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RESUMO 

 

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatório que apresenta diversos 

antígenos capazes de modular a resposta imune. Neste trabalho, visamos estudar 

dois antígenos imunomoduladores através do pré-tratamento para fase aguda e de 

imunização para fase crônica da infecção. O primeiro objetivo foi estudar o papel do 

antígeno solúvel de taquizoítas (STAg) nas células epiteliais para controle da 

inflamação intestinal durante a infecção aguda por T. gondii. Foi demonstrado que o 

tratamento com STAg preserva o número de células de Paneth durante a infecção, 

além de manter a integridade e a função do epitélio intestinal. Observamos também 

que camundongos tratados com STAg produzem IgA secretória contra bactérias 

patogênicas, controlando a microbiota e diminuindo a inflamação intestinal. Em outra 

vertente, avaliamos o papel da proteína de choque térmico de 70 kDa de T. gondii 

(TgHSP70) como um antígeno vacinal contra a infecção crônica. Observamos que a 

imunização com TgHSP70 adsorvida em alúmen reduziu o número de cistos e a 

inflamação no cérebro de animais infectados, bem como induziu a produção de 

elevados títulos de anticorpos específicos e imunocomplexos anti-TgHSP70. 

Mostramos que estes anticorpos não exercem sua função diretamente no parasita, 

mas parece desenvolver seu papel neutralizando a TgHSP70 livre, a qual induz a 

produção de óxido nítrico pelas células RAW264.7. Em suma, este trabalho 

demonstrou os mecanismos de ação de dois antígenos imunomoduladores de T. 

gondii, TgHSP70 e STAg, e reforça o uso destes antígenos como ferramentas para 

vacinação ou pré-tratamento no controle da infecção e da inflamação intestinal. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, TgHSP70, imunização, STAg, inflamação 



 

ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii is an obligatory protozoan parasite that present several antigens 

capable of activating immune responses. In this work, we aimed to study two 

immunomodulatory antigens in pre-treatment for acute and immunization for chronic 

infection. The first was to evaluate the role of soluble tachyzoite antigen (STAg) on 

epithelial cells to control intestinal inflammation during acute infection. It was 

demonstrated STAg treatment was able to preserve Paneth cell numbers during 

infection, and to maintain epithelial integrity and function. We also observed that 

STAg treated and infected C57BL/6 mice produce secretory IgA against pathogenic 

bacteria, controlling microbiota and diminishing intestinal inflammation. The second 

objective was to evaluate the role of T. gondii heat shock protein of 70 kDa 

(TgHSP70) as a vaccinal antigen in murine chronic infection. It was observed that 

immunization with alum-adsorbed TgHSP70 reduced cyst numbers and diminished 

inflammation in the brain, and also induced high titers of TgHSP70-specific 

antibodies. We demonstrated that these antibodies do not act directly on the 

parasite, but seem to neutralize free TgHSP70 that induce nitric oxide production in 

RAW264.7 cells. In summary, this work demonstrated action mechanisms of two T. 

gondii immunomodulatory antigens, STAg and TgHSP70, and strengthens the use of 

these antigens as tools for vaccination or pre-treatment in order to control infection 

and intestinal inflammation. 

 

Keywords: Toxoplasma gondii, TgHSP70, immunization, STAg, inflammation 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1. Toxoplasma gondii e toxoplasmose 

 T. gondii é um protozoário pertencente ao filo Apicomplexa, parasita 

intracelular obrigatório de células nucleadas de humanos e outros animais 

homeotermos, dentre eles aves e mamíferos (DUBEY, 2010). A toxoplasmose é uma 

doença de distribuição cosmopolita (JONES; DUBEY, 2010) e uma das zoonoses 

causadas por parasitas mais comuns no mundo (SROKA; WOJCIK-FATLA; 

DUTKIEWICZ, 2006). Estima-se que cerca de 1/3 da população adulta mundial 

esteja infectada pelo parasita. Devido à falta de uma vacina eficaz em humanos, a 

prevenção da transmissão se mostra o melhor meio de prevenção da toxoplasmose, 

devendo ser feita através da redução da exposição a oocistos, presentes na água 

e/ou no solo contaminados com fezes de felídeos infectados; e a cistos teciduais, 

encontrados em carne crua de animais frequentemente utilizados na alimentação 

humana, como suínos e carneiros (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ELMORE et al., 

2010). 

 Embora a toxoplasmose seja assintomática em indivíduos sadios, podendo 

persistir ao longo de toda vida sem ser diagnosticada, ela pode causar alterações 

graves em neonatos e pacientes imunocomprometidos (TENTER; HECKEROTH; 

WEISS, 2000). Desde a década de 60, o número de pacientes imunocomprometidos 

susceptíveis às diversas infecções vem aumentando a cada década e culminou no 

advento da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) no início dos anos 80. 

Além disso, com o aumento do número de transplantes e drogas imunossupressoras 

atualmente muito utilizadas no tratamento de pacientes portadores de doenças 

autoimunes e neoplasias, os quais se tornam susceptíveis às infecções oportunistas, 

como T. gondii (FERREIRA; BORGES, 2002). 
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 A toxoplasmose apresenta alta prevalência sorológica em mulheres gestantes 

em todo o mundo, tanto em países como a França (54,3%), Suíça (46,1) e Alemanha 

(63,2%) (ELSHEIKHA, 2008), quanto no Brasil (72%) (TENTER; HECKEROTH; 

WEISS, 2000; GROSS, 2004). A transmissão vertical pode ocorrer em gestantes 

imunocompetentes que se infectarem durante a gestação. Em pacientes gestantes 

infectadas com T. gondii, estima-se que 45% dos fetos tornam-se infectados e que 

cerca de 6% destes morrem, enquanto 10-30% desenvolvem sintomas como 

hidrocefalia, calcificação intracerebral, corioretinite e retardo mental (ROBERTS; 

BREWER; ALEXANDER, 1994).  

 T. gondii apresenta três estágios de desenvolvimento durante seu ciclo de 

vida (Figura 1): (1) os taquizoítas são predominantes na fase aguda da 

toxoplasmose e reproduzem-se rapidamente dentro estruturas conhecidas como 

vacúolos parasitóforos; (2) os bradizoítas são predominantes durante a fase crônica 

da infecção e formam estruturas císticas no interior de células do hospedeiro e; (3) 

os esporozoítas são encontrados dentro de oocistos oriundos da reprodução 

sexuada no intestino de Felídeos e liberados nas fezes (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 

1998). 

 

Figura 1. Estágios de desenvolvimento de T. gondii. (A) Quatro taquizoítas livres. A seta aponta um 

taquizoíta e a cabeça de seta indica o núcleo. (B) Vários bradizoítas dentro de um cisto tecidual. A seta 

aponta um bradizoíta e a cabeça de seta indica a parede cística. (C) Oito esporozoítas contidos dentro 

de dois esporocistos formando 1 oocisto esporulado. Reproduzido (WEISS; KIM, 2007). 
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 T. gondii apresenta um ciclo de vida constituído de várias formas infecciosas 

(Figura 2). A fase sexuada ocorre no intestino de hospedeiros definitivos (Felidae) 

(ELMORE et al., 2010). Após a ingestão de cistos teciduais, a parede cística é 

dissolvida por enzimas proteolíticas no estômago e intestino, liberando formas 

bradizoítas capazes de penetrar nas células epiteliais do intestino e iniciarem o 

desenvolvimento de numerosas gerações sexuadas. No intestino desenvolvem-se 

 

Figura 2. Rotas de infecção por T. gondii. A transmissão de T. gondii acontece por três principais vias: 

(1) transmissão pela ingestão de oocistos esporulados liberados nas fezes de felídeos (hospedeiros 

definitivos); (2) transmissão de animais para humanos (zoonótica) pela ingestão de carne e/ou alimentos 

contaminados com cistos teciduais e; (3) transmissão da mãe para a criança (congênita) através da 

passagem de taquizoítas pela barreira placentária. Reproduzido com permissão (YAROVINSKY, 2014). 
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cinco tipos morfológicos denominadas tipo A a E. Quando a fecundação ocorre, é 

formado o oocisto contendo dois esporocistos, que por sua vez contém quatro 

esporozoítas cada (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). A fase assexuada ocorre em 

hospedeiros intermediários endotérmicos, como aves e mamíferos, e é constituída 

de parasitas intracelulares na forma de taquizoítas. Esta forma pode infectar e se 

multiplicar em células nucleadas do hospedeiro, propagando-se por todo o corpo e 

levando o desenvolvimento da fase aguda da infecção (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 

1998). 

 

1.2. Imunologia e patologia associada à toxoplasmose 

 Durante infecção oral, as células epiteliais promovem a primeira barreira 

contra a infecção, as quais não são capazes de impedir que o parasita cruze o 

epitélio e se propague para outros tecidos, rompendo inclusive as barreiras 

biológicas da placenta, do sistema nervoso central (SNC) e do olho (BARRAGAN; 

SIBLEY, 2003). Camundongos descritos como suscetíveis à infecção por T. gondii, 

quando infectados oralmente, apresentaram alterações histológicas graves, como a 

perda de estrutura do epitélio, o encurtamento dos vilos, uma massiva migração de 

neutrófilos, macrófagos, células dendríticas e linfócitos para lâmina própria, assim 

como focos de necrose (LIESENFELD et al., 1996; MUNOZ; LIESENFELD; 

HEIMESAAT, 2011). 

 A ativação da resposta imune inata contra T. gondii é desencadeada 

principalmente por receptores de reconhecimento padrão, como os receptores 

semelhantes à toll (TLRs) (PIFER; YAROVINSKY, 2011). A deficiência de TLR4 está 

envolvida com a redução da produção de interleucina 6 (IL6), interferon gamma 

(IFNγ) e IL12, promovendo o aumento da carga parasitária no SNC (FURUTA et al., 
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2006). Além dos neutrófilos e macrófagos, as células dendríticas também são 

capazes de produzir IL-12, a qual estimula a produção de IFNγ pelos linfócitos NK 

(Figura 3) (RACHINEL et al., 2004). Além disso, recentemente foi mostrado que a 

proteína profilina de T. gondii é capaz ativar TLR11 e 12 e induzir a produção de 

IL12 pelas células dendríticas (Figura 3) (KOBLANSKY et al., 2013). 

 T. gondii possui mecanismos capazes de evadir da resposta imune e reduzir a 

sinalização via IFNγ através da molécula supressora de sinalização de citocinas 1 

(STUTZ et al., 2012). Quando ativados, macrófagos produzem TNF, que juntamente 

com IFNγ produzido por células T CD4+ da lâmina própria, amplificam a produção da 

sintase do óxido nítrico induzível (iNOS) (LIESENFELD et al., 1999). Os macrófagos 

 

Figura 3. Resposta celular mediada por IFNγ durante a infecção por T. gondii. IFNγ é essencial para a 

sobrevivência durante a infecção por T. gondii. A ativação de células dendríticas (DCs) mediada por 

moléculas secretadas (Ex.: profilina) ou pela infecção intracelular promovem a produção de IL12, a qual 

estimula a produção de IFNγ pelas células NK. As DCs infectadas também são capazes de ativar as 

células T CD8+, as quais também servem como fonte de IFNγ, em adição a produção pelas células T 

CD4+ e pelos neutrófilos. IFNγ é fundamental para a completa ativação de mecanismos de inibição e 

destruição de parasitas intracelulares em macrófagos. Reproduzido de (YAROVINSKY, 2014). 
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são a principal fonte de óxido nítrico (NO) para destruição de parasitas (Figura 4), 

especialmente durante a fase aguda, embora os elevados níveis de NO mediam a 

inflamação intestinal (KHAN et al., 1997). Durante a fase crônica no cérebro, várias 

células iNOS+ são encontradas ao redor de cistos teciduais de T. gondii, sugerindo 

um papel destas células para o controle da infecção crônica (SCHLUTER et al., 

1999). Além disso, a inibição não específica de iNOS leva ao aumento do número de 

cistos cerebrais em camundongos C57BL/6 (KANG, K. M. et al., 2004). Porém, uma 

 

Figura 4. Mecanismos de eliminação de parasitas mediados por IFNγ em células infectadas. IFNγ possui 

diversos efeitos em mecanismos celulares para o combate a parasitas intracelulares. Dentre eles estão: 

(1) aumento da expressão de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e da consequente redução da 

disponibilidade de triptofano, o qual é um aminoácido essencial para a replicação do parasita; (2) 

aumento da expressão de iNOS que aumenta os níveis de NO, o qual é uma molécula tóxica para o 

parasita, e diminui os níveis de arginase, regulando a replicação intracelular e (3) aumento de GTPases 

relacionadas com a imunidade (IRGs) e proteínas ligantes de guanilato (GBPs) que mediam a destruição 

do vacúolo parasitóforo. Reproduzido de (YAROVINSKY, 2014). 
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produção exagerada de óxido nítrico (NO), IFNγ e TNF contribuem para a 

inflamação e até necrose no intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados 

e, se não controlada, essa resposta pode levar à morte (KHAN et al., 1997; 

LIESENFELD et al., 1999). 

