazes de infiltrar no tecido (LAVIN et al., 2015). Essas células são 
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caracterizadas pela expressão de receptores de superfície específicos, responsáveis pela 

diferenciação das subpopulações conhecidas. Em humanos, o nível de expressão dos receptores 

CD14 e CD16 garante a separação das populações de monócitos clássicos (CD14+CD16-), 

intermediários (CD14+CD16+) e não clássicos (CD14-CD16+) (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 

2010). Em modelos experimentais murinos, a classificação das subpopulações de monócitos se 

baseia, principalmente, no nível de expressão do receptor Ly6C. Além dessa, a expressão de 

outras moléculas, como CX3CR1 e CCR2 auxiliam na classificação de monócitos clássicos e 

não clássicos (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Apesar da diferença de receptores usados 

para identificação dessas populações celulares, foi demonstrado que monócitos murinos e 

humanos compreendem tipos celulares equivalentes (INGERSOLL et al., 2009). 

 

 

 

Figura 3: Origem e desenvolvimento de células mieloides residentes e circulantes. Populações 
de macrófagos residentes, como micróglia e macrófagos alveolares, têm sua origem nos estágios 
iniciais do desenvolvimento embrionário e fetal. A diferenciação de células-tronco a partir do saco 
vitelínico é responsável pela colonização do tecido nervoso, originando a micróglia no começo do 
desenvolvimento embrionário. Subsequentemente, o fígado fetal é responsável por dar origem aos 
precursores mieloides que colonizarão o pulmão fetal, inicialmente originando macrófagos pré-
alveolares que, após nascimento, formam a população de macrófagos alveolares. A partir do 
nascimento, e durante toda a vida adulta, a medula óssea torna-se a responsável pela produção de 
células mieloides circulantes, que darão origem as populações de células como monócitos/macrófagos 
e células dendríticas. Imagem adaptada de Kleer et al., 2014. 
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 Em camundongos, monócitos clássicos podem ser classificados como 

Ly6ChighCCR2highCX3CR1low; enquanto monócitos não clássicos se caracterizam por 

apresentar Ly6ClowCCR2lowCX3CR1high (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010; MILDNER et 

al., 2016). Os monócitos clássicos Ly6C+ estão envolvidos no estabelecimento do processo 

inflamatório, sendo recrutados da medula óssea através da interação entre o receptor CCR2 

expresso no monócito e a presença do seu ligante: a quimiocina CCL2/MCP-1 (SERBINA, 

PAMER 2006); além disso, o aumento da expressão de moléculas de adesão endotelial atuam 

contribuindo para os mecanismos de transmigração celular para os locais de injúria tecidual 

e/ou infecção (GALLI et al., 2011; GERHARDT, LEY 2015; WYNN, VANNELLA 2016; 

KRATOFIL et al., 2017).  

 Já foi demonstrado que o estabelecimento de infecções contribui para alterações no 

funcionamento da medula óssea, através da inflamação gerada, estimulando o aumento da 

mielopoiese e liberação de monócitos que serão recrutados para os locais de infecção 

(ZARETSKY et al., 2015; PARK, HUNTER 2020). Em modelo experimental de infecção por 

Toxoplasma gondii, foi observado o aumento na mielopoiese com expansão de monócitos 

Ly6C+ na infecção aguda, de maneira dependente de IL-6 (CHOU et al., 2012); além da indução 

de modificações epigenéticas, principalmente relacionadas a sinalização via STAT1, envolvidas 

no estabelecimento das funções efetoras dessa população celular (DETAVERNIER et al., 2019). 

O recrutamento de monócitos clássicos durante a infecção por T. gondii, dependente do eixo 

CCR2-CCL2/MCP-1, é crucial para o controle da replicação parasitária através da produção de 

mediadores inflamatórios como IL-12, TNF-α, IFN-γ e óxido nítrico (ROBBEN et al., 2004; 

DUNAY et al., 2008; DUNAY, FUCHS, SIBLEY, 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Toxoplasma gondii é capaz de induzir a resposta imunológica através da secreção de 

proteínas específicas, que estão envolvidas nos mecanismos de reconhecimento, ancoragem e 

invasão da célula hospedeira. A capacidade dessas proteínas em induzir a resposta inflamatória 

está relacionada com o nível de virulência apresentada pelas cepas, além de conferir estratégias 

de subversão do sistema imunológico, a fim de favorecer a disseminação parasitária e a 

manutenção da infecção crônica. Para o estabelecimento da resposta imunológica protetora 

adequada, os monócitos inflamatórios e macrófagos residentes são essenciais para controlar a 

replicação parasitária, através da produção de mediadores inflamatórios e microbicidas, além 

de estimular a resposta imunológica adaptativa mediada por linfócitos T auxiliares de perfil 

Th1, com produção de IFN-γ essencial para a cronificação da infecção. Porém, devido à 

variabilidade genética existente entre as cepas de T. gondii, principalmente entre cepas atípicas 

que circulam em grande número no ambiente e são responsáveis por parte da infecção humana, 

como ocorre no Brasil, o perfil de ativação imunológica e o papel das células mieloides podem 

contribuir para a evolução de quadros mais graves da infecção, com comprometimento tecidual 

exacerbado e repercussões deletérias no hospedeiro. Nesse contexto, buscamos avaliar o 

impacto da infecção crônica por cepa atípica de T. gondii sobre as populações de macrófagos 

residentes do cérebro e pulmão; e como a inflamação persistente contribui para alterações na 

homeostase cerebral e pulmonar.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

  

 Avaliar o impacto da infecção crônica por cepa atípica de Toxoplasma gondii sobre os 

componentes da resposta imunológica, e no estabelecimento de alterações comportamentais em 

modelo murino experimental. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Determinar os níveis de anticorpos IgG específicos e carga de cistos no cérebro, a fim 

de acompanhar a evolução da infecção crônica pela cepa atípica de T. gondii 

 Verificar o nível de infiltrado inflamatório no cérebro, e determinar as populações de 

células imunológicas presentes no cérebro de camundongos durante a infecção crônica; 

 Avaliar o nível de inflamação cerebral desenvolvida durante a infecção crônica; 

 Analisar o impacto da infecção crônica por cepa atípica sobre fatores neurotróficos em 

diferentes áreas do cérebro de camundongos; 

 Identificar possíveis alterações comportamentais nos camundongos durante a infecção 

crônica pelas diferentes cepas de T. gondii; 

 Determinar o nível de infiltrado inflamatório e identificar as principais células 

imunológicas presentes no lavado broncoalveolar de camundongos, durante a infecção 

aguda e crônica por cepa atípica de T. gondii; 
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4. RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

INFECÇÃO CRÔNICA POR CEPA ATÍPICA DE Toxoplasma gondii INDUZ INFLAMAÇÃO 

CEREBRAL, COM REDUÇÃO DE MICRÓGLIA E CONTRIBUI PARA ALTERAÇÕES 

COMPORTAMENTAIS EM MODELO EXPERIMENTAL MURINO 
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4.1. Introdução 

 

 A infecção por Toxoplasma gondii tem levantado a discussão sobre seu papel no 

desenvolvimento de uma neuroinflamação crônica, com capacidade de interferir na homeostase 

cerebral e, dessa forma, modificar o comportamento do hospedeiro. Essa hipótese tem sido 

suportada por estudos que demonstram a presença de modificações neurológicas em cérebros 

infectados, com consequências comportamentais para o hospedeiro (BERDOY et al., 2000; 

FLEGR et al., 2013; PARLOG et al., 2014; PARLOG et al., 2015; FLEGR, KUBA 2016). 

 A interferência no funcionamento cerebral de hospedeiros imunocompetentes se 

relaciona com o número e localização de cistos no cérebro (GIACOMINI et al., 2007; 

GONZALEZ et al., 2007; MELZER et al., 2010), podendo estar envolvida no desenvolvimento 

de sintomas esquizofrênicos, bipolaridade, estimular quadros agressivos, depressivos e 

impulsividade (COOK et al., 2015; STICH et al., 2015; ELSHEIKHA, ZHU 2016; FLEGR, 

KUBA 2016; MAHMOUD et al., 2016). 

 Diferentes padrões inflamatórios e modificações cerebrais no hospedeiro, em resposta 

a presença do parasito, podem ser explicados pela marcante variabilidade genética existente 

entre as cepas de T. gondii. Esse parasito consegue interferir em vários mecanismos celulares, 

sendo capaz de modular a resposta imunológica a seu favor sem causar, na maioria das vezes, 

danos de iminência mórbida no hospedeiro (DENKERS, 2003; FUX et al., 2003; LALIBERTO, 

CARRUTHERS 2008; LAMBERT, BARRAGAN 2010). As alterações na resposta 

imunológica, durante a infecção crônica, representam o melhor exemplo de como T. gondii 

consegue subverter o funcionamento celular, e do organismo, a seu favor (LALIBERTO, 

CARRUTHERS 2008; MELO et al., 2011). Dessa forma, o envolvimento do ambiente 

inflamatório para manutenção da fase crônica, no estabelecimento da patologia cerebral reflete-

se em como o parasito consegue interferir na expressão de mediadores inflamatórios, receptores 

de membrana e ações enzimáticas que facilitam sua disseminação e passagem por barreiras 

epiteliais, como a barreira hematoencefálica (CLARK et al., 2010; CHOU, LAI 2011; WANG, 

LAI 2013; SA et al., 2015). 

 A chegada de T. gondii no cérebro, e a formação de cistos teciduais, não apresenta uma 

distribuição do parasito com tropismo por áreas específicas do cérebro (BERENREITEROVÁ 

et al., 2011; GATKOWSKA, WIECZOREK, 2012; SCHLUTER, BARRAGAN 2019); o 

desenvolvimento de uma infecção crônica e estabelecimento da neuroinflamação persistente 

pode estimular a quebra da homeostase e funcionamento cerebral, refletindo em alterações 
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sinápticas, desregulação de neurotransmissores e comprometimento das redes perineuronais 

(TORRES et al., 2018; BRITO et al., 2020; MEURER et al., 2020). Sendo assim, uma possível 

explicação para as modificações na homeostase cerebral, durante a infecção crônica por T. 

gondii, pode ter como base o desenvolvimento da inflamação crônica, rica em espécies reativas 

de oxigênio, óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias (YAO et al., 2006; DWIR et al., 2009; 

CABUNGCAL et al., 2013; WANG et al., 2014; DO et al., 2015; MORISHITA et al., 2015).  

 Durante a fase embrionária, células-tronco embrionárias produzidas no saco vitelínico 

colonizam e originam a população de micróglia, os macrófagos residentes do cérebro, que se 

mantém durante a vida adulta de maneira independente das outras populações de monócitos 

circulantes (PERDIGUERO et al., 2013; KATSUMOTO et al., 2014; THION, GAREL 2020). 

A micróglia compreende uma população de células residentes que pode ser diferenciada através 

da expressão de receptores específicos, como Tmem119, SiglecH e P2ry12 (SHEMER et al., 

2018; BORST et al., 2021). Em condições fisiológicas, essas células desempenham funções 

essenciais na manutenção do funcionamento cerebral, sendo capazes de monitorar o 

funcionamento neuronal, transmissão sináptica, produzir fatores neurotróficos e atuar como 

sentinelas na detecção de patógenos invasores, com produção de mediadores inflamatórios, 

sendo essenciais para a comunicação entre os sistemas nervoso e imunológico (SOUSA et al., 

2017; BORST et al., 2021). 

 A plasticidade fenotípica e morfológica da micróglia frente a insultos inflamatórios e/ou 

infecciosos é bem documentada; durante infecção, essas células têm a capacidade de se 

tornarem ativadas, apresentando variações morfológicas características, e capazes de contribuir 

para a produção de mediadores inflamatórios importantes para controle de infecções (ROCK et 

al., 2004; SALTER, STEVENS 2017; COWAN et al., 2022; JOHNSON, KOSHY 2022).  

 T. gondii, ao chegar no cérebro, é capaz de infectar neurônios e astrócitos, estabelecendo 

a formação dos cistos nessas células. Porém, foi mostrado que a micróglia consegue atuar 

inibindo a replicação parasitária, através da produção de óxido nítrico (CHAO et al.,1993), de 

maneira dependente da presença de citocinas inflamatórias como IFN-y e TNF-α (CHAO et al., 

1994). Durante a infecção por T. gondii no cérebro, macrófagos inflamatórios que infiltraram 

no nicho apresentam forte ativação de NF-kB, promovendo as vias de sinalização responsáveis 

por produção de citocinas inflamatórias clássicas; por sua vez, a micróglia ativada durante a 

infecção é uma importante fonte da alarmina IL-1α, capaz de estimular inflamação local e atuar 

no controle da replicação parasitária (BATISTA et al., 2020). Apesar da sua atividade 

microbicida eficaz, ao ser infectada por T. gondii, a micróglia tem seu perfil de ativação 
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modulado através da indução de TGF-β que atua inibindo as vias inflamatórias, com redução 

nos níveis de óxido nítrico, o que permite a disseminação do parasito pelo tecido 

(ROZENFELD et al., 2005). Dessa forma, o parasito se mostra capaz de interferir nas funções 

da micróglia, seja por estimular um perfil inflamatório que pode comprometer a integridade 

tecidual, ou por comprometer as funções protetoras da micróglia e favorecer a replicação e 

disseminação parasitária no nicho (DELLACASA-LINDBERG et al., 2011). Além disso, T. 

gondii consegue interferir no equilíbrio entre a micróglia e neurônios, comprometendo o 

funcionamento cerebral adequado e contribuindo para desenvolvimento de alterações cerebrais 

(CARRILLO et al., 2020). 

 Neste contexto, esse capítulo apresenta o envolvimento da infecção crônica por cepa 

atípica de T. gondii sobre a população de micróglia e no estímulo inflamatório com forte 

infiltrado de linfócitos e células mieloides derivadas da medula óssea. Além disso, mostramos 

como a interferência do parasito e da inflamação crônica gerada contribuem para modificações 

comportamentais em modelo experimental murino. 
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4.2. Materiais e Métodos 

 

4.2.1. Obtenção dos parasitos e manutenção das cepas 

 

 Nesse trabalho, foram utilizadas duas cepas de Toxoplasma gondii, sendo uma cepa 

clonal do tipo II (ME49) e uma cepa atípica (TgCkBrRN2, aqui referida como CK2). Os 

parasitos foram cedidos pelo Prof. Dr. Ricardo Wagner de Almeida Vítor, do Laboratório de 

Toxoplasmose no Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG.  

 A cepa atípica, CK2, foi isolada por Clementino-Andrade et al. (2013) a partir do 

coração de galinhas oriundas de uma fazenda de criação no estado do Rio Grande do Norte, 

sendo identificada como pertencente ao genótipo #163 registrado no ToxoDB. 

 As cepas foram mantidas congeladas no estágio de taquizoítos, no nitrogênio líquido. 

