
Marta Marques Maia

Estudo das vesículas extracelulares de Toxoplasma
gondii e a correlação com o sistema imune de

hospedeiros infectados

Tese apresentada ao programa de
Pós-graduação em Ciências da
Coordenadoria de Controle de Doenças
da Secretaria do Estado da Saúde de São
Paulo, para obtenção do Título de Doutor
em Ciências

Área de Concentração: Pesquisas
Laboratoriais em Saúde Pública.

Orientadora: Profa. Dra. Vera Lúcia
Pereira-Chioccola.

SÃO PAULO

2022





DEDICATÓRIA

Dedico este trabalho primeiramente a Deus que me deu foco e força

para seguir em frente, e aos meus pais Cidinha e Milton pelo amor e apoio.



AGRADECIMENTO

Quero agradecer a todos que estiveram caminhando ao meu lado nesta

jornada. Acredito que nossas conquistas não são somente nossas, mas de

todos aqueles que nos incentivam, nos apoiam e confiam em nosso trabalho.

Agradeço a Deus por ter me colocado onde estou, por ter atendido as minhas

preces, me acalmando nos momentos difíceis, oferecendo conforto e força para

chegar até aqui.

Agradeço aos meus amados irmãos Neto e Murilo pela amizade,

companheirismo e compreensão. Sou muito feliz por tê-los como irmão e por

nos divertimos tanto juntos. Ao meu amado marido Matheus pela paciência,

amor e carinho, acreditando sempre no meu futuro profissional e dividindo os

sonhos.

À minha querida orientadora professora Dra. Vera Lucia

Pereira-Chioccola que foi fundamental para o meu crescimento profissional,

acreditou no meu potencial e me orientou. A você Vera os meus eternos

agradecimentos. Você é minha inspiração. Levarei um pedacinho de você

comigo.

A Cristina da Silva Meira-Strejevitch a quem admiro pela competência,

carisma, coragem e profissionalismo. Levarei comigo todos os seus

ensinamentos.

Aos meus amigos e companheiros do Laboratório de Biologia Molecular

de Parasitas e Fungos Alle, Cida, Fran, Ingrid, Margarete e Ricardo, pelos

momentos desafiadores, alegres e que me senti em família estando com vocês.

Vocês foram fundamentais para a realização deste trabalho.

A Banca de Qualificação Dra. Adriana Pardini, Dra. Ana Cláudia e Dra.

Gabriela Motoie, pelas contribuições que enriqueceram este trabalho.

Agradeço a todas as pessoas maravilhosas que conheci nesses anos de

Instituto Adolfo Lutz, que passaram a fazer parte da minha vida e que vou me

recordar para sempre.



Este trabalho teve o apoio financeiro da Fundação de Amparo à Pesquisa
do Estado de São Paulo (FAPESP).

Marta Marques Maia teve apoio financeiro da Coordenação de
Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (Capes).



“Suba o primeiro degrau com fé. Não é necessário que você veja toda a
escada. Apenas que dê o primeiro passo.”

Martin Luther King



RESUMO

As vesículas extracelulares (EVs) são nanopartículas produzidas e

liberadas por células eucarióticas e procarióticas com propriedades biológicas.

EVs desempenham um papel importante no sistema imunológico, transporte de

moléculas e comunicação celular. A fim de compreender a participação das

EVs na resposta imune durante a infecção por Toxoplasma gondii, este estudo

teve com objetivo, investigar as respostas humoral e celular, em camundongos

imunizados com EVs liberadas por taquizoítos e desafiados com T. gondii. As

EVs de T. gondii (EVs-toxo) foram purificadas a partir de taquizoítos mantidos

em culturas celulares. A seguir, um grupo de camundongos foi imunizado com

as EVs-toxo e Alum como adjuvante (EV-IM). Como controles, o grupo negativo

(N) recebeu somente Alum e os camundongos do grupo positivo (CHR) foram

infectados com a cepa ME-49. O grupo EV-IM apresentou altos níveis de IgG1

do que IgM ou IgG2a. IgGs purificadas de soros destes camundongos foram

capazes de opsonizar taquizoítos (cepa RH) e, quando os camundongos foram

desafiados com a cepa RH tiveram a mortalidade atrasada em 48h. Células do

cérebro e do baço deste grupo expressaram mais IFN-y, IL-10 e TNF-α. As EVs

dos soros destes camundongos foram purificadas por ultracentrifugação. As

análises das EVs de camundongo (EVs-mouse) mostraram que as

concentrações de EVs liberadas de soros do grupo N foram menores que as do

grupo EV-IM e a presença de exossomos foi confirmada pelo immunoblot das

EVs. Esplenócitos de camundongos foram estimulados com EVs-toxo.

Esplenócitos dos camundongos do grupo EV-IM expressaram mais IFN-y;

TNF-α e IL-17, que os do grupo N. Curiosamente, a IL-10 foi altamente

expressa apenas em esplenócitos do grupo EV-IM. Os resultados da expressão

gênica de microRNAs (miRNAs) mostraram que os camundongos do grupo

EV-IM expressaram mais miR-155-5p, miR-29c-3p e miR-125b-5p do que os do

grupo N. Todos esses dados sugerem a participação das EVs na interação T.

gondii-hospedeiro. Além disso, os miRNAs liberados pelas EVs interagem com

a modulação da resposta imune celular anti T. gondii. A imunização com EVs

foi capaz de induzir proteção imunológica. Esses dados fornecem subsídios

para propor a diferenciação entre hospedeiros infectados e não infectados pela

concentração de EVs.



Palavras Chave: toxoplasmose, Toxoplasma gondii, vesículas extracelulares,

citocinas, miRNA.



ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are nanoparticles produced and released by

eukaryotic and prokaryotic cells with biological properties. EVs play an

important role in the immune system, transport of molecules and cellular

communication. In order to understand the participation of EVs in the immune

response during Toxoplasma gondii infection, this study aimed to investigate the

humoral and cellular responses in mice immunized with EVs released by

tachyzoites and challenged with T. gondii. T. gondii EVs (toxo-EVs) were

purified from tachyzoites maintained in cell cultures. Then, a group of mice was

immunized with EVs-toxo and Alum as an adjuvant (EV-IM). As controls, the

negative group (N) received only Alum and the mice in the positive group (CHR)

were infected with strain ME-49. The EV-IM group had higher levels of IgG1

than IgM or IgG2a. IgGs purified from the sera of these mice were able to

opsonize tachyzoites (RH strain) and, when mice were challenged with the RH

strain, mortality was delayed by 48h. Brain and spleen cells from this group

expressed more IFN-γ, IL-10 and TNF-α. The EVs from the sera of these mice

were purified by ultracentrifugation. Analysis of mouse EVs (mouse EVs)

showed that the concentrations of EVs released from sera from the N group

were lower than those from the EV-IM group and the presence of exosomes

was confirmed by the immunoblot of EVs. Mouse splenocytes were stimulated

with EVs-toxo. Splenocytes from EV-IM group mice expressed more IFN-y;

TNF-α and IL-17 than those of the N group. Interestingly, IL-10 was highly

expressed only in splenocytes of the EV-IM group. The results of gene

expression of microRNAs (miRNAs) showed that mice in the EV-IM group

expressed more miR-155-5p, miR-29c-3p and miR-125b-5p than those in the N

group. participation of EVs in T. gondii host interaction. Furthermore, miRNAs

released by EVs interact with the modulation of the cellular immune response

against T. gondii. Immunization with EVs was able to induce immune protection.

These data provide subsidies to propose the differentiation between infected

and uninfected hosts by the concentration of EVs.

Key Words: toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, extracellular vesicles,

cytokines, miRNA.
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1. INTRODUÇÃO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuição mundial, causada por

Toxoplasma gondii, um protozoário intracelular obrigatório que pertence ao filo

Apicomplexa. T. gondii infecta vários hospedeiros, incluindo o homem, sendo

um dos parasitas mais bem estudados devido à sua importância médica e

veterinária (Dubey et al., 1970).

1.1. Histórico

Foi descrito no Brasil por Afonso Splendore, em 1908, parasitando

coelhos da Faculdade de Medicina de São Paulo e simultaneamente por

Nicolle e Manceaux no Instituto Pasteur da Tunísia, que trabalhando com

Leishmania observaram um microrganismo dentro de células mononucleares

do baço e fígado de Ctenodactylus gundi, um roedor norte-africano (Rey,

2001). Houve discussões sobre quem deveria ter o mérito da primeira

descrição e, atualmente, há um consenso de que ambos os grupos merecem

reconhecimento pela descoberta. Esta decisão foi tomada durante o Simpósio

Internacional realizado no Rio de Janeiro, em setembro de 2008 (Martins-

Duarte e Adesse, 2021).

A história da descoberta de T. gondii e da toxoplasmose pode ser

organizada em quatro etapas: descoberta do agente etiológico, descoberta do

parasita em humanos, diagnóstico e identificação do hospedeiro definitivo

(Martins- Duarte e Adesse, 2021). O primeiro caso de toxoplasmose humana

foi descrito por Janku, em 1923, em uma criança de 11 anos de idade que

apresentava hidrocefalia e lesões oculares. Em 1937, Wolf e Cowen relataram

casos em que a transmissão congênita havia ocorrido e, em seguida, os

primeiros casos clínicos de toxoplasmose foram detalhados pelo mundo

(Coutinho e Vergara, 2005).

No Brasil importantes contribuições foram feitas, principalmente por

Torres, em 1927, quando fez as primeiras descrições anatomopatológicas da
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doença e por Delásio, em 1956, com detalhadas informações sobre a forma

congênita. Sabin e Feldman, em 1948, desenvolveram o teste sorológico do

corante, permitindo o estudo de aspectos clínicos e epidemiológicos da doença

(Coutinho e Vergara, 2005). Somente na década de 1970 o ciclo biológico do

parasita foi elucidado ao demonstrar os estágios infecciosos de T. gondii nas

fezes de gatos (Dubey et al., 1970).

1.2. Toxoplasma gondii

Pertence ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Apicomplexa,

Classe Sporozoa, Subclasse Coccidia, Ordem Coccidia, Família Sarcocystidae,

Gênero Toxoplasma e Espécie Toxoplasma gondii (Levine et al., 1980). É um

protozoário intracelular obrigatório, que se multiplica em células nucleadas de

animais de sangue quente (Montoya et al, 2004; Dubey, 2008) e parasita,

preferencialmente macrófagos teciduais. Os parasitas são encontrados,

também, em secreções, células endoteliais, células nervosas e musculares.

Constitui uma única espécie, T. gondii, com algumas cepas e com uma

estrutura celular característica do filo Apicomplexa. Os parasitas apresentam

um complexo de organelas citoplasmáticas secretoras, os micronemas, as

roptrias, grânulos densos e o apicoplasto; cuja propriedade desse grupo é a

organela envolta por quatro membranas e localizada na região anterior ao

núcleo, como mostra a Figura 1 (Dubey et al., 1998). T. gondii apresenta uma

morfologia múltipla, dependendo do habitat e do estado evolutivo em que se

encontra, exibindo três formas evolutivas, os taquizoítos, bradizoítos e oocistos

contendo esporozoítos (Dubey et al., 1998).

2



1.3. Taquizoítos

O termo taquizoíto vem do grego, onde taqi significa rápido devido a

rápida multiplicação dos parasitas em diversos tipos celulares. Exibem formato

de meia lua e medem cerca de 2 μm de largura e 6 μm de comprimento, como

mostra a Figura 1. Ultra estruturalmente os taquizoítos apresentam diversos

grânulos densos, micronemas, anéis apicais e polares e cinco a oito roptrias. O

núcleo localiza-se na região central do corpo do parasita (Dubey et al., 1998).

Figura 1. Esquema representativo da ultraestrutura de um taquizoíto de Toxoplasma gondii (A);
Micrografia eletrônica de um taquizoíto, evidenciando as estruturas (B): Conóide (C), Roptrias
(R), Grânulo denso (g), Apicoplasto (A), Complexo de Golgi (CG) e Núcleo (N). Fonte: Souza
et al., 2010.

São intracelulares obrigatórios de células nucleadas e são encontrados

no interior de vacúolos parasitóforos (Hill et al., 2002). Entram em células

hospedeiras por penetração ativa e, após a entrada, se tornam ovóides e

envoltos pelo vacúolo parasitóforo. Assim, os taquizoítos ficam protegidos dos

mecanismos de defesa do hospedeiro e multiplicam-se assexuadamente por

repetidas endodiogenias, onde dois taquizoítos originam-se dentro da

célula-mãe, que se degenera ao final do processo de divisão celular (Blader et

al., 2015). Depois de várias replicações, os parasitas rompem a membrana da
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célula hospedeira e se disseminam pela corrente sanguínea para vários tecidos

e esse processo continua até o desenvolvimento da imunidade do hospedeiro

ao parasita, estabelecendo-se à infecção após algumas divisões (Dubey et al,

1998).

Taquizoítos são responsáveis pela fase aguda da infecção, causando

intensa inflamação, destruição tecidual e manifestações clínicas que podem ser

graves, devido à sua eficiente capacidade reprodutiva, podendo causar

infecção generalizada, que se não forem controlados pelo sistema imunológico

do hospedeiro, pode ser fatal (Frenkel, 1974; Blader et al., 2009).

1.4. Bradizoítos

Após algumas divisões os parasitas formam os cistos teciduais que se

alojam no interior dos tecidos por longos períodos ou pela vida toda do

hospedeiro, sem que cause resposta inflamatória ou dano tecidual (Figura 2).

Figura 2. Cisto retirado do cérebro de um camundongo por homogeneização em solução
salina. Observe a parede fina do cisto (seta) envolvendo muitos bradizoítos. Microscopia óptica
comum, aumento de 40x com preparação a fresco. Fonte: Hill e Dubey, 2016.

Os cistos teciduais possuem vários bradizoítos em seu interior que são

as formas de replicação mais lentas, “brad” no grego significa lento.

Reproduzem-se lentamente no interior do vacúolo parasitóforo na célula

hospedeira por endodiogenia e modificam a membrana do vacúolo para a

formação da parede cística dando origem ao cisto tecidual, que são

encontrados, mais frequentemente, na fase crônica da infecção (Tenter et al.,
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2000). Os núcleos dos bradizoítos situam-se na extremidade posterior,

enquanto nos taquizoítos os núcleos estão na posição central. Embora possam

se desenvolver no pulmão, fígado e rim, são mais prevalentes em tecidos

musculares, no cérebro e na retina (Hill et al., 2005). Cistos teciduais variam de

tamanho, os jovens podem medir cerca de 5 μm de diâmetro e os mais velhos

podem conter centenas de estruturas, alcançando cerca de 60 μm,

dependendo da idade, do tipo da célula hospedeira e da cepa de T. gondii

(Dubey et al., 1993). A parede cística e a matriz protegem os bradizoítos do

sistema imune do hospedeiro promovendo uma barreira física (Weiss, 2000).

Cistos teciduais podem se romper e com a transformação de bradizoítos em

taquizoítos (interconversão), invadem outras células hospedeiras e novamente

se transformam em bradizoítos formando um novo cisto tecidual, como mostra

a Figura 3 (Tenter et al., 2000).

Figura 3. Esquema do processo de diferenciação dos taquizoítos nos vacúolos das células
hospedeiras em bradizoítos encontrados em cistos teciduais. Microscopia óptica comum,
aumento de 40x com preparação a fresco. Fonte: Lyons et al., 2002.

1.5. Oocistos

Os oocistos (Figura 4) são as formas infectantes resultantes do ciclo

sexuado e ocorrem somente no trato gastrointestinal dos felídeos jovens. São

liberados para o meio ambiente pelas fezes durante a infecção aguda por cerca

de 7 a 10 dias, podendo esporular em até 6 meses. Os oocistos esporulados
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podem permanecer viáveis no meio ambiente por um período de até 18 meses.

Cada oocisto forma em seu interior dois esporocistos, cada um com quatro

esporozoítos (Dubey, 1998; Hill et al., 2002; Montoya et al., 2004).

Figura 4. Oocisto esporulado com uma parede fina (seta grande) e dois esporocistos (pontas
da seta). Cada esporocisto tem quatro esporozoítos (setas pequenas). Fonte: Hill e Dubey,
2016.

1.6. Ciclo de vida

T. gondii apresenta um complexo ciclo de vida, que foi descrito somente

em 1970 por Dubey et al., demonstrado na Figura 5. O ciclo é heteroxênico

tendo os felídeos, incluindo o gato doméstico, como hospedeiros definitivos e

mamíferos e aves como hospedeiros intermediários (Dubey et al., 1970). Nos

hospedeiros intermediários ocorre apenas a reprodução assexuada, enquanto

nos hospedeiros definitivos ocorrem as reproduções sexuada e assexuada. Os

hospedeiros definitivos são considerados a principal fonte de contaminação da

doença, uma vez que a formação e liberação de oocistos nas fezes acontecem

com grande facilidade.

A fase sexuada ocorre no felídeo não imune que adquire a infecção pela

ingestão de oocistos, cistos teciduais ou taquizoítos. O ciclo sexual ocorre nas

células intestinais com formação e fertilização dos gametócitos e concepção do

zigoto. Este origina o oocisto imaturo que posteriormente é liberado após o

rompimento celular, sendo eliminado nas fezes após uma ou duas semanas de

infecção. Os oocistos imaturos, não infectantes, sob condições ideais de

temperatura, umidade e oxigênio, como as que ocorrem em regiões tropicais,

esporulam e podem sobreviver de 12 a 18 meses no solo desde que mantidas
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tais condições, sem a luz solar direta (Rey, 2001). A transmissão é assegurada

pela enorme quantidade de oocistos eliminados nas fezes de felídeos para o

meio ambiente (Hill et al., 2002).