 A resposta imune adaptativa contra T. gondii é formada através da 

apresentação de antígenos pelo complexo de histocompatibilidade principal de 

classe II (MHC-II) de células dendríticas e macrófagos e MHC-I de células 

nucleadas. As duas principais populações de células T ativadas por este mecanismo 

são os linfócitos T CD4+ e T CD8+. Porém, o principal papel das células T CD4+ na 

infecção é como células auxiliares das células T CD8+ (GAZZINELLI et al., 1992). Os 

infiltrados celulares relacionados com a encefalite toxoplásmica no SNC de 

camundongos adultos são compostos por macrófagos, linfócitos T CD4+ e CD8+ 

(DECKERT-SCHLUTER et al., 1994). Porém, a falta de mecanismos reguladores 

eficazes da resposta contra o parasita pode levar a quadros imunopatológicos 

graves (GAZZINELLI et al., 1996). 

 A resposta humoral adaptativa contra T. gondii é desencadeada pelas células 

B, as quais desempenham um papel importante para controle de cistos teciduais de 

T. gondii tanto em camundongos tipo selvagem (WT) ou deficientes em CD4 (KANG; 

REMINGTON; SUZUKI, 2000; JOHNSON; SAYLES, 2002). Além disso, estas 

células também são essenciais para a geração de respostas imunes mediadas por 

anticorpo em camundongos imunizados e controlando a replicação do parasita 

(SAYLES; GIBSON; JOHNSON, 2000).  
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CAPÍTULO 1 

 

Antígeno Solúvel de Taquizoítas de Toxoplasma gondii preserva 

células de Paneth e previne disbiose em infecção oral 
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2. INTRODUÇÃO (CAPÍTULO II) 

2.1. Doença de Crohn (CD) 

 As doenças inflamatórias intestinais (IBD) são processos inflamatórios 

crônicos que ocorrem no intestino e apresentam duas formas clínicas distintas, a 

doença de Crohn (CD) e a colite ulcerativa (UC), as quais afetam o trato 

gastrointestinal e o intestino grosso, respectivamente (KASER; ZEISSIG; 

BLUMBERG, 2010). A patogênese da CD é causada pela combinação de vários 

fatores incluindo desordens genéticas, disbiose da microbiota intestinal, 

anormalidades na barreira epitelial intestinal e disfunção das respostas inflamatórias 

(XAVIER; PODOLSKY, 2007). Uma vez que os processos inflamatórios na CD e na 

fase aguda da infecção oral de camundongos C57BL/6 por T. gondii são similares, a 

toxoplasmose aguda intestinal nessa linhagem de camundongos é um modelo de 

estudo de mecanismos imunes no desenvolvimento de CD (EGAN; COHEN; 

DENKERS, 2012). T. gondii infecta a mucosa através da invasão direta das células 

epiteliais no intestino delgado e rapidamente iniciam processos inflamatórios na 

mucosa (JU; CHOCKALINGAM; LEIFER, 2009). 

 A defesa das superfícies de mucosas incluem a secreção de IgA, defensinas, 

citocinas e quimiocinas (JU; CHOCKALINGAM; LEIFER, 2009). A IgA secretória é a 

primeira linha de defesa contra patógenos entéricos, além de ser responsável por 

controlar comunidades bacterianas com a finalidade de manter a homeostase 

intestinal (KATO et al., 2014). A IgA é produzida pelas células B nos órgãos linfoides 

intestinais e passam através do epitélio para o lúmen, promovendo a neutralização 

de patógenos e controlando bactérias comensais (SANTAOLALLA; ABREU, 2012). 

Além disso, o epitélio intestinal protege o hospedeiro contra a infecção microbiana 

pela formação de uma barreira física, além de participar na resposta imune inata 
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pela produção de citocinas, quimiocinas e peptídeos antimicrobianos (MULLER; 

AUTENRIETH; PESCHEL, 2005). Existem duas populações de células tronco 

intestinais bem caracterizadas e funcionalmente distintas, localizadas nas criptas e 

que são caracterizadas pelos marcadores específicos Bmi1 e Lgr5, as quais são 

responsáveis pela proliferação epitelial intestinal (YAN et al., 2012). As células de 

Paneth, encontradas na base das criptas dos vilos, secretam peptídeos 

antimicrobianos (cathecidinas e defensinas) que são importantes para o controle de 

bactérias intestinais através de diversos mecanismos de desestabilização da 

membrana de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (OUELLETTE, 2011). 

 Vários estudos tem demonstrado o papel do STAg na regulação de respostas 

imunes. A injeção prévia com antígeno solúvel de taquizoítas de T. gondii (STAg) 24 

horas antes do desafio com T. gondii protegeu camundongos deficientes em IL10 

(REIS E SOUSA et al., 1997). Além disso, o tratamento com STAg 4 dias antes do 

transplante alográfico de pele e de coração aumentou a sobrevivência e reduziu o 

número de células CD4+ e CD8+ nos órgãos de camundongos C57BL/6 (WANG et 

al., 2013). Recentemente, nosso grupo verificou que o tratamento com STAg 48 

horas antes da infecção protegeu camundongos C57BL/6 contra inflamação 

intestinal durante a infecção oral por T. gondii pela redução de citocinas pró-

inflamatórias e aumento de citocinas anti-inflamatórias (BENEVIDES et al., 2013). 

Como os mecanismos desenvolvidos pelo tratamento com STAg ainda não estão 

totalmente definidos, verificamos os efeitos de STAg nas células epiteliais intestinais 

e na microbiota que poderiam estar envolvidas nesta proteção. 
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3. OBJETIVOS (CAPÍTULO I) 

3.1. Geral 

 Avaliar os mecanismos envolvidos na proteção do pré-tratamento com STAg 

contra inflamação intestinal em camundongos induzida pela infecção oral com T. 

gondii. 

 

3.2. Específicos 

 Analisar a expressão de citocinas no intestino delgado de animais infectados e 

tratados com STAg; 

 Avaliar o papel do STAg nas células de Paneth e na produção de peptídeos 

antimicrobianos para controle da infecção e da inflamação em camundongos 

infectados; 

 Avaliar o papel do STAg na proliferação e na função da barreira epitelial 

intestinal, bem como a contribuição das células tronco epiteliais Bmi1+ e Lgr5+; 

 Avaliar a composição da microbiota em camundongos infectados e tratados com 

STAg; 

 Avaliar o papel do STAg na produção de IgA específica no soro ou no lúmen 

intestinal. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS (CAPÍTULO I) 

4.1. Animais e organismos infecciosos 

 Camundongos BALB/c, C57BL/6, CB10-H2 e C57BL/KsJ fêmeas com 8 a 12 

semanas de idade foram mantidos como colônias homozigóticas separadamente no 

Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA) na Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU) sob condições de disposição de ração e água ad libitum. Todos os 

experimentos e procedimentos com animais foram previamente aprovados pelo 

Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da UFU, com número de protocolo 

120/10. 

 A cepa ME49 de T. gondii foi mantida em cérebro de roedores da espécie 

Calomys callosus como previamente descrito (BARBOSA et al., 2007). Os cistos 

foram isolados do cérebro e utilizados para infecção dos animais experimentais. 

 

4.2. Delineamento experimental do modelo da Doença de Crohn 

 O antígeno solúvel de taquizoítas foi preparado como previamente descrito 

(GAZZINELLI et al., 1991; BENEVIDES et al., 2013; BARENCO et al., 2014). 

Camundongos C57BL/6, BALB/c, CB10-H2 e C57BL/KsJ foram injetados com 25 

µg/animal de STAg e, 48 horas depois, infectados oralmente com 30 cistos da cepa 

ME49 de T. gondii. Um grupo (PBS) de animais foi injetado somente com o veículo e 

infectado, e outro grupo (N.I.) controle não foi infectado nem tratado. Os 

camundongos foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical após 8 

dias de infecção (d.i.). Amostras de tecido foram fixadas em formalina tamponada 

10%, incluídas em parafina e seccionadas em micrótomo. As secções foram coradas 

com Hematoxilina e Eosina (H&E) e analisada com previamente descrito (SILVA et 

al., 2009). O escore inflamatório no intestino delgado é representado como unidades 
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arbitrárias como sendo: 0-2, suave; 2,1-4, moderado; 4,1-6, grave; e acima de 6, 

muito grave. Todas as análises foram feitas com a objetiva de 40× de aumento em 

ensaio duplo cego de duas secções histológicas por animal. 

 

4.3. Depleção experimental de células de Paneth com Ditizona (DTZ) 

 A ditizona é uma molécula quelante de metal capaz de matar seletivamente 

as células de Paneth (SAWADA et al., 1991) e foi preparada como previamente 

descrito (SHERMAN et al., 2005). Brevemente, a DTZ (Sigma) foi diluída em solução 

de Li2CO3 25 mM pH 11,2 e incubado por 2 horas a 37°C sob agitação. 

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram tratados com STAg 48 horas antes da 

infecção e adicionalmente, injetados por via intraperitoneal (i.p.) com 0,2 mL de DTZ 

(75 mg/Kg para BALB/c e 19 mg/Kg para C57BL/6) ou Li2CO3 6 horas antes da 

infecção. Como controle, camundongos foram tratados com DTZ ou Li2CO3, mas 

não foram infectados. Todos os grupos foram injetados diariamente com DTZ ou 

Li2CO3 até os 8 d.i., quando eles foram sacrificados para coleta dos órgãos e 

processamento como supracitado. 

 

4.4. Avaliação do parasitismo e da proliferação epitelial por 

imunohistoquímica 

 A proliferação epitelial intestinal foi avaliada pelo antígeno nuclear de 

proliferação celular (PCNA). As análises de parasitismo foram feitas nos órgão como 

previamente descrito (SILVA et al., 2010; BARENCO et al., 2014). Resumidamente, 

secções teciduais do intestino foram bloqueadas com H2O2 3% por 30 minutos, e 

submetidas a recuperação antigênica em tampão citrato pH 6,0 no micro-ondas por 

7 minutos. Em seguida, os sítios inespecíficos foram bloqueados com leite 
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desnatado (Molico, Nestlé) por 30 minutos, e os cortes incubados com anticorpo 

monoclonal anti-PCNA (Novocastra) ou com antisoro de C. callosus anti-T. gondii 

(produzido em nosso laboratório) diluídos em saponina 0,01%. Após incubação com 

anticorpo biotinilado anti-IgG de camundongo (Sigma), a reação foi amplificada com 

complexo avidina-biotina (ABC kit; Vector). A reação foi revelada com DAB (Sigma) 

e as secções contracoradas com Hematoxilina e examinadas em microscópio óptico 

usando aumento de 40×. Os núcleos marcados em castanho da reação de PCNA 

foram avaliados de acordo com a frequência e a posição em que estes núcleos se 

encontravam no vilo intestinal (Figura 13). 