Antes do início dos experimentos, as cepas foram descongeladas e inoculadas por via 

intraperitoneal em camundongos Swiss, que foram mantidos por dois meses para cronificação 

e formação dos cistos. Após esse período, os cérebros foram removidos para a obtenção e 

quantificação dos cistos teciduais, destinados a infecção dos grupos experimentais. 

 

4.2.2. Animais e delineamento experimental 

 

 Para a realização desse trabalho, foram utilizados camundongos isogênicos machos, da 

espécie Mus musculus e linhagem BALB/c, com idade entre 8 – 9 semanas. Os camundongos 

foram obtidos do Biotério Central da UFMG, e mantidos no biotério do Departamento de 

Parasitologia, no Instituto de Ciências Biológicas/UFMG, em ciclo de 12h/12h de claro/escuro; 

e fornecimento de água e ração ad libitum. Todo o trabalho experimental foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob o protocolo CEUA 139/2020. 

 O delineamento experimental está representando na figura 4. Resumidamente, os 

animais foram organizados em três grupos de sete animais cada, sendo: grupo não infectado 

(Ni), grupo infectado com cepa atípica (CK2) e grupo infectado com cepa clonal (ME49). A 

infecção foi realizada por via oral, com 10 cistos teciduais por camundongo, seja da cepa ME49 

ou CK2. Os camundongos permaneceram infectados por 60 dias para estabelecimento da 

infecção crônica.  
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Figura 4: Desenho da infecção experimental por T. gondii. Os camundongos foram divididos em três grupos, 

sendo um grupo não infectado (Ni); um grupo infectado com ME49 e o último grupo infectado com a cepa atípica 

CK2. Os camundongos permaneceram infectados por 60 dias e, ao final desse período, tiveram seu comportamento 

avaliado. Após análises comportamentais, os camundongos seguiram para eutanásia e coleta dos cérebros e sangue. 

Os tecidos seguiram para dosagem de anticorpos, citocinas, fatores neurotróficos e imunofenotipagem por 

citometria de fluxo. 

 

 

4.2.3. Testes comportamentais 

 

 Os testes comportamentais realizados tiveram por finalidade analisar o perfil locomotor, 

integridade da memória e traços de ansiedade e depressão apresentados pelos camundongos 

durante a infecção crônica. Para tais análises, foram realizados os testes de campo aberto, 

reconhecimento de objetos, labirinto em cruz elevada (LCE) e nado forçado. Os protocolos de 

análise comportamental foram realizados 60 dias pós-infecção. 

 Os testes foram realizados de forma a minimizar o estresse durante os procedimentos, 

dessa forma, sendo realizados em um intervalo de 1 a 2 dias entre cada teste para evitar exaustão 

dos animais. Os animais foram observados em ordem aleatória e cega, tendo seu 

comportamento gravado por câmera de vídeo e processado com o auxílio do software ANY-

MAZETM (Stoelting Co., IL, USA). 
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4.2.3.1. Campo Aberto 

 

Esse teste tem como objetivo analisar a atividade locomotora e sinais de ansiedade nos 

animais em estudo. O campo aberto consiste em uma arena circular aberta com chão e paredes 

pretas (Figura 5). Durante o teste, cada animal foi colocado no centro do campo e a distância 

percorrida (em metros) e o tempo (em segundos) de permanência na região central ou periférica 

do campo foram registrados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3.2. Teste de Reconhecimento de Objetos 

 

A Tarefa de reconhecimento de objetos (Figura 6) foi utilizada para avaliação da 

memória dos camundongos. No 1º dia os animais foram habituados em uma caixa de acrílico 

de dimensões 380 x 380 x 150 mm (comprimento x largura x altura), coberta por maravalha, 

durante 5 minutos. No 2º e 3º dia, foi realizado o pré-teste, em que os animais foram reexpostos 

à caixa, sendo introduzidos 2 objetos iguais, distando 80 mm das paredes da caixa. Os animais 

foram mantidos na caixa por 10 minutos e 5 minutos, respectivamente. No 4º dia foi realizado 

o teste, com a troca de um objeto antigo (OA) por um objeto novo (ON), e os animais 

 

Figura 5: Esquematização do campo aberto em arena circular. 
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permanecendo na caixa por 5 minutos. O índice de reconhecimento do novo objeto (TRO) foi 

calculado pela fórmula:  

TRO = Tempo explorando ON/ (tempo explorando OA + tempo explorando ON) 

 

 

 

4.2.3.3. Labirinto em Cruz Elevada (LCE) 

 

O Labirinto em cruz elevada (LCE) é utilizado na avaliação do comportamento 

semelhante ao ansioso nos animais. Nesse teste, os camundongos foram colocados no labirinto 

e permaneceram explorando o ambiente durante 5 minutos. O labirinto tem formato de cruz, 

contendo dois braços abertos e dois fechados, a 1 metro de distância do chão (Figura 7). Neste 

teste foi avaliado o número de entradas nos braços abertos e fechados e o tempo total (em 

segundos) de permanência nos braços abertos e fechados. 

 

 

 

Figura 6: Esquematização do teste de reconhecimento de objetos 
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4.2.3.4. Teste do Nado Forçado 

 

 O teste do nado forçado foi realizado utilizando um béquer de vidro, com as dimensões 

de 400 mm de altura e 180 mm de diâmetro, e capacidade para 5 litros de água (Figura 8). Para 

a realização do teste, o béquer foi preenchido até a altura de 150 mm com água à temperatura 

de 25°C. 

 O teste teve duração de 6 minutos para cada animal, sendo realizadas filmagens com 

câmera Sony® DCR SR20. As análises dos vídeos foram feitas de maneira cega, por um único 

examinador, sendo considerados os 4 minutos finais do teste. Para determinação do 

comportamento do tipo ansioso, levou-se em consideração o tempo (em segundos) que os 

camundongos permaneceram imóveis e em movimentação na água. 

 

 

 

Figura 7: Esquematização do labirinto em cruz elevado. 
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4.2.4. Eutanásia e obtenção dos tecidos 

 

 Sessenta dias após infecção, os camundongos foram devidamente anestesiados com 

solução de Xilazina e Cetamina. Para a coleta do sangue, os camundongos tiveram a caixa 

torácica aberta para exposição do coração; as amostras de sangue foram obtidas por meio de 

punção cardíaca e mantidas em temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos para 

retração do coágulo e, em seguida, foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos para 

separação do soro. As amostras de soro foram armazenadas a -20°C até uso. Após punção 

cardíaca, a caixa craniana dos camundongos foi aberta para retirada do cérebro, que foi 

destinado à quantificação de cistos e análises imunológicas subsequentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquematização do teste de nado forçado. 
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4.2.5. Ensaios de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

  

4.2.5.1. Quantificação dos níveis de IgG anti-Toxoplasma gondii 

 

Esse ensaio foi utilizado para quantificar a concentração de anticorpos IgG anti-T. gondii 

específicos presentes nas amostras de soro camundongos. Resumidamente, placas de 96 poços 

foram sensibilizadas com 100 μL de solução de antígeno de T. gondii (na concentração de 1 

μg/mL/poço) durante 2 horas, a 37°C. Após sensibilização, a placa foi lavada quatro vezes com 

solução de lavagem PBS-Tween-20 a 0.05%.  

O bloqueio foi realizado utilizando 200 μL/poço de solução de BSA 3%, com incubação 

de 1 hora, a 37°C e ao abrigo da luz. Após incubação a placa foi lavada conforme descrito 

anteriormente. Ao final dessa etapa, 50 uL/poço das amostras foram adicionadas, em duplicata. 

A placa foi incubada por 1 hora, a 37°C e ao abrigo da luz. Após lavagem, 100 μL/poço do 

anticorpo secundário conjugado a peroxidase, anti-IgG (1:2000) foi adicionado. A placa foi 

incubada por 1 hora, nas mesmas condições descritas acima. Após incubação, mais uma 

sequência de lavagens foi realizada. Após a última lavagem, foram adicionados 50 μL/poço de 

solução reveladora OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride). A placa foi incubada por 20 

minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após esse período, a reação foi 

interrompida com a adição de 30 μL/poço de solução de parada (H2SO4 2 mol/L). A placa foi 

lida em espectrofotômetro com comprimento de onda a 490 nm. 

Os resultados foram calculados com base no ponto de corte (cut off), calculado pela 

média das absorbâncias de seis amostras de soro, conhecidamente negativos, mais três vezes 

seu desvio padrão. Os soros que apresentaram os valores de índice de reatividade (IR) maior ou 

igual a 1 foram considerados positivos; valores abaixo desse índice foram considerados 

negativos. Os níveis de anticorpos IgG específicos foram apresentados de acordo com a 

densidade óptica (OD) identificada. 

 

4.2.5.2. Quantificação dos níveis de IFN-γ, CX3CL1 e fatores neurotróficos no 

cérebro 

 

Os cérebros foram dissecados para isolamento do córtex pré-frontal, estriado e 

hipocampo. Nessas regiões, os níveis de IFN-y, fractalquina (CX3CL1) e dos fatores 

neurotróficos NGF e GDNF foram quantificados, através do método ELISA sandwich 
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associado a uma curva padrão, com metodologia descrita pelo fabricante de cada kit (DuoSet® 

ELISA, R&D Systems). 

 

4.2.6. Quantificação dos níveis de nitrito no cérebro 

 

 A quantificação dos níveis de nitrito no cérebro, através do ensaio colorimétrico de 

Griess, foi realizada como método indireto para detecção da presença do óxido nítrico nas 

regiões do córtex pré-frontal, estriado e hipocampo.  

 Para a quantificação dos níveis de nitrito presentes no sobrenadante das regiões 

analisadas do cérebro, 100 μL/poço das amostras foram adicionados em uma placa de 96 poços, 

em duplicata. Após adição das amostras, 100 μL/poço do reagente Griess (solução feita a partir 

de Sulfanilamida 1% em H2PO4 5% e N-1-naftil-etilenodiamina 0.1% em água destilada) foi 

adicionado. Após adição do reagente, a placa foi incubada durante 10 minutos, em temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. 

 A absorbância foi medida em espectrofotômetro com comprimento de onda de 540 nm. 

A concentração de nitrito nas amostras foi determinada através de interpolação a partir da curva 

padrão.  

 

4.2.7. Quantificação de citocinas por Cytometric beads array (CBA) 

 

 O sobrenadante resultante do macerado de cérebro, usado para a citometria, foi utilizado 

aqui para determinação dos níveis totais de citocinas no cérebro dos camundongos durante a 

infecção crônica.  

 Os níveis das citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-10, IL-2 e IL-6 foram determinados através 

do Cytometric beads array (CBA). Esse ensaio utiliza beads de captura para detecção das 

citocinas presentes no sobrenadante do tecido estudado. Os procedimentos para a realização 

desse ensaio seguiram de acordo com as instruções do fabricante (BD Bioscience, USA). A 

aquisição das amostras foi realizada no citômetro BD FACS Calibur, e o processamento dos 

dados realizados no software FlowJo (Tree Star, Ashlan, OR).  
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4.2.8. Processamento e imunofenotipagem de células imunológicas no cérebro 

 

4.2.8.1. Processamento do cérebro 

 

 Após eutanásia, os camundongos receberam perfusão transcardíaca com 20 mL de PBS 

1x gelado para retirada do sangue residual nos tecidos. Após esse procedimento, a caixa 

craniana foi aberta e o cérebro removido. 

 Cada cérebro foi transferido para um tubo de ensaio (de vidro) e macerado com bastão 

de vidro, em 1 mL de meio RPMI. Desse macerado, foi retirado 40 μL do homogenato foi 

separado para quantificação de cistos no microscópio óptico (em objetiva de 10x).  

 O homogenato cerebral teve seu volume ajustado para 7 mL com RPMI; em seguida, 

adicionou-se 3 mL de solução SIP (proporção v/v (mL) – 1:9 de PBS 10x para Percoll, 

respectivamente). Após homogeneizar o macerado de cérebro com a solução SIP, esse conteúdo 

foi cuidadosamente transferido para outro tubo, contendo 2 mL de solução SIP 70%. Os tubos 

foram, então, centrifugados a 500 g, por 30 minutos a 18°C, com desaceleração baixa. Essa 

etapa permite a formação de um gradiente de concentração, capaz de realizar a separação do 

anel de leucócitos. Cerca de 4 a 5 mL da interface correspondendo ao anel de leucócitos foi 

retirada e transferida para um tubo novo. Esse volume foi ajustado para 10 mL com PBS 1x e 

centrifugado a 500 g, por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet teve volume 

final ajustado para 200 μL com tampão de lavagem B (NaN3 2mM, BSA 0.5% e PBS 1x). As 

células foram plaqueadas em placas de 96 poços de fundo U e 10 μL de cada amostra foram 

retirados para contagem total de células na câmara de Neubauer (na diluição 1:9 em corante 

azul de tripan).   

 

4.2.8.2. Imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica  

 

A marcação das células começou com a adição do marcador de viabilidade celular 

(LiveDead, AF700, BD Bioscience), seguida de incubação por 10 minutos a 4°C. Após 

incubação, a placa foi centrifugada a 1300 rpm, por 8 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi lavado com 200 μL de PBS 1x, seguido de centrifugação a 1300 rpm, 

por 8 minutos a 4 °C. Esse processo foi repetido duas vezes. Ao final da última centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 50 μL/poço do mix contendo os anticorpos 

para receptores de superfície, diluídos em solução diluidora de anticorpos (v/v (mL) – 1:1 
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tampão wash B e PBS 1x). Os anticorpos utilizados estão descritos na tabela 3. A placa foi 

incubada por 15 minutos a 4°C. Após incubação, repetiu-se o processo de lavagem e 

centrifugação descrito anteriormente. Após descartar o sobrenadante, foram adicionados 50 

μL/poço do anticorpo CX3CR1. A placa foi incubada por 30 minutos, em temperatura ambiente 

ao abrigo da luz. Após incubação, seguiu-se duas etapas de lavagem e centrifugação, conforme 

já descrito. Em seguida, foram adicionados 100 μL/poço de paraformaldeído 4% e 100 μL/poço 

de PBS; a placa foi incubada por 20 min em temperatura ambiente, seguida de lavagem e 

centrifugação. Após a última centrifugação, os pellets foi ressuspendido em 200 μL/poço de 

PBS 1x e transferidos para tubos FACS. As células foram adquiridas em citômetro Fortessa 

(BD Biosciences, San Jose, USA) e analisados com o software FlowJo (Tree Star, Ashlan, OR).  

 Os dados foram analisados através da redução de dimensionalidade e visualizados por 

t-Distributed Stochastic Neighbour Embedding (tSNE), através do Cytofkit (CHEN et al., 

2016). 