Os hospedeiros intermediários se infectam pela ingestão de oocistos

maduros encontrados no solo, verduras, água contaminada ou ingerindo cistos

com bradizoítos em carnes cruas ou mal cozidas (Hill et al., 2002; Montoya et

al., 2004). Os parasitas penetram no intestino do hospedeiro, invadem as

células epiteliais e inicia-se um processo de multiplicação assexuada por

endodiogenia dentro do vacúolo parasitóforo. Estes se multiplicam rapidamente

até a ruptura da célula hospedeira liberando os taquizoítos que se disseminam

pela corrente sanguínea invadindo novas células nucleadas e em seguida, os

taquizoítos se diferenciam em bradizoítos (Dubey et al., 1972; Kim e Weiss,

2008).

Figura 5. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. A fase sexual do ciclo de vida ocorre
exclusivamente no intestino dos felinos (o hospedeiro definitivo). Os cistos teciduais ingeridos,
no intestino, liberam bradizoítos que infectam os enterócitos. Ciclos de esquizogonia ocorrem
dentro das células intestinais antes da transição para gametócitos. A fusão dos gametócitos
masculinos e femininos dá origem aos oocistos. Oocistos não esporulados são eliminados nas
fezes e tornam-se infectantes quando esporulados após alguns dias no ambiente. A infecção
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em humanos pode começar após a ingestão de carne crua contendo cistos teciduais ou
alimentos e bebidas contaminadas com oocistos esporulados do meio ambiente. Dentro dos
humanos, bradizoítos (de cistos) ou esporozoítos (de oocistos) infectam enterócitos no intestino
delgado, onde se diferenciam em taquizoítos. Os taquizoítos atingem o sistema vascular e
infectam outras células (1) – caracterizando a fase aguda da doença. Os taquizoítos se
diferenciam em bradizoítos, que formam cistos teciduais e persistem por anos no hospedeiro
sem causar qualquer manifestação clínica (fase crônica da doença). Os desfechos clínicos
mais comuns correspondem a lesões oculares (3), efeitos neurológicos (4) ou malformações
congênitas (5). A toxoplasmose congênita ocorre quando os taquizoítos atravessam a placenta
e infectam o feto. A gravidade dos danos ao feto depende do período de gravidez. Fonte:
Martins- Duarte e Adesse, 2021.

1.7. Transmissão

A transmissão do parasita ocorre pela ingestão de água ou alimentos

infectados com oocistos, ou pela ingestão de carne crua ou mal cozida

contendo cistos (Hill e Dubey, 2002; Hill et al., 2005, Kim e Weiss, 2008). A

transmissão pode ocorrer também por via transplacentária, pela amamentação

durante a fase aguda da infecção, por transplante de órgãos e por transfusão

sanguínea, como mostra a Figura 6.

Figura 6. Ciclo de transmissão de Toxoplasma gondii. Descrição do ciclo de vida: 1 - Oocistos
não esporulados são eliminados nas fezes do gato, demoram em média cinco dias para
esporular no ambiente tornando-se infeccioso. Os hospedeiros intermediários, incluindo aves e
mamíferos, se infectam depois de ingerir solo, água ou alimentos contaminados com oocistos.
2 - Os oocistos se transformam em taquizoítos logo após a ingestão, vão para o tecido neural e
muscular e desenvolvem-se em cistos contendo bradizoítos. 3 - Os gatos são infectados após
consumir hospedeiros intermediários que abrigam cistos contendo bradizoítos no tecido. 4 - Os
gatos também podem se infectar diretamente pela ingestão de oocistos esporulados. 5 -
Animais criados para consumo humano também podem ser infectados com cistos teciduais
após a ingestão de oocistos esporulados no ambiente. Os seres humanos podem ser
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infectados por qualquer uma das vias. 6 - Comendo carne crua ou mal cozida de animais que
abrigam cistos teciduais. 7 - Consumindo alimentos ou água contaminada com fezes de gato
ou por amostras ambientais contaminadas (como terra contaminada). 8 - Transfusão sanguínea
ou transplante de órgãos. 9 - Congênita passando da mãe ao feto. 10 - No hospedeiro humano,
os parasitas formam cistos teciduais, mais comumente no músculo esquelético, miocárdio,
cérebro e olhos. Estes cistos podem permanecer durante toda a vida do hospedeiro. Fonte:
http://www.cdc.com.

1.8. Epidemiologia

A toxoplasmose é uma doença cosmopolita e a soroprevalência pode

variar de região para região. Na forma aguda é assintomática em 80 a 90% dos

indivíduos imunocompetentes apresentando evolução benigna (Montoya et al.,

2004). Afeta um terço da população mundial, acometendo aproximadamente

dois bilhões de pessoas no mundo (Borges et al., 2017).

Na América Central, América do Sul e Europa estima-se que entre 30 e

90% da população esteja infectada. Enquanto nos Estados Unidos este

percentual varia entre 8 e 22% (Hill e Dubey, 2016). A maioria dos estudos

envolvendo países da América Latina revelam altas taxas de soropositividade.

No Brasil, a prevalência sorológica de infecção por T. gondii é alta, variando em

torno de 60 a 80% na população adulta como mostra a Figura 7 (Dubey, 2004)

e na grande São Paulo a prevalência é de aproximadamente 69% (Amendoeira

et al., 1999). Os felídeos são considerados os animais mais importantes na

epidemiologia da toxoplasmose e são os responsáveis pela contaminação do

meio ambiente através da eliminação de oocistos. A alta prevalência de

infecção por T. gondii na América Central e do Sul é provavelmente devida a

altos níveis de contaminação do meio ambiente com oocistos (Neto et al.,

2000). O potencial de contaminação de produtos alimentícios é elevado devido

aos níveis de contaminação nas águas superficiais, especialmente as usadas

na irrigação (Hill e Dubey, 2016).

As condições gerais do clima tropical permitem a sobrevivência

prolongada dos oocistos do parasita no ambiente. Os oocistos esporulados são

as formas infectantes mais importantes na transmissão devido a facilidade de

contaminação do solo e pela capacidade de resistência a processos de
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congelamento e ambientes não favoráveis, permanecendo viáveis por até

dezoito meses, facilitando sua disseminação com a capacidade de infectar

animais de consumo (Dubey, 2004).

Figura 7. Situação Global da soroprevalência de Toxoplasma gondii. Em vermelho escuro a
prevalência é igual ou acima de 60%, vermelha é de 40-60%, amarelo de 20-40%, azul de
10-20% e verde prevalência menor que 10%. Branco é igual à ausência de dados. Fonte:
Pappas et al., 2009.

A água é considerada uma importante via de disseminação da

toxoplasmose. Vários surtos foram relatados tendo essa via de transmissão. Na

cidade de São Carlos, estado de São Paulo, 113 indivíduos apresentaram

sintomas da doença com possível transmissão pela água, visto que 200 gatos

habitavam o local no qual ocorreu a infecção humana (Gattás et al., 2000). No

norte do estado do Rio de Janeiro, águas de poços, de lagos e de riachos

foram consumidas pela população e incriminadas como fonte de infecção

(Bahia-Oliveira et al., 2003). Em Santa Isabel do Ivaí, estado do Paraná, de um

total de 2884 indivíduos foi detectado anticorpos IgG anti-T. gondii e em 1255,

anticorpos IgM e IgG. Este surto foi relacionado à ingestão de água em

reservatórios da cidade (De Moura et al., 2006).

Em 2018, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, 931 casos de

toxoplasmose foram confirmados, incluindo 146 gestantes, 3 óbitos fetais, 10
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abortos e 29 casos de toxoplasmose congênita. Foi considerado o maior surto

já descrito no mundo. A água também foi associada à origem desta infecção

(Secretaria da Saúde do Estado do Rio Grande do Sul, 2018; Dubey, 2021).

Surtos relacionados à ingestão de carne mal cozida também foram

relatados no país (Coutinho et al., 2005). Na região de Erechim no Rio Grande

do Sul, o manuseio de carne crua para confecção de linguiça e similares foi

responsável pela elevada prevalência da doença, incluindo casos de

retinocoroidite (Glasner et al., 1992). A presença de gatos e roedores em cerca

de 90% das propriedades de criação de suínos em Erechim foi um fator

importante para se relacionar com os elevados índices da toxoplasmose nesse

local (Araújo et al., 2000). Nos seres humanos, a ingestão de carne mal cozida

contendo cistos com bradizoítos é considerada a principal via de exposição ao

T. gondii (Cook et al., 2000; Munoz-Zanzi et al., 2010).

1.9. Toxoplasmose humana

T. gondii no hospedeiro humano comporta-se como agente dotado de

alta infectividade e de baixa patogenicidade. A fonte de infecção (cistos,

oocistos ou taquizoítos), assim como o tamanho do inóculo, o estado

imunológico do hospedeiro e a linhagem da cepa são fatores que influenciam

na determinação do quadro mais ou menos severo da doença (Dubey et al.,

2012). Tradicionalmente a toxoplasmose adquirida é considerada uma doença

autolimitada em indivíduos saudáveis, sendo o tratamento considerado

desnecessário, uma vez que muitos pacientes não desenvolvem complicações

mais severas. Trabalhos mostram que indivíduos com toxoplasmose adquirida

apresentam o risco de desenvolver tardiamente lesões oculares que

comprometem de forma irreversível a visão (Silva, 2008). Sendo assim, a

toxoplasmose, enquanto doença pode ser dividida em quatro formas clínicas: a

adquirida em pacientes imunocompetentes; a reativada em indivíduos

imunocomprometidos, a forma congênita e a doença ocular (Amato et al.,1995;

Remington et al.,1995).
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1.9.1. Toxoplasmose em imunocompetentes

Em imunocompetentes, formas assintomáticas da infecção constituem a

maioria dos casos com acometimentos benignos, geralmente de cura

espontânea (Mele et al., 2002). Contudo, cerca de 10-20% dos indivíduos

infectados apresentam algum tipo de sintomatologia. A manifestação clínica

mais típica consiste em linfadenopatia isolada, com linfonodos rígidos, não

supurados e discretos, podendo ocorrer febre. A doença é geralmente

autolimitada, observando-se em poucas semanas o desaparecimento dos

sintomas (Montoya et al., 2004). A maioria das pessoas imunocompetentes

quando infectadas pelo T. gondii não apresentam sintomas, mas os cistos

teciduais podem persistir no hospedeiro e reativar a doença em estados de

imunossupressão (Martins- Duarte e Adesse, 2021).

1.9.2. Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congênita ou adquirida, como

resultado da infecção aguda ou reativação, e em ambas o acometimento ocular

pode ser precoce ou tardio (Montoya e Liesenfeld, 2004). A infecção ocular

acomete primariamente a retina e leva a um quadro de uveíte posterior

(retinocoroidite) acompanhada frequentemente de uveíte anterior, sendo que

no Brasil, tais sintomas são responsáveis por 70% dos casos (de Amorim et al.,

2004).

O grave impacto social da toxoplasmose ocular deve-se ao fato de levar

à perda acentuada da visão. A lesão mais frequente é a retinocoroidite focal,

granulomatosa, necrosante, de coloração branco-amarelada e de bordas mal

definidas. Frequentemente encontra-se lesão satélite e outras cicatrizes antigas

hiperpigmentadas e atróficas, sendo este achado característico da

toxoplasmose ocular. Os sintomas primordiais incluem diminuição da visão pelo

edema, inflamação ou necrose retiniana e opacidades (nuvens) no campo
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visual, hiperemia conjuntival e ciliar, dor e fotofobia. As recidivas frequentes

decorrem, provavelmente, da ruptura do cisto e liberação dos parasitas (Amato

et al.,1995; Remington et al.,1995). Em pacientes imunocompetentes é

responsável por 30 a 50% dos casos (Villard et al., 2003; Copeland et al.,

2006). Algumas complicações da toxoplasmose ocular incluem catarata,

glaucoma, edema macular cistóideo, desprendimento de retina, atrofia do nervo

óptico e nova vasculatura coroidal em estádios avançados (Garweg e Candolfi,

2009).

Os fatores que controlam a ocorrência, a gravidade e a recorrência da

doença ocular não são bem compreendidos, embora uma variedade de

componentes, incluindo a susceptibilidade genética do hospedeiro, o estado do

sistema imune, a carga parasitária e o genótipo do parasita têm sido sugeridos

como possivelmente envolvidos na infecção. Os parâmetros imunológicos e

genéticos podem desempenhar papéis significativos na patogênese da doença

ou na eliminação de T. gondii dos tecidos infectados (Holland, 2008; Cordeiro et

al., 2008). Um dos fatores importantes para a resistência dos pacientes à

toxoplasmose ocular está associado à capacidade de produzir IFN-y contra

antígenos parasitários, pois essa citocina é responsável pela distribuição de T.

gondii nos olhos. Pacientes com toxoplasmose ocular apresentaram níveis de

IFN-y menores quando comparados a assintomáticas (Meira et al., 2014; Maia

et al., 2017).

1.9.3. Toxoplasmose cerebral

Devido ao caráter oportunista do parasita, outro grupo seriamente

afetado pela doença é o de indivíduos em uso de drogas imunossupressoras

como os transplantados, pacientes com doenças linfoproliferativas e com

deficiência na imunidade celular como os portadores do vírus da
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imunodeficiência humana (HIV) (Liesenfeld et al., 1999; Ferreira, 2000, Dunay

et al., 2018).

A toxoplasmose cerebral ocorre principalmente com a reativação da

infecção latente, produzindo ruptura dos cistos e proliferação dos taquizoítos,

devido à imunidade baixa (Yenilmez e Çetinkaya, 2019). Essa reativação da

infecção se ressalta em pessoas com deficiência imunológica, o que acontece

em pacientes soropositivos para HIV, que foram parasitados previamente com

T. gondii. Isso ocorre quando a imunodepressão celular é intensa, cuja

contagem de linfócitos T CD4 é inferior a 100/mm3, podendo ocorrer à

toxoplasmose cerebral como primeira manifestação da Síndrome da

Imunodeficiência Adquirida (aids) (Hernández- González et al, 2002).

Em pacientes com aids, a toxoplasmose costuma ser a infecção

oportunista mais comum do sistema nervoso central (SNC) e as lesões

neurológicas são evidenciadas em até 90% dos casos de aids submetidos à

necropsia, sendo a toxoplasmose cerebral a causa de óbito frequente (Camara

et al, 2003; Pereira-Chioccola et al., 2009).

O SNC é o local mais afetado pela infecção, no qual a encefalite

toxoplásmica é a mais importante manifestação da doença, causando severos

danos ao paciente (Pereira-Chioccola et al., 2009; Connolly et al., 2017). A

apresentação clínica da encefalite por toxoplasma classicamente apresenta-se

como um processo subagudo, porém cerca de 10% dos casos podem se

manifestar agudamente. Manifestações clínicas incluem mudanças no estado

mental, apreensões, déficits motores focais, distúrbios de nervos cranianos,

anomalias sensoriais, desordens de movimento e achados neuropsiquiátricos.

O achado focal mais típico é hemiparesia e alterações de fala (Bowen et al.,

2016; Ruiz, 2016). As manifestações clínicas dependem principalmente da

topografia e número de lesões e na ausência de tratamento, a progressão de

anormalidades neurológicas pode ser fatal (Vidal, 2019). No estado de São

Paulo, 25,4% de 71 pacientes soropositivos morreram devido à toxoplasmose,

durante os anos de 1998 a 2002 (Nogueira, 2005).
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1.9.4. Toxoplasmose congênita

A infecção congênita se caracteriza pela transmissão do parasita ao feto

via placenta. Esta forma de infecção ocorre geralmente quando a mulher

desenvolve infecção primária durante a gestação, que apesar da parasitemia

temporária, raramente tem sintomas (Hill et al., 2005). Entretanto, quando este

contato se efetua num período anterior ao acontecimento da concepção,

anticorpos são formados e dificilmente o feto será infectado (Kravetz e

Federman, 2005).

A gravidade da toxoplasmose congênita está relacionada com o período

de infecção. A infecção adquirida durante o primeiro trimestre é mais severa do

que aquela adquirida no segundo e terceiro trimestre (Remington et al., 1995).

Um amplo espectro clínico ocorre na infecção congênita, levando a um

conjunto de manifestações, variando entre coriorretinite branda, que pode se

apresentar muitos anos após o nascimento, a quadros mais severos com o

aparecimento da tétrade de Sabin. A clássica tétrade de Sabin, composta por

alterações do volume craniano (hidrocefalia ou microcefalia), coriorretinite

(geralmente bilateral, macular ou perimacular, simétrica), calcificações

intracranianas e retardamento mental. A toxoplasmose congênita pode

permanecer latente por vários anos e mais adiante reativar. Destas, a doença

ocular é a sequela mais comum e a hidrocefalia a mais rara, porém, mais

significante (Carruthers, 2002; Kravetz e Federman, 2005; Petersen, 2007).

1.9.5. Toxoplasmose disseminada

Uma das formas mais graves é a toxoplasmose disseminada, que é

definida quando a infecção acomete mais de dois sistemas de órgãos

(Medeiros et al., 2001). Como múltiplos sistemas são envolvidos, qualquer

órgão pode ser acometido e podem ocorrer quadros semelhantes à sepse ou
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choque séptico (Barbosa et al., 2007). Apesar de infrequente, está associada a

um pior prognóstico (Schmidt, 2013). A disseminação geralmente ocorre devido

à exposição aguda ao T. gondii e pode ocorrer em grupos de pacientes com

diferentes causas de imunossupressão (Medeiros et al., 2001; Botterel et al.,

2002; Weiss e Dubey, 2009). Entretanto, os óbitos causados pela toxoplasmose

disseminada são atribuídos ao acometimento SNC (Al-Kassab et al., 1995).

Formas fulminantes são descritas e com diagnóstico muitas vezes confirmado

apenas por autópsia. Os órgãos mais acometidos incluem o cérebro, os

pulmões, o coração e o sistema músculo esquelético (Medeiros et al., 2001;

Schmidt, 2013).

A apresentação clínica pode incluir sintomas gripais, linfadenomegalias,

febre, artralgia, mialgia, fadiga, hepatoesplenomegalia e rash maculopapular. O

paciente apresenta inicialmente rash maculopapular e 15 dias depois tosse não

produtiva, com estertores crepitantes bilaterais e sinais de insuficiência

respiratória aguda. Pode haver ainda mialgia e aumento de

creatinofosfoquinase, aumento do lactato desidrogenase e plaquetopenia

(Bossi et al., 2000).