 

 

 

Figura 5. Análise da proliferação epitelial intestinal. Secções teciduais intestinais submetidas a 

marcação para PCNA por imunohistoquímica foram analisadas de acordo com a frequência e a 

localização das células epiteliais PCNA+. Escore 1, poucas células restritas nas criptas. Escore 2, 

muitas células localizadas principalmente nas criptas. Escores 3-5 apresentam muitas células nas 

criptas. Escore 3, poucas células principalmente na base do corpo do vilo. Escore 4, muitas células 

positivas ao longo do corpo do vilo. Escore 5, quase todas as células epiteliais são positivas e estão 

distribuídas desde as criptas até a ponta dos vilos. 
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4.5. Ensaio de permeabilidade epitelial com FITC-dextran 

 Determinação da permeabilidade intestinal foi feita com camundongos 

C57BL/6 infectados e tratados previamente com PBS ou STAg. Após 8 d.i., os 

animais foram inoculados com 10 mg de FITC-dextran 4 kDa (Sigma) por gavagem 

(BRANDL et al., 2009). Três horas depois, o soro foi coletado para determinação da 

fluorescência usando SpectraMax 2 (molecular Devices). As concentrações de FITC-

dextran foram determinadas por interpolação na curva padrão. 

 

4.6.  Avaliação da expressão gênica e de populações bacterianas por qPCR 

 O RNA total de amostras do intestino delgado foi extraído usando Trizol (Life 

Technologies) e foi utilizado para síntese de cDNA (utilizando reagentes da 

Promega) de acordo com as instruções dos fabricantes. As reações de qPCR foram 

realizadas no aparelho ABI7500 usando SYBR Green (Life Technologies). As 

ciclagens foram realizadas a 95 °C por 10 min e 40 ciclos de 95 °C (15 s) e 60 °C (1 

min), utilizando primers específicos (Tabela 2). Os dados foram analisados em 

relação ao gene GAPDH usando o método do 2-ΔΔCt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 Para quantificação das populações bacterianas, o DNA genômico foi extraído 

do conteúdo intestinal (intestino delgado) usando QIAamp DNA Stool Mini Kit 

(Quiagen). A quantificação relativa foi realizada utilizando SYBR Green (Life 

Technologies) e primers específicos para cada população bacteriana e para o locus 

gênico universal do rRNA 16S (Tabela 3). As condições de ciclagem foram feitas a 

95 °C por 10 min e 40 ciclos a 95 °C (15 s), 50 °C (1 min) e 60 °C (1min). A análise 

de componente principal (PCA) foi realizada em linguagem R (RStudio) utilizando os 

dados de qPCR transformados para logarítmico e depois normalizados pela 

amplitude (VAN DEN BERG et al., 2006). 
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Tabela 1. Lista das sequências de primers utilizados para quantificação de mRNA em amostra de íleo 

de camundongos. 

Gene Sequências (5’→3’) Referência* 

gapdh GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG (BARENCO et al., 2014) 

 CAGTGTAGCCCAAGATGCCC  

defa1 TCAAGAGGCTGCAAAGGAAGAGAAC (RAETZ et al., 2013) 

 CGACAGCGACTTGTACCTCTGGT  

defa3 CAGGCTGTGTCTGTCTCTTTTG (FOUREAU et al., 2010) 

 TCAGCGACAGCAGAGTGTGTA  

defa5 TTGTCCTCCTCTCTGCCCTTGT (FOUREAU et al., 2010) 

 ATGAAGAGCAGACCCTTCTTGG  

lyz GCCAAGGTCTACAATCGTTGTGAGTTG (RAETZ et al., 2013) 

 CAGTCAGCCAGCTTGACACCACG  

il10 TTTAAGGGTTACTTGGGTTGCC (BARENCO et al., 2014) 

 CGCATCCTGAGGGTCTTCA  

il12 GGAAGCACGGCAGCAGAAT (BARENCO et al., 2014) 

 TGGTTTGATGATGTCCCTGATG  

infg GGCTGTTTCTGGCTGTTACTGC (BARENCO et al., 2014) 

 CATCCTTTTGCCAGTTCCTCC  

foxp3 AGAATGCCATCCGCCACA  

 CACACTGCTCCCTTCTCGCT  

tnf CCACCACGCTCTTCTGTCTACTG (BARENCO et al., 2014) 

 GATCTGAGTGTGAGGGTCTGGG  

bmi1 AGCAGCAATGACTGTGATGCACTTGAG (PARK et al., 2003) 

 GCTCTCCAGCATTCGTCAGTCCATCCC  

lgr5 GGGCAGCACTTTTCAGCAG  

 CCAACTTTATTAGAGACGGCAACG  

* Os primers não referenciados foram desenhados utilizando o programa Primer Express v3 (Life 

Technologies).  

 

4.7. Quantificação de IgA por ELISA 

Tabela 2. Lista das sequências de primers utilizados para quantificação de populações microbianas 

por qPCR. 

Táxon Bacteriano Sequências (5’→3’) Referência 

16S rRNA universal ACTCCTACGGGAGGCAGCAG (GUO et al., 2008) 

 ATTACCGCGGCTGCTGG  

Bacteriodetes CRAACAGGATTAGATACCCT (GUO et al., 2008) 

 GGTAAGGTTCCTCGCGTAT  

Enterobacteriaceae GTGCCAGCMGCCGCGGTAA (BARMAN et al., 2008) 

 GCCTCAAGGGCACAACCTCCAAG  

Firmicutes GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA (GUO et al., 2008) 

 AGCTGACGACAACCATGCAC  

E. coli AAGACGTATTCTCCATCTCCGG (JIANG et al., 2013) 

 ACGGCCGCCTTCATCTTTGGACAG  

* Todas as sequências estão no sentido 5’→3’. 
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 Para quantificação de IgA no soro, placas de baixa afinidade (Kartell) foram 

cobertas com 10 µg/mL de STAg (50 µL/poço) a 4 °C por 16 horas. As placas foram 

lavadas com PBS-T e incubadas com soro dos camundongos (1:64) diluídos em 

PBS-TM 1% (50 µL/poço) a 37 °C por 1 hora. Após novas lavagens, as placas foram 

incubadas com anticorpo secundário conjugado com peroxidase anti-IgA de 

camundongo (Santa Cruz) diluído 1:2000 em PBS-TM 1% (50 µL/poço) por 1 hora a  

37° C. A reação foi revelada com OPD 0,5 mg/mL e a absorbância foi avaliada em 

leitora de ELISA (Molecular Devices) a 492 nm. 

 A quantificação de IgA secreteda (sIgA) foi realizada como previamente 

descrito com modificações (FREHN et al., 2014). Brevemente, placas de alta 

afinidade (Costar-Corning) foram sensibilizadas com 10 µg/mL de STAg ou de 

extrato de E. coli (50 µL/poço) a 4 °C por 16 horas. A seguir, as placas foram 

lavadas com PBS-T e bloqueadas com BSA 5% em PBS-T por 1 hora, lavadas e 

incubadas com o conteúdo intestinal solúvel (1:7) a 4 °C por 16 horas. Após novas 

lavagens, as placas foram incubadas com anticorpo conjugado com peroxidase anti-

IgA (Santa Cruz) a diluído 1:2000 a 37 °C por 2 horas (50 µL/poço). A reação foi 

revelada com OPD 0,5 mg/mL e lida em leitora de ELISA (Molecular Devices) a 492 

nm. 

 

4.8. Análise estatística 

 Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 6.0 

(GraphPad Software). Os grupos foram avaliados pelo teste de normalidade de 

Kolmogorov-Smirnov (KS) e analisados pelo teste ANOVA seguido do pós-teste de 

Bonferroni, pelo teste t não-pareado ou pelo teste Mann-Whitney, quando 

apropriados. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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5. RESULTADOS (CAPÍTULO I) 

5.1. Tratamento com STAg protege contra a depleção de células de Paneth 

induzida por DTZ 

 Como anteriormente verificado (SOUSA, 2013) o tratamento com STAg foi 

capaz de preservar o número de células de Paneth em camundongos infectados. 

Assim, verificamos o papel do tratamento com STAg no modelo de depleção de 

células de Paneth com DTZ na infecção por T. gondii. Foi observado que 

camundongos BALB/c tratados com DTZ e infectados apresentaram redução do 

comprimento intestinal (Figura 14A). O tratamento com STAg reduziu a inflamação 

intestinal nas duas linhagens de camundongo, independente da depleção das 

 

Figure 6. Tratamento com STAg protege contra efeitos deletérios da depleção de células de Paneth 

durante a infecção por T. gondii. Camundongos foram tratados com DTZ para depleção específica das 

células de Paneth durante a infecção por T. gondii. (A) Comprimento intestinal de camundongos BALB/c 

tratados com DTZ. Fotomicrografias representativas da inflamação intestinal (B) e escore inflamatório 

intestinal nas duas linhagens de camundongo (C). Barras representam 100 µm. (D) Quantificação de 

parasitas no intestino de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados. Os dados são representativos de 

pelo menos dois experimentos independentes (n=3). N.I., não infectado. Tg, grupos infectados com T. 

gondii. *Teste t não-pareado ou teste Mann-Whitney (escore inflamatório em B), P<0,05. 
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células de Paneth com DTZ (Figura 14, B e C). A depleção das células de Paneth 

com DTZ aumentou significativamente o número de parasitas presentes no intestino, 

o qual foi diminuído em camundongos infectados e tratados previamente com STAg. 

Este efeito também foi observado na linhagem C57BL/6, na qual o tratamento com 

STAg diminuiu o número de parasitas, independente do tratamento com DTZ (Figura 

14D). Estes resultados mostram que as células de Paneth são importantes no 

controle do número de parasitas no intestino delgado e que o tratamento com STAg 

foi capaz de proteger os animais mesmo sob depleção das células de Paneth. 

 

5.2. O tratamento prévio com STAg não foi capaz de reverter a diminuição da 

expressão de peptídeos antimicrobianos (AMPs) por células de Paneth 

principalmente em camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii  

 O alelo “d” do MHC-I é um importante fator de resistência ao desenvolvimento 

de quadros patológicos no intestino de camundongos infectados com a cepa P-Br 

(FUX et al., 2003). Como verificado em camundongos BALB/c (H-2d) e C57BL/6 (H-

2b) (SOUSA, 2013), observamos que camundongos congênicos CB10-H2 (H-2b) e 

C57BL/KsJ (H-2d) também apresentaram redução do número de células de Paneth 

os 8 dias de infecção (Figura 15, A e B). Estes dados demonstram que a infecção 

reduz o númeor de células de Paneth independente do background genético e do 

MHC-I. Porém, apesar do tratamento com STAg ser capaz de manter o número de 

células de Paneth durante a infecção (SOUSA, 2013), ele não foi capaz de manter 

os níveis de expressão de AMPs, incluindo defa1, defa3, defa5, com exceção de 

lisozima (lyz1) cuja expressão foi mantida somente em camundongos BALB/c 

tratados com STAg (Figura 15C). Estes dados sugerem que o tratamento com STAg 
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foi capaz de preservar, em parte, a função das células de Paneth em camundongos 

BALB/c, mas não em C57BL/6. 

 

5.3. STAg induz a produção de citocinas reguladoras no íleo de camundongos 

infectados com T. gondii 

 Estudos anteriores mostraram que STAg é capaz de modular a produção de 

citocinas (BENEVIDES et al., 2013) e de reduzir as alterações histológicas nos 

órgãos periféricos e no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados (BENEVIDES 

et al., 2013; SOUSA, 2013). Foi observado que o tratamento com STAg antes da 

infecção foi capaz de diminuir a expressão de citocinas pró-inflamatórias como ifng, 

il12 e tnf quando comparado com camundongos C57BL/6 infectados não tratados 

(Figura 15D). Além disso, observou-se também o aumento da expressão da citocina 

reguladora il10 e do fator de transcrição foxp3 (Figura 15D), as quais estão 

intimamente relacionadas com a indução de células T reguladoras (TREG) (YAN et al., 

2012). 