 

Tabela 3: Lista de anticorpos utilizados para marcação de receptores de superfície de células obtidas do 

cérebro 

Anticorpo Fluoróforo Clone Marca 

CD3 FITC 17A2 eBioscience 

Ly6C PE AL-21  

 

BD Biosciences 

CD11b PerCP M1/70 

CD45 PeCy7 30-F11 

SiglecH BV421 440c 

P2ry12 APC S16007D  

BioLegend CX3CR1 BV605 SA011F11 

 

 

4.2.9. Análises estatísticas 

  

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versão 

8.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os dados foram submetidos a análise de normalidade 

pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a comparação de dados entre os três grupos, foi realizada a 

análise através do teste de variância ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey para dados 

paramétricos. Para comparação de dois grupos, com dados também paramétricos, foi utilizado 

o teste t-student. A análise dos dados não paramétricos, também considerando o número de 



 

 

 

 

55 

 

 

grupos analisados, foi realizada através do teste Kruskall-Wallis, seguido de pós-teste de Dunn; 

ou através do teste Mann-Whitney. A correlação entre os dados foi realizada através do cálculo 

do coeficiente de correlação de Pearson. Os resultados foram considerados estatisticamente 

significativos quando p<0.05. 
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4.3. Resultados 

 

4.3.1. Infecção crônica por cepa atípica de Toxoplasma gondii apresenta maior 

número de cistos no cérebro 

 

 Os camundongos permaneceram 8 semanas infectados com a cepa clonal (ME49) e com 

a cepa atípica (CK2), para estabelecimento da infecção crônica. Após esse período, a 

quantificação da carga de cistos revelou que a cepa CK2 é capaz de induzir maior formação de 

cistos quando comparada a ME49 (Figura 9 A). Com relação a quantificação de anticorpos IgG 

anti-T. gondii, as duas cepas conseguiram induzir eficientemente a produção de anticorpos 

específicos quando comparadas ao grupo controle, sem haver diferença significativa entre os 

grupos infectados (Figura 9 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Quantificação do número de cistos no cérebro e dosagem de anticorpos IgG 
específicos anti-T. gondii. (A) Carga de cistos presente no homogenato de cérebro de camundongos 
Balb/c machos, infectados com cepa clonal (ME49) e cepa atípica (CK2) de T. gondii 8 semanas após 
infecção. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição das amostras. (B) 
Quantificação dos níveis de anticorpos IgG específicos, 8 semanas após infecção. Os valores de 
densidade óptica (OD) foram expressos através da mediana e padrão de distribuição das amostras. A 
análise estatística foi realizada através do teste t student. Em “B” o * indica diferença estatística entre 
os grupos infectados e o grupo controle * p<0.05; **** p<0.0001. 
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4.3.2. Infecção crônica por cepa atípica de Toxoplasma gondii é capaz de induzir 

redução significativa de micróglia e maior inflamação cerebral 

 

A análise da população celular no cérebro, a partir do nível de expressão dos marcadores de 

superfície celular CD45, CD11b, CX3CR1, CD44, Ly6C e P2ry12 permitiu a separação dos 

monócitos infiltrados (LiveCD45hiCD11b+CX3CR1+CD44hiLy6ChiP2ry12-) da população de 

micróglia (CD45lowCD11b+CX3CR1hiCD44-Ly6C-P2ry12+) (Figura 10).  

 

Figura 10. Estratégia de análise das populações de células imunológicas nos cérebros dos camundongos. As 

células foram, inicialmente, selecionadas de acordo com tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), seguida pela 

seleção de singlets (SSC-A x SSC-H). A partir da seleção de células LiveCD45+, pode-se identificar as populações 

de micróglia (LiveCD45lowCD11b+CX3CR1hiCD44-Ly6C-P2ry12+, #1); linfócitos (LiveCD45hiCD11b-

CD44+CD3+, #2) e monócitos inflamatórios (LiveCD45hiCD11b+CX3CR1+CD44hiLy6ChiP2ry12-, #3). 
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Camundongos cronicamente infectados apresentaram um recrutamento celular 

significativo, tanto para a infecção por ME49 quanto por CK2, em comparação ao grupo não 

infectado; sendo a cepa CK2 capaz de estimular um maior infiltrado inflamatório do que o 

observado no grupo infectado com ME49 (Figura 11 A). Através da imunofenotipagem 

multiparamétrica, o infiltrado inflamatório no cérebro mostrou-se formado principalmente por 

linfócitos, identificados pelo nível de expressão de CD3; nessa análise, observou-se que a 

infecção por CK2 é capaz de induzir maior recrutamento de linfócitos T quando comparada à 

infecção por ME49 (Figura 11 B). 

 Além disso, observou-se que a infecção crônica induziu infiltração significativa de 

monócitos inflamatórios Ly6Chi no cérebro de maneira independente do tipo de cepa do parasito 

(Figura 11 C). Concomitantemente, descobriu-se uma redução dramática na população de 

micróglia (P2ry12hi), tanto para o grupo infectado com ME49 quanto para o grupo infectado 

com CK2 (Figura 11 D e G). A análise de cluster por tSNE identificou os 3 tipos celulares, 

separando as populações de linfócitos CD3+, monócitos Ly6Chi e micróglia P2ry12hi (Figura 11 

E). Ao analisar os grupos separadamente, o tSNE evidenciou a predominância de linfócitos e 

monócitos inflamatórios nos grupos infectados por ME49 e CK2 e a redução significativa da 

população de micróglia, quando comparados ao grupo não infectado (Figura 11 F). 
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Figura 11. Análise das populações de células imunológicas presentes no cérebro de camundongos com 

infecção crômica por T. gondii. (A) Quantificação do número total de células no cérebro; (B) quantificação da 

população de linfócitos no cérebro; (C) quantificação da população de monócitos inflamatórios (Ly6Chi) no 

cérebro; (D) quantificação da população de micróglia (P2ry12hi) no cérebro; (E) tSNE de dados combinados de 

camundongos não infectados (7) e 8 semanas após infecção pelas cepas ME49 (7) e CK2 (7) a partir do gate de 

LiveCD45+, dos grupos de células identificados, evidenciando as populações de linfócitos (vermelho), micróglia 
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(azul) e monócitos inflamatórios Ly6Chi (roxo); (F) tSNE de “E”, evidenciando a distribuição de linfócitos, 

micróglia e monócitos nos grupos de camundongos infectados com CK2, ME49 e no grupo de camundongos não 

infectados (NI); (G) Heatmap evidenciando os níveis de expressão de cada marcador de superfície, de acordo com 

a população de micróglia e monócitos. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição das 

amostras. * indica diferença estatística entre os grupos infectados e o grupo controle; # indica diferença estatística 

entre os grupos infectados. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido do pós-teste de 

Tukey. */# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 

 

 

A infecção por T. gondii é capaz de induzir a resposta imunológica, com ativação do 

perfil Th1, responsável pelo estabelecimento da infecção crônica e estimular a formação de 

cistos teciduais. A quantificação de citocinas inflamatórias, no cérebro dos camundongos 

cronicamente infectados, revelou que a infecção pela cepa CK2 estimulou a produção de IFN-

γ em níveis significativamente mais elevados do que a infecção pela cepa ME49 (Figura 12 A). 

Curiosamente, além da maior concentração de IFN-γ, a cepa atípica também foi capaz de manter 

os níveis de TNF-α elevados (Figura 12 B), mesmo após o final da fase aguda da infecção, 

contribuindo para a manutenção de um ambiente constantemente inflamado. Não foram 

observadas diferenças significativas nos níveis de IL-10, IL-2 ou IL-6 ao comparar os grupos 

infectados com o não infectado (Figura 12 C, D e E). 

Análises de correlação foram realizadas a fim de verificar o impacto da infecção crônica 

no cérebro dos camundongos infectados. O resultado mostrou que a carga de cistos se relaciona 

diretamente com o recrutamento de linfócitos no cérebro (Figura 13 A). Além disso, apesar de 

não ter sido encontrada uma relação significativa entre a carga de cistos e a população de 

monócitos Ly6Chi (Figura 13 B), a presença dos cistos pode ser considerada um importante fator 

contribuinte para a redução da micróglia (Figura 13 C) e para a produção local de IFN-γ (Figura 

13 D), observadas no cérebro dos camundongos infectados. Considerando a ausência de 

correlação entre os níveis de IFN-γ e a população de monócitos, a correlação observada entre 

os níveis dessa citocina e a população de linfócitos (Figura 13 E) indica o papel dessas células 

como importantes fontes do IFN-γ detectado no cérebro dos camundongos infectados.  
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Figura 12. Determinação dos níveis de citocinas no cérebro dos camundongos infectados com T. gondii. Os 

níveis das citocinas IFN-γ (A), TNF-α (B), IL-10 (C), IL-2 (D) e IL-6 (E) foram determinados por CBA no 

sobrenadante do macerado do órgão. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição das 

amostras. * indica diferença estatística entre os grupos infectados e o grupo controle; # indica diferença estatística 

entre os grupos infectados. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido do pós-teste de 

Tukey. */# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 
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Figura 13. A carga de cistos de T. gondii no cérebro contribui para a depleção da micróglia e para a produção 

de IFN-γ no cérebro. (A) o número de linfócitos correlaciona-se positivamente com a carga de cistos encontrada 

no cérebro dos camundongos infectados (r=0.707; p=0.014); (B) análise da relação entre a população de monócitos 

infiltrados com a carga de cistos (r=-0.3054; p=0.334); (C) o número de micróglia é inversamente relacionado a 

carga de cistos presente no cérebro dos camundongos infectados (r=-0.665; p=0.035); (D) os níveis de IFN-γ estão 

diretamente relacionados com a carga de cistos (r=0.622; p=0.03) e com (E) a população de linfócitos no cérebro 

dos camundongos infectados (r=0.79; p=0.002). A análise de correlação foi realizada através do Coeficiente de 

correlação de Pearson, seguida de regressão linear com 95% CI. Os resultados foram considerados estatisticamente 

significativos quando p<0.05. 

 

4.3.3. Infecção por cepa atípica de T. gondii é capaz de induzir alterações nos níveis 

de fatores neurotróficos em diferentes áreas do cérebro 

 

 O funcionamento cognitivo depende de uma intercomunicação bem regulada entre as 

diferentes áreas do cérebro e o processamento de sinais neuroquímicos, responsáveis pelo 

estabelecimento e modulação comportamental. Nesse contexto, buscamos analisar o impacto 

da infecção crônica por T. gondii na produção do fator de crescimento nervoso (NGF) e do fator 

neurotrófico derivado de células da linhagem da glia (GDNF), essenciais para a manutenção e 

funcionamento neuronal. A partir da quantificação dos níveis de NGF e GDNF no córtex pré-

frontal, estriado e hipocampo, constatou-se que a infecção com a cepa CK2 induziu a redução 

dos níveis de NGF no córtex pré-frontal e, mais significativamente, no estriado dos 

camundongos infectados, quando comparado ao grupo infectado com ME49 e ao grupo não 

infectado (Figura 14 A, B). Além das alterações observadas nos níveis de NGF, tanto a CK2 

quanto a ME49 induziram um aumento significativo da concentração de GDNF disponível no 

córtex pré-frontal (Figura 14 D).  
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Figura 14. Infecção com cepa atípica de T. gondii induz redução nos níveis de NGF no córtex pré-frontal e 

no estriado de camundongos com infecção crônica. Os gráficos representam as concentrações de NGF e GDNF 

no córtex pré-frontal (A, D), estriado (B, E) e no hipocampo (C, F), respectivamente, de camundongos infectados 

com as cepas CK2 e ME49 de T. gondii. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição 

das amostras. * indica diferença estatística entre os grupos infectados e o grupo controle; # indica diferença 

estatística entre os grupos infectados. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido do pós-

teste de Tukey. */# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 

 

 

Após a detecção da interferência da infecção crônica na disponibilidade de fatores 

neurotróficos, buscamos verificar os níveis de inflamação no córtex pré-frontal, estriado e 

hipocampo. A quantificação da concentração de IFN-γ revelou a manutenção dos níveis 

elevados dessa citocina nas três regiões cerebrais analisadas, sem haver uma diferença 

significativa nas concentrações presentes entre os grupos infectados (Figura 15 A – C). O óxido 

nítrico, produzido por macrófagos classicamente ativados em resposta à presença de IFN-γ, é 
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resultado do processo de estresse oxidativo gerado em quadros inflamatórios. A determinação 

dos níveis de óxido nítrico, a partir da quantificação da concentração de nitrito presente no 

sobrenadante das três regiões analisadas, revelou um aumento sútil, porém significativo, no 

córtex pré-frontal e estriado de forma independente da cepa infectante (Figura 15 D e E). Já no 

hipocampo, os níveis de nitrito foram encontrados significativamente elevados, quando 

comparado as duas outras regiões, também de maneira independente da cepa (Figura 15 F). 

Dessa forma, observa-se que a infecção por T. gondii, seja pela cepa atípica ou clonal, mantém 

os níveis de inflamação elevados em diferentes áreas do cérebro. 

 A fractalquina (CX3CL1) é uma importante quimiocina que atua na comunicação entre 

neurônios e micróglia. Essa molécula tem importante papel neuroprotetor, regulando a ativação 

microglial, sendo capaz de modular negativamente a inflamação gerada. Nesse contexto, 

realizamos a quantificação dos níveis de CX3CL1 no córtex pré-frontal, estriado e hipocampo. 

A infecção crônica pela cepa CK2 de T. gondii foi capaz de induzir um aumento significativo 

na concentração de CX3CL1 no córtex pré-frontal, enquanto a infecção com ME49 não induziu 

alterações significativas, quando comparada ao grupo não infectado (Figura 15 G). Não foram 

observadas alterações nos níveis dessa molécula no estriado, quando os grupos infectados foram 

comparados ao grupo não infectado (Figura 15 H). Curiosamente, de maneira oposta ao 

observado no córtex pré-frontal, a cepa CK2 levou a redução significativa dos níveis de 

CX3CL1 no hipocampo (Figura 15 I). 
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Figura 15. Infecção crônica por T. gondii mantém níveis elevados de inflamação em diferentes áreas do 

cérebro. Os gráficos representam as concentrações de IFN-γ, óxido nítrico (NO) e fractalquina (CX3CL1) no 

córtex pré-frontal (A, D, G), estriado (B, E, H) e hipocampo (C, F, I), respectivamente, de camundongos infectados 

com as cepas CK2 e ME49 de T. gondii. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição 

das amostras. * indica diferença estatística entre os grupos infectados e o grupo controle; # indica diferença 

estatística entre os grupos infectados. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido do pós-

teste de Tukey. */# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 
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4.3.4. Cepa atípica de T. gondii induz comportamento ansioso e depressivo durante 

infecção crônica 

 

 Buscando verificar a influência da infecção crônica por cepa atípica de T. gondii sobre 

o comportamento dos camundongos, foram realizados testes para avaliar a integridade da 

memória, atividade locomotora e perfis ansioso e depressivo após 8 semanas de infecção.  