Pacientes infectados com HIV que apresentem quadros sépticos com

febre de origem indeterminada e com as características apresentadas devem

ser investigados quanto à possibilidade de quadro de disseminação de T.

gondii (Albrecht et al., 1995). Poucos dados são disponíveis sobre a magnitude

da toxoplasmose disseminada em pacientes infectados com HIV, nem dos

doentes com toxoplasmose cerebral, que também apresentavam

comprometimento de outros órgãos por T. gondii (Gadea et al., 1995; Bastos da

Silva et al., 2016).

Nos pacientes com HIV, a maioria dos casos são diagnosticados apenas

por autópsias, para o melhor entendimento da evolução natural da doença e da

acurácia do diagnóstico clínico estabelecendo-se diagnóstico diferencial com

outras infecções oportunistas (Albrecht et al., 1995; Arnold et al., 1997;

Barbosa et al., 2007). O diagnóstico depende de um conjunto de sintomas

clínicos, radiológicos e laboratoriais. Todavia, requer um alto índice de
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suspeição devido à inespecificidade do quadro clínico, laboratorial e a possível

confusão com outras doenças oportunistas (Mastroianni et al., 1997).

Estudos de séries de autópsias demonstraram a relevância e gravidade

desta patologia nos pacientes com HIV/aids. Estudos mostram que grande

parte dos pacientes com HIV/aids que foram à óbito por toxoplasmose

possuíam também comprometimento pulmonar (Liu et al., 1995; Gadea et al.,

1995). Estes dados sugerem que pacientes inicialmente diagnosticados como

toxoplasmose cerebral podem ter quadros disseminados da doença. Muitos

desses casos de acometimento pulmonar não tinham sintomas clínicos

respiratórios evidentes (Gadea et al., 1995). Após o envolvimento do SNC, os

órgãos mais frequentemente danificados são os pulmões e o miocárdio

(Rabaud et al., 1994; Liu et al., 1995). Existem ainda casos descritos de

doença disseminada com acometimento do fígado, estômago, cólon, pâncreas,

rins e testículos (Rabaud et al., 1994).

1.10. Diagnóstico da toxoplasmose

1.10.1. Clínico

Na toxoplasmose adquirida, a manifestação clínica mais comum na

criança e/ou adulto imunocompetente é um quadro semelhante à

mononucleose infecciosa, com adenopatias acompanhadas de febre baixa e o

quadro é de evolução benigna na maioria dos casos, com resolução

espontânea (Frenkel, 2010). Os sintomas da toxoplasmose aguda em

gestantes podem ser transitórios, inespecíficos e subclínicos. A possibilidade

de transmissão fetal é remota quando a toxoplasmose é adquirida antes da

concepção. Os distúrbios oculares e neurológicos são exemplos comuns

observados neste tipo de reativação clínica (Amato et al., 1995). Em

imunodeprimidos, essas manifestações clínicas são encontradas com

frequência, provavelmente pela reativação das formas latentes dos cistos

contendo bradizoítos. Tal processo revela ser T. gondii um agente de caráter

oportunista.
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1.10.2. Laboratorial

O diagnóstico laboratorial da toxoplasmose é baseado na pesquisa de

anticorpos contra por testes sorológicos e pela detecção do DNA do parasita.

1.10.2.1. Sorológico

A resposta imune à toxoplasmose pode ser natural ou adquirida. Quando

um hospedeiro se infecta com o parasita, após a multiplicação, segue-se a sua

disseminação por todo o organismo através de vasos sanguíneos e linfáticos.

Durante este período inicia-se a formação de anticorpos específicos e o

desenvolvimento de mecanismos celulares de defesa. Portanto, os exames

sorológicos são os mais utilizados no diagnóstico da toxoplasmose. Estes se

baseiam principalmente na detecção de anticorpos específicos e a presença

desses anticorpos durante a infecção permite a análise de perfis sorológicos

característicos quer seja na infecção recente (fase aguda) ou infecção tardia

(fase crônica) (Contreras et al., 2000).

As técnicas mais utilizadas no diagnóstico sorológico da toxoplasmose

atualmente são a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e o ensaio

imunoenzimático (ELISA). Ambos os testes apresentam boa especificidade e

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

(pesquisa de anticorpos IgG) (Montoya et al., 2004).

O ELISA trouxe um grande avanço para o diagnóstico da doença. Além

de elevada sensibilidade e especificidade, tem como vantagem a rapidez,

simplicidade da técnica, versatilidade e objetividade de leitura. Detecta

quantidades extremamente pequenas de anticorpos, podendo ter elevada

precisão se os reagentes e os parâmetros do ensaio forem bem padronizados

(Sanchez, 2001; Camargo, 2001).
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O diagnóstico da toxoplasmose aguda é baseado na demonstração de

um aumento significativo no nível de anticorpos IgG e/ou na presença de

anticorpos IgM. Entretanto, a elevada prevalência de anticorpos IgG entre

indivíduos saudáveis na maioria da população e a persistência de anticorpos

IgM por longos períodos em algumas pessoas têm complicado a interpretação

dos testes sorológicos quando há suspeita de toxoplasmose aguda (Remington

et al.,1995).

Hedman et al. (1989) introduziram o teste ELISA-avidez de IgG com

objetivo de diagnosticar uma infecção recentemente adquirida. Para a

avaliação da avidez, a técnica se baseia na maior ou menor facilidade com que

os anticorpos são dissociados de complexos antigênicos específicos. Essa

dissociação resulta da ação de agentes desnaturantes de proteínas ou

desestabilizantes de ligações de pontes de hidrogênio, utilizadas para diluir o

soro teste ou adicionadas após a formação do complexo antígeno-anticorpo. O

tratamento com ureia é considerado o mais simples e eficiente na medida da

avidez dos anticorpos IgG. É um método altamente sensível e específico na

identificação de infecção primária aguda por T. gondii durante a gravidez

(Jenum et al., 1998).

A RIFI é considerada de boa especificidade e sensibilidade. Essa reação

tem a vantagem de utilizar parasitas preservados, fixados em lâminas de

microscopia, tornando-a muito mais prática e segura para a rotina laboratorial.

Esse teste permite a identificação dos anticorpos segundo as classes de

imunoglobulinas. Pode apresentar resultados falsos-positivos de anticorpos IgM

pela interferência de fatores reumatóides, eventualmente presentes no soro.

Para minimizar esses resultados falsos, são indicados os métodos que usam o

princípio de captura de IgM e o RFRR (Rheumatoid Factor Removal Reagent)

na RIFI (Camargo et al.,2001).
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1.10.2.2. Molecular

A reação em cadeia da polimerase (PCR) pode ser utilizada para

detecção de alterações genéticas ou infecções por diferentes agentes

etiológicos. Estudos sobre o genoma de T. gondii tornou possível a utilização

da PCR para a detecção do parasita (Bastien, 2002). Estudos têm

demonstrado a aplicabilidade da PCR convencional (PCR) ou PCR em tempo

real (qPCR) no diagnóstico da toxoplasmose utilizando diferentes alvos de

PCR, como os genes de taquizoítos que codificam proteínas específicas, gene

B1 e P30, genes de DNA ribossômico 529-bp e o REP-529. (Vidal et al., 2004;

Colombo et al., 2005; Mesquita et al., 2010; Murat et al., 2013; Anselmo et al.,

2014; Robert-Gangneux e Belaz, 2016; Camilo et al., 2017). Os métodos

moleculares são importantes ferramentas para complementar o diagnóstico da

toxoplasmose. A PCR revolucionou o diagnóstico pré-natal da toxoplasmose

congênita, uma vez que limita o uso de métodos invasivos no feto (Remington

et al., 2004). Também tem a capacidade de amplificar fragmentos específicos

de DNA a partir de fluídos corporais diferentes, tais como sangue, líquido

amniótico, líquido cefalorraquidiano, humor aquoso, fluido de lavado

bronco-alveolar, dentre outros (Vidal et al., 2004; Colombo et al., 2005). A PCR

pode ser utilizada em todas as formas de toxoplasmose sintomática. Tal

diagnóstico é rápido e tem proporcionado, também, um tratamento preciso e

específico, evitando ou reduzindo graves danos causados por T. gondii (Vidal et

al., 2004).

1.11. Tratamento

O tratamento da toxoplasmose normalmente inclui combinações de dois

antimicrobianos, mais frequentemente inibidores da diidrofolato reductase

(DHFR) (pirimetamina e trimetoprima) e diidropteroato sintetase (sulfonamidas,

como sulfadiazina, sulfametoxazol e sulfadoxina), que bloqueiam a síntese de

ácido fólico. A pirimetamina, um inibidor chave de DHFR, é a droga mais eficaz

contra T. gondii. O padrão-ouro inclui pirimetamina e sulfadiazina, porém a
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pirimetamina pode ser combinada com clindamicina, atovaquona, claritromicina

ou azitromicina (Dunay et al., 2018).

1.12. Resposta imune na toxoplasmose

A resposta imune a um microrganismo pode ser inata ou adquirida. A

imunidade inata é responsável pela proteção inicial contra as infecções,

estando preparada para bloquear a entrada de microrganismos e eliminar

rapidamente aqueles que conseguem entrar nos tecidos do hospedeiro. As

células que representam a imunidade inata são os macrófagos, células natural

killer (NK) e os polimorfonucleares. A imunidade adquirida se desenvolve mais

lentamente e proporciona uma defesa mais especializada e mais eficaz contra

as infecções, pois requer a expansão e a diferenciação de linfócitos em

resposta a microrganismos antes que ela possa oferecer uma defesa eficaz,

isto é, ela se adapta à presença dos invasores microbianos. A imunidade inata

é filogeneticamente mais antiga, e o sistema imunológico adaptativo mais

especializado evoluiu posteriormente (Abbas, 2001).

T. gondii induz resposta imune hospedeira consistente e duradoura

buscando o controle da proliferação dos taquizoítos. Quando a infecção é

adquirida, ela ocorre através da ingestão de alimentos ou água contaminados

com T. gondii, onde oocistos esporulados ou cistos contendo bradizoítos são

liberados seguindo a ação combinada de ácidos biliares, tripsinas, pH e outros

componentes presentes no sistema digestório (Besteiro, 2019). Após a

dingestão do oocisto ou da parede do cisto contendo bradizoítos, os parasitas

são liberados no lúmen do intestino delgado. Esporozoítos ou bradizoítos

invadem os enterócitos do intestino delgado, onde se diferenciam em

taquizoítos e replicam rapidamente. A adesão e invasão na célula hospedeira

são eventos cruciais para o estabelecimento da infecção. Inicialmente, por

meio do polo anterior (conóide) o parasita estabelece contato com a superfície

da célula hospedeira desencadeando a invaginação da membrana celular, o

processo de invasão se inicia por meio de adesão sobre a superfície da célula
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hospedeira e a exocitose de proteínas presentes nos micronemas e nas

roptrias (Carruthers et al., 1997; Alexander et al., 2005).

Após a invasão dos enterócitos, quimiocinas são liberadas pelos

enterócitos infectados, resultando no recrutamento de uma variedade de

leucócitos em resposta à infecção parasitária (Buzoni-Gatel et al., 2001;

Mennechet et al., 2002). Uma vez que T. gondii chega à lâmina própria, os

parasitas encontram tanto as células imunes residentes como as recrutadas

que auxiliam na produção de citocinas e apresentação de antígenos

(Buzoni-Gatel et al., 2006).

Os mecanismos de defesa ativados nesta fase precoce da infecção são

inespecíficos, porém importantes para a organização da resposta específica.

Algumas citocinas têm um papel importante nessa fase. A interleucina-12

(IL-12) tem uma variedade de efeitos nas células imunes, incluindo a produção

de interferon-gama (IFN-у), citotoxicidade mediada por células NK, proliferação

e diferenciação celular (Kobayashi et al., 1989). As células NK estão envolvidas

na imunidade inata durante a infecção aguda por T. gondii (Ivanova et al.,

2019). Os neutrófilos e os monócitos inflamatórios são as primeiras células que

vão para o lúmen do intestino delgado de camundongos infectados (Gregg et

al., 2013; Coombes et al., 2013). Os neutrófilos são reconhecidos como

principais componentes da resposta ao T. gondii por sua contribuição na

eliminação de parasitas por uma série de mecanismos de migração e liberação

de citocinas (Debierre-Grockiego et al., 2020). No local da infecção os

monócitos inflamatórios podem se diferenciar em macrófagos ou em células

dendríticas (Muller et al., 1999). Estas células ajudam na eliminação do

parasita fagocitando, recrutando e estimulando a apresentação de antígenos

(Bliss et al., 2000; Wang, Jin-Lei et al., 2019). Assim como as células

dendríticas, T. gondii também possui a capacidade de modificar o fenótipo de

monócitos e macrófagos infectados, aumentando sua mobilidade,

marginalização e extravasamento (Da Gama et al., 2004; Ueno et al., 2014).

IL-12 estimula as NK a produzirem IFN-y, que por sua vez estimulam a

atividade microbicida dos macrófagos (Cordeiro et al., 2008).
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A imunidade celular mediada pelos linfócitos T atua como mecanismo de

defesa contra microrganismos que sobrevivem dentro de células infectadas,

onde estão protegidos de anticorpos. Em resposta à estimulação antigênica, os

linfócitos TCD4 liberam citocinas que estimulam a proliferação e a

diferenciação de linfócitos T, linfócitos B e macrófagos. Os linfócitos T

citotóxicos eliminam células infectadas por microrganismos intracelulares. Os

linfócitos Th são divididos em Th1, Th2 e Th17. Linfócitos T CD4 são

essenciais em ambas às respostas, as quais medeiam tanto à resposta imune

celular, quanto a humoral respectivamente e diferem de acordo com as

citocinas que sintetizam. Células Th1 produzem IL-2, IFN-y e TNF-α. As células

de perfil Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 e são responsáveis pela defesa

contra infecções por helmintos, artrópodes e por reações alérgicas (Cordeiro et

al., 2008). A diferenciação de linfócitos Th17 é estimulada por TGFβ, IL1 e IL6.

Eles exercem um efeito pró-inflamatório, no entanto, as funções dos linfócitos

Th17 não são totalmente compreendidas. A IL17 é a principal citocina da

subpopulação de linfócitos Th17 (Gaffen, 2011). Na toxoplasmose, a citocina

chave para a resistência é a IFN-y envolvendo as atividades das células T CD4

e T citotóxicas, caracterizando resposta tipo Th1.

As células dendríticas controlam a magnitude e a qualidade da resposta

Th1 com a produção de IL-12 (Scott e Hunter, 2002). A IL-27 também induz a

produção de IFN-y, podendo atuar em sinergia com a IL-12, aumentando essa

atividade. Tanto parasitas íntegros quanto antígenos solúveis são capazes de

induzir a produção de IL-12 e, desta forma estimular células efetoras como

linfócitos T e NK a produzir IFN-y (Buzoni-Gatel et al., 2006).

Os receptores de IL-17 estão presentes em várias células, incluindo
células imunes. Sua estimulação induz a expressão de várias citocinas e
quimiocinas, levando ao recrutamento e maturação de neutrófilos. A IL-17
também atua em células não imunes, como fibroblastos, células epiteliais e
induz a produção de Fator Estimulador de Colônias de Granulócitos e
Macrófagos (GM-CSF) e prostaglandinas, aumentando a maturação dos
granulócitos e do processo inflamatório (Chen, et al., 2008). Além disso, a IL-17
também desencadeia o recrutamento e ativação de neutrófilos, monócitos e
células NK para o local da infecção através da produção de IL-8, IL-6 e de NO
(Ye et al., 2001; Cua et al., 2010).
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A secreção de IL-6 representa importante fator de resistência contra a

infecção precoce (Jebbari et al., 1998). As células Th2 participam da regulação

da resposta imune pela secreção de IL-4 (Roberts et al.,1996) e IL-10 que

modulam a síntese tanto de IL-12 quanto de IFN-у. Assim, respostas imunes

excessivas que predispõem a sérias inflamações e as lesões teciduais podem

ser evitadas (Neyer et al., 1997). Por outro lado, o fator beta transformador de

crescimento (TGF-β) e IL-10 podem diminuir a atividade de macrófagos e

células NK levando a exacerbação da infecção (Hunter et al., 1995).

Dessa forma, a ativação do sistema imune acontece por vários

mecanismos. Além do reconhecimento de antígenos de T. gondii, a lesão

celular e citólise geram sinais não específicos que alertam as células

fagocitárias da presença do agressor (Scott et al., 2002). Como parasita

intracelular obrigatório, a imunidade mediada por células é a principal defesa

do hospedeiro contra a infecção por T. gondii.

1.13 Organelas secretórias e antígenos de T. gondii

Os componentes imunogênicos de T. gondii estão predominantemente

distribuídos na membrana plasmática compreendendo os antígenos de

superfície (SAG) e compartimentalizados nas organelas secretórias, sendo

liberadas no momento da invasão celular. A superfície celular externa dos

taquizoítos é recoberta com proteínas de peso molecular variando de 22 a 43

kDa, que ancoradas na membrana por pontes de glicosilfosfatidilinositol

(Tomavo et al., 1993). Coletivamente estes antígenos são conhecidos como

superfamília de proteínas SRS (sequências relacionadas à SAG1) (Jung et. al.,

2004). Este grupo de antígenos promove a interação entre a membrana do

parasita e a célula hospedeira através de moléculas ligantes ou receptores

celulares que auxiliam o parasita na entrada da célula (Grimwood e Smith,

1995). A expressão dessas proteínas é regulada de acordo com a fase do

desenvolvimento biológico do parasita. As proteínas SAG1, SAG2A e SAG3

(P43) são exclusivamente produzidas por taquizoítos (Gross et al., 1996).
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De maneira geral, T. gondii excreta/secreta uma grande variedade de

proteínas. Várias já foram descritas e exercem importantes funções na invasão,

replicação e manutenção dos parasitas na célula hospedeira (Carruthers,

1999). A estas proteínas ou antígenos denominam-se de excreção/secreção ou

ESAs, sua expressão e consequente estimulação do sistema imune hospedeiro

constituem em um importante elemento de estudo na toxoplasmose

(Costa-Silva et al., 2008; Meira et al., 2008; Pereira-Chioccola et al., 2009).