 

5.4. Tratamento prévio com STAg preserva a função da barreira epitelial 

intestinal 

 A proliferação das células epiteliais é um fator chave para a manutenção da 

homeostase intestinal em resposta a processos inflamatórios, como a IBD (KOCH; 

NUSRAT, 2012) e a infecção por T. gondii. Assim, perguntamos se o tratamento com 

STAg poderia estar mantendo a integridade epitelial através do aumento da 

proliferação. Observou-se que a infecção por T. gondii aumenta o número de células 

PCNA+ no intestino de camundongos BALB/c. Além disso, o tratamento com STAg 

aumentou o número de células PCNA+ ao longo do corpo dos vilos intestinais em 
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camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados, quando comparados com 

camundongos não infectados (Figura 16A). Não obstante, verificamos também que 

camundongos C57BL/6, altamente susceptíveis à inflamação intestinal 

(LIESENFELD et al., 1996; BENEVIDES et al., 2013), tiveram a função da barreira 

epitelial preservada quando tratados com STAg, uma vez que estes animais 

apresentaram menor concentração de FITC-dextran no soro (Figura 16B).  

 

Figura 7. O tratamento com STAg não mantém totalmente a função das células de Paneth, mas induz 

resposta reguladora. Fotomicrografias (A) e quantificação (B) das células de Paneth em camundongos 

congênicos CB10-H2 e C57BL/KsJ infectados com T. gondii. Barras representam 100 µm; Setas pretas 

indicam as criptas com células de Paneth. (C) Análise por qPCR da expressão de peptídeos 

antimicrobianos no íleo de camundongos BALB/c e C57BL/6 tratados ou não com STAg. (D) Análise por 

qPCR da expressão de citocinas no íleo de camundongos BALB/c e C57BL/6 tratados ou não com 

STAg. Os dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes (n=3). N.I., não 

infectado. d.p.i., dias pós-infecção. *Teste t não-pareado, P<0,05. 
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 Assim, investigamos através da expressão de mRNA dos genes bmi1 e lgr5, 

se estas populações estão relacionadas com aumento da proliferação intestinal em 

camundongos infectados e tratados com STAg. Observamos que a infecção por T. 

gondii diminuiu a expressão de lgr5, independente se o animal foi tratado ou não 

com STAg (Figura 16C). Além disso, o tratamento com STAg foi capaz de aumentar 

a expressão de bmi1 em ambas as linhagens de camundongo, comparados com os 

animais infectados não tratados e com os animais não infectados (Figura 16C). 

Estes dados sugerem que a redução do número de células de Paneth pode estar 

associado, pelo menos em parte, à redução da expressão de lgr5 (ROTH et al., 

2012), embora o aumento da proliferação para manutenção da função da barreira 

epitelial intestinal é mantida principalmente pela população que expressa bmi1. Além 

 

Figura 8. O tratamento com STAg protege a barreira epitelial intestinal pelo aumento da proliferação 

através da expressão de bmi1. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram tratados com STAg 48 horas 

antes da infecção e sacrificados aos 8 d.i. (A e B) Secções intestinais foram submetidas a marcação 

com PCNA (A) para quantificação da proliferação epitelial (B). Barras representam 100 µm. (C) Análise 

da expressão dos marcadores de células tronco bmi1 e lgr5. Os dados são representativos de pelo 

menos dois experimentos independentes (n=3). N.I., não infectado. *Teste t não-pareado, P<0,05. 
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disso, este é o primeiro relato entre os efeitos da infecção com T. gondii nestas 

populações de células tronco intestinais. 

 

5.5. STAg previne a desregulação da microbiota em camundongos infectados 

 A infecção com T. gondii diminui a quantidade de células de Paneth no 

intestino, promovendo a desregulação da microbiota pela redução da quantidade de 

bactérias comensais (táxons Bacteriodetes e Firmicutes) e aumento de bactérias 

patogênicas do grupo Enterobacteriaceae, como E. coli (RAETZ et al., 2013). 

 Observamos que o tratamento com STAg preveniu a alteração da população 

de Bacteriodetes em camundongos BALB/c e em C57BL/6 infectados quando 

comparados com o grupo infectado mas não tratado (Figura 17A). Camundongos 

 

Figura 9. Tratamento com STAg previne disbiose em camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii. 

Amostras do conteúdo do intestino delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados foram 

coletadas para extração de qDNA e análise por qPCR. (A-D) Quantificação das populações pertencentes 

ao grupos Bacteriodetes (A), Enterobacteriaceae (B), Firmicutes (C) e E. coli (D). (E) Os dados de 

quantificação bacteriana foram utilizados para análise de componente principal (PCA). Elipses 

representam intervalo de confiança de 95%. Os dados são representativos de pelo menos dois 

experimentos independentes (n=3). N.I., não infectado. *Teste t não-pareado, P<0,05. 
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C57BL/6 infectados apresentaram aumento da população de Enterobacteriaceae no 

intestino, em comparação com o grupo tratado com STAg, e este efeito não foi 

observado em camundongos BALB/c (Figura 17B). A quantificação de E. coli 

apresentou perfis similares àqueles observados em Enterobacteriaceae (Figura 

17D). Apesar de nem a infecção nem o tratamento com STAg serem capazes de 

alterar a população de bactérias do grupo Firmicutes em camundongos BALB/c; em 

C57BL/6, a infecção reduziu e o STAg aumentou a quantidade de bactérias deste 

grupo (Figura 17C). De fato, os animais não infectados e os infectados e tratados 

com STAg possuem diferentes populações de bactérias quando comparados com 

camundongos C57BL/6 infectados e não tratados, embora este perfil não seja 

observado na linhagem BALB/c (Figura 17E). Juntos, estes dados confirmam que o 

tratamento com STAg previne a disbiose intestinal através do controle de bactérias 

Enterobacteriaceae em favor do grupo de bactérias Firmicutes. 

 

5.6. STAg aumenta a quantidade de sIgA específica no lúmen intestinal 

 Verificamos que o tratamento com STAg induziu maior produção de IgA anti-

STAg no soro de camundongos infectados, quando comparado com animais 

infectados não tratados, independente das linhagens de camundongo (Figura 18A). 

Porém, somente camundongos C57BL/6 infectados e tratados com STAg 

apresentaram níveis detectáveis de sIgA anti-STAg e anti-E. coli no lúmen intestinal 

(Figura 18B). Estes dados estão de acordo com as diferenças de populações 

bacterianas encontradas em camundongos C57BL/6 (Figura 17E), pois a secreção 

de elevados níveis de IgA anti-E. coli estão associados com o controle da população 

de E. coli (Figura 17D) nos camundongos infectados tratados com STAg. 
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Figura 10. Tratamento com STAg induz a produção de sIgA anti-E. coli. (A) Quantificação por ELISA de 

IgA sérica anti-STAg de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados tratados ou não com STAg. (B) 

Quantificação de sIgA anti-STAg e anti-E. coli solúvel no conteúdo intestinal. Os dados são 

representativos de pelo menos dois experimentos independentes (n=4). N.I., não infectado. *Teste t não-

pareado, P<0,05. 
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6. DISCUSSÃO (CAPÍTULO I) 

 Nosso grupo descreveu anteriormente que o tratamento com STAg protege 

camundongos contra o desenvolvimento de patologias intestinais durante a infecção 

oral com T. gondii (BENEVIDES et al., 2013). Outro estudo mostrou que a injeção de 

STAg 24 horas antes da infecção com T. gondii protegeu camundongos deficientes 

em IL10 contra infecção aguda, uma vez que a produção de IL12 pelas células 

dendríticas foi diminuída (REIS E SOUSA et al., 1997). Porém, o mecanismo pelo 

qual STAg promove esta proteção não é totalmente conhecido. 

 Mostramos que o tratamento com STAg 48 horas antes da inoculação do 

parasita foi capaz de preservar o número de células de Paneth no intestino durante a 

infecção por T. gondii, embora não manteve a expressão de α-defensinas. O efeito 

de infecções no número de células de Paneth parece ser dependente de cada 

patógeno. Foi demonstrado que a infecção com T. gondii resulta na disbiose e na 

eliminação passageira das células de Paneth, as quais não são detectadas após 7 

dias de infecção (RAETZ et al., 2013). As células de Paneth secretam produtos 

antimicrobianos como lisozimas, α-defensinas, fosfolipase A2 e a lectina RegIIIγ 

(SANTAOLALLA; ABREU, 2012). Defensinas apresentam atividade microbicida e 

mediam mecanismos de defesa contra bactérias, fungos, protozoários e vírus 

(GANZ, 2003). Portanto, a preservação de células de Paneth parece de alguma 

forma ter contribuído para a proteção dos animais previamente tratados com STAg 

durante a infecção por T. gondii. 

 As células tronco intestinais residem entre as células de Paneth na base da 

cripta e se dividem diariamente (SNIPPERT et al., 2010). No intestino, estas células 

dividem-se continuamente para produção de células altamente-proliferativas 

capazes de se diferenciarem em qualquer linhagem celular epitelial (POTTEN; 
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BOOTH; PRITCHARD, 1997). Porque as células tronco Lgr5+ e Bmi1+ são 

responsáveis por gerar novas células para manter a homeostase da barreira epitelial 

intestinal e a produção de moléculas antimicrobianas, a depleção destas populações 

promovem inflamação intestinal mediada por bactérias (GERSEMANN; STANGE; 

WEHKAMP, 2011). Além disso, a redução da expressão de IFNγ e TNF e elevada 

expressão de IL10 estão relacionadas com a proliferação intestinal (KOCH; 

NUSRAT, 2012), bem como com a redução do escore inflamatório encontrado nos 

animais tratados com STAg. 

 O recrutamento de células de Paneth capazes de se diferenciarem em células 

Bmi1+ representam um mecanismo provável para regeneração das células Lgr5+ 

(KOCH; NUSRAT, 2012). As células tronco Bmi1+ são uma população de células 

multipotentes responsáveis por manter a arquitetura intestinal e que também 

originam células Lgr5+ in vivo e in vitro (TIAN et al., 2011; YAN et al., 2012). Durante 

o processo de homeostase, as células de Paneth parecem atuar como auxiliares 

para as células tronco Lgr5+, entrando em estado proliferativo e ativando a 

expressão de bmi1 e silenciando genes específicos das células de Paneth durante 

injúria tecidual (ROTH et al., 2012). Demonstramos que o tratamento com STAg foi 

capaz de aumentar a expressão de bmi1 e manter a população de células de 

Paneth, as quais parecem estar relacionadas com a manutenção da barreira 

epitelial. 

 A microbiota desempenha um papel crucial na modulação da resposta imune 

inflamatória durante a infecção por T. gondii. De fato, a inflamação exacerbada em 

observada em camundongos C57BL/6 infectados é resultante principalmente da 

resposta a bactérias intestinais do que contra o parasita, uma vez que camundongos 

gnotobióticos (germ-free, livres de bactérias intestinais) não desenvolvem patologia 
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durante a infecção (HEIMESAAT et al., 2006; BENSON et al., 2009; RAETZ et al., 

2013). A desregulação da microbiota provocada pela depleção das células de 

Paneth durante a infecção por T. gondii permite a expansão de bactérias Gram-

negativas patogênicas (E. coli e Shiguella spp.) (RAETZ et al., 2013). Bactérias 

comensais presentes no intestino exercem um efeito imunomodulador em células 

dendríticas durante a infecção por T. gondii em camundongos deficientes de TLR11 

(BENSON et al., 2009).  