 A memória dos camundongos infectados foi avaliada através do teste de reconhecimento 

de objetos. Esse teste é dividido em duas etapas: na primeira, os animais são apresentados a 

dois objetos distintos para que haja o reconhecimento; na segunda etapa, um dos objetos é 

substituído por um novo. Esse teste utiliza o tempo que os animais gastam na exploração dos 

objetos para determinar o índice de reconhecimento e, assim, indicar o nível de integridade da 

memória. Nesse teste, apenas a cepa ME49 foi capaz de induzir déficit de memória nos 

camundongos durante a infecção crônica (Figura 16). O déficit de memória foi identificado 

através de um índice de reconhecimento de objetos abaixo de 50%, significativamente menor 

que os índices apresentados pelo grupo infectado com cepa atípica e pelo grupo não infectado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

O teste de campo aberto foi utilizado para verificar a atividade locomotora dos 

camundongos, bem como identificar possíveis comportamentos do tipo ansioso durante a 

 

Figura 16: A cepa ME49 de T. gondii é capaz de induzir déficit de memória, identificado pelo 
teste de reconhecimento de objetos, nos camundongos com infecção crônica. s dados foram 
expressos através da mediana e padrão de distribuição das amostras. * indica diferença estatística 
entre o grupo infectado e o grupo controle; # indica diferença estatística entre os grupos infectados. A 
análise estatística para determinação do índice de reconhecimento com ponto de corte de 50% foi 
realizada através do one sample t test. A diferença estatística entre os grupos infectados e não 
infectado foi determinada através do teste ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. */# p<0.05; **/## 
p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 



 

 

 

 

67 

 

 

infecção crônica por T. gondii. A análise da distância percorrida revelou que os camundongos 

com infecção crônica pela cepa ME49 apresentaram um perfil de hiperlocomoção, quando 

comparados ao grupo não infectado. Já com relação ao grupo infectado com a cepa CK2, não 

houve diferença significativa na distância percorrida (Figura 17 A). Além da atividade 

locomotora, o teste de campo aberto permite identificar a presença de perfil do tipo ansioso nos 

camundongos, com base no tempo que gastam permanecendo no centro e na periferia da arena. 

O teste revelou que durante a infecção crônica pela cepa CK2, os camundongos permaneceram 

menos tempo no centro (Figura 17 B) e mais tempo na periferia (Figura 17 C) da arena. Esses 

resultados servem para indicar o comportamento do tipo ansioso nesses camundongos.  

 Análises de correlação foram realizadas a fim de verificar um possível envolvimento 

entre a inflamação presente no cérebro e a manifestação do comportamento observado entre os 

camundongos infectados. Os resultados mostraram que os níveis de IFN-γ influenciam 

diretamente o tempo gasto pelos animais tanto no centro (Figura 17 D) quanto na periferia 

(Figura 17 E) da arena. Dessa forma, pode-se ter a inflamação local, induzida pela infecção, 

como fator contribuinte para as alterações comportamentais detectadas. 

 A observação de comportamento do tipo ansioso nos camundongos infectados foi 

confirmada através do teste de labirinto em cruz elevado (LCE), considerado como padrão ouro 

para detecção de ansiedade em camundongos. Esse teste utiliza o número de entradas e tempo 

de permanência nos braços abertos e fechados do labirinto como parâmetros para identificação 

de comportamento ansioso. Entre os camundongos submetidos ao LCE, apenas aqueles com 

infecção pela cepa CK2 apresentaram padrão de comportamento ansioso caracterizado pelo 

baixo número de entradas e baixa permanência no braço aberto (Figura 18 A e C) e maior tempo 

de permanência no braço fechado do labirinto (Figura 18 D). Curiosamente, o número de 

entradas no braço fechado também se apresentou reduzido no grupo infectado com CK2 (Figura 

18 B), podendo ser reflexo de uma redução da taxa exploratória do ambiente em consequência 

da infecção crônica. Os camundongos infectados com a cepa ME49 não apresentaram 

comportamentos característicos de quadro ansioso, quando comparados ao grupo não infectado.  
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Figura 17. Cepa atípica de T. gondii induz comportamento do tipo ansioso, durante teste de campo aberto, 

influenciado pelos níveis de IFN-γ no cérebro, em camundongos com infecção crônica. (A) Distância 

percorrida (em metros) pelos camundongos na arena; (B) tempo (em segundos) gasto no centro da arena pelos 

camundongos; (C) tempo (em segundos) gasto na periferia da arena pelos camundongos; (D) análise de correlação 

entre o tempo gasto no centro da arena e os níveis de IFN-γ (r=-0.6784; p=0.01) no cérebro dos camundongos 

infectados; (E) análise de correlação entre o tempo gasto na periferia da arena e os níveis de IFN-γ (r=0.6374; 

p=0.02) no cérebro dos camundongos infectados. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de 

distribuição das amostras. * indica diferença estatística entre os grupos infectados e o grupo controle; # indica 

diferença estatística entre os grupos infectados. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido 

do pós-teste de Tukey. A análise de correlação foi realizada através do Coeficiente de correlação de Pearson, 

seguida de regressão linear com 95% CI. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando 

p<0.05. */# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 

 

 

Os parâmetros utilizados para determinação do perfil ansioso foram submetidos à 

análise de correlação com os níveis de IFN-γ detectados no cérebro dos camundongos 

infectados, a fim de identificar a influência da inflamação gerada sobre a modulação 

comportamental observada. Assim como observado no teste de campo aberto, as alterações 

comportamentais, detectadas através do LCE, nos camundongos infectados com a cepa CK2 

são diretamente influenciadas pelos níveis de IFN-γ presente no cérebro. O número de entradas, 
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assim como o tempo de permanência no braço aberto, mostrou-se inversamente relacionado 

com a concentração de IFN-γ presente na infecção crônica (Figuras 18 E e G). Apesar de não 

ter sido encontrada uma relação significativa entre o número de entradas no braço fechado com 

os níveis de IFN-γ (Figura 18 F), o tempo de permanência no braço fechado se mostrou 

diretamente relacionado com os níveis dessa citocina (Figura 18 H). 

 

Figura 18. Comportamento do tipo ansioso observado nos camundongos infectados com CK2 é confirmado 

com o teste do labirinto em cruz elevado. (A) Número de entradas no braço aberto do labirinto; (B) número de 

entradas no braço fechado do labirinto; (C) tempo (em segundos) de permanência dos camundongos no braço 

aberto; (D) tempo (em segundos) de permanência dos camundongos no braço fechado do labirinto. Os dados foram 

expressos através da mediana e padrão de distribuição das amostras. * indica diferença estatística entre os grupos 

infectados e o grupo controle; # indica diferença estatística entre os grupos infectados. A análise estatística foi 

realizada através do teste ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Análise de correlação entre (E) o número de 

entradas no braço aberto (r=-0.7003; p=0.01) e (F) no braço fechado (r=-0.3593; p=0.25) com os níveis de IFN-γ 

no cérebro dos camundongos infectados; análise de correlação entre o tempo de permanência no (G) braço aberto 

(r=-0.668; p=0.02) e (H) no braço fechado (r=0.644; p=0.03) com os níveis de IFN-γ no cérebro dos camundongos 

infectados. A análise de correlação foi realizada através do Coeficiente de correlação de Pearson, seguida de 

regressão linear com 95% CI. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. 

*/# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 
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Além da avaliação do perfil ansioso apresentado pelos camundongos infectados com T. 

gondii, verificamos a possibilidade da infecção crônica induzir o desenvolvimento de traços 

depressivos nos camundongos. Para essa avaliação, realizamos o teste de nado forçado que tem 

como parâmetro de análise o tempo de movimentação e imobilidade dos camundongos, em um 

tanque com água. Esse teste serve para verificar a motivação dos camundongos em escapar de 

um ambiente estressante. 

 Os resultados mostraram que a infecção crônica por CK2 consegue induzir um 

comportamento do tipo depressivo nos camundongos (Figura 19), quando comparados ao grupo 

infectado com ME49 e ao grupo não infectado. A determinação do comportamento depressivo 

se baseou no aumento do tempo de imobilidade (Figura 19 A) e na redução do tempo de 

movimentação (Figura 19 B) dos camundongos infectados com a cepa atípica.  

 Essa alteração comportamental se mostrou relacionada com os níveis de IFN-γ presentes 

no cérebro dos animais infectados. As análises de correlação mostraram que o aumento da 

concentração dessa citocina no cérebro contribuir diretamente para a imobilidade dos 

camundongos no tanque de água (Figura 19 C); por outro lado, a inflamação gerada por essa 

citocina atua de forma inversa na taxa de movimentação dos camundongos (Figura 19 D). Esses 

resultados apontam para a capacidade da infecção crônica em estimular um ambiente 

inflamado, que repercute na modulação comportamental dos camundongos, induzindo perfil 

depressivo.  
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Figura 19. Infecção crônica por cepa atípica de T. gondii induz comportamento depressivo em camundongos, 

detectado através do teste de nado forçado. (A) Tempo (em segundos) de imobilidade dos camundongos no 

tanque de água; (B) tempo (em segundos) de movimentação dos camundongos no tanque de água; análise de 

correlação entre (C) o tempo de imobilidade (r=0.7116; p=0.01) e (D) o tempo de movimentação (r=-0.6075; 

p=0.03) com os níveis de IFN-γ no cérebro dos camundongos infectados. A análise de correlação foi realizada 

através do Coeficiente de correlação de Pearson, seguida de regressão linear com 95% CI. Os resultados foram 

considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. 
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CAPÍTULO II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INFECÇÃO POR CEPA ATÍPICA DE Toxoplasma gondii INDUZ DEPLEÇÃO DA 

POPULAÇÃO DE MACRÓFAGOS ALVEOLARES E SUBSTITUIÇÃO POR MONÓCITOS 

INFLAMATÓRIOS INFILTRADOS DA PERIFERIA  
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4.4. Introdução 

 

 A diferenciação dos macrófagos alveolares inicia no período fetal; porém, sua 

maturação ocorre após o nascimento. Uma vez diferenciados, e em condições fisiológicas, essas 

células conseguem se manter de maneira independente de outros tipos celulares. O processo 

que garante o comprometimento da população de macrófagos alveolares, é dependente da 

ativação do fator de transcrição PPARy, através da influência de GM-CSF e TGF-β 

(SCHNEIDER et al., 2014a; YU et al., 2017; EVREN et al., 2019). Os macrófagos alveolares 

diferenciam-se a partir de células-tronco precursoras derivadas do fígado fetal, que expressam 

o receptor para GM-CSF, CD116. Foi demonstrado que células precursoras expressando 

CD116+CD64-CD115+ migram do fígado fetal para o pulmão, e se desenvolvem em macrófagos 

alveolares após exposição a GM-CSF e M-CSF (EVREN et al., 2021); subsequentemente, 

passam a ser caracterizados, também, pela expressão elevada dos receptores de superfície 

SiglecF e CD11c (GUILLIAMS et al., 2013). 

 Os macrófagos alveolares têm papel importante na manutenção da homeostase 

pulmonar, sendo responsáveis por monitorar o funcionamento do nicho e ter papel importante 

na imunidade de barreira. Além disso, eles são capazes de fagocitar partículas inaladas e 

surfactante pulmonar, além de eliminar debris celulares e iniciar a resposta imunológica contra 

patógenos (YUAN et al., 2012; SCHNEIDER et al., 2014b; EVREN et al., 2019). Porém, o 

estabelecimento de infecções e/ou injúria pulmonar, com desenvolvimento de uma resposta 

inflamatória intensa, induzem processos de remodelação do nicho que afetam diretamente a 

população de macrófagos alveolares (WANG et al., 2012; WOO et al., 2021).  

 O comprometimento da população de macrófagos alveolares depende do nível da 

inflamação e injúria tecidual desencadeadas. Estudos mostraram, durante quadros de infecção 

pulmonar, a capacidade de monócitos inflamatórios circulantes de infiltrar no pulmão e se 

diferenciarem em macrófagos derivados de monócitos (Mon-Mac) (EVREN et al., 2019; 

AEGERTER et al., 2020). Essas duas populações celulares podem coabitar o nicho; porém, a 

depleção de macrófagos alveolares em resposta às infecções pode ser seguida por sua 

substituição por Mon-Mac, que passam a adquirir características semelhantes, e desempenhar 

funções importantes no estabelecimento da resposta inflamatória local (MACHIELS et al., 

2017; AEGERTER et al., 2020; MARTIN et al., 2021).  

 Durante a infecção por Toxoplasma gondii, o recrutamento e ativação de monócitos para 

seu perfil clássico é essencial para controle da infecção e direcionamento da resposta 
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imunológica adaptativa de perfil Th1. Monócitos inflamatórios ativados, após a infecção por T. 

gondii, são responsáveis pela produção de níveis elevados de óxido nítrico e, junto a produção 

de IFN-γ, induzem a cronificação da infecção com formação de cistos teciduais, principalmente 

no cérebro (DUNAY et al., 2008; STURGE, YAROVINSKY, 2014; PARK, HUNTER, 2020). 

Porém, durante a infecção aguda e devido ao alto nível de disseminação parasitária, taquizoítos 

podem ser identificados nos pulmões do hospedeiro (UNNO et al., 2013). Apesar de já ser 

descrita a ocorrência de toxoplasmose pulmonar entre indivíduos imunocompetentes (LEAL et 

al., 2007; PENA et al., 2021), poucos estudos avaliando o impacto da infecção por T. gondii no 

ambiente pulmonar estão disponíveis na literatura. Zhao e colaboradores (2013) mostraram em 

modelo de cultivo primário de macrófagos alveolares de ratos, a infecção celular por T. gondii 

apresentou maior proliferação parasitária e menores níveis de óxido nítrico do que o observado 

durante a infecção por macrófagos peritoneais.  

 Outro ponto importante envolvendo a infecção por T. gondii e o ambiente pulmonar, é 

a capacidade do parasito em modular a resposta inflamatória local. Em modelo experimental de 

inflamação pulmonar alérgica, induzida por ovalbumina, foi demonstrado que a infecção prévia 

por T. gondii, seja durante a fase aguda ou crônica, é capaz de modular o perfil inflamatório 

local; contribuindo para redução da eosinofilia e dos níveis de IL-4 e IL-5 (FENOy et al., 2008), 

de maneira possivelmente dependente da expansão de linfócitos T CD4+FoxP3+ reguladores e 

produção elevada de TGF-β (FENOY et al., 2012). 

 Com base nessas evidências e considerando a importância de cepas atípicas de T. gondii 

na evolução da infecção e suas consequências no hospedeiro, esse capítulo apresentará o 

envolvimento da infecção aguda e crônica por cepa atípica de T. gondii no ambiente pulmonar, 

focando no impacto sobre a população de macrófagos alveolares.  
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4.5. Materiais e Métodos 

 

4.5.1. Parasitos e animais experimentais 

 

 Nesse trabalho, foram utilizadas as mesmas cepas de Toxoplasma gondii, sob o mesmo 

protocolo de ética, conforme descrito no capítulo I. Para o protocolo experimental, os animais 

foram organizados em três grupos de sete animais cada, sendo: grupo não infectado (Ni), grupo 

infectado com cepa atípica (CK2) e grupo infectado com cepa clonal (ME49). A infecção foi 

realizada por via oral, com 10 cistos teciduais por camundongo, seja da cepa ME49 ou CK2. 