1.13.1 Micronemas

Os micronemas são estruturas cilíndricas localizadas no terço anterior

do corpo do parasita (Carruters, 1999). Promovem motilidade, ligação e

interação parasita-hospedeiro pela produção de antígenos de

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

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

(Wan et al., 1997; Carruthers e Sibley, 1999). As proteínas dos micronemas

pertencem à família TRAP (proteína anônima relacionada à trombospondina)

que se caracteriza por exibir um domínio transmembrana que age como uma

âncora molecular para o movimento de gliding do parasita. Esse domínio

corresponde ao tipo EGF (fator de crescimento epidermal) e confere a essas

proteínas funções adesivas e de interações receptor-ligante (Kappe et al.,

1999).

1.13.2 Roptrias

As roptrias são organelas secretórias eletrodensas delimitadas por

membranas (Perkins, 1992). Suas proteínas participam do processo de ataque

e invasão das células hospedeiras por taquizoítos e de processos de

biogêneses de vacúolos parasitóforos (Carruthers, 1999). A secreção destas

proteínas ocorre no momento da união apical, antes da penetração na célula

hospedeira (Carruthers e Sibley, 1997). Ensaios de imunocitoquímica revelam

25



que os conteúdos das roptrias não são homogêneos. Algumas proteínas se

localizam na região basal da organela e outras na porção apical (Blackman e

Bannister, 2001).

1.13.3 Grânulos densos

Os grânulos densos são organelas esféricas distribuídas pelo citoplasma

do parasita com uma média de diâmetro de 0.2 μm (Carruthers, 1999). Sua

matriz é eletrodensa devido à alta concentração de proteínas (Souza, 2006).

Carruthers e Sibley (1997) mostraram que a secreção de proteínas dos

grânulos densos ocorre após a invasão do parasita. Diferentemente da

Micronemas secreção dos micronemas e roptrias que ocorre na região apical, a

secreção de grânulos densos ocorre nas regiões laterais do protozoário

(Souza, 2006). Pouco é o conhecimento sobre a função precisa das proteínas

dos grânulos densos (Adjogble et al., 2004), sabe-se que as proteínas

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

rede membranosa vacuolar derivada do parasita (Souza, 2006). Estas

proteínas (GRA) promovem a replicação intracelular, possivelmente por meio

do transporte e processamento de nutrientes que são retirados da célula

hospedeira (Carruthers, 1999).

1.14 Vesículas extracelulares

Vesículas extracelulares (EVs) são partículas liberadas por células

procarióticas e eucarióticas, delimitadas por uma bicamada lipídica e que não

são capazes de replicar (Théry et al., 2018). Organismos pluricelulares são

capazes de se comunicar pela transferência destas moléculas secretadas.

Essa comunicação é mediada por hormônios, citocinas e células neurológicas

com o objetivo de sincronizar as atividades metabólicas. Tais funções são

fundamentais para a sobrevivência e estabilidade celular (Raposo e Stoorvogel,

2013). Um dos mecanismos de comunicação que não implica a aderência
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celular e envolve a comunicação intercelular é a transferência das EVs. As

células liberam para o meio extracelular diversos tipos de partículas vesiculares

de origem endossomal ou produzidas na membrana, tanto de forma fisiológica

quanto por ativação celular ou apoptose (Hristov et al., 2004), sendo um

processo que parece ser preservado ao longo da evolução (Colombo et al.,

2014). As EVs podem ser classificadas em três categorias principais de acordo

com o tamanho, conteúdo e biogênese: exossomos, microvesículas e corpos

apoptóticos (Théry et al., 2018).

1.14.1. Classes de Evs

As EVs circulam através de muitos fluidos corporais, incluindo plasma,

sangue e urina (Arraud et al., 2014; Panteleev et al., 2017; Merchant et al.,

2017), por isso são alvos de biomarcadores (Raposo e Stoorvogel, 2013). As

microvesículas e exossomos são distintas, tanto em tamanho quanto em

mecanismo de formação. A biogênese das microvesículas envolve o tráfico

vertical de carga molecular para a membrana plasmática, uma redistribuição de

lipídios da membrana, e o uso do maquinário na superfície para permitir a

compressão das vesículas (D’Souza-Schorey e Clancy, 2012). Os exossomos

são derivados de membranas endossomal, são semelhantes em tamanho ao

seu endossomo e precursores da vesícula intraluminal, sendo observados por

microscopia eletrônica (Harding et al., 1983; Colombo et al., 2014). As

microvesículas são formadas por brotação direta da membrana plasmática, não

possuindo um limite de tamanho e podem chegar a mícrons de diâmetro

(Colombo et al., 2014) como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Liberação de microvesículas e exossomos. As microvesículas são EVs liberadas pela
membrana plasmática e os exossomos são provenientes de endossomos multivesiculares. As
microvesículas (MVS) surgem pelo brotamento de vesículas enquanto os exossomos são
pequenas vesículas de diferentes tamanhos formados pelo brotamento de endossomos
precoces. São liberados pela fusão de corpos multivesiculares (MVEs) com a membrana
plasmática. Outros MVEs também podem se fundir com os lisossomos. Os ligantes e proteínas
associadas às membranas são identificados como triângulos, quadrados e retângulos coloridos
na figura. Fonte: Raposo e Stoorvogel, 2013.

1.14.1.1 Exossomos

Exossomos compõem a classe de vesículas que deriva do

compartimento endossomal e apresentam entre 30 a 100 nanômetros (nm) e

são geralmente isolados por ultracentrifugação (Stoorvogel et al., 2002; Théry

et al., 2006). Elas se formam dentro de canais intraluminais que são geradas

dentro de corpos multivesiculares, fazendo parte do complexo endocítico

celular. Os corpos multivesiculares podem se fundir com os lisossomos para

degradação ou viajar para a membrana plasmática, onde as moléculas podem

ser liberadas para o espaço extracelular (Adell et al., 2014). Apresenta

proteínas como integrinas, tetraspaninas (proteínas transmembranas), com o

envolvimento de CD9, CD63, CD81 e CD82 (cluster of differentiation), que

desempenham um papel na classificação proteica para os exossomos (Cocucci

et al., 2009). A presença de integrinas, grupamento de diferenciação e outros

receptores e moléculas de adesão permitem a interação dessas vesículas com
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as células (Théry et al., 2009). A universalidade dos exossomos e suas

numerosas aplicações possíveis na medicina (diagnósticos ou tratamento) lhes

renderam uma visibilidade especial. Evidências indicam que eles

desempenham papéis funcionais em vários tipos de câncer, doenças

metabólicas, doenças autoimunes, distúrbios neurológicos, doenças

Molecularcardiovasculares, dentre outros (Van der Pol et al., 2012; Bellingham

et al., 2012; Raposo e Stoorvogel, 2013).

Tanto os exossomos, quanto as microvesículas participam de diferentes

funções como transferência de macromoléculas, biomarcadores que podem

interagir com moléculas específicas do sistema imunológico e outras (Schwab

et al., 2015; Xu et al., 2016).

1.14.1.2 Microvesículas

Microvesículas são capazes de encapsular e transferir múltiplas formas

de carga, incluindo proteínas, RNA, microRNAs (miRNAs) e podem transferir

ou reportar funções para células receptoras na forma de DNA plasmidial

(Kanada et al., 2015). O derramamento, ou “shedding” das microvesículas é um

fenômeno fisiológico que acompanha a ativação e o crescimento celular,

estimulada por eventos que levam a injúria da célula como estresse físico ou

químico (Ratajczak et al., 2006). A membrana plasmática sofre vários

rearranjos moleculares nos locais de origem das microvesículas, que resultam

no brotamento da membrana, incluindo mudanças na composição lipídica,

protéica e nos níveis de cálcio (Piccin et al., 2007; Pan et al., 2009). São

maiores que os exossomos, geralmente entre 100 nm e 1000 nm de diâmetro.

Um marcador eficiente na indicação de microvesículas é a fosfatidilserina

(Therry et al., 2009).

1.15 Vesículas extracelulares em parasitas
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A produção de EVs foi descrita em diversos parasitas. Comparando a

descrição das EVs liberadas por células humanas, há um número menor de

publicações sobre EVs de parasitas. As EVs de alguns protozoários foram

descritas, como Leishmania spp (Schnitzer et al., 2010; Cronemberger-Andrade

et al., 2013), Trypanosoma cruzi (Trocolli Torrecilhas et al., 2009), Plasmodium

spp (Campos et al., 2015), Trichomonas vaginalis (Twu et al., 2013) e T. gondii

(Silva et al., 2018). Nas Figuras 9 e 10, é possível visualizar as EVs liberadas

por T. gondii por microscopia eletrônica de varredura e de transmissão,

respectivamente. Os exossomos produzidos por parasitas auxiliam na sua

entrada na célula hospedeira interferindo nos aspectos imunológicos

(Bhatnagar et al., 2007; Mantel et al., 2013; Coakley et al., 2015).

Figura 9. Liberação de EVs de Toxoplasma gondii pela membrana. Os quadros de A a D
mostram imagens capturadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) de taquizoítos da
cepa RH liberando EVs após incubação em meio de cultura durante 2 h (A e B) e 24 h (C e D).
Ampliação: (A) 54.619; (B) 104.767; (C) 76.191 e (D) 108.169. Fonte: Silva et al., 2018.

A B
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Figura 10. Imagens capturadas por microscopia eletrônica de transmissão de EVs de
Toxoplasma gondii. Ampliação 25.000 (E) e 60.000 (F). Fonte: Silva et al., 2018.

1.16 microRNA (miRNA)

MicroRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não codificantes de proteínas

que apresentam em média 22 nucleotídeos (Bartel, 2004). O primeiro miRNA

descrito foi o lin-4, um gene conhecido por controlar o tempo de

desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans que não codificava uma

proteína, mas um par de pequenos RNAs. Assim, o lin-4 foi reconhecido como

o fundador de uma classe abundante de pequenos RNAs reguladores

chamados miRNAs, exercendo um papel importante na expressão gênica em

células de eucariontes (Bartel, 2004). São altamente conservados entre as

espécies e modulam a expressão gênica através da inibição traducional ou

degradação de RNAs mensageiros (mRNA) (Bartel, 2009). O bloqueio

traducional do mRNA ocorre pelo incompleto pareamento de bases e a

degradação por exonucleases acontece quando a complementaridade é

completa ou quase completa. O mecanismo de clivagem do mRNA pode ser

irreversível, diferentemente do bloqueio traducional (Wu et al., 2006, Cowland

et al., 2007). Um único miRNA pode atingir centenas de mRNAs, regulando

assim redes inteiras de proteínas (Sobolewski et al., 2015; Gjorgjieva et al.,

2019). Os papéis reguladores dos miRNAs foram identificados não apenas no

tempo de desenvolvimento, diferenciação celular, proliferação e apoptose, mas

também na tumorigênese e nas interações patógeno-hospedeiro (Cai et al.,

2009). Eles também são liberados das células em vesículas extracelulares,

como os exossomos, permitindo que os miRNAs participem da comunicação
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intercelular e devido a essa característica o papel dos miRNAs nos exossomos

está ganhando cada vez mais atenção (Bayraktar et al., 2017).

1.17 Justificativa

O sucesso do parasitismo está relacionado à capacidade do parasita

em manter seu ciclo de vida e causar uma infecção duradoura através de

estratégias de organização e escape dos mecanismos de defesa do

hospedeiro. Por outro lado, a relação entre o parasita e hospedeiro possui

natureza complexa, pois ao longo do processo de infecção, ocorre uma intensa

troca de sinais entre T. gondii e a célula hospedeira que regulam

reciprocamente processos celulares/metabólicos em ambos os organismos. O

parasita, desde o processo de penetração celular, modifica as estruturas

celulares, altera a regulação da transcrição gênica e do ciclo celular das

células infectadas. As mudanças na célula hospedeira, particularmente as de

expressão gênica, auxiliam a sobrevivência e viabilidade de T. gondii (Blader e

Saeij, 2009).

Diversos fatores são importantes na regulação da expressão gênica.

Um deles são os microRNAs (miRNA), que exercem importante papel na

regulação da expressão gênica em células de eucariontes (Bartel, 2004). Os

miRNAs são carreados de uma célula para outra através das EVs juntamente

com o seu conteúdo (miRNA, proteínas, DNA, lipídios e outros), quando se

fundem com a membrana plasmática e em momentos de estresse celular. É

cada vez mais evidente que as EVs têm funções especializadas e

desempenham um papel chave na coagulação, sinalização intercelular, a

gestão de resíduos e sistema imune (Keller et al., 2006).

Estudos recentes mostram que nos parasitas a liberação de EVs

pode estar envolvida na interação patógenos hospedeiros, modulando a

expressão gênica e na resposta imune do hospedeiro. Provavelmente, as EVs

são os primeiros componentes dos parasitas a interagir com células

hospedeiras ou microbiota e devem participar ativamente no processo de

infecção. Pope e Lasser (2013) demonstraram que fibroblastos humanos

32



infectados com T. gondii liberam EVs, contendo miRNA. Portanto, é possível

que T. gondii possa liberar diferentes moléculas presentes ou expressas nas

EVs para as células e/ou corrente sanguínea de seus hospedeiros. Uma vez

que a importância das EVs e/ou exossomos no mecanismo da infecção por T.

gondii ainda não está totalmente elucidada, justifica-se estudar o papel destas

vesículas na patogênese da toxoplasmose.
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2. OBJETIVO

Investigar a participação das EVs de Toxoplasma gondii na

estimulação das respostas imune humoral e celular na toxoplasmose murina.

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Produzir EVs de taquizoítos adaptados às culturas celulares.

2. Imunizar camundongos A/Sn com EVs-toxo.

3. Detectar a classe de anticorpos IgM e as subclasses de IgG (IgG1 e

IgG2a) envolvidas na imunoproteção.

4. Investigar a produção das citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias em

camundongos imunizados.

5. Avaliar os índices de parasitemia e de sobrevida após o desafio com T.

gondii.

6. Realizar os testes de expressão gênica para os miRNAs: miR-155-5p,

miR-29c-3p, miR-125b-5p, miR-9-5p, miR-21-5p, miR-146a-5p nas

amostras de soro de camundongos.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Delineamento experimental

35



3.2 Considerações éticas

Este trabalho foi aprovado na Plataforma Brasil/CTNBio (CEPIAL) sob

parecer 2.922.263 e foi parte do projeto de Pesquisa Regular/Fluxo Contínuo

da (FAPESP: 2018/04709-8) com título “Estudo das vesículas extracelulares de

Toxoplasma gondii e a correlação com o sistema imune em hospedeiros

infectados”. (Anexo 1).

3.3 Animais experimentais

Foram utilizados como animais experimentais camundongos isogênicos,

fêmeas com idade entre 25 e 30 dias das linhagens A/Sn e Balb/c,

provenientes do Biotério de Experimentação do Instituto Adolfo Lutz. Cada

grupo de no máximo 5 camundongos foi acondicionado em uma gaiola durante

todo o período de experimentação com ração e água. Os animais foram usados

para os ensaios de imunização e transferência passiva conforme descrito

previamente (Costa-Silva et al., 2008).

3.4 Obtenção e manutenção de T. gondii

As cepas de T. gondii utilizadas neste trabalho foram RH, ME-49 e VEG,

que foram mantidas por passagens seriadas em camundongos da linhagem

A/Sn.

Também foram utilizados taquizoítos da cepa RH mantidos em culturas

de células no Laboratório de Cultura de Células e Parasitas do Centro de

Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz.

As garrafas de cultura contendo células VERO (células de rim de

macaco verde africano) foram mantidas em meio 199 com 10% de soro fetal

bovino (SFB), infectadas com 1x105 de taquizoítos provenientes de outra
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garrafa de cultura infectada e mantidas à 37ºC em estufa de CO2 a 5%. A

liberação dos taquizoítos nos sobrenadantes das culturas foi observada a cada

24 h com auxílio do microscópio invertido. A seguir, os sobrenadantes foram

recolhidos e o número de parasitas foi estimado em câmara de Neubauer e a

concentração acertada para 1x108 de taquizoítos. Os parasitas foram utilizados

para a produção de antígeno lisado, purificação das vesículas/exossomos

(EVs), para infecção de outras garrafas de células VERO, para o desafio de

camundongos imunizados e para transferência passiva.

A cepa ME-49 é cistogênica e dificilmente é encontrada em forma de

taquizoíto no modelo animal. Os animais foram infectados por via oral com

cistos provenientes de outros animais infectados.

3.5 Produção de antígeno lisado de taquizoítos (ALT)

O ALT foi purificado como descrito previamente (Colombo et al., 2005;

Costa- Silva et al., 2008; Meira et al., 2008). Taquizoítos coletados de culturas

de células VERO (1x107 taquizoítos/mL) foram sonicados por 10 ciclos a 1,0

A/min, por 5 min com 2 min de intervalo. A seguir, o lisado foi dissolvido em 0,3

M de NaCl e a concentração protéica determinada em espectrofotômetro

NanoDrop ND100 (Thermo Fisher Scientific).

3.6 Produção e purificação de EVs de T. gondii para imunizações

As EVs foram purificadas a partir de sobrenadantes de culturas de

células Vero contendo taquizoítos. Os parasitas foram lavados com 10 ml de

PBS a 3000 rpm por 10 min por 5 vezes para a retirada do meio de cultura com

10% SFB. A seguir, os parasitas foram contados e concentrados em 1 mL de

meio RPMI sem SFB e incubados por 2 h a 37º C em estufa de CO2 a 5%. Ao

final da incubação a solução foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm, o

sobrenadante foi filtrado em uma membrana de 0,22 µm para remover
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quaisquer detritos celulares foi adicionado inibidor de protease a cada amostra

de EVs e estas foram mantidas a -20º C até o momento do uso.