 Demonstramos que o tratamento com STAg foi capaz de induzir maiores 

níveis de IgA secretada no lúmen intestinal específica contra E. coli, o que está 

associado diretamente com os menores níveis destas bactérias na composição da 

microbiota intestinal. Atualmente é bem estabelecido que as células TREG (que 

expressam Foxp3) são importantes fontes de IL10 e TGFβ, as quais modulam 

respostas inflamatórias TH1 no intestino, incluindo em Doença de Crohn (YAN et al., 

2012). Estudos também mostraram o papel crucial das células TREG no controle da 

produção de IgA no intestino de maneira dependente de linfócitos T e de TGFβ 

(CONG et al., 2009; TSUJI et al., 2009). Observamos que o aumento da expressão 

de foxp3 está associado com aumento da síntese de IgA para o controle de 

bactérias no lúmen intestinal. Além disso, o sistema de produção de IgA não 

apresenta características de memória como o sistema de IgG e, dependendo do 

número de bactérias, adapta-se continuamente contra as espécies dominantes no 

intestino (HAPFELMEIER et al., 2010). Isto também está de acordo com nossos 

resultados, uma vez que camundongos C57BL/6 apresentam uma falha na produção 

de IgA contra E. coli durante a infecção por T. gondii, a qual é compensada nos 

camundongos tratados com STAg nos quais a produção da IgA é aumentada para 

controle de populações patogênicas. 
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 Juntamente com dados previamente publicados (BENEVIDES et al., 2013), o 

tratamento com STAg diminui a patologia intestinal e as respostas inflamatórias 

(Figura 19). Com o presente estudo mostramos mecanismos adicionais mediados 

pelo tratamento prévio com STAg que são capazes de proteger camundongos C57 

contra a infecção oral letal por T. gondii. Esses mecanismos induzidos pelo 

tratamento prévio com STAg estão relacionados com a manutenção das células de 

Paneth e aumento da proliferação epitelial relacionada com o marcador de células 

tronco bmi1, contribuindo, portanto, com a função da barreira epitelial intestinal. 

 

Figura 11. Efeitos do tratamento com STAg na modulação da resposta imune intestinal. STAg modula a 

resposta inflamatória no intestino delgado de camundongos infectados: (1) indução da produção de IL10 

por células residentes da mucosa intestinal; (2) redução da produção de IL12 e consequentemente da 

polarização do perfil de linfócitos T CD4+ mediada por IFNγ; (3) manutenção do número de células de 

Paneth; (4) indução da proliferação epitelial e consequente manutenção da barreira epitelial intestinal e; 

(5) indução de sIgA contra bactérias patogênicas para controle da microbiota intestinal. 
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Além disso, o tratamento prévio com STAg também aumentou a produção de sIgA 

no lúmen de camundongos C57BL/6, o que está diretamente relacionado com o 

controle de populações bacterianas patogênicas. Por fim, este trabalho reforça o uso 

do STAg como uma terapia proteica reguladora para o controle de doenças 

inflamatórias intestinais associadas com a microbiota. 
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CAPÍTULO 2 

 

Imunização com TgHSP70 induz imunidade protetora contra a 

formação de cistos cerebrais em infecção por T. gondii 
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7. INTRODUÇÃO (CAPÍTULO II) 

7.1. Proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSPs) 

 As HSPs pertencem a um grupo de chaperonas altamente conservadas e são 

expressas tanto de forma constitutiva quanto induzida em células de quase todos os 

seres vivos. As HSPs são classificadas em famílias: HSP110, HSP100, HSP90, 

HSP70, HSP60, HSP40 e as pequenas HSPs (sHSPs), de acordo com sua massa 

molecular aproximada em gel de poliacrilamida (LIU; DANIELS; CAO, 2012). Sob 

condições de estresse, como temperatura elevada, estresse químico/oxidativo, 

infecção ou inflamação, a expressão de HSPs tem sido associada com a proteção 

contra efeitos deletérios destas condições (LIU et al., 1992). 

 A HSP70 de T. gondii (TgHSP70) é expressa durante a diferenciação de 

taquizoítas para bradizoítas (WEISS et al., 1998) e de bradizoítas para taquizoítas 

(SILVA et al., 1998). Em camundongos infectados com a cepa Fukaya (tipo II) e 

tratados com HSP70 recombinante de T. gondii, foi possível detectar a expressão de 

TgHSP70 em macrófagos peritoneais e redução de óxido nítrico tanto em 

camundongos BALB/c e C57BL/6 (controles) quanto naqueles deficientes em IFNγ 

(IFNγ-/-) e sugerindo que ela seja um sinal de perigo durante a infecção aguda por T. 

gondii (MUN et al., 2000a). Além disso, a TgHSP70 é uma molécula que possui 

elevado potencial imunogênico (MUN; AOSAI; YANO, 1999; MA et al., 2009) e por 

isso é considerada uma boa opção de antígeno para imunização e/ou vacinação 

contra T. gondii. Quando camundongos infectados com T. gondii são inoculados com 

TgHSP70, a proteína é reconhecida por células do baço CD11b+ e é capaz de ativar 

o fator de ativação de plaquetas (PAF) mediada pela via TLR4-MyD88 (FANG et al., 

2006). Foi mostrado que a proteína também é capaz de estimular a produção de NO 

através da expressão da proteína iNOS em macrófagos ativados por uma via 
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mediada pelas proteínas TLR2, MyD88 e IRAK4 (MUN et al., 2005). Além disso, a 

TgHSP70 também funciona como um mitógeno que induz a proliferação de células B 

através de TLR4 por uma via independente de MyD88 (AOSAI et al., 2002). 

 Recentemente, um trabalho de nosso grupo mostrou que a detecção da 

TgHSP70 no cérebro está relacionado com a replicação do parasita e sua detecção 

no soro está relacionada com a morte de parasitas (BARENCO et al., 2014). Este 

trabalho também mostrou que a formação de imunocomplexos anti-TgHSP70 estava 

relacionada com o melhor prognóstico em camundongos BALB/c (BARENCO et al., 

2014). 

 

7.2. Imunização e vacinas contra toxoplasmose 

 Diversos antígenos microbianos são capazes de interagir com TLRs 

associados à membrana ou presentes em compartimentos de membrana 

citoplasmáticos para o desenvolvimento da resposta imune (GAY; GANGLOFF, 

2007). Nos processos de imunização são comumente utilizados moléculas 

adjuvantes capazes de ampliar ou direcionar a resposta imune do hospedeiro de 

acordo com a finalidade, uma vez que proteínas purificadas somente têm baixo 

potencial de desenvolver imunidade protetora e duradoura (FOGED, 2011). O 

adjuvante completo de Freund (ACF) é constituído por partículas de M. tuberculosis 

inativadas pelo calor, dissolvidas em óleo mineral produzido a partir do petróleo 

contendo hidrocarbonetos de cadeia longa e um composto emulsificante (oleato de 

manitol) (O’HAGAN, 2000). Desde sua primeira descrição em 1916, o ACF é 

amplamente utilizado na pesquisa e induz resposta celular e humoral (O’HAGAN, 

2000; STILLS, 2005). Porém, vários trabalhos mostram que o ACF é capaz de gerar 

lesões teciduais localizadas, granulomas renais, dermatite necrozante e outros 
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efeitos adversos devido ao inóculo do composto. Por tal motivo, não é permitido o 

uso deste tipo de adjuvante em humanos e animais, e seu uso é somente liberado 

para pesquisa (STILLS, 2005). 

 O hidróxido de alumínio (conhecido como alúmen) é um adjuvante mineral 

amplamente utilizado na vacinação em humanos devido ao seu bom histórico em 

termos de segurança biológica, baixo custo e capacidade de adsorção com vários 

tipos de antígenos (O’HAGAN, 2000; STILLS, 2005; MBOW et al., 2010). O alúmen 

é uma molécula capaz de estimular a ativação do sistema imune por uma via 

independente de TLR e dependente da via do inflamassomo Nalp3, gerando 

ativação de caspase 1 e IL8 (GAVIN et al., 2006; EISENBARTH et al., 2008). Além 

disso, o contato superficial da membrana plasmática de células dendríticas é capaz 

de estimular a ativação por uma via iniciada por ITAM (motivo de ativação de 

imunoreceptor baseado em tirosina) e Syk (“Spleen tyrosine kynase”), levando a 

apresentação do antígeno adsorvido para células T CD4+ e posterior produção de 

imunoglobulinas pelas células B (FLACH et al., 2011). 

 A porção C-terminal da HSP70 apresenta maior antigenicidade do que a 

porção N-terminal em T. gondii, Leishmania (Viannia) braziliensis, Naegleria fowleri e 

Mycobacterium tuberculosis (AMORIM et al., 1996; MUN et al., 2000a; SONG et al., 

2007; FU et al., 2013). Por causa desta propriedade, a HSP70 de M. tuberculosis 

tem sido utilizada como molécula adjuvante na imunização contra M. tuberculosis, 

contra o vírus da encefalite japonesa (JEV) e contra o vírus influenza A (GE et al., 

2006; EBRAHIMI; TEBIANIAN, 2010; UTO et al., 2011). 

 Foi demonstrado que a imunização de animais uma única vez com TgHSP70 

emulsificada em adjuvante completo de Freund e posterior desafio com cistos da 

cepa Fukaya de T. gondii não gera proteção contra a infecção (MUN; AOSAI; YANO, 
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1999). Porém, a vacinação utilizando gene TgHSP70 promoveu imunidade protetora 

e redução da carga parasitária em camundongos C57BL/6, mas não com os genes 

de BAG1 ou SAG1 (MOHAMED et al., 2003). Também foi verificada que a vacinação 

com plasmídeo contendo o gene de TgHSP70 promove aumento da sobrevida de 

animais C57BL/6 e diminuição do escore de reação anafilática de camundongos 

BALB/c quando estes animais eram infectados e induzidos ao choque anafilático 

com a proteína TgHSP70 (KIKUMURA et al., 2010). Além disso, foi mostrado que a 

vacinação com pDNA codificando o gene de TgHSP70 é capaz de ativar células 

dendríticas pela via TLR4/MyD88, estimulando a produção de citocinas do perfil TH1, 

como IL12 e IFNγ durante a fase aguda da infecção (MAKINO et al., 2011). 

 TgHSP70 é uma molécula com elevado potencial antigênico e é um bom 

candidato a vacinação contra toxoplasmose. O alúmem é um adjuvante capaz de 

estimular a resposta imune pela via de receptores tipo NOD (NLRs), além de ser um 

dos poucos adjuvantes licenciados para uso em humanos. 
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8. OBJETIVOS (CAPÍTULO II) 

8.1. Geral 

 Avaliar o perfil protetor da resposta de camundongos imunizados com a 

proteína TgHSP70 na infecção crônica por T. gondii. 

 

8.2. Específicos 

 Imunizar camundongos C57BL/6 com TgHSP70 pura ou adsorvida em alúmen e 

avaliar a morbidade frente a infecção pela cepa ME49 de T. gondii; 

 Quantificar o parasitismo no cérebro nos animais infectados, bem como avaliar o 

escore histológico cerebral; 

 Avaliar o perfil de citocinas e imunoglobulinas (IgG, IgG1 e IgG2a) anti-TgHSP70 

e anti-STAg no soro dos animais experimentais; 

 Analisar o efeito do estímulo in vitro com TgHSP70 nas células do baço através 

da proliferação de diferentes populações fenotípicas, bem como da produção de 

citocinas. 