Os camundongos permaneceram infectados por 60 dias, sendo avaliados em dois momentos: 

15 e 60 dias pós-infecção (Figura 19). 

  

 

 

Figura 20: Infecção experimental por T. gondii para avaliação da fase aguda e crônica. Os efeitos 
da infecção por T. gondii foram analisados durante a infecção aguda (15 dpi) e na fase crônica (60dpi). 
Para cada momento a ser avaliado, os camundongos foram divididos em três grupos, sendo um grupo 
não infectado (Ni); um grupo infectado com ME49 e o último grupo infectado com a cepa atípica CK2. 
Para a primeira análise, os camundongos permaneceram infectados por 15 dias e, ao final desse 
período, foi realizada a coleta do lavado broncoalveolar (BAL) e a imunofenotipagem das células 
recuperadas no BAL. No segundo momento, os outros grupos foram mantidos infectados po 60 dias, 
para cronificação da infecção. Após esse período, foram realizados os mesmos procedimentos feitos 
com os grupos da infecção aguda. 
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4.5.2. Quantificação dos níveis de IgG anti-Toxoplasma gondii pelo ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) 

 

 A quantificação de anticorpos no soro dos camundongos foi realizada conforme descrita 

no capítulo I, através do ensaio de imunoabsorção enzimática. Para esse procedimento, o sangue 

dos camundongos foi coletado nos momentos de 15 e 60 dias após infecção, por meio de punção 

cardíaca.  

Os resultados foram calculados com base no ponto de corte (cut off), calculado pela 

média das absorbâncias de seis amostras de soro, conhecidamente negativos, mais três vezes 

seu desvio padrão. Os soros que apresentarem os valores de índice de reatividade (IR) maior ou 

igual a 1 foram considerados positivos; valores abaixo desse índice foram considerados 

negativos. Os níveis de anticorpos IgG específicos foram apresentados de acordo com a 

densidade óptica (OD) identificada. 

 

4.5.3. Lavado Broncoalveolar 

 

 Após a coleta de sangue, foi realizada a lavagem broncoalevolar para obtenção das 

populações celulares no pulmão. Esse procedimento iniciou com uma incisão na parte superior 

da traqueia para introdução de um cateter (Safety Catheter® 18G x 1¾”) acoplado à seringa. 

Subsequentemente, duas lavagens intratraqueais com 1 mL de PBS a 4°C foram realizadas, 

totalizando um volume final de 2 mL. Após a coleta, o lavado broncoalveolar (BAL) foi 

centrifugado a 300 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi separado e armazenado a -80 °C 

para análises futuras; e o pellet foi direcionado para imunofenotipagem multiparamétrica por 

citometria de fluxo. 

 

4.5.4. Imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica 

 

 Após a coleta do BAL e obtenção do pellet celular, as amostras seguiram para incubação 

por 5 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com tampão ACK para lise de 

hemácias. Após incubação, as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 min a 4°C; o 

sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de PBS 1x, seguido de outra 

centrifugação. Após observar a lise completa das hemácias, o pellet foi ressuspenso em 200 μL 

de PBS 1x e transferidos para placas de 96 poços com fundo em U. O número de células 
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recuperadas no BAL foi determinado por contagem em câmara de Neubauer (na diluição 1:2 

em corante azul de tripan). 

 A marcação das células começou com a adição do marcador de viabilidade celular 

(Live/Dead AF700, BD Bioscience), seguida de incubação por 10 minutos a 4°C. Após 

incubação, a placa foi centrifugada a 1300 rpm, por 8 minutos a 4 °C. Ao final da centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 50 μL/poço do mix contendo os anticorpos 

para receptores de superfície, diluídos em solução diluidora de anticorpos (v/v (mL) – 1:1 

tampão wash B e PBS 1x). Os anticorpos utilizados para os camundongos com infecção aguda 

e crônica estão descritos na tabela 4. A placa foi incubada por 15 minutos a 4°C. Após 

incubação, repetiu-se o processo de lavagem e centrifugação descrito anteriormente. Após 

descartar o sobrenadante, foram adicionados 50 μL/poço do anticorpo CX3CR1 nas amostras 

referentes aos grupos da infecção crônica. A placa foi incubada por 30 minutos, em temperatura 

ambiente ao abrigo da luz. Após incubação, seguiu-se duas etapas de lavagem e centrifugação, 

conforme já descrito. Os pellets foram ressuspendidos em 100 μL de PBS 1x e foi adicionado 

100 μL de paraformaldeído 4%, seguido por incubação por 20 minutos em temperatura 

ambiente e, após esse tempo, a placa foi centrifugada. Os pellets foram ressuspendidos em 200 

μL/poço de PBS 1x e transferidos para tubos FACS. 

 Para a marcação das células obtidas dos camundongos com infecção aguda, foram 

adicionados 150 μL de tampão de ligação (0.1M Hepes, 1.4M NaCl e 25 mM CaCl2) para 

marcação por Anexina V. Após adição do tampão, a placa foi centrifugada a 1300 rpm por 8 

min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 50 μL de Anexina V (2.5 

μL de Anexina V em 50 μL de tampão de ligação, por camundongo). A placa foi incubada por 

15 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após incubação, foram adicionados 

150 μL de PBS 1x gelado e, em seguida, centrifugados. Os pellets foram ressuspendidos em 

200 μL/poço de PBS 1x e transferidos para tubos FACS; em sequência, as amostras foram 

adquiridas em citômetro Fortessa (BD Biosciences, San Jose, USA) e analisados com o software 

FlowJo (Tree Star, Ashlan, OR).  

 Os dados foram analisados através da redução de dimensionalidade e visualizados por 

t-Distributed Stochastic Neighbour Embedding (tSNE), através do Cytofkit (CHEN et al., 

2016). 
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Tabela 4: Lista de anticorpos utilizados para marcação de receptores de superfície de células obtidas do 

pulmão 

Anticorpos Fluorófoto Clone Marca 

Infecção aguda 

   

CD45 PeCy7 30-F11  

BD Biosciences Ly6C PE AL-21 

SiglecF PETX E50-2440 

Anexina V AF647 B171343 BioLegend 

CD3 FITC 17A2 eBioscience 

Infecção crônica 

   

HLA-DR FITC AF6-120.1  

 

BD Biosciences 

Ly6C PE AL-21 

CD11c APCCy7 HL3 

SiglecF PETX E50-2440 

CD8 APC 53-6.7 

CD45 PeCy7 30-F11 

CX3CR1 BV605 SA011F11 BioLegend 

CD4 PerCP RM4-5 eBioscience 

 

 

4.5.5. Análises estatísticas 

  

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prims, versão 

8.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os dados foram submetidos a análise de normalidade 

pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a comparação de dados entre os três grupos, foi realizada a 

análise através do teste de variância ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey para dados 

paramétricos. Para comparação de dois grupos, com dados também paramétricos, foi utilizado 

o teste t-student. A análise dos dados não paramétricos, também considerando o número de 

grupos analisados, foi realizada através do teste Kruskall-Wallis, seguido de pós-teste de Dunn; 

ou através do teste Mann-Whitney. Os resultados foram considerados estatisticamente 

significativos quando p<0.05. 
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4.6. Resultados 

 

4.6.1. Cepa atípica de Toxoplasma gondii induz depleção de macrófagos alveolares 

durante a infecção aguda 

 

 Para avaliarmos o impacto da infecção aguda por T. gondii, os camundongos 

permaneceram infectados por aproximadamente duas semanas. Nesse período, já foi possível 

encontrar cistos formados no cérebro dos animais, porém sem haver diferença significativa na 

carga entre os camundongos infectados com a cepa clonal ME49 e aqueles infectados com a 

cepa atípica CK2 (Figura 21 A). Nesse momento da infecção, já é possível a detecção de 

anticorpos IgG específicos no soro; as duas cepas estimularam a produção de níveis 

semelhantes de anticorpos (Figura 21 B). 

 

 

Durante a infecção aguda, analisamos as populações de células presentes no pulmão dos 

camundongos infectados com a cepa ME49 e com a cepa CK2. Na infecção com a cepa atípica, 

os camundongos apresentaram maior infiltrado celular (Figura 22 A) com predominância de 

 

 

Figura 21: Quantificação do número de cistos no cérebro e dosagem de anticorpos IgG 
específicos anti-T. gondii durante a infecção aguda. (A) Carga de cistos presente no homogenato 
de cérebro de camundongos Balb/c machos, infectados com cepa clonal (ME49) e cepa atípica (CK2) 
de T. gondii 2 semanas após infecção. (B) Quantificação dos níveis de anticorpos IgG específicos, 2 
semanas após infecção. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição das 
amostras. OD: densidade óptica. **** p<0.0001. 
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linfócitos (CD3+) (Figura 22 B) quando comparados ao grupo infectado com ME49 e o grupo 

não infectado.  

 Ao quantificar a população de macrófagos alveolares (SiglecFhi), as duas cepas de T. 

gondii induziram a redução dessa população. Porém, a cepa atípica foi capaz de induzir uma 

diminuição drástica no número de macrófagos alveolares, quando comparada a ME49 e ao 

grupo não infectado (Figura 22 C). Além disso, durante a infecção aguda observou-se um 

marcante infiltrado de monócitos inflamatórios (Ly6Chi), caracterizados pela expressão elevada 

de Ly6C, principalmente nos camundongos infectados com a cepa atípica (Figura 22 D).  

 Buscando identificar as causas da dramática redução de macrófagos alveolares durante 

a infecção, nós realizamos a marcação de Anexina V. Esse marcador é uma proteína que se liga 

a resíduos de fosfatidilserina expostos durante o processo de apoptose. Foi identificada uma 

maior intensidade de marcação por Anexina V em macrófagos alveolares após a infecção com 

a cepa ME49 em comparação com esses macrófagos no grupo não infectado (Figura 22 E). 

Devido à ausência de macrófagos alveolares em camundongos infectados pela cepa CK2, não 

foi possível realizar a análise de apoptose nesse grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Infecção aguda por T. gondii estimula forte infiltrado inflamatório no pulmão e contribui para 

depleção da população de macrófagos alveolares. (A) Contagem de células totais no lavado broncoalveolar; (B) 
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infiltrado de linfócitos T no pulmão de camundongos infectados; (C) população de macrófagos alveolares; (D) 

infiltrado de monócitos inflamatórios no pulmão; (D) macrófagos alveolares em processo de apoptose. Os dados 

foram expressos através da mediana e padrão de distribuição das amostras. BAL: lavado broncoalveolar; CK2: 

cepa atípica de T. gondii; ME49: cepa clonal de T. gondii; Ni: grupo não infectado; Mac-Alv: macrófagos 

alveolares. * indica diferença estatística entre os grupos infectados e o grupo controle; # indica diferença estatística 

entre os grupos infectados. */# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 

 

4.6.2. Impacto da infecção crônica por T. gondii na população de macrófagos no 

pulmão 

 

 A evolução da infecção nos camundongos foi acompanhada ao longo de 60 dias, através 

da variação do peso corporal apresentada. Os camundongos infectados com a cepa ME49 

apresentaram redução de peso já esperada durante a infecção aguda, que se manteve até 

aproximadamente o décimo quinto dia pós infecção. Após esse período, os camundongos 

começaram a recuperar o peso gradativamente (Figura 23 A). Com relação aos camundongos 

infectados com CK2, a perda de peso foi mais acentuada e o tempo para sua recuperação mais 

longo (Figura 23 B).  

 Com o estabelecimento da infecção crônica, os níveis de anticorpos IgG específicos 

aumentaram consideravelmente quando comparados aos encontrados durante o período de 

infecção aguda, tanto para os camundongos infectados com ME49 (Figura 23 C) quanto para 

aqueles infectados com CK2 (Figura 23 D). A fim de verificar a evolução da infecção crônica, 

além das análises de peso e níveis de anticorpos, a carga de cistos no cérebro durante a infecção 

crônica foi comparada à carga obtida durante a infecção aguda. Os resultados mostraram que, 

durante a infecção crônica pela cepa ME49, não houve diferença significativa na carga de cistos 

quando comparada à infecção aguda (Figura 23 E). Porém, quando analisamos o número de 

cistos presentes no cérebro dos camundongos infectados com a CK2, obtivemos uma carga 

significativamente maior durante a infecção crônica, quando comparada ao número de cistos 

identificados na infecção aguda (Figura 23 F). 
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Figura 23. Evolução da infecção crônica por T. gondii. Acompanhamento da evolução da infecção 

através da variação do peso corporal de camundongos infectados com a cepa clonal ME49 (A) e com 

a cepa atípica CK2 (B); comparação dos níveis de anticorpos IgG anti-T. gondii nas fases aguda e 

crônica da infecção por ME49 (C) e CK2 (D); comparação da carga de cistos no cérebro durante as 

fases aguda e crônica da infecção por ME49 (E) e por CK2 (F). Os dados presentes nos gráficos A e B 

estão representados como média dos pesos apresentados pelos camundongos em cada grupo; nos 

gráficos C, D, E e F, os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição das 

amostras. A análise estatística foi realizada através do teste t-student. CK2: cepa atípica de T. gondii; 

ME49: cepa clonal de T. gondii; Ni: grupo não infectado; OD: densidade óptica; DPI: dias pós infecção. 

* p<0.05; **** p<0.0001. 
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4.6.3. Predominância de macrófagos inflamatórios no pulmão de camundongos 

durante a infecção crônica por Toxoplasma gondii 

 

 Para avaliar a população de células inflamatórias no pulmão durante a infecção crônica, 

foi realizada imunofenotipagem por citometria de fluxo nas células obtidas no BAL (Figura 

24).  

 

 

Figura 24. Estratégia de análise das populações células obtidas no BAL de camundongos com infecção 

crônica por Toxoplasma gondii. Foram selecionadas células CD45+ no plot SSC-A x CD45, seguido pela seleção 

de singlets (SSC-A x SSC-H). Após a seleção de células vivas (SSC-A x Live) foram separadas através de tamanho 

e granulosidade (SSC-A x FSC-A) as células linfóides (pequeno tamanho e pequena granulosidade) das mielóides 

(grande tamanho e granulosidade). Os linfócitos T foram identificados a partir da marcação CD4+ (#1) e CD8+ 

(#2) e, as populações de células mieloides no lavado bronchoalveolar dos camundongos foram identificadas a 

partir da expressão de SiglecF, CD11c e Ly6C. #3 macrófagos SiglecFhiCD11c+ presentes nos camundongos não 
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infectados (verde) e macrófagos SiglecFlowCD11c+ em camundongos cronicamente infectados por ME-49 (laranja) 

ou CK2 (vermelho); #4 monócitos SiglecF-Ly6C+ presentes nos camundongos infectados com cepa atípica.  