As purificações dos sobrenadantes de cultura contendo EVs foram feitas

por cromatografia de exclusão em gel empregando-se a coluna Sepharose

CL-4B (1 × 30 cm, GE Healthcare, Piscataway, NJ) pré-equilibrada com

acetato de amônio 100 mM, pH 6,5. A seguir, a coluna foi eluída com o mesmo

tampão a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O produto eluído (cerca de 20 mL)

foi coletado em alíquotas de 1 mL.

Alíquotas contendo EVs de T. gondii (EVs-toxo) foram selecionadas por

ELISA usando como anticorpo um “pool” de 5 soros humanos positivos para

toxoplasmose. Para controle negativo, um conjunto de 5 soros humanos

negativos para toxoplasmose foi incluído. As reações foram realizadas em

placas de microtitulação de poliestireno (Corning), e foram incubadas

"overnight" a 4 °C com 50 μL de cada alíquota. Após lavagem com 0,05% de

Tween 20-PBS, as placas foram bloqueadas com 5% de PBS - leite. Após 60

min, 50 μL de soro humano, diluído 1:50 em tampão PBS-leite desnatado a

5%, foram incubados por 60 min a 37°C. Após cinco lavagens com solução

PBS-Tween 20 a 0,05%, as placas foram incubadas por mais 60 min a 37°C

com anticorpo anti-IgG humana produzida em cabra conjugada à peroxidase

(Sigma) diluída 1: 20.000 em tampão PBS-leite desnatado a 5% . Em seguida,

um novo ciclo de lavagem com solução PBS-Tween 20 a 0,05%, adicionou-se

substrato composto por uma mistura de ácido cítrico 0,1 M, Na2HPO4 0,2 M,

o-fenilenodiamina 0,05% e H2O2 0,1%. As placas foram deixadas em repouso

à temperatura ambiente ao abrigo da luz por 30 min. O desenvolvimento da cor

foi interrompido pela adição de 100 μL de 4 N H2SO4, e a absorbância foi

medida com um leitor de ELISA com um filtro de 492 nm. Um antígeno lisado

de T. gondii (ALT), preparado conforme descrito antes, foi utilizado na

concentração de 1μg/mL como antígeno de controle.

EVs-toxo foram quantificadas utilizando-se o kit BCA Protein Assay

(Pierce, Thermo Scientific) de acordo com as instruções do fabricante, usando

albumina de soro bovino como concentração padrão de proteína. Em seguida,

EVs-toxo foram solubilizadas em tampão de lise (SDS a 2%, glicerol a 10%,
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2-mercaptoetanol a 5%, Tris-HCl 60 mM, pH 6,8 e azul de bromofenol a

0,002%), fervidas em termobloco e processados em gel de poliacrilamida-SDS

a 10%. A investigação das proteínas de EVs foi realizada após coloração com

prata.

3.7 Identificação de tamanho e concentração de EVs pela Análise de
Rastreamento de Nanopartículas (NTA)

A concentração (partículas /mL) e o tamanho das partículas (nm) de

EVs-toxo foram avaliados pelo NTA usando o instrumento NanoSight NS300

(Malvern - NanoSight NTA 3.0) do Laboratório de Imunologia Clínica e

Experimental da Disciplina de Nefrologia da Escola Paulista de Medicina da

Universidade Federal do Estado de São Paulo. O NanoSight calcula o tamanho

e o número de partículas com base no movimento browniano. A produção de

EVs foi descrita anteriormente em 3.6. Os dados foram apresentados como

média e desvio padrão de três gravações de vídeo de 30 a 60 seg por amostra.

Como o NTA é preciso entre as concentrações de partículas na faixa de 2 x 107

a 2 x 109 / mL, as amostras de EV foram diluídas antes da análise em PBS

filtrado e a concentração relativa calculada de acordo com o fator de diluição.

3.8 Identificação por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET)

As amostras de EVs foram analisadas por MET para caracterização

morfológica. Esse experimento foi realizado em colaboração com as

pesquisadoras do Centro de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, Gislene Mitsue

Namiyama e Noemi Nosomi Taniwaki.

Para a microscopia as EVs de T. gondii foram previamente fixadas em

paraformaldeído a 2%/PBS (v:v) por 1 h. Uma gota de suspensão foi colocada

na grade e foi realizada a técnica de coloração negativa com 2% de

fosfotungstato de potássio a pH 6,8, como descrito anteriormente por Silva et
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al. (2018) e Cruz et al. (2020). As grades foram observadas sob um

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

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

câmera Gatan 785 ES1000W Erlangshen.

3.9 Ensaios de imunização

3.9.1 Grupos de animais imunizados

As imunizações foram realizadas como descrito previamente

(Costa-Silva et al., 2008; Costa-Silva et al., 2012). Camundongos A/Sn fêmeas

com quatro semanas de idade foram usados para os experimentos de

imunização.

Para confirmar a capacidade das EVs-toxo em estimular o sistema

imune, também foram realizados ensaios de imunização em um grupo de

camundongos Balb / c, com 5 fêmeas de quatro semanas de idade. Os Balb/c

foram testados apenas quanto à produção de anticorpos anti-EV, parasitemia e

índice de sobrevivência.

O grupo imunizado (EV-IM) foi constituído de 5 camundongos A/Sn,

imunizados por via intramuscular com 3 doses quinzenais de 100 μg de

EVs-toxo acoplada ao adjuvante ALUM 10 mg de hidróxido de alumínio por

animal, dissolvidos em 100 µL de PBS estéril pH 7.2.
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3.9.2 Grupos controles

3.9.2.1 Controle negativo

O grupo controle negativo (N) foi constituído de 5 camundongos A/Sn

saudáveis inoculados por via intramuscular, com 3 doses quinzenais de

adjuvante ALUM (10 mg de hidróxido de alumínio por animal) dissolvidos em

100 µL de solução salina estéril pH 7.2. As doses foram administradas no

mesmo período do que no grupo imunizado.

3.9.2.2 Controle Positivo

O grupo controle positivo (CHR) foi constituído de 5 camundongos A/Sn

infectados com a cepa ME-49. Foram inoculados por via intramuscular com 3

doses quinzenais de 100 μg de EVs acoplada ao adjuvante ALUM 10 mg de

hidróxido de alumínio por animal, dissolvidos em 100 µL de solução salina

estéril pH 7.2.

Quando necessário a comparação de controle positivo, foram utilizados

grupos de camundongos infectados com as cepas RH, VEG ou ME-49. Os

camundongos foram utilizados para os experimentos de resposta celular e

humoral.

3.9.3 Condições de acomodação dos camundongos em fase de
experimentação

Cada grupo de 5 camundongos foi acondicionado em uma gaiola

durante todo o período de experimentação com ração e água no Laboratório

de Experimentação Animal do Instituto Adolfo Lutz.
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3.10 Coletas de sangue para obtenção de soro e DNA

Cada animal foi colocado numa caixa pequena onde somente a cauda

ficava para fora. No primeiro dia, uma pequena incisão na ponta da cauda foi

realizada com auxílio de uma tesoura cirúrgica esterilizada para coleta de

aproximadamente 20-25 µL de sangue com uma pipeta automática. A seguir, a

ponta da cauda foi levemente pressionada com o auxílio de uma gaze para

que o sangue fosse coagulado. As coletas seguintes, o procedimento foi o

mesmo, exceto que, a cicatriz do corte foi suavemente retirada, também, com

auxílio da tesoura cirúrgica esterilizada (não foi retirada mais nenhuma parte

da cauda dos animais). Este procedimento durou aproximadamente 5 min para

cada camundongo.

As coletas foram realizadas após 15 dias de cada imunização. Para as

análises sorológicas, as amostras de sangue coletadas foram colocadas em

tubos de 1.5 mL, centrifugadas a 3000 rpm por 10 min e os soros foram

retirados. Para as análises moleculares, as amostras de sangue coletadas

foram colocadas em tubos de 1.5 mL contendo 20μL de 0,1 mM EDTA pH 7.3

e, posteriormente, utilizadas para extração de DNA. Após o procedimento,

todas as amostras foram estocadas a -20º C até o momento do uso. Os soros

dos camundongos infectados crônicos foram coletados 50 dias após a infecção

por T. gondii.

3.11 Análise da resposta imune humoral

3.11.1 Determinação dos níveis de Ig total, IgM e subclasses de IgG: IgG1
e IgG2a por ELISA detalhar mais

Com objetivo de avaliar as classes e subclasses de anticorpos

produzidos pelos camundongos imunizados com as EVs-toxo, os soros foram

avaliados por ELISA utilizando como antígeno o ALT. Como controles foram

incluídos nas reações soros de camundongos negativos e de camundongos

infectados com a cepa ME-49. Para cada grupo, os soros foram diluídos 1:50.
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Depois dos ciclos de lavagens as placas receberam 50 μL/orifício de anticorpos

anti- Ig total, IgM e subclasses de IgG: IgG1 e IgG2a de camundongo

conjugadas a peroxidase.

3.12 Desafio dos camundongos com T. gondii

Após 15 dias depois da última imunização, os camundongos dos grupos

imunizados e controle negativo foram desafiados com 1x103 taquizoítos da

cepa RH por animal. Após o primeiro dia de infecção, diariamente foi

observada a mortalidade dos grupos de camundongos. A partir do 3º dia

pós-desafio foi coletado sangue pela veia caudal de cada grupo de animais

para extração de DNA com a finalidade de estimar os níveis de parasitemia nos

camundongos por qPCR.

3.13 Extração de DNA no sangue de camundongos

Para a extração de DNA, as amostras de sangue foram retirado da veia

caudal e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para retirada de plasma. A fim

de realizar a lise de hemácias foi adicionado o tampão ACK (150 mM cloreto de

amônio; 1 mM bicarbonato de potássio; 0,1 mM EDTA pH 7.3). Os tubos foram

incubados por 10 min sob agitação, à temperatura ambiente. Após uma nova

centrifugação por 10 min a 3000 rpm, os sobrenadantes contendo restos de

hemácias foram desprezados. A seguir os sedimentos das amostras foram

processadas por colunas de afinidade (kit de purificação de DNA Qiagen)

conforme instruções do fabricante. As concentrações e qualidade das amostras

de DNA foram avaliadas por espectrofotometria em Nanodrop em comprimento

de onda 260 e 280 nm e utilizadas na concentração de até 100 ng/μL.
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3.14 Determinação dos níveis de parasitemia por qPCR

Após a extração de DNA das amostras de sangue, a presença e a

quantificação de parasitas foram realizadas por qPCR como descrita

previamente (Camilo et al., 2017). As amplificações foram realizadas

utilizando-se o conjunto de iniciadores moleculares para qPCR REP-529, que

amplifica uma sequência de 112 pb do genoma de T. gondii. Para confirmar a

ausência de inibidores da Taq DNA polimerase foi incluído em paralelo, uma

reação contendo um conjunto de iniciadores moleculares que amplifica uma

região do gene 18S rRNA de eucariotos. As reações foram realizadas no

equipamento AriaMx Real-time PCR System em volume final de 20 μL por

reação. Os DNAs teste e controles foram adicionados a mistura contendo 10 μL

de 2X TaqMan Universal PCR Master Mix e os iniciadores moleculares (1.25 μL

de um “Assay Mix” contendo 18 μM de cada iniciador molecular e 5 μM da

sonda). Em todas as reações foram adicionados um controle negativo e um

controle positivo cepa RH.

3.15 Purificação de anticorpos e opsonização

Soros em “pool” foram coletados de cada grupo de camundongos

(imunizados, crônicos e negativos) e utilizados para purificação em coluna de

proteína A. Os soros foram diluídos separadamente em 20 mM de fosfato de

sódio e passado em coluna de proteína A (HiTrap- 1 mL, Amersham

Biosciences) previamente equilibrada no mesmo tampão. Após a lavagem da

coluna com 10 volumes do tampão, os anticorpos foram eluídos com 0.1 M de

ácido cítrico (pH 3.6). Cada fração eluída (500 μL) foi imediatamente

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

dialisado contra um litro de PBS. A quantificação das proteínas foi estimada

pela absorbância a 280nm em NanoDrop ND100. Os anticorpos purificados de

cada grupo, na concentração de 2.5μg foram incubados com 1x103 taquizoítos

(cepa RH) à 37°C por 90 min. Em seguida, os parasitas foram utilizados para

infectar outros 3 grupos de 5 camundongos A/Sn. O primeiro grupo recebeu
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parasitas incubados com IgG purificada de camundongos imunizados. O

segundo grupo recebeu os parasitas incubados com IgG purificada anti-T.

gondii (camundongos infectados crônicos); e o último de camundongos livres

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

contendo os anticorpos (0.5μg) e taquizoítos (1 x103). Alíquotas de sangue dos

camundongos foram coletadas nos 4º, 5º e 6º dias pós-infecção para

determinação dos níveis de parasitemia por qPCR, conforme descrito abaixo e

os índices de sobrevida observados diariamente. Os experimentos foram

realizados duas vezes para confirmar os resultados.

3.16 Caracterização das EVs de camundongos na infecção por T. gondii

3.16.1 Concentração das EVs de camundongos por ultracentrifugação

Amostras de soros dos camundongos foram diluídas e centrifugadas a

3000 rpm por 15 min, para remoção dos sedimentos, contendo células mortas

e detritos. Dos sobrenadantes foram coletados 250 µL de soro os quais foram

filtrados em filtros 0.22 µm. Posteriormente, cada filtrado foi transferido para

tubo Ultra-Clear (tubo de 6 mL para rotor SW-55), (Beckman Coulter) e o

volume completado até 6 mL com PBS filtrado. As amostras foram

ultracentrífugadas a 27000 rpm por 60 min a 25 ° C em uma ultracentrífuga

Beckman® Coulter L8-80 M. Em seguida, cada sobrenadante foi descartado e

o sedimento, contendo as vesículas recebeu 100 µL de PBS. As amostras

foram acondicionadas a -20 °C para posterior análise em NTA e MET.

3.16.2 Análise das concentrações e diâmetro das EVs de camundongos
por NTA

As concentrações e diâmetros das EVs purificadas de soros de

camundongos (EVs-mouse) foram determinadas por NTA usando o aparelho

NanoSight NS3000 (Malvern®). As análises de cada amostra foram realizadas

após as purificações das partículas por ultracentrifugação. As amostras foram
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diluídas 1:50 em PBS previamente filtrado em membrana de 0.22 µm. Um total

de 500 µL de cada amostra foi inoculado no aparelho para leitura em triplicata.

O programa de computador do equipamento expressa os resultados por

valores e gráficos de tamanho/dispersão e partículas por mL.

3.16.3 MET das EVs provenientes de soro de camundongos

As amostras de EVs provenientes de soro de camundongos

(EVs-mouse) foram analisadas por MET, para caracterização morfológica. Esse

experimento foi realizado em colaboração com as pesquisadoras do Centro de

Virologia do Instituto Adolfo Lutz, Gislene Mitsue Namiyama e Noemi Nosomi

Taniwaki. Um volume de 3 μL da suspensão das EVs foi fixado com 100 μL de

paraformaldeído 2%. A mistura (2 μL) foi transferida a 2 grades revestidas com

Formvar de carbono para microscopia eletrônica. As membranas foram

cobertas por 20 min. Uma gota de 100 μL de PBS foi colocada em uma folha

de parafilme e as grades transferidas com o lado da membrana contendo a

amostra voltada para baixo. As grades foram mantidas úmidas no lado da

membrana durante todas as etapas, mas seco no lado oposto. As grades foram

transferidas para uma gota de 50 μL de 1% de glutaraldeído durante 5 min

antes de transferir para uma gota de 100 μL de água destilada durante 2 min.

Essa etapa foi repetida 7 vezes para um total de 8 lavagens de água. Para

contrastar as amostras, as grades foram transferidas para uma solução de 50

μL de solução de uranil-oxalato, pH 7, durante 5 min antes de ser transferido

para uma gota de 50 μL de metilcelulose-A (4% de acetato de uranilo e 2%

metil celulose numa proporção de 100 μL/900 μL, respectivamente) durante 10

min, colocando as grades em um prato de vidro coberto com parafilme em gelo.

As grades foram removidas com aço inoxidável e o excesso de fluido foi

recolhido suavemente no papel de filtro Whatman no.1. As grades foram secas

e armazenadas em caixas. A seguir, as amostras foram analisadas no

microscópio eletrônico de transmissão, modelo JEM 1.011 a 80 kV.

(JEOL/Massachusetts/USA). As imagens foram captadas em uma câmera

(model 785 ES1000W, Gatan, USA) e analisadas no programa de computador

“Gatan versão 1.6”.
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3.16.4 Eletroforese vertical de proteínas (SDS-PAGE)

EVs-mouse derivadas dos soros dos camundongos foram solubilizadas

em um tampão de lise (2% SDS, glicerol a 10%, 2-mercaptoetanol a 5%,

Tris-HCl 60 mM, pH 6,8 e azul de bromofenol 0,01%), e incubadas a 100ºC por

10 min. A eletroforese vertical foi realizada em gel de acrilamida, contendo

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) como descrito previamente (Laemmli,

1970), no equipamento Mini-Protean II (Bio-Rad, USA®). Em todos os ensaios,

os géis foram confeccionados na espessura de 1,5 mm. O gel de separação

(Tris-HCl 0,75 M; SDS 0,2%, pH 8,8) e gel de empilhamento (Tris-HCl 0,25 M;

SDS 0,2%, pH 6,8), foram utilizados na concentração de 10% de acrilamida.