 Avaliar o papel dos anticorpos anti-TgHSP70 na inibição da produção de NO em 

células RAW264.7. 
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9. MATERIAL E MÉTODOS (CAPÍTULO II) 

9.1. Animais, linhagens celulares e cepas de T. gondii 

 Camundongos fêmeas de 8 a 12 semanas de idade, da linhagem C57BL/6 

foram obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA) 

da Universidade Federal de Uberlândia, livres de patógenos específicos, em 

microisoladores e com acesso à ração e água ad libitum segundo as normas Comitê 

de Ética na Utilização de Animais (CEUA) e aprovação sob número de protocolo 

106/10 (Anexo 1). A cepa ME49 de T. gondii foi mantida em camundongos Swiss 

Webster inoculados por via oral com 20 cistos de T. gondii pelo menos um mês 

antes da coleta dos cistos do cérebro, o qual foi homogeneizado em tampão fosfato-

salino (PBS) e os cistos contados e utilizados para infectar os animais. 

 As linhagens celulares de macrófagos (RAW264.7) e fibroblastos (NIH) de 

camundongos foram cultivadas em garrafas de 25 cm2 com meio RPMI 1640 

suplementado com soro fetal bovino inativado (SFB, Cultilab) e antibióticos 

(Penicilina e Estreptomicina, Sigma) e mantidas em incubadora úmida para cultivo 

celular a 37 °C e CO2 5%. Parasitas transgênicos 2F1 (“β-gal clone”) da cepa RH de 

T. gondii (DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996) foram mantidos em culturas de 

fibroblastos NIH por passagens a cada 2 dias em RPMI SFB 2%.  

 

9.2. Expressão de TgHSP70 em E. coli e purificação por cromatografia 

 A expressão em E. coli e posterior purificação de TgHSP70 por cromatografia 

foram feitos como descrito anteriormente com modificações (BARENCO et al., 

2014). Brevemente, uma colônia foi inoculada em 1 L de meio LB com antibióticos 

(ampicilina 100 µg/mL e cloranfenicol 34 µg/mL; Sigma) e incubada a 37 °C sob 

agitação até alcançar DO600 de 0,5 para indução com 0,1 mM de IPTG (Sigma). 
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Após incubação sob agitação a 20 °C por 20 horas, a cultura foi centrifugada (4000 

×g, 20 min, 4 °C) e o sedimento ressuspendido em 30 mL de tampão de lise 

contendo lisozima (BARENCO et al., 2014) e incubado por 30 minutos sob agitação. 

Foi adicionado 0,1% de Triton-X100 (Sigma) ao extrato, o qual foi então submetido a 

6 ciclos de criólise seguido de sonicação em gelo (8 ciclos de 30 segundos com 

intervalos de 5 segundos) para lise. Por fim, o extrato foi centrifugado (10,000 ×g, 30 

minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi submetido a purificação por cromatografia de 

afinidade em resina de glutationa (GE Heathcare) como descrito (BARENCO et al., 

2014). Por fim, a amostra foi passada em coluna de polimixina B para remoção de 

LPS e centrifugada em tubos Vivaspin 50 MWCO tubes (GE Healthcare) e a 

concentração proteica mesurada pelo método de Bradford e foram armazenadas a -

20°C. 

 

9.3. Imunização de camundongos com proteínas recombinantes 

 Camundongos C57BL/6 foram imunizados por via subcutânea com 200 µL de 

uma solução contendo 10 µg de TgHSP70 diluída em PBS ou adsorvida v/v em 

alúmem (Alhydrogel 2%, InvivoGen) de acordo com o grupo experimental (Tabela 1) 

e receberam outras doses após 2 e 4 semanas após a primeira dose (Figura 5A). 

Duas semanas após a última imunização, pelo menos 3 animais de cada grupo 

foram anestesiados (Ketamine 100 mg/Kg e Xilazine 5 mg/Kg) e sacrificados por 

deslocamento cervical para coleta do baço para os ensaios de fenotipagem e 

estímulo in vitro (Figura 1A). Pelo menos 3 animais de cada grupo foram infectados 

por via oral com 30 cistos da cepa ME49 de T. gondii e sacrificados 30 dias depois, 

como descrito acima, para coleta do cérebro para contagem de cistos a fresco, 

quantificação por qPCR e para fixação em formol tamponado 10%. Durante todo o 
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experimento, os animais foram observados diariamente quanto á variações de peso 

e escore de morbidade (BARTLEY et al., 2006) e o sangue coletado a cada duas 

semanas para análise de anticorpos e citocinas no soro. 

Tabela 3. Grupos experimentais que foram 
utilizados para avaliação do potencial 
imunogênico da proteína TgHSP70 adsovida com 
alúmem. 

Grupo Antígeno Veículo/adjuvante 

1 - PBS 
2 TgHSP70 (10 µg) PBS 
3 - PBS+Alúmem 
4 TgHSP70 (10 µg) PBS+Alúmem 

 

9.4. Análises histológicas e imunohistoquímicas 

 Secções histológicas do cérebro incluído em parafina foram desparafinadas e 

hidratadas para coloração por Hematoxilina e Eosina (H&E) e reações de 

imunohistoquímica. O escore do infiltrado inflamatório no cérebro (SILVA et al., 

2009) foi feito pela avaliação do número total de focos inflamatórios focais (nódulos 

gliais) ou difusos em seções sagitais e na bainha dos vasos sanguíneos (manguito 

perivascular), bem como a infiltração de células inflamatórias nas meninges. Os 

escore inflamatório no cérebro é representado como unidades arbitrárias como 

sendo: 0-2, suave; 2,1-4, moderado; 4,1-6, grave; e acima de 6, muito grave. Todas 

as análises foram feitas com a objetiva de 40× de aumento em ensaio duplo cego de 

duas secções histológicas por animal. 

 

9.5. Quantificação de parasitos no cérebro 

 O número de cistos foi avaliado pela contagem a fresco. Para isso, um 

hemisfério cerebral de cada animal foi homogeneizado em 2 mL de PBS utilizando 

seringa com agulha 27G. Em seguida, 20 µL desta solução contendo os cistos foram 

adicionadas entre lâmina e lamínula para contagem por dois observadores 

independentes, em duplicata. O número de cistos contados foi corrigido pela 
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concentração na solução e multiplicado por 2 para obtenção do número de cistos por 

cérebro. 

 A quantificação de parasitas por qPCR foi feita com o DNA genômico (gDNA) 

extraído utilizando o método do Trizol (Life Technologies) de acordo com as 

instruções do fabricante. Foi realizada a quantificação absoluta usando primers para 

o gene B1 (FW: GGAGGACTGGCAACCTGGTGTCG; RV: 

TTGTTTCACCCGGACCGTTTAGCAG) juntamente com 10 ng de gDNA e SYBR no 

aparelho ABI7500 (Life Technologies). O número de parasitas foi calculado por 

interpolação na curva padrão de gDNA de taquizoítas de T. gondii. 

 

9.6. Quantificação de IgG total, IgG1, IgG2a anti-TgHSP70 

 A quantificação de imunoglobulinas foi realizada em placas de baixa afinidade 

(Kartell) sensibilizadas com 2,5 µg/mL de TgHSP70 ou STAg em tampão carbonato-

bicarbonato (50 µL/poço), a 4ºC por 18 horas. Após 3 lavagens com PBS-Tween20 

0,05% (PBS-T), as placas foram incubadas com PBS-T Molico 5% (PBS-TM 5%) por 

1 hora. Após 3 novas lavagens, as amostras de soro diluídas em série (diluição 

inicial de 1:50, fator de diluição igual a 5) em PBS-TM 1% foram adicionadas (50 

µL/poço) juntamente com amostras-padrão negativas e incubadas a 37 ºC por 1 

hora. Após 6 lavagens, as placas foram incubadas com anticorpos de cabra anti-IgG 

total (Sigma), anti-IgG1 ou anti-IgG2a (Santa Cruz) conjugados com peroxidase 

diluídos 1:2000 em PBS-TM 5% (50 µL/poço) e incubadas a 37 °C por 1 hora. As 

placas foram lavadas 6 vezes e a reação foi desenvolvida com OPD 0,5 mg/mL (50 

µL/poço, o-Phenylendiamin, Sigma) e interrompida com ácido sulfúrico 2N (25 

µL/poço) para leitura a 492 nm em leitora VersaMax Microplate Reader (Molecular 
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Devices). Os títulos de anticorpos foram calculados por regressão linear da curva de 

diluição de cada soro (CROWTHER, 2009). 

 

9.7. Quantificação de imunocomplexos (ICs) anti-TgHSP70 no soro 

A detecção de CI foi realizada como descrito por (BARENCO et al., 2014; CHAVES-

BORGES et al., 1999), utilizando placas de baixa afinidade (Kartell) sensibilizadas 

com anticorpo IgY anti-TgHSP70 (10 µg/mL) diluído em tampão carbonato pH9,6 e 

incubado a 4 °C durante a noite. Após lavagens, foi adicionado o soro dos animais 

diluído 1:40 em PBS-TM 1% (Nestlé). Após lavagens, as placas foram incubadas 

com anticorpo secundário de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com 

peroxidase (Sigma) diluído 1:1000. A reação foi revelada com OPD (Sigma) e 

parada com H2SO4 2 N. A absorbância foi mensurada a 495 nm em leitora de 

microplacas TP Reader (Thermoplate). Os níveis foram calculados por índice ELISA 

como previamente descrito (BARENCO et al., 2014). 

 

9.8. Immunoblotting 

 As proteínas presentes no STAg foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE) e transferidas para 

membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, Millipore). As membranas foram 

bloqueadas com PBS-TM 5% por 1 hora e incubada com amostra de soro diluídas 

1:100 em PBS-TM 1% durante a noite. Após lavagens com PBS-T, as membranas 

foram incubadas por 2 horas com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com 

peroxidase (Sigma) diluído 1:4000 em PBS-TM 1%. Depois de novas lavagens, as 

bandas foram reveladas com DAB (Sigma) e documentadas com escâner Scanjet 
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G4050 (Hewlett-Packard). Todos os passos foram realizados a temperatura 

ambiente. 

 

9.9. Análise da proliferação e fenotipagem de células do baço 

 O baço dos animais foi coletado e macerado em peneira de 70 µm. Após 

centrifugação (400 ×g, 10 min, 4 °C), o sedimento foi ressuspendido em tampão para 

lise (NH4Cl 144 mM, Tris-HCl17 mM, pH 7,4) para obtenção das células do baço livre 

de hemácias. Para análise de proliferação, as células foram contadas em câmara de 

NeueBauer, aliquotadas (1×107 células por tubo) e marcadas com CFSE 5 µM (5(6)-

carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, Life Technologies) por 10 minutos 

coberto da luz. As células foram então centrifugadas, ressuspendidas em meio 

contendo antibióticos, glutamina, SFB 10% e β-mercaptoetanol e plaqueadas (1×105 

células por poço) em placas de “fundo em U” (Falcon) com os seguintes estímulos: 

TgHSP70 10 µg/mL, STAg 10 µg/mL, Concanavalina A (ConA, Sigma) 2,5 µg/mL ou 

lipopolisacarídeo bacteriano (LPS, Sigma) 1 µg/mL. Após incubação em estufa 

umidificada de cultivo celular a 37 °C por 72 horas, o sobrenadante foi coletado para 

quantificação de citocinas, e as células foram submetidas a fenotipagem celular. 

 A fenotipagem celular foi realizada tanto com células imediatamente isoladas 

dos animais quanto com células reestimuladas in vitro. As células foram 

primeiramente incubadas com 50 µL de PBS com soro normal de coelho 5% (PBS-

SNC) por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado em cada tubo/poço 50 µL da 

mistura de anticorpos diluídos 1:200 em PBS-SNC. Foram utilizados os seguintes 

anticorpos: αCD3-BV, αCD4-PECy7, αCD8-APC, αCD19-APC, αCD80-PE, αCD86-

PECy7 (BD Biosciences). Após incubação por 30 minutos, as células foram 
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centrifugadas a 400 ×g, fixadas em formol 3,7% e adquiridas no citômetro 

FACSCanto-II (BD Biosciences) e analisadas pelo software FlowJo 10 (TreeStar). 