 

Nesse estágio da infecção, assim como observado na infecção aguda, os camundongos 

infectados com a cepa atípica CK2 apresentaram maior infiltrado inflamatório quando 

comparados aos infectados com ME49 e ao grupo não infectado (Figura 25 A). Além disso, a 

infecção crônica pela cepa CK2 apresenta maior infiltrado de linfócitos T CD4+ (Figura 25 B), 

T CD8+ (Figura 25 C) e monócitos Ly6C+ (Figura 25D) no pulmão, quando comparada a 

infecção por ME49. Com relação a população de macrófagos alveolares, os camundongos com 

infecção crônica por T. gondii apresentam substituição da população de células residentes por 

monócitos inflamatórios, que originaram uma população de macrófagos derivados de 

monócitos infiltrados (Mon-Mac). Além disso, o grupo infectado com ME49 apresentou um 

número significativamente maior dessas células do que os camundongos infectados com CK2 

(Figura 25 E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Infecção crônica por cepa atípica de Toxoplasma gondii mantém infiltrado inflamatório elevado 

no pulmão. (A) contagem total de células no BAL; (B) infiltrado de linfócitos T CD4+ no pulmão; (C) infiltrado 
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de linfócitos T CD8+ no pulmão; (D) infiltrado de monócitos inflamatórios Ly6C+ no pulmão. Os dados foram 

expressos através da mediana e padrão de distribuição das amostras. A análise estatística foi realizada através do 

teste ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos 

quando p<0.05. * indica diferença estatística entre os grupos infectados e o grupo controle; # indica diferença 

estatística entre os grupos infectados. CK2: cepa atípica de T. gondii; ME49: cepa clonal de T. gondii; Ni: grupo 

não infectado. */# p<0.05; **/## p<0.01; ***/### p<0.001; ****/#### p<0.0001. 

 

 

 As populações celulares identificadas no pulmão foram submetidas a análise por tSNE, 

de acordo com o nível de expressão dos receptores CD11c, SiglecF, HLA-DR, CX3CR1, Ly6C, 

CD8 e CD4. Essa análise tornou possível identificar os clusters formados por macrófagos 

alveolares (LiveSiglecFhiCD11c+CX3CR1+), monócitos Ly6C+ e linfócitos T CD4+ e CD8+ 

(Figura 26 A). Com a separação dos grupos infectados e não infectado, obtivemos a distribuição 

de células para cada grupo (Figura 26 B). O grupo não infectado apresentou predominância da 

população de macrófagos alveolares característicos (Figura 25 B, quadro inferior esquerdo), 

identificados pela expressão de CD11chiSiglecFhiHLA-DRhiCX3CR1hi (Figura 26 C); os 

camundongos com infecção crônica por T. gondii apresentaram expressão de SIglecF e HLA-

DR com perfis distintos dos observados para os camundongos não infectados (Figura 26 D). 

Nos camundongos com infecção crônica por ME49, foi evidenciada a presença dos clusters 

referentes aos linfócitos T CD4+ e T CD8+ (Figura 26 B, quadro superior direito); nesse grupo, 

além do agrupamento de monócitos inflamatórios infiltrados, identificados pela expressão 

elevada de Ly6C; também foi possível observar a presença de macrófagos com características 

similares às apresentadas pelos macrófagos alveolares do grupo não infectado (Figura 26 B e 

C). Com relação ao grupo com infecção crônica por CK2, a análise por tSNE evidenciou a 

redução significativa na população de macrófagos alveolares, com predomínio de monócitos 

Ly6C+ e linfócitos T CD4+ e T CD8+ (Figura 26 B, quadro superior esquerdo).  
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Figura 26. Análise de clusters das populações celulares identificadas nos pulmões de camundongos com 

infecção crônica por Toxoplasma gondii. (A) tSNE de dados combinados de camundongos não infectados (7) e 

8 semanas após infecção pelas cepas ME49 (7) e CK-2 (7) a partir do gate de LiveCD45+ dos grupos de células 

identificados, evidenciando as populações de macrófagos alveolares (Mac-Alv, amarelo), linfócitos T CD4+ (azul), 

linfócitos T CD8+ (verde) e monócitos Ly6C+ (vermelho-escuro); (B) tSNE de “A”, evidenciando a distribuição 

de linfócitos T CD4+ e T CD8+, macrófagos alveolares e monócitos Ly6C nos grupos de camundongos infectados 

com CK2, ME49 e no grupo de camundongos não infectados; (C) Heatmap evidenciando os níveis de expressão 

de cada marcador de superfície, de acordo com a população de linfócitos T CD4+ e T CD8+, macrófagos alveolares 

e monócitos Ly6C; (D) diferenças no padrão de expressão de SiglecF e HLA-DR entre os camundongos não 

infectados e os infectados por T. gondii. Os dados foram expressos através da mediana e padrão de distribuição 

das amostras. CK2: cepa atípica de T. gondii (vermelho); ME49: cepa clonal de T. gondii (laranja); Ni: grupo não 

infectado (verde). 
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As populações de macrófagos alveolares identificadas no BAL dos camundongos 

infectados e não infectados foram submetidas a análise por rPhenograph, a fim de caracterizar 

os tipos celulares de acordo com o perfil de expressão dos receptores CX3CR1, CD11c, SiglecF, 

HLA-DR e Ly6C. Essa análise separou os macrófagos em quatro populações distintas: AM1 – 

4 (Figura 27 A). A população AM1 está presente apenas no grupo de camundongos não 

infectados; apresentando perfil fenotípico característico de macrófagos alveolares 

(SiglecFhiCD11c+CX3CR1+HLA-DR+Ly6C-) (Figura 27 B – esquerda; E). Além dessa 

população, os camundongos não infectados também apresentaram macrófagos identificados 

como AM4, porém em menor frequência, que também não apresentam expressão de Ly6C mas 

apresentaram uma menor expressão de Siglec F, CD11c, CX3CR1 e HLA-DR em comparação 

com a população de AM1. AM4 também está presente, em pequena porcentagem no BAL de 

camundongos cronicamente infectados por ME-49 e CK2.  

 As populações identificadas como AM2 e AM3 foram encontradas apenas nos grupos 

infectados com as cepas ME49 e CK2 (Figura 27 B, centro e direita, respectivamente); além 

disso, a população AM2 está presente principalmente no grupo de camundongos infectados com 

ME49. Ambas as populações apresentam menor expressão de SiglecF, CD11c e CX3CR1 em 

comparação com a população AM1, majoritária em camundongos não infectados. A população 

presente em maior frequência em camundongos infectados por T. gondii (AM2) apresenta 

níveis elevados de Ly6C (marcador de linhagem monocítica) e do marcador de ativação HLA-

DR (Figura 27 F). 

A fim de investigar a relação entre as populações mieloides encontradas no BAL de 

camundongos dos diferentes grupos, nós realizamos uma análise de progressão (diffusion map). 

Essa técnica realiza uma redução de dimensionalidade não linear (e, portanto, diferente de PCA) 

e através da técnica de machine learning, essa técnica permite uma descrição global de todos 

os parâmetros e a distância euclidiana entre os clusters representa a similaridade entre eles. 

Através de análise de progressão, tornou-se evidente que as populações AM2 e AM3, presentes 

nos camundongos infectados, são mais relacionadas com monócitos inflamatórios infiltrados 

(“Monocytes”, em roxo escuro) do que com a população de macrófagos alveolares (AM1, em 

vermelho) presente no grupo não infectado (Figuras 27 C e D). As diferenças entre essas 

populações celulares podem ser observadas pelas variações no nível de expressão dos 

marcadores de superfície, garantindo uma separação evidente entre os grupos de células 

identificados (Figura 27 E). Além disso, outro ponto importante relacionado às características 

fenotípicas apresentadas, é que tanto a população AM2 quanto AM3 caracterizam-se pela 
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expressão de Ly6Chi, além da expressão reduzida de CX3CR1 (Figura 27 F); indicando assim 

o desaparecimento do macrófago alveolar de origem embrionária e a substituição por 

macrófagos derivados de monócitos de origem na medula óssea. 

   

 

Figura 27. Análises de clusters das populações macrófagos identificados nos pulmões de camundongos com 

infecção crônica por Toxoplasma gondii. (A) tSNE da figura 26 A evidenciando os clusters de macrófagos 

identificados via Rphenograph evidenciando as populações de macrófagos AM1 (roxo escuro), AM2 (rosa), AM3 

(roxo claro) e AM4 (lilás); (B) tSNE de “A”, evidenciando a distribuição das populações AM1 – 4 nos grupos de 
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camundongos infectados com CK2, ME49 e no grupo de camundongos não infectados; (C) análises de progressão 

demonstrando a distribuição das populações celulares, (D) análise de progressão de C considerando os grupos de 

camundongos analisados;  (E) distribuição e relação entre os grupos celulares de acordo com o nível de expressão 

dos marcadores de superfície utilizados; (F) heatmap evidenciando os níveis de expressão de cada marcador de 

superfície, de acordo com as populações AM1 – 4. CK2: cepa atípica de T. gondii; ME49: cepa clonal de T. gondii; 

Ni: grupo não infectado. 
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5. DISCUSSÃO  

 

A ocorrência de Toxoplasma gondii no Brasil é marcada pela ampla distribuição de 

cepas atípicas, caracterizadas pela presença de variações polimórficas nas proteínas secretadas 

que garantem perfis de ativação imunológica distintos e, consequentemente, diferentes padrões 

de patogênese no hospedeiro infectado. 

Camundongos BALB/c são considerados resistentes à infecção por T. gondii, sendo 

capazes de estabelecer uma infecção crônica, tendo essa característica associada à presença do 

haplótipo H2d pertencente ao locus gênico do MHC de classe I. Nesse sentindo, essa linhagem 

de camundongos, durante a infecção pela cepa clonal tipo II ME49, consegue evitar o 

desenvolvimento de encefalite toxoplásmica, sem focos inflamatórios exacerbados (SUZUKI 

et al., 1991). Aqui, camundongos BALB/c machos foram utilizados como modelo de resistência 

para avaliar a progressão da infecção por cepa atípica de T. gondii (CK2). Essa cepa foi 

previamente isolada a partir do coração de galinhas criadas para consumo humano em uma 

fazendo no estado do Rio Grande do Norte; sendo descrita como virulenta em modelo 

experimental e pertencente ao genótipo #163 de acordo com a análise molecular por PCR-RFLP 

(CLEMENTINO-ANDRADE et al., 2013). Um estudo anterior realizado por Oliveira e 

colaboradores (2016) apresentou uma análise inicial de patogenicidade das cepas atípicas 

identificadas no Rio Grande do Norte, incluindo a cepa alvo do estudo realizado aqui. Nesse 

trabalho, foi demonstrada a ocorrência de cepas naturalmente resistentes à sulfadiazina e com 

diferentes níveis de patogenicidade, incluindo outros isolados também pertencentes ao genótipo 

#163 e ao genótipo #109 registrados no ToxoDB. 

No presente trabalho, realizamos a avaliação do desenvolvimento da infecção crônica 

por CK2, comparando-a ao curso de cronificação da infecção por ME49. Durante a fase aguda, 

avaliada 15 dias após infecção oral dos camundongos, a cepa atípica apresentou número de 

cistos no cérebro semelhante ao apresentado pelos camundongos infectados com a cepa clonal. 

Vários fatores precisam ser considerados para a avaliação da patogênese e estabelecimento da 

infecção crônica no hospedeiro. Padrões de invasão celular e replicação intracelular do parasito, 

influenciados por proteínas liberadas e suas variações polimórficas garantem uma assinatura 

genética específica para cada cepa, contribuindo para níveis de ativação imunológica distintos 

e, consequentemente, impactando a formação de cistos teciduais e estabelecimento da infecção 

crônica e a patogênese desenvolvida no hospedeiro (LAMBERT, BARRAGAN 2010; JONES; 

WANG; SIBLEY, 2017; FOX et al., 2019). Em um estudo recente, analisando o perfil 
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patogênico da cepa atípica isolada de Saimiri boliviensis (Macaco-de-cheiro-Boliviano) na 

Argentina, e pertencente ao genótipo #163 (nomeada como TgSb), apresentou elevada 

capacidade replicativa in vitro semelhante à cepa do Tipo I RH, de alta virulência; além disso, 

a infecção com a cepa TgSb apresentou elevada taxa de mortalidade, focos de necrose no 

cérebro e produção de anticorpos IgG anti-T. gondii menor que a observada para infecção por 

ME49 (BERNSTEIN et al., 2020). A ocorrência do genótipo #163 já foi descrita em diversas 

espécies de hospedeiros pelo Brasil (GENNARI et al., 2015; REGO et al., 2017), com cepas 

apresentando diferentes perfis de virulência (REGO et al., 2017).  

Com o avanço da infecção e estabelecimento da fase crônica, sessenta dias após infecção 

seja com a cepa atípica ou clonal, todos os camundongos infectados apresentaram taxa de 

sobrevivência de 100% e perfil de ativação da resposta humoral semelhante, observado pela 

produção de anticorpos IgG. Por outro lado, e contrastando com o observado para os 

camundongos infectados com ME49, a cepa atípica induziu uma redução do peso corporal mais 

acentuada e maior número de cistos teciduais formados no cérebro durante a infecção crônica. 

Este perfil apresentado durante a infecção pela cepa atípica relaciona-se com o quadro 

inflamatório estimulado, e pode ser resultado de uma ativação imunológica mais tardia durante 

a infecção por CK2. Mecanismos de evasão imunológica apresentados por T. gondii, levando a 

uma ativação da imunidade protetora tardia através de interferência na translocação de NF-κB 

para o núcleo, bloqueio da apresentação de antígeno via MHC de classe II ou retardo na 

produção de IFN-ɣ, garantem sua capacidade de disseminação pelo hospedeiro e 

estabelecimento de uma infecção latente (LANG et al., 2007). Estudos apontam para a maior 

virulência apresentada por cepas atípicas, em decorrência de diferentes níveis de expressão de 

mediadores inflamatórios, capazes de contribuir para um comprometimento tecidual 

exacerbado (CHIEBAO et a., 2021). 

Durante a infecção por cepa clonal do Tipo II, com o estabelecimento da infecção 

crônica, os níveis de IFN-ɣ tendem a reduzir, quando comparados à infecção aguda (MOSE et 

al., 2019); além de haver uma diferença clara no nível de inflamação e comprometimento 

tecidual estimulados por cepas de genótipos distintos (GAVRILESCU, DENKERS 2001; 

MUKHOPADHYAY et al., 2020). Aqui, os níveis de IFN-ɣ no cérebro continuaram elevados 

durante a infecção crônica por CK2, seguidos da manutenção de níveis altos de TNF-α que atua 

em sinergia com IFN-ɣ no controle da replicação parasitária por macrófagos (SIBLEY et al., 

1991; PITTMAN, KNOLL 2014). Assim, a alta carga de cistos e os níveis elevados de IFN-ɣ e 

TNF-α no cérebro durante a infecção crônica pela cepa atípica refletem a possível demora na 
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ativação da resposta imunológica protetora, contribuindo para a disseminação do parasito e 

estabelecimento da infecção crônica, além de destacar o perfil de virulência mais acentuado 

(MELO et al., 2011; JIANG et al., 2020).  