Foram aplicados 40 μL de amostra por poço no gel. Em todos os experimentos

foram utilizados 15 μL de peso molecular padrão para proteínas (Thermo

Scientific®). Os eletrodos foram mergulhados em tampão contendo Tris-HCl

0,025 M; glicina 0,192 M; SDS 0,1% e aplicados numa voltagem constante de

200 V.

Para a coloração, os géis foram mergulhados em solução de formaldeído

(50% de metanol, 0,15% de formaldeído e 12% de ácido acético), aquecidas

por 30 seg em forno micro-ondas e mantidas sob agitação por 5 min em

temperatura ambiente, para fixação das proteínas. Em seguida, lavados com

etanol 35%, nas mesmas condições. Após a lavagem, os géis foram imersos

em solução de tiossulfato de sódio (0,02%), também aquecida em micro-ondas,

sob agitação por 5 min. Então, novamente foram lavados, desta vez com H2O

ultrapura (2 vezes) e, finalmente, corado com nitrato de prata (0,2%). Em

ambos os processos ocorre aquecimento e agitação. Para a revelação foi

aplicado uma solução contendo carbonato de sódio, formaldeído e tiossulfato

de sódio. Para interromper a reação foi utilizado solução com 50% de metanol

e 12% de ácido acético.
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3.16.5 Immunoblot

Os géis contendo as EVs-mouse foram transferidos para membranas de

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

TE70X Semi-Dry Transfer Uni (Hoefer). A transferência ocorreu em voltagem

constante de 15 V por 30 min, as membranas, juntamente com os géis foram

embebidos em tampão (Tris-HCl 25 mM; glicina 0,192 M; metanol 20%, pH

8.2). Posteriormente, as membranas foram incubadas com PBS-leite

desnatado (5%) por 1 h, à temperatura ambiente, sob agitação, para bloqueio,

seguido de 3 lavagens com PBS (5 min cada). Anticorpos Anti-CD63 e

Anti-CD9 (Invitrogen®) foram diluídos em PBS-leite desnatado 5% (1: 500) e

incubados por 18 h a 4º C. Após mais três lavagens com PBS (15 min), as

membranas foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente, sob agitação

com um anticorpo secundário de IgG de cabra anti-IgG-mouse conjugada a

peroxidase (Sigma®), diluído (1:500) em PBS-leite desnatado 5%. Seguindo,

então, um novo ciclo de lavagens. A revelação das bandas foi efetuada

cobrindo-se as membranas com substrato comercial Pierce ECL para

Immunoblotting (Thermo Scientific) e registradas em gel documentador com

filtro para quimiluminescência Blot Scanner (C-DiGit®).

3.16.6 Extração de RNA total e miRNA

Esses ensaios foram conduzidos para identificar se os camundongos

experimentais expressam o mesmo grupo de miRNAs já descrito na literatura

em infecção humana. RNAs totais, incluindo miRNAs, foram purificadas a partir

de 250 μL de amostras de soro de camundongo, usando o kit miRNeasy

Serum/Plasma Kit (Qiagen) segundo as recomendações do fabricante. As

amostras foram centrifugadas por 10 min a 14000 rpm para retirada de detritos

celulares. Em seguida, adicionou-se 1 mL de QIAzol ao sobrenadante de cada

amostra. Após agitação em vórtex, as amostras foram incubadas por 5 min a

temperatura ambiente. A seguir, foram acrescentados 5 μL da molécula

sintética de miRNA de Caenorhabditis elegans (cel-mir-39) na concentração de

25 fmol (como controle exógeno), homogeneizou-se e acrescentou-se 200 μL
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de clorofórmio. Os tubos foram agitados em vórtex por 15 segundos,

permanecendo em temperatura ambiente por 3 min. As amostras foram, então,

centrifugadas a 14000 rpm durante 15 min separando-se em três fases: a

superior, aquosa e incolor (contendo o miRNA), uma interfase branca, e a fase

inferior vermelha contendo o material orgânico. Então foram transferidos 600

μL da fase superior incolor para um novo tubo de 2 mL, evitando a

transferência de qualquer material da interface. Seguiu-se uma nova etapa

onde foram acrescentados 900 μL de etanol 100% e após a homogeneização,

foram acrescentados 700 μL de cada amostra em colunas RNeasy MinElute.

Após centrifugação por 15 seg a 10000 rpm, o filtrado foi descartado e

repetiu-se a etapa anterior com o restante da amostra. A seguir,

adicionaram-se 700 μL do tampão RWT na coluna RNeasy MinElute e

centrifugou-se a 10000 rpm por 15 seg, sendo descartado o filtrado. Em

seguida, foram adicionados 500 μL do tampão RPE à coluna e centrifugou-se a

10000 rpm por 15 seg. Após o descarte do filtrado, foram adicionados 500 μL

de etanol 80% e centrifugou-se a 10000 rpm por 2 min. A coluna foi colocada

em um novo tubo coletor e realizou-se uma centrifugação a velocidade máxima

durante 5 min para secar a membrana. Em seguida a coluna foi colocada em

um novo tubo de 1,5 mL, adicionando-se 30 μL de água livre de DNAse

(DEPC) para a eluição do RNA total contendo os miRNAs após centrifugação

de 1 min a velocidade máxima. O filtrado foi passado novamente pela coluna

para obter um melhor rendimento do material.

3.16.7 Determinação das concentrações de miRNA

Após a extração, as amostras foram quantificadas pelo

espectrofotômetro Nanodrop ND100 (Thermo Fisher Scientific®). A pureza das

moléculas de RNA foi avaliada utilizando-se a razão de absorbância da

amostra entre 260 e 280 nm. A proporção de 1.8 foi interpretada como RNA

livre de impurezas. A seguir, as amostras foram armazenadas a -70°C até o

momento do uso.
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3.16.8 Síntese do DNA complementar (cDNA)

As fitas de cDNA foram sintetizadas a partir de 2 μL de RNA total contendo

os miRNAs utilizando o Kit TaqMan Advanced miRNA cDNA Synthesis kit (Life

Technologies) conforme instruções do fabricante. O protocolo consiste em quatro

etapas mostradas em detalhes na Tabela 1.

A TR foi realizada em termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems)

de acordo com as instruções do fabricante, em quatro etapas e nas seguintes

condições térmicas: 45 min a 37 ℃, 10 min a 65ºC para reação de inserção da

cauda poli (A); 60 min a 16 ℃ para reação de ligação; 15 min a 42 ℃, 5 min a

85ºC para a reação de transcrição reversa; 5 min a 95 ℃, seguido por 14 ciclos

de 95 ℃ por 3 seg e 60ºC por 30 seg; pare a reação a 99 ℃ por 10 min para a

reação miR-Amp. Todas as amostras de cDNA foram armazenadas a -20 ℃ até

o uso.

3.16.9 qPCR

A expressão gênica de miRNAs foi realizada usando 6 genes alvo

(Thermo Fisher Scientific) conforme especificações descritas na Tabela 2. Os

miRNAs escolhidos foram: miR-155- 5p (ID: 477927_miR); miR-29c-3p (ID:

479229_miR); miR-125b- 5p (ID: 477885_miR); miR-9- 5p (ID: 478214_miR);

miR-21_5p (ID: 477975_miR) e miR-146a_5p (ID: 478399_miR). O cel-miR39

(ID: 478293_miR) foi usado como controle externo.

Após a síntese de cDNA, as amostras foram diluídas 1:10, conforme

instruções do fabricante e, em seguida foi, realizada a qPCR em ensaio

customizado e produzido pela Applied Biosystems®. O mix de amplificação de

qPCR continha 5 μL de TaqMan Fast Advanced Master Mix, 0,5 μL do ensaio

TaqMan Advanced miRNA Assays (ambos Applied Biosystems) para os

miRNAs descritos na Tabela 2, cDNA (2,5 μL) e 2 μL de água livre de RNAse.

As reações foram realizadas em duplicatas num volume final de 10 μL. Para

cada reação foi adicionado um controle negativo, compondo-se somente do

mix de amplificação. A análise da expressão dos miRNAs foram realizadas no
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equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems)

utilizando a seguinte ciclagem: 95 °C por 20 seg; 40 ciclos de 95°C por 1 seg;

60°C durante 20 seg (modo Fast).

3.16.10 Quantificação de expressão gênica

A quantificação da expressão gênica foi avaliada pelo método do “CT

comparativo” (2-ΔΔCT), segundo Livak e Schimittgen (2001). Para a realização

desta fórmula, primeiramente foi feita a correção da variação entre as

amostras, subtraindo-se o valor obtido de CT de cada amostra em relação ao

CT do gene endógeno, obtendo-se valor de ΔCT. Após a obtenção desses

valores, foi realizado o cálculo de ΔΔCT. Para tal, os valores obtidos de ΔCT

das amostras foram subtraídos do valor de ΔCT da amostra calibradora. A

utilização de uma amostra calibradora é recomendada para descrever quantas

vezes o miRNA de estudo está sendo mais ou menos expresso em relação a

este calibrador. Recomendam-se como calibradores da reação, amostras do

tempo zero do estudo ou amostras controles (sem nenhum tratamento).

Os miRNAs extraídos dos grupos de camundongos negativos (N) foram

considerados como calibradores para cálculos de expressão de miRNA de

grupos imunizados com EVs (EV-IM), grupo positivo infectados com a cepa

crônica ME-49 (CR) e infectados com a cepa aguda RH (RH). De acordo com o

método comparativo de CT, os valores de expressão dos calibradores foram

considerados 1,0.

Após a determinação dos valores de ΔΔCT, aplicou-se a fórmula de

quantificação relativa dada por: 2-ΔΔCT. Os resultados foram descritos em

média de quantificação relativa (RQ).
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Tabela 1. Etapas do protocolo de síntese de cDNA
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Tabela 2.Genes alvos utilizados como marcadores para análise de expressão gênica de miRNA
miRNA Gene Nº de acesso Ensaio ID1 Localização no cromossomo Sequência de nucleotídeos

miR-155 hsa-miR-155-5p MI0000681 477927_miR
Chr.21: 25573980 - 25574044 [+] on

Build GRCh38
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU

miR-146a hsa-miR-146a-5p MI0000477 478399_miR
Chr.5: 160485352 - 160485450 [+] on

Build GRCh38
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

miR29-c hsa-miR-29c-3p MI0000735 479229_miR
Chr.1: 207801852 - 207801939 [-] on

Build GRCh38
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA

miR-21 hsa-miR-21-5p MI0000077 477975_miR
Chr.17: 59841266 - 59841337 [+] on

Build GRCh38
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

miR-125b hsa-miR-125b-5p MI0000446 477885_miR
Chr.11: 122099757 - 122099844 [-] on

Build GRCh38
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA

mir – 9 2hsa-miR-9-5p MI0000466 478214_mir
Chr.1: 156420341 - 156420429 [-] on

Build GRCh38
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA

Cel-miR-39
Exógeno

cel-miR-39-3p MIMAT0000010 478293_miR - UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG

Fonte: http://www.thermofisher.com
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3.17 Resposta celular: produção das citocinas inflamatórias e
anti-inflamatórias em camundongos imunizados

3.17.1 Obtenção de linfócitos e linfoproliferação

Baços de 9 camundongos pertencentes aos grupos imunizados,

negativo e crônico foram retirados de forma estéril com o auxílio de tesoura e

pinça e adicionados em placas de petri, macerados entre duas lâminas para

aquisição de esplenócitos. A seguir, foram incubadas com 100 μg de EVs-toxo.

Dois poços foram estimulados com proliferadores mitóticos (ConA ou LPS).

Após a coleta dos sobrenadantes foram dosadas as produções das citocinas

IFN-y, TNF-α, IL-10 e IL-17. Total de camundongos – 9 (3 imunizados com

EVs, 3 negativos (limpos) e 3 crônicos infectados com ME-49).

Os linfócitos obtidos foram distribuídos em placas de 24 poços e

incubados com EVs-toxo na concentração de 100 μg/ poço. Para controle dos

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

três grupos de camundongos (imunizados, controle positivo e negativo) foram

incluídos, dois poços controles em duplicata (positivo e negativo). Os poços

que ficaram sem estímulo, apenas com o meio de cultura foram considerados

como controle negativo. Os outros dois poços foram estimulados com

proliferadores mitóticos (ConA ou LPS), sendo considerados controles

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

citocinas: IL-10, IL-17 e IFN-y e LPS de Escherichia coli O11 B4 (2 μg/mL) –

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

3.17.2 Dosagem das citocinas

Os sobrenadantes das culturas de esplenócitos foram coletados após

24h e 48h. Foram feitos pelo menos três experimentos in vitro para cada grupo

de animais (imunizados e controles: positivo e negativo). Após os experimentos

in vitro as citocinas IFN-y, IL-17, TNF-α e IL-10 foram dosadas nos
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sobrenadantes coletados com o auxílio de kits específicos (Thermo Fisher

Scientific) por ELISA, segundo as instruções do fabricante. A absorbância foi

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

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

a partir de uma curva de concentração feita com um anticorpo recombinante

sabidamente conhecido que integrava o kit. O limite de detecção para cada

teste foram os seguintes: IFN-y 62,5 pg/mL, IL-4 7,8 pg/mL, IL-10 foi de 62,5

pg/mL e TNF-α 31,25 pg/mL.

3.18 Expressão de citocinas por imuno-histoquímica

Foram coletados cérebro, coração, fígado, baço e o músculo de 3

camundongos imunizados, 3 do grupo positivo e 3 do grupo negativo. Esses

órgãos foram fixados em formol e enviados ao centro de Patologia do Instituto

Adolfo Lutz para o processamento das amostras. Os órgãos foram emblocados

em parafina. Foram feitos cortes no bloco a 3µm em lâminas silanizadas (ou

carga positiva), lâminas para hematoxilina-eosina e lâminas para

imuno-histoquímica. As lâminas foram desparafinizadas em xilol, re-hidratadas

e foram lavadas em etanol e em água destilada. A recuperação de epítopos foi

realizada com calor úmido em pH neutro (Ácido cítrico 10mM/ pH6,0). O

bloqueio foi feito com peroxidase endógena em água oxigenada 20V (solução

aquosa de peróxido de hidrogênio a 6%). O bloqueio de sítios inespecíficos foi

feito com solução bloqueadora proteica. As lavagens foram feitas em solução

PBS-tween 20. Os anticorpos primários foram diluídos em BSA nas

concentrações: IFN-y 1:500; TNF-α 1:1000; IL-17 1:500; IL-10 1:1000, T. gondii

1:2000 e incubados a 4°C overnight. Em seguida foram feitas novas lavagens

em PBS-tween 20 e a incubação com sistema de amplificação baseado em

micro polímeros conjugados com anti-imunoglobulinas de coelho e de

camundongo e enzima peroxidase (kit REVEAL Biotin-Free Polyvalentet HRP –

Spring Biosciense, Pleaseton-CA, USA). Uma nova sequência de lavagens foi

realizada e a revelação foi feita com o cromógeno Diaminobendizina (DAB

chromogen – Spring Bioscience, Pleasetin-CA, USA). A contracoloração foi
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realizada com hematoxilina de Mayer e a montagem com lamínula em meio

permanente (Entellan, Merck, Germany).

3.19 Análise dos dados

As comparações das parasitemias entre os grupos experimentais (EV-IM

e N); comparações de concentração de EVs e a produção de citocinas entre os

grupos experimentais; e as comparações de concentrações e tamanhos de

EVs foram avaliadas estatisticamente pelo GraphPad Prism 6.0 Software Inc.

(San Diego, CA, EUA). O coeficiente de similaridade entre os dois grupos foi

calculado pelo teste de Mann Whitney (teste t de Student não

pareado-unicaudal) com intervalo de confiança de 95%. As diferenças entre os

grupos também foram testadas, comparando cada uma delas pela análise

one-way por ANOVA. Diferenças ou semelhanças em ambas as análises

estatísticas foram consideradas estatisticamente significativas para valor de p

≤0,01.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizações

4.1.1 Purificação de EVs liberadas por T. gondii

As EVs-toxo liberadas pelos taquizoítos (1 x 109) foram purificadas para

uso nos experimentos de imunização. Os taquizoítos liberaram EVs-toxo

durante a incubação em meio RPMI a 37 °C, com 5% de CO2 por 2 h. Foram

purificadas por cromatografia de exclusão de tamanho e em seguida foram

feitas alíquotas de 1 mL para a execução do ELISA. A Figura 11 mostra as

frações reativas para soro humano positivo (pool) para toxoplasmose,

correspondendo ao pico da curva, que contém EVs-toxo. No controle negativo,

as alíquotas não eram reativas para soro humano negativo (pool) para

toxoplasmose. A qualidade das reações foi verificada usando ALT (antígeno

usado como controle positivo).

Figura 11. Isolamento de EVs de taquizoítos (EVs-toxo) da cepa RH de T. gondii (duas
purificações). Reatividade das frações eluídas por cromatografia em gel-exclusão (Sepharose
CL-4B). A metodologia utilizada foi ELISA utilizando um “pool” de soros humanos reagentes
para toxoplasmose (círculos) e um “pool” de soros humanos não reagentes para toxoplasmose
(quadrados). Os resultados representam a absorbância de cada fração na densidade óptica
(D.O.) de 492 nm.
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A Figura 12A mostra os dados originais do NTA (em leituras em

triplicata) da distribuição gráfica produzida pelo equipamento NanoSight. O

gráfico inclui o tamanho (nm) e a concentração (partículas / mL) de EVs-toxo

purificados. O tamanho médio e a concentração ± EP dos EVs foram: 163,2 ±

2,7 nm (população de 163 nm majoritária) e 2,55 x 109 ± 8,96 x 107 partículas /

mL. O perfil eletroforético das EVs-toxo purificadas foi investigado por

SDS-PAGE que apresentava um espectro de 15 a 70 kDa Figura 12B.

Igualmente, as EVs-toxo foram investigadas pela MET, cujas imagens

capturadas de alíquotas mostraram numerosas vesículas Figura 12C.