 

9.10. Quantificação de citocinas 

 A quantificação de citocinas (IL2, IL4, IL6, IL10, IFNγ, TNF e IL17) no soro de 

camundongos antes e depois da infecção foi feita por CBA (cytometric bead assay) 

seguindo as recomendações do fabricante (BD Biosciences). Brevemente, os soros 

dos animais foram misturados v/v com esferas conjugadas com os anticorpos de 

captura e com anticorpos de detecção fluorescentes. Após incubação de 2 horas, as 

amostras foram lavadas e mensuradas no citômetro FACSCanto-II e analisadas pelo 

software FACSDiva (ambos da BD Biosciences) por interpolação dos dados na curva 

padrão. O perfil de citocinas foi ilustrado utilizando o programa Excel (Microsoft). 

 A quantificação de citocinas (IFNγ e IL10) secretadas no sobrenadante de 

células do baço foi feita por kits de ELISA, seguindo as recomendações do 

fabricante (RD Bioscience). Em suma, placas de alta afinidade (Costar-Corning) 

foram sensibilizadas com anticorpos de captura, lavadas e incubadas com as 

amostras juntamente com a curva padrão. Após lavagem, as placas foram incubadas 

com anticorpo de detecção, lavadas novamente e incubadas com estreptoavidina- 

peroxidase para desenvolvimento da coloração com TMB (3,3’-5,1’-tetramethyl-

benzidine, Sigma) e posterior leitura a 450 nm em leitora VersaMax Microplate 

Reader (Molecular Devices). 

 

9.11. Ensaios de inibição da infecção e lise mediada por complemento 

 O ensaio de inibição da infecção mediada pelo soro imune foi baseado em 

uma publicação anterior com modificações (SAYLES; GIBSON; JOHNSON, 2000). O 
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soro de animais imunizados com PBS ou TgHSP70 e animais infectados por 4 

semanas foram utilizados em pools. Metade do volume foi transferido para outro 

tubo e incubado a 56 °C por 30 minutos para inativação do complemento. A seguir, 

cada soro foi diluído em meio de cultura (concentração 2,5%), esterilizado em filtro 

0,22 µm e utilizado para ressuspender taquizoítas 2F1 da cepa RH, seguido de 

incubação por 10 minutos. Os parasitas (1×105) foram então utilizados para infectar 

cultura de fibroblastos confluentes em placa de 96 poços. Vinte e quatro horas 

depois, o sobrenadante foi removido e a quantificação dos parasitas foi realizada 

pelo ensaio de β-galactosidase usando o substrato CPRG como descrito 

(DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996). 

 A avaliação da lise mediada por complemento foi realizada como descrito 

anteriormente com modificações (DANDO et al., 2001). O soro de todos os grupos 

de animais imunizados antes (semana 6) e após 30 dias de infecção (30 d.p.i., 

semana 10) foram diluídos 1:4 em PBS, incubados a 56 °C por 30 minutos para 

inativação do complemento e depois adicionados (75 µL) a placas de micro titulação. 

Paralelamente, taquizoítas 2F1 da cepa RH (5×107 parasitas/mL) foram diluídos v/v 

com soro normal de camundongo (pré-diluído v/v em PBS). Em seguida, 50 µL da 

mistura de parasitas foi adicionado em cada poço e a placa foi incubada a 37 °C por 

15 minutos, centrifugada a 1.000 ×g por 10 minutos, e o sobrenadante foi coletado e 

aplicado a uma nova placa (50 µL em duplicata) para quantificação usando CPRG 

(DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996) sem a adição de tampão de lise. 

 

9.12. Imunofluorescência 

 Taquizoítas da cepa RH 2F1 fixados em formalina foram adicionados em 

lâminas e deixadas para secar. As lâminas foram incubadas a 37°C por 1 hora com 
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o soro de camundongos cronicamente infectados ou com soro de camundongos 

imunizados com TgHSP70, ambos diluídos 1:100 em PBS. Após lavagens, as 

lâminas foram incubadas a 37°C por 1 hora com anticorpo secundário conjugado 

com CF633 (Sigma) diluído 1:600 em PBS. Finalmente, lâminas foram rinsadas e 

montadas com glicerina para análise em microscópio confocal LSM 510 Meta 

(Zeiss). 

 

9.13. Ensaio de inibição da produção de NO 

 O ensaio de inibição da produção de NO em células RAW264.7 foi feito com 

base em publicações anteriores com modificações (DOBBIN; SMITH; JOHNSON, 

2002; MUN et al., 2005). Células plaqueadas (5×104) foram tratadas com meio 

contendo 2,5% de soro de animais imunizados juntamente com TgHSP70 em 

diferentes concentrações (0,3 até 10 µg/mL, fator de diluição 2). Após 72 horas de 

incubação, o sobrenadante foi coletado para quantificação de NO pelo método de 

Griess. 

 

9.14. Análise estatística 

 Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa estatístico 

GraphPad Prism versão 6.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). Os grupos 

foram avaliados pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (KS) e 

analisados pelo teste t não pareadotANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni. 

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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10. RESULTADOS (CAPÍTULO II) 

10.1. Imunização com TgHSP70 promove redução do número de cistos 

 O primeiro objetivo foi avaliar se a imunização com TgHSP70 possui um papel 

protetor contra a toxoplasmose. Para isso, camundongos da linhagem C57BL/6 

foram imunizados com TgHSP70 diluída em PBS ou adsorvida em alúmen (Figura 

5A). Durante o período de imunização, foi observado que todos os grupos de 

imunização apresentaram aumento da massa corpórea progressivamente (Figura 

5B). Além disso, em nenhum momento durante o período de imunização, os animais 

apresentaram aumento do escore de morbidade (dados não mostrados), o qual varia 

numa escala de 0 a 7, onde 0 representa um escore sadio e 7 um escore de um 

camundongo totalmente debilitado. Estes resultados sugerem que nem TgHSP70 

nem o alúmen isoladamente ou combinados são capazes de provocar alterações 

clínicas negativas em camundongos sadios. 

 Após 6 semanas de imunização, os animais foram infectados com 10 cistos 

da cepa ME49 de T. gondii por via oral. Durante o período de infecção, todos os 

grupos experimentais apresentaram perda brusca de peso corpóreo aos 9 dias após 

a infecção juntamente com aumento do escore de morbidade (Figura 5, C e D). Após 

este dia, os animais apresentaram leve perda de peso gradual e mantiveram o 

escore de morbidade (Figura 5, C e D). Após 4 semanas de infecção, os 

camundongos foram sacrificados para coleta do cérebro para contagem de cistos a 

fresco. Foi observado que camundongos imunizados com TgHSP70 diluída em PBS 

ou adsorvida em alúmen apresentaram redução da quantidade de cistos no cérebro 

comparado com camundongos injetados somente com PBS (Figura 5E). Estes 

resultados foram confirmados por qPCR (Figura 5F). Em relação às alterações 

inflamatórias foi observado que os animais inoculados com PBS ou alúmen 
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apresentaram alterações inflamatórias graves no cérebro (Figura 5G), que foram 

caracterizadas por infiltrado de células inflamatórias nas meninges, manguito 

perivascular, nódulos gliais e células inflamatórias pelo parênquima (Figura 5H). 

 

Figura 12. Imunização com TgHSP70 promove redução do número de cistos cerebrais. (A) Camundongos 

C57BL/6 foram imunizados com TgHSP70 diluída em PBS ou adsorvida em alúmen e infectados com 10 

cistos da cepa ME49 de T. gondii. Os animais foram observados quanto à perda de peso durante os 

períodos de imunização (B) e infecção (C), bem como quanto ao escore de morbidade durante a infecção 

(D). As setas em (B) indicam as semanas em que os camundongos forma imunizados. Na 4ª semana de 

infecção, os animais foram sacrificados para quantificação de cistos a fresco (setas) (E). (F) Quantificação 

de T. gondii no cérebro por qPCR. Quantificação do escore histológico (G) e fotomicrografias representativas 

do cérebro dos animais imunizados (H). Seta preta, foco inflamatório; Seta branca, manguito perivascular. 

Barras representam 100 µm. Os dados são representativos de dois experimentos independentes com pelo 

menos 3 camundongos por grupo. Tg, Grupo infectado com T. gondii. * Teste t não-pareado, p<0,05. 
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Essas lesões também foram observadas em animais imunizados somente com 

TgHSP70, porém foram menos graves, e os animais imunizados com TgHSP70 

adsorvida em alúmen apresentaram lesões mais suaves no cérebro (Figura 5H). 

Estes dados sugerem que imunização com TgHSP70 promove redução do 

parasitismo cerebral e, juntamente com o alúmen, diminuem a inflamação no cérebro 

de camundongos infectados. 

 

10.2. Imunização com TgHSP70 não altera o perfil de citocinas no soro  

 Devido aos efeitos protetores observados, hipotetizamos que houvesse 

alguma alteração no perfil de citocinas presentes no soro que explicasse a proteção 

observada nos camundongos imunizados com TgHSP70. Para tanto, amostras de 

soro de animais antes e depois da imunização foram submetidas a quantificação de 

citocinas por CBA. Foi observado que a imunização não induz a produção de 

citocinas de estimulação da proliferação de células T (IL2), de regulação da 

inflamação (IL10), e nem de polarização para respostas de perfil TH2 (IL4) ou TH17 

(IL17a) em camundongos infectados (Figura 6A). Além disso, a infecção por T. 

gondii promove a produção de citocinas inflamatórias IL6, TNF e IFNγ (p<0,001) em 

todos os grupos. Isso mostra que a imunização com TgHSP70 não é capaz de 

influenciar os níveis destas citocinas promovidos pela infecção (Figura 6B). Esses 

dados sugerem que a imunização com TgHSP70 não é capaz de modificar o perfil 

de citocinas inflamatórias IL6, TNF e IFNγ presentes no soro de camundongos 

infectados (Figura 6C). 
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10.3. TgHSP70 induz elevada produção de anticorpos 

 Para avaliar o desenvolvimento da resposta humoral frente à imunização, o 

soro dos animais imunizados foi coletado e utilizado para dosagem de anticorpos por 

ELISA. Foi observado que somente camundongos imunizados com TgHSP70 

apresentaram títulos elevados de anticorpos IgG específicos contra a proteína, os 

quais foram significativamente maiores nos animais que receberam a proteína 

adsorvida em alúmen (Figura 7A). Além disso, estes animais também apresentaram 

 

 

Figura 13. Imunização com TgHSP70 não induz alteração do perfil de citocinas no soro de animais 

desafiados com T. gondii. O soro de camundongos imunizados com TgHSP70 diluída em PBS ou adsorvida 

em alúmen foi coletado para análise de citocinas após 4 semanas de infecção. Foram avaliadas as citocinas 

IL2, IL10, IL4 e IL17a (A), bem como citocinas características da infecção por T. gondii IL6, IFNγ e TNF (B). 

(C) Gráfico de radar sumarizando o perfil de citocinas presentes no soro mostradas em (A) e (B). Os dados 

são representativos de dois experimentos independentes com pelo menos 3 camundongos por grupo. Tg, 

Grupo infectado com T. gondii. * Teste t não-pareado, p<0,05. 
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maiores títulos de anticorpos anti-STAg do que os animais injetados somente com 

PBS principalmente após 4 semanas de infecção (10ª semana de imunização) 

(Figura 7A). Observamos por immunoblotting que camundongos imunizados com 

TgHSP70 apresentaram forte detecção de uma banda correspondente ao peso de 

70 kDa presente no STAg, independente da presença do adjuvante. Quatro 

semanas após a infecção, todos os grupos de imunização reconheceram as bandas 

 

Figura 14. Imunização com TgHSP70 induz maior produção de anticorpos anti-STAg. O soro de 

camundongos imunizados com TgHSP70 diluída em PBS ou adsorvida em alúmen foi coletado para análise 

dos títulos de anticorpos. (A) Títulos de IgG total anti-TgHSP70 e anti-STAg. (B) Immunoblotting utilizando o 

soro de animais imunizados e/ou infectados para detecção de proteínas presentes no STAg. (C e D) Níveis 

de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-TgHSP70 e anti-STAg. (E) Quantificação de imunocomplexos anti-

TgHSP70. Setas pretas em A, C, D e E indicam a semana que os animais foram infectados. Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes com pelo menos 3 camundongos por grupo. E.I., índice 

ELISA. Tg, Grupo infectado com T. gondii. * Teste t não-pareado, p<0,05. 
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proteicas de 30, 70, 78 e 88 kDa, embora os animais injetados com alúmen 

reconheceram também proteínas de peso 56 e 126 kDa (Figura 7B). 