A assinatura imunológica distinta, presente nas infecções pelas cepas analisadas, pode 

ser explicada através das diferenças genéticas presentes em proteínas liberadas pelo parasito, 

como ROPs e GRAs, que conseguem interferir na ativação imunológica e, dessa forma, 

favorecer a disseminação parasitária através da modulação de vias essenciais para a produção 

de IFN-ɣ (MELO et al., 2011). Como exemplo, temos as proteínas ROP5 e ROP18 que são 

consideradas importantes fatores de virulência, capazes de interferir na resposta imunológica 

através do bloqueio da atividade microbicida dependente de IFN-ɣ e modular negativamente a 

produção de citocinas inflamatórias importantes para o controle parasitário (BEHNKE et a., 

2012; NIEDELMAN et al., 2013; DU et al., 2014; ROMMEREIN et al., 2019). Além dessas, a 

GRA12 e GRA25 foram apresentadas com papel importante na determinação do nível de 

virulência entre as cepas de T. gondii por conferir resistência ao estabelecimento da resposta 

imunológica mediada por IFN-ɣ, e modular os níveis de CCL2 produzidos por macrófagos 

(FOX et al., 2019; SHASTRI et al., 2014; WANG et al., 2019). Sendo assim, cepas atípicas, 

mesmo que pertencentes ao mesmo genótipo, podem levar ao desenvolvimento de patogênese 

distinta, com comprometimento tecidual variável (PINHEIRO et al., 2015). 

Durante a infecção por T. gondii, linfócitos T CD4+ e CD8+ têm papel crucial no 

estabelecimento da resposta protetora e no controle parasitário representando, juntamente às 

células NK, as principais fontes de IFN-ɣ durante a fase aguda da infecção (DENKERS, 

GAZZINELLI 1998). Além dos linfócitos T, monócitos e macrófagos são capazes de eliminar 

patógenos intracelulares através da produção de mediadores microbicidas, como óxido nítrico, 

e secretar citocinas pró-inflamatórias, como IL-12 e TNF-α, que atuam em uma alça de feedback 

positivo garantindo, assim, a ativação da resposta imunológica protetora adequada (ANDRADE 

et al., 2006; SHAUGHNESSY, SWANSON 2007; WEISS, SCHAIBLE 2015; PARK, 

HUNTER 2020).  

Através da imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica, fomos capazes 

de identificar os principais tipos celulares que compõem o infiltrado inflamatório no cérebro e 

no lavado broncoalveolar de camundongos com infecção crônica por ME49 e CK2; sendo 

composto principalmente por linfócitos T e monócitos inflamatórios Ly6Chi infiltrados da 

periferia. Curiosamente, os camundongos infectados com a cepa atípica apresentaram maior 

infiltrado de linfócitos T, quando comparados à infecção por ME49. Alguns estudos avaliando 
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o nível de patogênese desenvolvida durante a infecção por cepas atípicas de T. gondii, além da 

carga de cistos, verificaram a presença de focos inflamatórios no cérebro e em outros órgãos, 

incluindo pulmões. Pinheiro e colaboradores (2015) mostraram que a infecção experimental 

com cepa atípica pertencente ao genótipo #11 (BrII), isolada de crianças recém-nascidas com 

toxoplasmose congênita (CARNEIRO et al., 2013), apresentou focos de infiltrado inflamatório 

com danos teciduais graves, com comprometimento do fígado, pulmões e baço em 

camundongos C57BL/6 e, ativação endotelial com infiltrado leucocitário no cérebro de 

camundongos BALB/c. Em outro estudo, alterações histológicas com reações granulomatosas, 

infiltrado inflamatório e focos necróticos foram observados com maior frequência nos pulmões, 

coração, baço e fígado, porém, sem haver grandes alterações no cérebro de camundongos Swiss 

Webster infectados com cepas atípicas isoladas de galinhas no estado do Rio de Janeiro 

(CASARTELLI-ALVES et al., 2020).  

Em um estudo recente, foi realizada a análise do comprometimento tecidual gerado após 

infecção por dez cepas atípicas; dessas, duas cepas (TgShSp16 e TgShSp24), isoladas de 

ovelhas na Espanha, se destacaram por apresentar maior carga parasitária no cérebro, seguida 

de maior lesão tecidual com forte infiltrado inflamatório perivascular (FERNÁNDEZ-

ESCOBAR et al., 2022). Outros trabalhos também avaliaram a disseminação do parasito e 

alterações histológicas em diferentes órgãos; as lesões teciduais sendo caracterizadas, 

principalmente, por infiltrado de células inflamatórias sugerindo níveis de patogênese distintos, 

o que se relaciona com as variações no nível de virulência apresentado entre as cepas atípicas 

de T. gondii (COSTA et al., 2017; HAMILTON et al., 2019; COSTA et al., 2020; BERNSTEIN 

et al., 2020). No estudo desenvolvido aqui, a caracterização celular por imunofenotipagem 

evidencia a forte presença de linfócitos T e monócitos inflamatórios durante as fases aguda e 

crônica da infecção. 

Entre as células que compõem o infiltrado inflamatório gerado durante a infecção por 

T. gondii, monócitos e macrófagos residentes têm papel crucial no controle e eliminação do 

parasito. Monócitos inflamatórios que expressam o receptor Ly6C, representam metade da 

população de monócitos circulantes e são recrutados para os locais de infecção de maneira 

dependente da expressão do CCR2 e do seu ligante, a quimiocina MCP-1/CCL2. Essas células 

conseguem controlar a infecção através da produção de óxido nítrico e espécies reativas de 

oxigênio, além de contribuírem com a ativação de linfócitos T através da produção, 

principalmente, de IL-12 via ativação de MyD88 (KIM et al., 2006; DUNAY, SIBLEY 2010; 

DUNAY et al., 2010; TOSH et al., 2016; PARK, HUNTER 2020). Durante a infecção por T. 
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gondii, monócitos derivados da medula óssea passam por mudanças fenotípicas que contribuem 

para sua diferenciação em células efetoras, através do aumento da expressão de MHC de classe 

II e de genes dependentes de IFN via sinalização por STAT1; seguidas por alterações 

epigenéticas que contribuem para expressão de fatores de transcrição, como NF-κB 

(DETAVERNIER et al., 2019).  

Os monócitos infectados passam a apresentar um fenótipo de hipermobilidade, além do 

aumento na liberação de metaloproteinases de matriz, que leva a redução da adesividade celular 

à matriz extracelular e maior capacidade de rolamento no endotélio ativado, percorrendo 

maiores distâncias; o que contribui para a disseminação parasitária através do mecanismo 

conhecido como “Cavalo de Tróia” (GAMA et al., 2004; LACHENMAIER et al., 2011; 

SEIPEL et al., 2010; HARKER et al., 2013). Além de “manipular” o perfil migratório de 

monócitos, T. gondii consegue estimular o desenvolvimento dos perfis de ativação clássica e 

alternativa de macrófagos através da expressão concomitante dos genes Irgm3 e IRF4, 

respectivamente; contribuindo para uma autorregulação do estado pró-inflamatório como tática 

para evadir-se da atividade microbicida dessas células (PATIL et al., 2014). Vários mecanismos 

de evasão já foram descritos para T. gondii, como a capacidade de retardar a produção de IL-

12 por macrófagos nas primeiras horas pós-infecção (JIANG et al., 2020); levar ao bloqueio da 

sinalização via IFN-ɣ necessária para ativação do macrófago através da indução de SOCS-1, 

que atua como inibidor do receptor de IFN-ɣ (ZIMMERMANN et al., 2006), além de interferir 

na responsividade de macrófagos a IFN-ɣ através de alterações na remodelação da cromatina 

em regiões associadas a STAT1 (LANG et al., 2012); e bloqueio do recrutamento de Irgb6 para 

o vacúolo parasitóforo, como resultado da ligação e fosforilação de IRGs pela proteína ROP18 

liberada pelo parasito, dessa forma, evitando a eliminação do parasito e contribuindo para sua 

sobrevivência e disseminação (FENTRESS et al., 2010). Esses mecanismos garantem a 

disseminação de T. gondii pelo tecido, conseguindo atravessar as barreiras biológicas e 

estabelecer a infecção em órgãos, até então, considerados “imunoprivilegiados”. Todos esses 

fatores podem contribuir para o acúmulo de células infiltradas da periferia para os nichos onde 

o parasito irá permanecer durante a infecção crônica, atuando na alteração da homeostase local 

e podendo ser um fator crucial no impacto da infecção e inflamação gerada sobre as populações 

de macrófagos residentes. 

No contexto de macrófagos residentes teciduais, os macrófagos alveolares 

compreendem uma população celular capaz de se manter e garantir sua autorrenovação de 

maneira independente de monócitos circulantes da periferia (HASHIMOTO et al., 2013). Essas 
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células residentes têm grande importância na manutenção da homeostase do nicho, tendo suas 

características fenotípicas e funções efetoras moldadas pelo microambiente onde residem 

(LAVIN et al., 2014; LAVIN et al., 2015; WYNN, VANNELLA 2016). Apesar de representarem 

a primeira linha de defesa contra patógenos invasores, os macrófagos alveolares não apresentam 

uma capacidade de ativação pró-inflamatória tão forte quanto os monócitos circulantes 

derivados da medula óssea, tendendo a um perfil de hiporresponsividade e maior atividade 

fagocítica, além de serem os responsáveis pela manutenção da homeostase nos níveis de 

surfactante pulmonar e patrulhamento tecidual (GUILLIAMS et al., 2021; HETZEL et al., 

2021; MARTIN et al., 2021). Em modelo experimental murino, depleção seletiva de 

macrófagos alveolares levou ao comprometimento pulmonar e maior susceptibilidade a 

infecções virais (SCHNEIDER et al., 2014). Porém, o estabelecimento de quadros 

inflamatórios, seja por infecção ou injúria pulmonar, pode contribuir para o comprometimento 

dessa população, levando a depleção dessas células de maneira dependente do nível e da 

duração do estímulo inflamatório desenvolvido (GUILLIAMS et al., 2021).  

Foi demonstrado que durante modelo experimental de infecção por gammaherpesvirus, 

macrófagos alveolares foram substituídos por monócitos circulantes, que passam a ocupar o 

nicho e interferir no estabelecimento da resposta imunológica local (MACHIELS et al., 2017). 

Semelhante ao observado para modelos de infecções virais (VAN RIEL et al., 2011; 

AEGERTER et al., 2020), a avaliação da população mieloide no pulmão dos camundongos 

infectados por T. gondii realizada aqui, revelou que durante a infecção aguda há uma depleção 

dramática, via apoptose, da população de macrófagos alveolares, principalmente entre os 

camundongos infectados com a cepa atípica. A infecção por T. gondii é capaz de induzir 

apoptose de células não infectadas, através da produção de óxido nítrico e outros fatores 

solúveis liberados por células infectadas que conseguem permanecer intactas, escapando das 

vias apoptóticas (NISHIKAWA et al., 2007). Considerando esses achados, é plausível assumir 

a capacidade da infecção por T. gondii em estimular a apoptose de macrófagos alveolares já 

durante a fase de infecção aguda, como resultado do estabelecimento do parasito no nicho e o 

estimulo inflamatório gerado que se mantém ao longo da infecção crônica; dessa forma, 

impedindo a recuperação das células residentes e contribuindo para sua substituição por 

monócitos inflamatórios derivados da periferia que adquirem características fenotípicas 

influenciadas pelo nicho e pela inflamação local gerada durante a infecção. Uma mudança no 

microambiente pulmonar pode estar associada a maior ou menor susceptibilidade a outras 

doenças. Recentemente Chen e colaboradores demostraram que pacientes que apresentam um 
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aumento de monócitos inflamatórios e macrófagos derivados de monócitos, com consequente 

diminuição da população de macrófagos alveolares apresentam risco aumentado de desenvolver 

COVID-19 severa (CHEN et al., 2022). Nosso grupo também demonstrou que pacientes IgG+ 

para T. gondii apresentam alterações em marcadores importantes na COVID-19, com menor 

número de neutrófilos e monócitos circulantes, fator também associado a maior severidade da 

doença (BRITO et al, em preparação; Anexo II). 

Um perfil semelhante de depleção de macrófagos residentes durante a infecção por T. 

gondii foi observado para macrófagos peritoneais, sendo substituídos por monócitos 

inflamatórios Ly6C+ recrutados durante a infecção (GOLDZMID et al., 2012). No trabalho 

desenvolvido aqui, além da depleção de macrófagos alveolares, observamos um 

desaparecimento significativo da população de micróglia, os macrófagos residentes do cérebro. 

Infecções virais que atingem o sistema nervoso central são responsáveis pelo estabelecimento 

de inflamação acentuada, levando ao desenvolvimento de encefalites e desencadeando 

processos danosos no tecido cerebral (FILGUEIRA et al., 2021). A micróglia tem papel 

fundamental em processos de regulação da homeostase cerebral, além de garantir mecanismos 

de defesa contra infecções do sistema nervoso central (TSAI et al., 2016). A depleção 

farmacológica da micróglia mostrou o impacto do desaparecimento dessa população no 

controle da infecção viral pelo Vírus do Nilo Ocidental (WNV), Vírus da Encefalite Japonesa 

(JEV) e Zika Virus (ZIKV), levando ao aumento dos títulos virais e mortalidade em modelo 

experimental murino (SEITZ et al., 2018; ENLOW et al., 2021). Em modelo experimental in 

vitro da infecção de micróglia por SARS-CoV-2, observou-se a indução de um perfil pró-

inflamatório dessas células, com produção de níveis elevados de citocinas como IL-6 e TNF-α; 

além da ativação das vias pró-inflamatórias, essa infecção também foi capaz de desencadear 

vias apoptóticas levando a depleção de micróglia durante modelo de infecção em modelo 

murino experimental (JEONG et al., 2022).  

Contrastando com nossos resultados de micróglia, um trabalho recente mostrou que a 

infecção por T. gondii via instilação de taquizoítos no saco conjuntival, no olho de 

camundongos BALB/c, levou ao aumento no número de micróglia, 22 dias após infecção 

(SOARES et al., 2022). Nesse trabalho foi utilizada para identificação da micróglia apenas 

marcação com Iba-1, por imunohistoquímica. A marcação realizada exclusivamente por Iba-1 

não permite uma real diferenciação entre a população de micróglia e os monócitos inflamatórios 

infiltrados; diferenciação esta, que é garantida através da marcação de receptores que são 

exclusivamente expressos pela micróglia, como Tmem119 e P2ry12 (utilizado no nosso 
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trabalho). Além disso, outros dois fatores que precisam ser considerados são a via administrada 

para infecção e a virulência da cepa utilizada, que podem contribuir com o impacto mais grave 

da infecção do hospedeiro. Neste contexto, a infecção crônica por T. gondii atua estimulando o 

desaparecimento de macrófagos residentes, ao mesmo tempo que induz forte infiltrado 

inflamatório para o pulmão e cérebro dos camundongos infectados.  