A B C

Figura 12. Purificação de vesículas extracelulares (EVs-toxo) liberadas por taquizoítos de T.
gondii. (A) O tamanho de partícula (nm) e a concentração (partículas / mL) foram avaliadas por
análise de rastreamento de nanopartículas. O gráfico original foi produzido usando
equipamento NanoSight. Os dados representam as três leituras de uma amostra contendo
EVs-toxo de 1x109 taquizoítos que liberaram as EVs por 2 h. (B) Proteínas de EVs-toxo
liberadas por taquizoítos, separadas por gel a 10% SDS-PAGE e coradas com prata. (C) A
imagem foi adquirida por microscopia eletrônica com numerosas EVs-toxo após purificação por
cromatografia. Ampliação: 25.000.
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4.2 Imunizações: padronizações

4.2.1 Definição da concentração do inóculo com taquizoítos

Os primeiros experimentos foram realizados para determinar o menor

número de parasitas necessários para causar mortalidade nos animais

infectados com a cepa RH de T. gondii. Grupos de 5 camundongos fêmeas da

linhagem A/Sn foram infectados por via intraperitoneal (IP) com 1000, 500, 130,

100 e 50 taquizoítos/grupos provenientes de cultura celular. A seguir, os índices

de sobrevida foram acompanhados diariamente. Como mostra a Figura 13,

com 100 taquizoítos em cerca de 9 dias todos animais foram a óbito. Na

infecção com 50 taquizoítos, um camundongo (20%) sobreviveu à infecção.

Assim, optou-se por desafiar os animais infectados com concentrações de 100

parasitas/animal.

Figura 13. Índices de sobrevida de grupos de 5 camundongos fêmeas da linhagem A/Sn
infectados com diferentes concentrações de taquizoítos
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4.2.2 Vias de inoculação

Quanto às imunizações foram testadas as vias de inoculação. Foram

imunizados 4 grupos de 5 camundongos fêmeas da linhagem A/Sn. Um grupo

recebeu 20 μg de EVs-toxo com ALUM por via IP em 4 doses quinzenais. O

segundo grupo recebeu nas mesmas datas as mesmas quantidades de EVs

por via intramuscular (IM). O terceiro e quarto grupos receberam nas mesmas

datas, solução salina tamponada com fosfatos, pH 7.2 (PBS) e a mesma

quantidade de ALUM, por via IM e IP, respectivamente. Estes dois últimos

grupos formaram os grupos controle. Como mostra a Figura 14, os índices de

sobrevida foram muitos semelhantes, porém, os animais inoculados por via IM

ficam menos debilitados. Assim optamos pelo uso do inóculo das EVs-toxo por

via intramuscular.

A B

Figura 14. Índices de sobrevida de grupos de 5 camundongos fêmeas da linhagem A/Sn
imunizados com 4 doses quinzenais de 20 μg de EVs-toxo e adjuvante ALUM por via
intramuscular (IM) (A), e intraperitoneal (IP) (B). Os grupos controles receberam somente o
ALUM e PBS.

4.3 Imunização com EVs de T. gondii induz uma resposta imune humoral
tipo IgG1 em camundongos

Camundongos fêmeas das linhagens A/Sn e Balb/c (EV-IM) foram

imunizados como descrito acima com 100 µg de EVs-toxo purificadas de

taquizoítos da cepa RH. Após as coletas de sangue para investigação dos
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níveis de anticorpos até a última imunização, os animais foram desafiados com

100 taquizoítos provenientes de culturas de células. A seguir a parasitemia

diária foi avaliada por qPCR e os índices de sobrevida avaliados diariamente.

Em todos os ELISAs foram utilizados o ALT como antígeno. Para análise dos

dados foram incluídos os experimentos dos grupos controles. (Um positivo,

animais infectados cronicamente com a cepa ME-49 (CHR) e outro negativo

(N), animais sem infecção). Como visto na Figura 15, os níveis de anticorpos

foram crescentes com as imunizações e as EVs induziram em camundongos

A/Sn na produção de anticorpos do tipo IgG1 e fraca produção de IGg2a.

Níveis baixos de IgM foram detectados em todos os soros analisados.

Na linhagem Balb/c, os resultados foram semelhantes, porém os níveis

de anticorpos detectados foram um pouco mais baixos, por isso a linhagem

A/Sn foi escolhida, Figura 16. Assim, os resultados demonstram que EVs-toxo

desencadeiam preferencialmente a resposta imune de IgG1 em ambas as

linhagens de camundongos. Análises por imunoblot confirmaram que os soros

dos camundongos imunizados EV-IM reconheciam antígenos de taquizoítos.

Figura 15. Níveis de anticorpos produzidos na imunização com EVs-toxo em camundongos
fêmeas da linhagem A/Sn, após 3 imunizações. Os valores foram comparados a um “pool” de
soros de camundongos infectados com a cepa ME-49 (CHR).
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Figura 16. Níveis de anticorpos produzidos na imunização com EVs-toxo em camundongos
fêmeas da linhagem Balb/c, após a 1ª, 2ª e 3ª imunização. Os valores foram comparados a um
“pool” de soros de camundongos infectados com a cepa ME-49 (CHR).

4.4. Análise eletroforética do ALT por SDS-PAGE e Imunoblot

Como mostra a figura 17, a análise eletroforética de ALT foi realizada por

SDS-PAGE 10%. A seguir, as proteínas foram transferidas para tiras de

nitrocelulose (Figura 17-1:EVs) e incubadas com “pool” de soros de

camundongos crônicos (Figura 17-2:ME-49); imunizados (Figura 17-3:EV-IM);

e negativos (Figura 17-4:N). A análise por immunoblot confirmou que o “pool”

de soros de camundongos imunizados foi reagente para os antígenos

parasitários.
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Figura 17. Análise eletroforética do ALT por SDS-PAGE e imunoblot (1:EVs). Após a
separação eletroforética, as proteínas foram transferidas para tiras de nitrocelulose e
incubadas com “pools” de soros de camundongos crônicos (2:ME-49); imunizados (3:EV-IM); e
negativos (4:N).

4.5 Imunização com EVs de T. gondii causa proteção em camundongos
desafiados com a cepa altamente virulenta (RH)

A seguir, os animais imunizados e os controles (de ambas as linhagens)

foram desfiados com 100 taquizoítos/animal. A Figura 18 mostra os resultados

dos níveis de parasitemia diários determinados por qPCR e os índices de

sobrevida. Os níveis de parasitemia foram estatisticamente mais altos nos

grupos controle do que nos imunizados, em ambas as linhagens. Da mesma

forma, os índices de sobrevida foram superiores nos animais imunizados

quando comparados ao grupo controle. Os experimentos de imunização e

desafio foram realizados por duas vezes e com resultados similares.
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Figura 18. Níveis de parasitemia determinados por qPCR e porcentagem de sobrevida de camundongos
fêmeas das linhagens A/Sn e Balb/c imunizados com EVs e desafiados com 100 taquizoítos/animal.

4.6 Participação de anticorpos anti-EVs na parasitemia e sobrevida de
camundongos imunizados

Em seguida, experimentos de opsonização foram realizados em

camundongos A/Sn, para verificar se os anticorpos anti-EVs foram capazes de

neutralizar a infecção. Taquizoítos incubados com IgG purificada de

camundongos imunizados com EVs foram utilizados para infectar um grupo de

5 camundongos. Em seguida, os índices de parasitemia e sobrevida foram

monitorados diariamente. O grupo controle negativo recebeu, nos mesmos

dias, taquizoítos incubados com IgG purificada de camundongos negativos. O

grupo controle positivo recebeu taquizoítos opsonizados com IgGs purificadas

de camundongos crônicos (infectados com a cepa ME-49). Os camundongos

desafiados com taquizoítos opsonizados com IgG anti-EVs apresentaram

diminuição na parasitemia, estatisticamente significante, quando comparados

aos camundongos do grupo controle negativos (Figura 19A). Da mesma forma,

esses camundongos tiveram um aumento de sobrevida de 48 h, quando

comparados aos desafiados com taquizoítos com IgG normal (Figura 19B).
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A B

Figura 19. Opsonização de taquizoítos de T. gondii com anticorpos anti-EVs reduz a
parasitemia e aumenta o índice de sobrevida de camundongos infectados com uma cepa
altamente virulenta e letal (cepa RH). (A) Níveis de parasitemia de camundongos A/Sn
infectados ip com 100 taquizoítos opsonizados com IgGs purificadas (2,5 mg) de camundongos
imunizados com EVs (10 min a 37°C) (IgG anti-EVs). O grupo controle negativo recebeu
taquizoítos opsonizados com IgGs purificadas de camundongos negativos. O grupo controle
positivo recebeu taquizoítos opsonizados com IgGs purificadas de camundongos crônicos
(infectados com a cepa ME-49) (IgG anti-ME-49). Os níveis de parasitemia foram estimados
diariamente pela qPCR. Os resultados foram obtidos originariamente em CT e transformados
em números de taquizoítos após o cálculo de produtos amplificados no qPCR. Diferenças nos
números de taquizoítos entre os dois grupos foram estatisticamente diferentes pelo teste de
Mann-Whitney, valor P unicaudal. (B) Taxas de sobrevida dos camundongos infectados com
taquizoítos opsonizados com IgGs purificadas de camundongos imunizados (anti-EVs),
negativos (controle) e crônicos (anti-ME-49).

4.7 Expressão de citocinas in situ

As análises histopatológicas do cérebro, coração, fígado, baço e

músculo esquelético mostraram que os camundongos do grupo crônico

apresentaram alterações histopatológicas típicas na infecção crônica causada

por T. gondii, incluindo a presença de cistos, principalmente no cérebro. Esses

resultados já foram descritos em diferentes estudos (Ferguson et al.,1991;

Fuentes-Castro et al., 2017). Não foram identificadas alterações

histopatológicas nos tecidos de camundongos dos grupos sem infecção e

imunizados com EVs.

Em relação às análises de imuno-histoquímica, a Figura 20 mostra as

imagens microscópicas de células do baço coletadas de camundongos

crônicos (CHR) e imunizados com EVs (EV-IM). As imagens indicam

expressões in situ de IFN-y (A), IL-10 (B), TNF-α (C) e IL-17 (D) como células

manchadas de marrom.
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CHR EV-IM

Figura 20. A imunização com EVs de T. gondii ativa a resposta celular. Expressão in situ de
IFN-y (A), IL-10 (B), TNF-α (C) e IL-17 (D) de células do baço de camundongos crônicos (CHR)
e camundongos imunizados com EVs (EV- IM) foram corados por análise histopatológica e
imunohistoquímica (IHQ). Ampliações 400 x.

A Figura 21 mostra todos os resultados em forma de gráfico, uma vez

que as avaliações microscópicas foram feitas no cérebro, coração, fígado, baço

e músculo esquelético separadamente. Os valores de células imunomarcadas

foram expressos como média ± SEM. No grupo crônico (CHR) as citocinas
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estudadas foram superexpressas quando comparadas aos do grupo controle

negativo (N). Esses resultados são amplamente conhecidos na literatura

(Zenner et al., 1999; Brandão, et al., 2009; Costa-Silva et al., 2008, 2012). As

células dos camundongos do grupo imunizados com EVs (EV-IM) expressaram

IFN-y e IL-10 em células do cérebro e do baço. TNF-α foi expresso em células

do baço.

Figura 21. Distribuição das citocinas IFN-y, TNF-α, IL-17 e IL-10 no cérebro, coração, fígado,
baço e células do músculo esquelético. Amostras de camundongos negativos (N:colunas
verdes), crônicos (CHR: colunas azuis) e imunizados (EV-IM: colunas vermelhas). Os valores
indicam a média ± SEM. de três camundongos por grupo.

4.8 Investigação das EVs de camundongos na infecção por T. gondii

As EVs-mouse foram concentradas por ultracentrifugação e, em

seguida, o tamanho e a concentração de EVs foram determinados no

NanoSight. A Figura 22A mostra as médias e a concentração de EVs-mouse

em pool (1 mL) de 5 camundongos por grupo. A concentração de EVs- mouse

do grupo N (média: 2,22 × 1010 EVs/mL) foi estatisticamente menor do que o

grupo EV-IM (média: 8,40 × 1010 EVs/mL), grupo da infecção aguda (ACT)

(média: 8,92 × 1010 EVs/mL) e grupo CHR (média: 8,93 × 1010 EVs/mL), em p =

0,0176, p = 0,0201 e p = 0,0201, respectivamente. Em paralelo, os tamanhos

de partículas também foram investigados pelo NTA.
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A Figura 22B mostra a comparação entre as médias ± SEM do tamanho

das EVs-mouse dos grupos: N (média: 131 ± 7,2 nm), EV-IM (média: 153 ± 5,5

nm), ACT (média: 202 ± 6,4 nm) e CHR (média: 193 ± 12,2 nm). Os grupos

ACT e CHR tiveram tamanho das EVs estatisticamente maior do que o grupo N

em p = 0,0177 e p = 0,0300, respectivamente. A Figura 22C mostra as análises

realizadas por ANOVA.

As diferenças entre todos os grupos para concentração e tamanho de

EVs foram estatisticamente significativas em p = 0,0002 e p = 0,0002,

respectivamente. Embora em todas as amostras, EVs com tamanho

correspondente a exossomos tenham sido mostrados no NTA, a média mostra

que grande parte das EVs derivadas de soro de camundongos infectados eram

microvesículas. A evolução das EVs-mouse no curso da infecção por T. gondii

também foi investigada. No início da infecção (T = 0) o valor foi de 2,58 × 1010

EVs/mL. Durante a infecção aguda, por volta do 15º dia, a concentração

aumentou para 7,6 × 1010 EVs/mL e os valores foram semelhantes até o 60º

dia, durante a infecção crônica (7,57 × 1010 EVs/mL) (Figura 22D).

Com a intenção de ilustrar a produção de EVs-mouse derivados de soro

após a imunização com EVs-toxo, a Figura 22E mostra a diferença entre as

concentrações de EVs-mouse dos grupos EV-IM e N.
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D E

Figura 22. Tamanho e concentração das EVs de soros de camundongos A/Sn (1 mL). As
medições foram determinadas por NanoSight. (A) Concentração das partículas/mL e (B)
médias dos tamanhos das partículas (nm), nos seguintes grupos: EVs provenientes soros de
camundongos negativos (N); imunizado com EVs-toxo (EV-IM); infectado pela cepa RH (ACT) e
infectado crônico pela cepa ME-49 (CHR). (D) mostra a evolução de EVs-mouse após infecção
por T. gondii (cepa ME-49). (E) mostra EVs derivadas de soro do grupo N (linha vermelha) e do
grupo EV-IM (linha preta). Os dados dos quatro gráficos representam três leituras por amostra.
Esses experimentos foram realizados 3 vezes para confirmar os resultados. As diferenças entre
os grupos foram calculadas estatisticamente pelo Teste t de Student não pareado (unicaudal) e
ANOVA unidirecional ©.
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4.9 Morfologia das EVs de soro murino analisadas por MET

As EVs-mouse foram analisadas por MET para caracterização

morfológica. Os resultados determinados pelo NTA foram confirmados

microscópicamente, mostrando a presença das EVs. (Figura 23). Nestas imagens

observam-se vesículas com tamanhos característicos de exossomos (120 nm).

Figura 23. Imagens captadas por MET de preparações de EVs de soros “pool” de
camundongos infectados com as cepas ME-49 (A), RH (B) e VEG (C). As imagens D e E
mostram as EVs purificadas de soros de camundongos não infectados e imunizados com EVs,
respectivamente. Aumento de 150 000 vezes.

4.10 Análise eletroforética e imune das EVs purificadas de soros

O perfil eletroforético das EVs-mouse proveniente de soros de

camundongos foi analisado por SDS-PAGE-10%. A seguir foram avaliados a

presença das tetraspaninas (proteínas transmembranas, características de

exossomos) CD-9 e CD-63. A Figura 24 mostra as marcações de ambos os
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anticorpos, indicando a presença de exossomos nos purificados das EVs e a

intensa marcação nas provenientes de soros dos animais infectados e dos

imunizados.

Figura 24. Eletroforese (SDS-PAGE10%) corada com nitrato de prata, contendo EVs de soros.
Imunoblot indicando as tetraspaninas CD63 e CD9, de 37 kDa e 28 kDa, respectivamente. As
EVs analisadas foram provenientes de “pool” de soros de camundongos negativos (1);
imunizados com EVs (2); infectados com a cepa RH (3); infectados com a cepa ME-49 (4); e
infectados com a cepa VEG (5).

4.11 EVs estimulam esplenócitos de camundongos in vitro a produção de
citocinas

Esplenócitos de camundongos dos grupos N, EV-IM e CHR foram

reestimulados in vitro com EVs liberadas por T. gondii. Em seguida, a produção

das citocinas de IFN-y, IL-10, TNF-α e IL-17 foram determinadas por ELISA no

sobrenadante dos esplenócitos coletados dos três grupos de camundongos.

Em paralelo, os controles também foram avaliados nas mesmas condições. As

células tratadas com Con A ou LPS tiveram uma excelente proliferação. Não

houve proliferação nos controles negativos, que continham culturas de

esplenócitos na ausência de antígeno (Figura 25).

Esplenócitos dos grupos EV-IM e CHR estimulados com EVs de T.

gondii, por 48 h produziram níveis semelhantes de IFN-y (406,8 pg/mL e 566,6

pg/mL, respectivamente). Os esplenócitos de camundongos do grupo N

produziram baixas quantidades de IFN-y (246,8 pg/mL). As diferenças entre o

grupo N dos grupos EV-IM ou CHR foram estatisticamente significativas em p

= 0,0112 e p = 0,0079, respectivamente.
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Os esplenócitos do grupo EV-IM estimulados com EVs de T. gondii, por

48h produziram níveis elevados de IL-10 (1214,55 pg/mL) quando comparados

aos dos grupos CHR e N (867,35 pg/mL e 782,9 pg/mL), respectivamente. A

diferença entre os grupos N e EV-IM foi estatisticamente significativa (p=

0,0422).