O estabelecimento da inflamação cerebral é apontado como um fator importante no 

desenvolvimento de distúrbios neurocomportamentais, como sintomas esquizofrênicos, 

Alzheimer, Parkinson, depressão e ansiedade (FEIGENSON et al., 2014; TANG, LE et al., 

2016; TROUBAT et al., 2021). A micróglia tem papel importante na regulação do sistema 

nervoso central. A diminuição de 50-60% de micróglia em camundongos ou humanos, está 

associada a perda da integridade da mielina (McNAMARA et al., 2022). Ademais, a produção 

de níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias liberadas pela micróglia reativa e por 

monócitos inflamatórios infiltrados contribuem para um ambiente oxidativo, capaz de 

comprometer o funcionamento cerebral (MAENG, HONG 2019; SPITERI et al., 2021). Os 

achados desta tese podem indicar aspectos importantes do impacto da infecção por T. gondii no 

envelhecimento e em doenças neurodegenerativas.  

Durante a infecção cerebral por T. gondii, os neurônios são as principais células-alvo do 

parasito, representando 85% das células cerebrais infectadas (CABRAL et al., 2016). Os 

impactos da presença do T. gondii no cérebro já são bem documentados na literatura. Foi 

demonstrado que a infecção crônica por T. gondii induz retração na árvore dendrítica de 

neurônios localizados na região da amigdala basolateral (MITRA et al., 2013), além de 

contribuir para a degeneração de neurônios glutamatérgicos e GABAérgicos em diferentes áreas 

do córtex pré-frontal; essas células em processo de neurodegeneração encontram-se rodeadas 

por micróglia reativa e exibem produção elevada de fractalquina (CX3CL1) (LI et al., 2019). 

Essa quimiocina tem papel fundamental na comunicação entre neurônios e micróglia, uma vez 

que é produzida por neurônios e reconhecida especificamente pelo receptor CX3CR1 expresso 

pela micróglia (HARRISON et al., 1998).  

O eixo de sinalização CX3CL1-CX3CR1 é capaz de influenciar a homeostase cerebral, 

através da regulação dos níveis inflamatórios gerados pela micróglia reativa (CARDONA et al., 

2006; LIMATOLA, RANSOHOFF 2014); alterações nessa via podem interferir no 

funcionamento cerebral, sendo mostrado que a redução dos níveis de CX3CL1 é capaz de 

contribuir para o comprometimento cognitivo de camundongos, gerando déficit na memória de 

longo prazo (WINTER et al., 2020). Na infecção crônica pela cepa atípica de T. gondii, além 
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da manutenção da inflamação por IFN-ɣ e óxido nítrico no córtex pré-frontal, estriado e 

hipocampo; os níveis de CX3CL1 mostraram-se alterados no córtex pré-frontal e no 

hipocampo. Essas alterações nos níveis de CX3CL1 destacam o impacto da infecção crônica 

nas vias de comunicação entre neurônio e micróglia, como resultado do comprometimento 

celular ocasionado em resposta à presença do T. gondii e à inflamação gerada no cérebro. 

A produção de fatores neurotróficos tem papel fundamental no funcionamento cerebral, 

estando envolvidos na manutenção, plasticidade e sobrevivência neuronal; além de estarem 

envolvidos na manutenção das funções cognitivas (BERRY et al., 2012; BUDNI et al., 2015). 

Em modelo experimental de isquemia cerebral, camundongos com a lesão desenvolveram 

comportamento do tipo ansioso e depressivo, com níveis elevados de NGF (FERNANDES et 

al., 2020). Por outro lado, modelos experimentais usando roedores mostraram-se capazes de 

estimular o desenvolvimento de perfis depressivo e ansioso, apresentando redução nos níveis 

de NGF em diferentes áreas do cérebro (SONG et al., 2009; FILHO et al., 2015; HASHIKAWA 

et al., 2015). Outro estudo também demonstrou a redução dos níveis de NGF e GDNF no córtex 

pré-frontal, estriado e hipocampo de ratos em modelo experimental para avaliação de perfil 

bipolar e comportamentos do tipo ansioso e depressivo induzindo por anfetamina 

(VALVASSORI et al., 2019).  

As variações nos níveis dos fatores neurotróficos e sua associação com alterações 

comportamentais refletem o impacto de agressões no sistema nervoso central, resultando da 

quebra da homeostase cerebral de acordo com o modelo experimental utilizado. Durante a 

infecção pela cepa atípica de T. gondii, a disponibilidade de NGF foi impactada, levando a 

redução dos níveis desse fator no córtex pré-frontal e estriado; por outro lado, a infecção 

contribuiu para o aumento dos níveis de GDNF apenas no córtex pré-frontal dos camundongos, 

de maneira independente da cepa infectante. Em uma análise feita, os níveis elevados de GDNF 

mostraram-se capazes de estimular o aumento da locomoção em camundongos (LITTRELL et 

al., 2013), fato este que pode estar associado com o aumento do perfil locomotor entre os 

camundongos infectados pela cepa ME49. As alterações nos níveis de fatores neurotróficos de 

acordo com a região cerebral analisada podem ser influenciadas pelo tipo de lesão provocada, 

e no caso da infecção por T. gondii, por fatores como carga parasitária distribuída de maneira 

distinta no cérebro e o estímulo citotóxico gerado por níveis elevados de IFN-ɣ. A 

neuroinflamação, e o ambiente oxidativo gerado, tem papel importante no estabelecimento de 

desordens neurológicas, como o desenvolvimento de perfis depressivos e ansiosos (KIM et al., 

2016; XIA et al., 2018; HAN et al., 2020). Aqui, as alterações comportamentais encontradas 
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entre os camundongos infectados com a cepa atípica se mostraram correlacionadas com o nível 

de IFN-ɣ detectado no cérebro; esse fato mostra como o estabelecimento de uma 

neuroinflamação crônica, em resposta a persistência parasitária no tecido, contribui para 

modificações na homeostase cerebral, contribuindo para a geração de distúrbios 

neurocomportamentais em camundongos com características de resistência à infecção. Dessa 

forma, a ocorrência desses comportamentos nos camundongos infectados toma como base 

parâmetros multifatoriais, incluindo a conexão entre carga parasitária, neuroinflamação 

mediada por IFN-ɣ gerada e as alterações nos níveis de fatores neurotróficos no cérebro. 

O impacto da infecção por T. gondii no estabelecimento de alterações comportamentais 

vem sendo bastante estudado ao longo dos anos; com pesquisas sendo feitas buscando elucidar 

as vias cerebrais envolvidas e impactadas pelo parasito que contribuem para alterações 

neurocomportamentais (YIN et al., 2022). A capacidade do parasito em interferir em várias vias 

essenciais para a manutenção da conectividade cerebral (PARLOG et al., 2014), sendo capaz 

de induzir alterações cognitivas em modelos experimentais usando camundongos, levanta a 

discussão da relação entre a ocorrência dessa infecção com o desenvolvimento de quadros 

depressivos, ansiedade, bipolaridade e até com estabelecimento de perfis esquizofrênicos 

(FABIANI et al., 2015; ELSHEIKA et al., 2016; MAHMOUD et al., 2016; XIAO et al., 2018; 

COSSU et al., 2022). Em um estudo realizado recentemente, foi mostrada a relação entre os 

níveis de IgG anti-T. gondii entre pacientes com deterioração cognitiva e sintomas de Alzheimer 

(GUIMARÃES et al., 2022). Em outro estudo, que analisou a ocorrência da toxoplasmose entre 

pacientes com Transtorno Obsessivo Compulsivo (TOC), revelou a associação entre os níveis 

séricos de IgG entre os pacientes com TOC e maior risco em desenvolver resistência ao 

tratamento (KAZEMI et al., 2022).  

A infecção por T. gondii é capaz de interferir nas vias GABAérgicas e Glutamatérgicas; 

foi mostrado que durante a infecção de camundongos C57BL/6 com a cepa ME49, há aumento 

na expressão de GAD67, enzima importante nas vias de síntese de GABA, ao mesmo tempo 

que há redução da expressão de NMDAR, importante receptor glutamatérgico expresso em 

neurônios (TORRES et al., 2018). Além disso, outro estudo mostrou que a infecção crônica por 

T. gondii, em camundongos CD-1, estimula a produção de autoanticorpos anti-NMDAR. A 

produção desses autoanticorpos se mostrou influenciada pela carga de cistos no cérebro e, 

também, envolvida no estabelecimento de alterações comportamentais, como redução da 

atividade locomotora e de exploração durante a infecção crônica (LI et al., 2018).  
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Comprometimento da ativação neuronal e alterações na plasticidade sináptica e na 

conectividade entre regiões do cérebro estão presentes em camundongos com infecção crônica 

por T. gondii, em camundongos C57BL/6 que apresentam déficit na memória de curto prazo 

(TYEBJI et al., 2019). Além disso, alterações nos níveis de neurotransmissores disponíveis 

podem influenciar no estabelecimento de alterações comportamentais. A infecção crônica por 

T. gondii mostrou-se capaz de interferir nos níveis de serotonina, norepinefrina e dopamina 

(PRANDOVSZKY et al., 2011; GATKOWSKA et al., 2013; IHARA et al., 2016) e ser capaz 

de estimular a degradação das redes perineuronais em diferentes áreas do cérebro (MEURER 

et al., 2020; BRITO et al., 2020), fatos que podem estar por trás do surgimento de alterações 

comportamentais, como aumento da atividade locomotora e déficits cognitivos. Além disso, a 

quebra da barreira hematoencefálica e o desenvolvimento de uma inflamação crônica 

contribuem para as alterações cerebrais observadas durante a infecção crônica, contribuindo 

para o surgimento de comportamento do tipo depressivo em camundongos (WANG et al., 2019; 

BARRIOS et al., 2021). Apesar da existência de estudos que apontam para a capacidade da 

infecção em induzir alterações comportamentais em camundongos, essas observações podem 

variar de acordo com o modelo animal utilizado e com o perfil de virulência de cepa utilizada 

para a infecção (BEZERRA et al., 2019; GALEH et al., 2023). Boilat e colaboradores (2020) 

mostraram que a infecção por T. gondii reduziu os níveis de ansiedade em camundongos 

B6CBAF1/J e aumentou a atividade exploradora, sendo as alterações comportamentais 

relacionadas com a carga de cistos e o nível inflamatório estabelecido. 

Camundongos de diferentes linhagens e, consequentemente, backgrounds genéticos 

distintos podem responder à infecção por T. gondii de maneira variada, apresentando maior ou 

menor inflamação e, por sua vez, maior ou menor impacto tecidual. A linhagem C57BL/6 é 

geneticamente mais susceptível à infecção por T. gondii do que os camundongos BALB/c 

(SUZUKI et al., 1991; BROWN et al., 1995); sendo assim, quando infectados, os camundongos 

C57BL/6 apresentam uma ativação inflamatória exacerbada, além de falhar no estabelecimento 

da infecção realmente crônica. Assim, alterações comportamentais observadas entre 

camundongos susceptíveis à infecção podem ser resultado das próprias características genéticas 

apresentadas por esses hospedeiros, que contribuem para maior inflamação durante a infecção. 

Em um estudo recente, camundongos C57BL/6 foram infectadas com a cepa ME49 de T. gondii, 

e tratadas com sulfadiazina e pirimetamina durante o período de estabelecimento da infecção 

crônica. Após o tratamento, observou-se que os camundongos apresentaram melhora no perfil 

comportamental exibido, com redução dos comportamentos do tipo ansioso e depressivo, além 
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de reduzir o perfil de hiperlocomoção. Após o tratamento, que leva à cronificação da infecção, 

a resolução das alterações comportamentais foi seguida, também, de redução da carga de cistos, 

menor neuroinflamação e redução na permeabilidade da barreira hematoencefálica (CASTAÑO 

et al., 2022). Sendo assim, a utilização dos medicamentos preconizados para tratamento da 

toxoplasmose aguda, durante a infecção crônica, pode atuar contribuindo para redução dos 

danos cerebrais gerados em resposta à carga parasitária e neuroinflamação gerada; e assim, 

efeitos positivos na remissão das alterações comportamentais desencadeadas pela infecção. 

Apesar disso, ainda há necessidade da avaliação do impacto do tratamento em vias que 

garantem a conectividade cerebral adequada e que são afetadas durante a infecção crônica. 

É importante ressaltar a importância da dinâmica parasito-hospedeiro exibida por cepas 

atípicas de T. gondii circulantes e isoladas do ambiente; uma vez que essas cepas são 

responsáveis por grande parte da infecção humana, principalmente na América Latina. As cepas 

atípicas de T. gondii divergem muito com relação ao nível de virulência; esse fato relaciona-se 

com o perfil de ativação inflamatória e a patogenia desencadeada no hospedeiro. Sendo assim, 

a identificação de fatores de virulência e as vias de ativação imunológica, que culminam em 

uma resposta inflamatória mais acentuada e contribui para o desenvolvimento da patologia, é 

de grande importância.  

Os resultados apresentados nesta tese demonstram que a infecção por T. gondii leva ao 

desaparecimento de macrófagos teciduais, com substituição por macrófagos derivados de 

monócitos, que apresentam um perfil inflamatório, com manutenção de altos níveis de IFNγ no 

pulmão e cérebro. Demonstramos também que cepas atípicas podem estar relacionadas a maior 

inflamação, e por consequência, manutenção de um ambiente mais inflamatório durante a fase 

crônica. Esta mudança no microambiente imunológico pode estar relacionada a consequências 

para o hospedeiro. Sendo assim, fomos capazes de demonstrar que a virulência de cepas de T. 

gondii influencia o nível de resposta imunológica estimulada durante a infecção crônica 

cerebral, onde a forte neuroinflamação gerada, juntamente à interferência nos níveis de fatores 

neurotróficos disponíveis, podem ser fatores cruciais para o estabelecimento dos 

comportamentos do tipo depressivo e ansioso em camundongos considerados resistentes à 

infecção.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 Infecção por T. gondii induz apoptose de macrófagos alveolares na fase aguda, 

e com avanço da infecção essa população é substituída por monócitos 

inflamatórios infiltrados; 

 Infecção crônica por cepa atípica CK2 de T. gondii é capaz de estimular forte 

infiltrado inflamatório nos pulmões já durante a infecção aguda, persistindo 

durante o estabelecimento da fase crônica; 

 Infecção crônica por cepa atípica CK2 de T. gondii induz inflamação cerebral 

acentuada, marcada por níveis elevados de IFN-ɣ, TNF-α e óxido nítrico; 

 Infecção por T. gondii contribui para redução significativa da população de 

micróglia e alteração de fatores neurotróficos em diferentes áreas do cérebro; 

 As alterações observadas, resultado da inflamação cerebral crônica, podem estar 

por trás das alterações comportamentais observadas nos camundongos 

infectados com a cepa atípica CK2; 

 O comportamento do tipo ansioso e depressivo mostrou-se relacionado com os 

níveis de inflamação cerebral, especialmente com os níveis de IFN-γ. 
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