Níveis de TNF-α determinados em esplenócitos murinos, estimulados

com EVs produzidos por T. gondii por 24 h, nos grupos EV-IM e CHR foram

113,6 pg/mL e 96,6 pg/mL, respectivamente. Ambos os valores foram

superiores aos do grupo N (7,5 pg/mL). As diferenças entre o grupo N dos

grupos EV-IM ou CHR foram estatisticamente significantes (p = 0,0042 e p=

0,0022, respectivamente).

Igualmente, os níveis de IL-17 em esplenócitos murinos dos grupos

EV-IM e CHR foram de 1,82 pg/mL e 4,32 pg/mL, respectivamente. Ambos os

valores foram superiores aos do grupo N (0,41 pg/mL).

Tanto no grupo N, quanto no grupo EV-IM ou CHR houve diferenças

estatisticamente significantes (p = 0,035 e p = 0,0073, respectivamente)

(Tabela 3). Comparações entre todos os grupos para IFN-y, IL-10, TNF-α e

IL-17 mostraram-se estatisticamente significativas com p = 0,0001, p = 0,003, p

= 0,0001 e p = 0,0053, respectivamente.
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Figura 25. Produção de citocinas em esplenócitos murinos após estimulação com EVs in vitro.
Esplenócitos (1 × 106/poço), N (colunas verdes), EV-IM (colunas vermelhas) e CHR (colunas
azuis) foram reestimulados com EVs (100 μg/mL) para IFN-y, IL-10, TNF-α e IL-17. Os
sobrenadantes foram coletados após 24 ou 48 horas e os níveis de citocinas foram
determinados por ELISA. Os esplenócitos foram coletados de baços de três camundongos (por
experimento). Os valores representam a média ± SEM de cada quantidade de citocina (pg/mL).
CN, controle negativo (colunas roxas), culturas de esplenócitos na ausência de EVs de T.
gondii. CP, controle positivo (colunas rosas), ConA para IFN-y, IL-10 e IL-17 e LPS para TNF-α.

Tabela 3. Diferenças entre os grupos foram calculadas estatisticamente pelo Teste t de
Student não pareado (unicaudal) e ANOVA unidirecional.
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4.12 Expressão de miRNAs em camundongos imunizados com EVs
liberadas por T. gondii

Os experimentos de expressão gênica foram realizados para determinar

se T. gondii poderia afetar a expressão de miR-155- 5p, miR-29c- 3p,

miR-125b- 5p, miR-9- 5p, miR-21-5p e miR-146a-5p no modelo experimental

murino. A qualidade da extração de RNA em todas as amostras foi

comprovada após resultados positivos para Cel-miR-39 em qPCR, que foi

utilizado como controle externo, após a inclusão da molécula sintética.

A Figura 26 mostra os valores de RQ de cada miRNA testado em soros

dos grupos EV-IM, RH e ME-49. Os miRNAs estudados foram mais expressos

nos camundongos imunizados do que nos infectados (grupos RH e ME-49). O

grupo EV-IM expressou miR-155-5p, miR-29c-3p e miR-125b-5p, com valores

médios de RQ (ou mais expressos que o grupo N) de 3,78, 2,84 e 1,95,

respectivamente. Os demais (miR-9-5p, miR-21-5p e miR-146a-5p) foram

pouco expressos com valores de RQ de 1,11, 1,13 e 0,62, respectivamente. No

grupo ME-49, miR-155-5p, miR-9-5p e miR-21-5p tiveram valores de RQ de

1,08, 1,29 e 1,35, respectivamente. Os demais miRNAs analisados ​​no grupo

ME-49 e todos no grupo RH foram pouco expressos (valores abaixo de 1,0).

miRNAs

Figura 26. Valores de RQ de cada miRNA testado em soros de camundongos de grupos
EV-IM (colunas rosas), ME-49 (colunas azuis) e RH (colunas laranjas).
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5. DISCUSSÃO

As EVs, incluindo exossomos e microvesículas, estão envolvidas em

diferentes funções, entre elas, destacam-se a transferência de macromoléculas

e biomarcadores que podem interagir com moléculas específicas do sistema

imunológico (Yu et al., 2006; Delabranch et al., 2012; Yang et al.,2019). Assim,

estudos envolvendo imunização usando EVs como imunógeno foram

realizados em diferentes modelos (Bhatnagar et al., 2007; Martin-jaular et al.,

2011; del Cacho et al., 2012; Schwab et al., 2015; Chaiyadet et al., 2019).

EVs-toxo transportam e liberam ESA, que participam na invasão de

taquizoítos nas células hospedeiras e estimulam o sistema imunológico do

hospedeiro (Bhatnagar et al., 2007; Jongert et al., 2008; Weilhammer et al.,

2011; Delabranch et al., 2012; Li et al., 2018). Deste modo, mostramos aqui a

capacidade das EVs-toxo secretadas pelos taquizoítos em estimular a resposta

imune protetora do hospedeiro contra a infecção por T. gondii.

Inicialmente, as EVs-toxo foram purificadas a partir de taquizoítos

mantidos in vitro para uso nas imunizações. Duas linhagens isogênicas de

camundongos foram usadas para entender se tal resposta imune seria capaz

de reduzir os taquizoítos no sangue. Assim, os camundongos não imunizados

foram desafiados com uma dose letal de T. gondii. Os resultados mostraram

que a imunização com EVs-toxo contribuiu para controlar a infecção, reduzindo

a parasitemia e aumentando o índice de sobrevida nas duas linhagens de

camundongos. A diferença na parasitemia e sobrevida foi estatisticamente

significativa entre os camundongos imunizados com EVs e negativos (em

ambas as linhagens). Esses dados podem sugerir a capacidade das EVs-toxo

em estimular a resposta imune protetora. Experimentos de ELISA e

imunotransferência usando ALT (antígeno bruto de T. gondii) nos levaram a

supor que as EVs-toxo liberadas por taquizoítos transportam antígenos do

parasita para as células hospedeiras.

As imunizações que usam antígenos de superfície e ESA, como

grânulos densos, proteínas de micronemas e roptrias, desempenham um papel

importante no estímulo da imunidade protetora (Hunter et al., 2012; Ivanova et

al., 2016). Igualmente, a imunização com EVs-toxo liberadas por taquizoítos
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desencadeou imunidade protetora, preferencialmente do tipo IgG1. A evolução

dos anticorpos durante a imunização mostrou que camundongos imunizados

com EVs-toxo tinham níveis mais baixos de IgM do que os crônicos com 50

dias de infecção. Ao mesmo tempo, ambos os grupos produziram altos níveis

de IgG. As EVs-toxo desencadeiam uma alta concentração de IgG1 e baixa

IgG2a. Sabe-se que a infecção crônica induz altos níveis de anticorpos IgG. Os

crônicos apresentaram altos níveis de IgG2a e baixa produção de IgG1. Esses

resultados também foram mostrados anteriormente quando os camundongos

foram imunizados com ESA de T. gondii (Costa-silva et al., 2008; Costa-Silva et

al., 2012).

Os experimentos de opsonização confirmaram que os anticorpos

anti-EVs foram capazes de neutralizar parcialmente a infecção, já que os

camundongos infectados com taquizoítos incubados com IgG purificada de

camundongos imunizados com EVs-toxo apresentaram diminuição da

parasitemia e aumento do índice de sobrevida. Provavelmente, esses

anticorpos participam da ativação prévia do sistema complemento, a fim de

facilitar a fagocitose e a eliminação da parasitemia e parasitismo nas células do

tecido.

De acordo com a investigação em resposta celular, as análises de

imuno-histoquímica indicaram que EVs-toxo produzidas por taquizoítos

provocaram a expressão positiva de IFN-y, TNF, IL-10 e em menor

concentração de IL-17. Os níveis de IFN-y e TNF-α foram produzidos em todos

os órgãos estudados nos camundongos imunizados com EVs-toxo e nos

crônicos. Esses dados sugerem que, durante a infecção ativa, quando os

taquizoítos e as EVs-toxo são liberados, o sistema imunológico do hospedeiro

produz IFN-y e TNF-α. Ambas as citocinas estão envolvidas no controle da

infecção (Gazzinelli et al., 1996; Denkers e Gazzinelli, 1998). A IFN-y induz a

síntese de TNF-α em células infectadas com a intenção de controlar a infecção

por T. gondii (Rosenberg et al., 2009). Como ambas as citocinas agem

sinergicamente durante a infecção, é possível que EVs liberadas pelos

taquizoítos possam ajudar no controle da infecção. A TNF-α desempenha

papel importante na geração de intermediários reativos de nitrogênio como

mediadores da resistência do hospedeiro à infecção precoce por T. gondii
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(Jankovic et al., 2007; Dziadek et al., 2009). A correlação entre altos níveis de

citocinas do tipo Th1 e a forte resposta imune humoral na imunização pelas

EVs e na infecção por T. gondii sugere que as citocinas do tipo Th1 provocaram

uma proteção dos camundongos contra um desafio letal com a cepa RH.

A IL-10 tem função vital no equilíbrio das respostas imunes. As Evs-toxo

ativam células de camundongos imunizados para produzir essa citocina,

evitando uma resposta imune excessiva que poderia causar inflamação

extensa e danificar o tecido do hospedeiro (Gazzinelli et al., 1996; Anderson et

al., 2007, Jankovic et al., 2007). A imunização com EVs-toxo também estimulou

a resposta Th2, que elevou o nível de IL-10, essencial para equilibrar a

resposta inflamatória excessiva associada à infecção aguda por T. gondii

(Gazzinelli et al., 1996).

Com a finalidade de investigar as EVs-mouse produzidas em soros de

camundongos, as amostras foram ultracentrifugadas. A sequência das análises

incluiu a concentração de EVs-mouse por ultracentrifugação; evidência de

proteínas exossomais como tetraspaninas nas EVs-mouse purificadas e;

confirmação como tamanho e forma por NTA e microscopia eletrônica de

estruturas características de EVs-mouse. As amostras/grupo analisadas foram

constituídas de soros agrupados, em volume de 1mL de cinco camundongos

por cada grupo. A concentração de EVs derivados do soro do grupo de

camundongos negativos foi estatisticamente menor do que os infectados com T

gondii (agudos e crônicos) e os imunizados com EVs-toxo. Os resultados de

NTA também indicaram que grande parte das EVs-mouse provenientes de soro

de camundongos infectados eram microvesículas, uma vez que os tamanhos

das partículas eram diferentes do grupo de camundongos negativos. O

tamanho das EVs-mouse produzidas pelos grupos de camundongos nas

formas aguda e crônica foram maiores que as do grupo de negativos.

Esta diferença não foi observada em EVs-mouse purificados de

camundongos imunizados. Esses resultados sugerem que EVs-mouse

produzidas por hospedeiros infectados estão correlacionadas com a

estimulação da resposta imune. Camundongos infectados com a cepa ME-49

desenvolvem parasitemia muito baixa. Após a forma aguda, que ocorre em
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torno de 10 a 15 dias pós-infecção, dependendo da linhagem de camundongos

ou da quantidade de parasitas utilizada para a infecção, instala-se a forma

crônica da infecção (Home e Sibley, 1995). Coincidentemente observou-se um

aumento semelhante da quantidade de EVs-mouse a partir deste período.

Resultados semelhantes foram mostrados anteriormente em amostras

humanas, uma vez que as concentrações de EVs derivadas do soro de

pacientes soropositivos para toxoplasmose foram maiores do que aquelas de

indivíduos não infectados (Cruz et al., 2020).

Embora a maioria das EVs-mouse fosse semelhante às microvesículas

em amostras de camundongos infectados, a presença de exossomos também

foi confirmada pela forma e pelo tamanho na MET. Além disso, não foi

observada diferença na forma ou tamanho das EVs entre os grupos de

camundongos, além da evidência das tetraspaninas CD63 e CD9 confirmadas

em immunoblot após SDS-PAGE.

Esses dados indicam que a concentração de EVs é capaz de distinguir

hospedeiros infectados de não infectados (Schwab et al., 2015; Cruz et al.,

2020). De acordo com outros estudos, inflamações sistêmicas causadas por

infecções graves aumentam a liberação de EVs que contêm fatores

pró-inflamatórios incluindo os miRNAs, que causam a ativação direta da

produção de citocinas (Karla et al., 2013; Nematian et al., 2018; Cruz et al.,

2020). Consequentemente, a resposta imune celular correlacionada com a

produção de EVs-mouse também foi investigada. Esplenócitos murinos foram

estimulados com EVs-toxo derivadas de T. gondii. Os resultados de ELISA

mostraram que os esplenócitos dos grupos imunizados e crônicos

expressavam IFN-y; TNF-α e IL-17 quando comparados com os do grupo

negativo. Esses resultados estão correlacionados com o fato de que durante a

infecção ativa, quando os taquizoítos estão liberando EVs-toxo, o sistema

imunológico do hospedeiro produz IFN-y, TNF-α e IL-17 para controlar a

inflamação e a infecção (Denker e Gazzinelli, 1998; Filisetti e Candolfi, 2004).

Além disso, esses dados também sugerem uma ação sinérgica dessas

citocinas para controlar a ação virulenta de EVs-toxo liberadas por taquizoítos.

Curiosamente, a IL-10 foi expressa apenas em esplenócitos do grupo dos
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camundongos imunizados com EVs-toxo. Certamente, a imunização estimulou

a alta produção de IL-10 para prevenir a infecção (Gazzinelli et al., 1996; Maia

et al., 2020).

Estudos anteriores mostraram que miRNAs regulam diferentes funções

correlacionadas com respostas imunes celulares (Bartel, 2004; Verma et al.,

2016) e alguns miRNAs podem ser detectados em hospedeiros infectados com

T. gondii (Canella et al., 2014; Kim et al., 2016; Silva et al., 2018; Cruz et al.,

2020; Meira-Strejevitch et al., 2020; Pereira et al., 2020). Consequentemente,

neste estudo, os experimentos foram realizados para determinar se T. gondii

poderia afetar a expressão de alguns miRNAs em modelos murinos. Um painel

de miRNAs bem conhecido em amostras biológicas humanas já foi testado

(Meira-Strejevitch et al, 2020; Pereira et al, 2020).

Curiosamente, os resultados dos miRNAs mostraram a expressão de

miR-155-5p, miR-29c-3p e miR-125b-5p nos soros dos três grupos estudados,

quando comparados com os do grupo de camundongos negativos. No entanto,

os camundongos imunizados expressaram mais do que os infectados (grupos

de camundongos agudos e crônicos). Embora muitas funções dos miRNAs

sejam desconhecidas na toxoplasmose, algumas delas já foram estabelecidas

em hospedeiros murinos e humanos. Estudos demonstraram que em

camundongos, o miR-155-5p participa da modulação da atividade das células

imunes durante a infecção por T. gondii. Em adição, ainda participa da

diferenciação da resposta Th1 e é necessário para a expressão de citocinas

pelas células T-reg. Este miRNA, é altamente expresso em subpopulações de

células Th17 em humanos e camundongos (Canellla et al., 2014; Escobar et

al., 2014). Pacientes com toxoplasmose ocular apresentaram expressão

exacerbada de miR-155-5p e miR-29c-3p. A produção elevada de citocinas

pró-inflamatórias como IL-6, TNF-α e TGF-β e IL-1B podem ser causados pelo

excesso de miR-155-5p e miR-29c-3p (Maia et al., 2017; Meira-Strejevitch et al,

2020). Da mesma forma, o miR-29c-3p participa como regulador de Th1 e

IFN-y na imunidade inata e adaptativa na infecção natural. As células imunes

do hospedeiro produzem altos níveis de IFN-y por indução de T gondii. Este

processo é ininterrupto para controlar a infecção em doenças agudas e

crônicas. Um desequilíbrio na produção de citocinas inflamatórias como TNF-α
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e iNOS tem um papel crítico na resposta imune em infecções intracelulares

(Meira et al., 2014; Maia et al., 2017).

Indivíduos com toxoplasmose assintomática expressam miR-125-5p

(Pereira et al., 2020). No entanto, uma elevação do TNF-α pode causar alta

regulação do miR-125-5p. Este miRNA, ainda, desregula macrófagos

infectados com T. gondii da cepa RH (Wei et al., 2010; Li et al., 2019). Entre os

miRNAs investigados neste estudo, miR-9-5p, miR-21-5p e miR-146a-5p foram

pouco ou não expressos em todos os grupos de camundongos estudados e

não foi possível correlacionar com a infecção do hospedeiro.

Os experimentos sugerem que as EVs participam das respostas

humorais e celulares do hospedeiro. Tais afirmações devem-se ao fato que as

EVs-toxo carregam proteínas de T. gondii para estimular o sistema imunológico

do hospedeiro e complementar o controle da infecção. Assim, EVs-toxo podem

provocar um perfil combinado de Th1 e Th2, uma vez que ocorreram

predominantes IgG1, IFN-y e TNF-α, mas com um equilíbrio incluindo a

produção de IL-10. A interação entre o hospedeiro e T. gondii também pode

ocorrer via EVs. Da mesma forma, os miRNAs participam da modulação da

resposta imune celular contra T. gondii. Esses dados fornecem subsídios para

propor a discriminação entre hospedeiros infectados ou não infectados pela

análise da concentração de EVs no soro.
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7. CONCLUSÃO

1. A padronização e a produção de EVs de taquizoítos adaptados às culturas

celulares foram estabelecidas com sucesso.

2. A imunização de camundongos A/Sn com as EVs liberadas por taquizoítos

desencadeou proteção imunológica.

3. A detecção da classe de anticorpos IgM e as subclasses de IgG (IgG1 e

IgG2a) envolvidas na imunoproteção, mostrou-se preferencialmente do tipo

Th2.

4. A investigação da produção das citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias

em camundongos imunizados mostrou que EVs podem provocar um perfil

combinado de Th1 e Th2, uma vez que foram detectadas

predominantemente IFN-y e TNF-α, incluindo também a produção de IL-10.

5. Foi possível avaliar os índices de parasitemia e de sobrevida após o desafio

com T. gondii.

6. Os ensaios de expressão gênica para miRNAs nas amostras de soro de

camundongos foram realizados com sucesso, com o aumento na expressão

de miR-155, miR-29c e miR-125b.
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