 Camundongos imunizados com TgHSP70 também apresentaram elevados 

níveis de anticorpos IgG1 específicos anti-TgHSP70 e anti-STAg, sendo estes níveis 

maiores em camundongos que receberam a proteína adsorvida em alúmen (Figura 

7C). Este perfil foi similar para os níveis de IgG2a, os quais apresentaram menores 

quantidades de anticorpos em relação ao observado para IgG1 (Figura 7D). Nosso 

grupo demonstrou anteriormente que camundongos C57BL/6 cronicamente 

infectados não apresentam imunocomplexos (ICs) anti-TgHSP70 no soro, como 

observado em camundongos BALB/c (BARENCO et al., 2014). Assim, investigamos 

se a imunização seria capaz de induzir anticorpos que seriam capazes de capturar a 

TgHSP70 circulante no soro destes animais e, consequentemente, formar ICs. 

Curiosamente, somente os animais imunizados com TgHSP70 adsorvida em alúmen 

apresentaram níveis detectáveis de ICs anti-TgHSP70 a partir da 4ª semana até a 

10ª semana de imunização (Figura 7E). Estes resultados indicam que a imunização 

com TgHSP70 induz elevada produção de anticorpos IgG1 específicos, 

independente da utilização de alúmen. 

 

10.4. TgHSP70 ativa e aumenta expressão de CD86 em linfócitos B 

 Visando entender o fenômeno de proteção nos camundongos imunizados 

com TgHSP70, as células do baço de camundongos imunizados foram coletadas 

após 6 semanas de imunização. A análise de proliferação de linfócitos do baço 

estimulados foi feita por citometria de fluxo utilizando CFSE, dentro da população de 

células isoladas (Singlets) (Figura 8A). Foi observado que o estímulo com TgHSP70 

somente foi capaz de estimular a proliferação de linfócitos B CD3-CD19+ (Figura 8B). 
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De fato, não foi observada a proliferação de linfócitos T CD4+ ou T CD8+ de 

nenhuma das condições estimuladas com TgHSP70, independente do grupo de 

 

Figura 15. TgHSP70 estimula a proliferação de linfócitos B mediada pela molécula co-estimuladora CD86. 

Células do baço de camundongos imunizados com TgHSP70 diluída em PBS ou adsorvida em alúmen 

foram marcadas com CFSE 5 µM e incubadas com estímulos (TgHSP70 10 µg/mL, LPS 1 µg/mL ou STAg 

10 µg/mL) por 72 horas. (A) As células foram marcadas e analisadas por citometria de fluxo dentro da 

população isolada de linfócitos. (B) Análise da proliferação de células estimuladas com TgHSP70. (C e D) 

Análise da expressão das moléculas co-estimuladoras CD80 (C) e CD86 (D) em linfócitos B estimulados. Os 

dados são representativos de dois experimentos independentes com pelo menos 3 camundongos por grupo. 

Tg, Grupo infectado com T. gondii. * Teste t não-pareado, p<0,05. 
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imunização (Figura 9). Porém, TgHSP70 promove a proliferação de células B CD19+ 

em níveis semelhantes, ou até maiores que o estímulo com LPS dependendo do 

grupo imunizado (p<0,01, Figura 9). Além disso, o estímulo com TgHSP70 não foi 

capaz de induzir a produção de IL10 nem IFNγ nas células do baço (Dados não 

mostrados). 

 Para entender melhor o mecanismo de ativação destas células por TgHSP70, 

investigamos o papel dos marcadores CD80 e CD86 que estão intimamente 

relacionados com a proliferação e com a produção de anticorpos. De fato, o estímulo 

das células com TgHSP70 reduz 32,7 ± 8,8% (p<0.05) a expressão da molécula 

 

Figura 16. TgHSP70 não estimula a proliferação de linfócitos T. Células do baço de camundongos 

imunizados com TgHSP70 diluída em PBS ou adsorvida em alúmen foram marcadas com CFSE 5 µM e 

incubadas com estímulos (TgHSP70 10 µg/mL, LPS 1 µg/mL, ConA 2,5 µg/mL ou STAg 10 µg/mL) por 72 

horas. As células foram marcadas e analisadas por citometria de fluxo dentro da população isolada de 

linfócitos T CD3+CD4+ (superior), CD3+CD8+ (meio) e linfócitos B CD3-CD19+ (inferior). Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes com pelo menos 3 camundongos por grupo. Tg, Grupo 

infectado com T. gondii. * Teste t não-pareado, p<0,05. 
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inibitória CD80 de linfócitos B em todos os grupos imunizados, com exceção do 

grupo tratado com PBS no qual a redução não foi significante (Figura 8C). Além 

disso, o estímulo com TgHSP70 promoveu o aumento de 62,4 ± 17,6% na 

expressão da molécula co-estimuladora CD86 nos linfócitos B, com diferença 

estatística significante nos grupos de animais imunizados com TgHSP70 (p<0,01, 

Figura 8D). Assim, estes resultados sugerem que a imunização com TgHSP70 induz 

ativação de linfócitos B por via dependente de CD86, a qual é uma molécula 

fundamental para produção de anticorpo e manutenção da resposta humoral. 

  

10.5. Anticorpos anti-TgHSP70 não exercem função direta no parasita 

 Porque foi observado que animais imunizados com TgHSP70 apresentavam 

baixa carga parasitária no cérebro, hipotetizamos que os anticorpos presentes no 

soro deste animais poderiam ser capazes de participar de uma resposta contra a 

infecção por T. gondii. 

 Levando em consideração que a TgHSP70 é citoplasmática (WEISS et al., 

1998; DOBBIN; SMITH; JOHNSON, 2002), imaginamos que o mecanismo efetor de 

anticorpos anti-TgHSP70 não é mediado pela interação direta com o parasita. 

Precisamente, soros normais ou inativados pelo calor de camundongos imunizados 

com TgHSP70 não inibiram a replicação de parasitas RH 2F1 em cultivo de 

fibroblastos, como foi observado na cultura tratada com soro de camundongos 

infectados (Figura 10A). Além disso, o soro dos animais imunizados não foi capaz de 

lisar taquizoítas RH 2F1 como observado com o soro de animais infectados, 

independente do grupo de imunização (Figura 10B). De fato, os anticorpos anti-

TgHSP70 presentes no soro de camundongos imunizados não foi capaz de se ligar 

na superfície de taquizoítas (Figura 10C). Estes dados sugerem que anticorpos anti-
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TgHSP70 não controlam a replicação do parasita pela neutralização nem promovem 

a lise mediada por complemento através da interação com o parasita. 

 

10.6. Anticorpos anti-TgHSP70 previnem a produção de NO induzida por 

TgHSP70  

 Estudos anteriores mostraram o papel da TgHSP70 na modulação da 

produção de NO em macrófagos peritoneais (MUN et al., 2005). Assim, avaliamos o 

papel dos anticorpos anti-TgHSP70 de animais imunizados na neutralização dessa 

atividade deTgHSP70. Macrófagos de camundongos da linhagem RAW264.7 foram 

incubados com 2,5% de soro murino de animais imunizados e diferentes 

concentrações de TgHSP70 por 72 horas. Foi observado que as células 

 

Figura 17. Anticorpos anti-TgHSP70 não inibem ou promovem lise mediada pelo complemento através da 

ligação direta ao parasita. (A) Taquizoítas da cepa RH 2F1 foram ressuspendidos em meio contendo 5% de 

soro inativado, ou não, de camundongos imunizados com TgHSP70 e/ou infectados. Estes parasitas foram 

utilizados para infectar fibroblastos NIH por 24 horas para quantificação do parasitismo pelo ensaio de β-

galactosidase (DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996). (B) Ensaio de lise mediada pelo complemento utilizando 

soro de animais imunizados e/ou infectados. (C) Imunofluorescência usando soros de animais imunizados 

com TgHSP70 ou infectados em taquizoítas da cepa RH 2F1. As barras de escala representam 10 µm. Os 

dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes (n=8). *Teste t não-pareado, 

P<0,05. 
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suplementadas com soro de animais imunizados não reduziram a produção de NO 

induzida pelo antígeno, independente dos soros ou da concentração de antígeno 

utilizados (Figura 11). Juntos, estes resultados sugerem o papel dos anticorpos anti-

TgHSP70 na neutralização de TgHSP70 livre para prevenir a produção de NO em 

células RAW264.7. 

 

 

Figura 18. Anticorpos anti-TgHSP70 previnem a produção de NO induzida por TgHSP70. (A) Células 

RAW264.7 foram incubadas por 72 horas com meio contendo 2,5% de soro de animais imunizados 

misturados com TgHSP70 em diferentes concentrações (10 a 0,31 µg/mL, fator de diluição 2) para 

quantificação de NO pelo método de Griess. Os dados são representativos de pelo menos dois 

experimentos independentes (n=6). *Teste t não-pareado, P<0,05. 
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11. DISCUSSÃO (CAPÍTULO II) 

 Publicações anteriores mostraram que uma única imunização de 

camundongos C57BL/6 com 100 µg TgHSP70, emulsificada em adjuvante completo 

de Freund 10 dias antes da infecção com a cepa Fukaya, aumenta o número de 

cistos no cérebro (MUN; AOSAI; YANO, 1999; MUN et al., 2000b). Em nosso estudo, 

imunizamos camundongos C57BL/6 com 10 vezes menos TgHSP70, diluída em 

PBS ou adsorvida em alúmem 6 semanas antes da infecção com a cepa ME49. 

Estas diferenças observadas provavelmente sejam devido a diferentes metodologias 

utilizadas nos protocolos de imunização, na qual após 6 semanas de infecção a 

resposta imune adaptativa do camundongo contra o antígeno seja mais eficiente, 

visto que com 2 semanas de imunização os animais do grupo TgHSP70 ainda não 

possuíam quantidades elevadas de anticorpos. Nossos resultados corroboram com a 

literatura, visto que a imunização com a proteína HSP70 de outros microorganismos 

é capaz de gerar resposta protetora em camundongos infectados com 

Mycobacterium tuberculosis e Naegleria fowleri (SONG et al., 2007; FU et al., 2013).  

 Recentemente, foi mostrado que a imunização com plasmídeo contendo 

TgHSP70 é capaz de gerar resposta imune protetora mediada por linfócitos T CD8+ 

através da via Fas/FasL, consequentemente reduzindo o número de cistos cerebrais 

(CHU et al., 2014). Mostramos que a imunização com a proteína TgHSP70 não é 

capaz de induzir diretamente a proliferação de linfócitos T, sejam eles CD4+ ou 

CD8+. Foi observado anteriormente que tanto a HSP70 murina quanto a TgHSP70 

são capazes de ativar células por via dependente de TLR4 e TLR2 expressos em 

células apresentadoras de antígenos, como células dendríticas, macrófagos e 

linfóctitos B, mas não linfócitos T (AOSAI et al., 2002; ASEA et al., 2002; VABULAS 

et al., 2002; MUN et al., 2005; AOSAI et al., 2006; GONG et al., 2009). 
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  Mostramos também que a TgHSP70 é capaz induzir a ativação de células B. 

Estas, por sua vez, desenvolvem um papel crucial na produção de anticorpos contra 

T. gondii, uma vez que a infecção de camundongos µMT (deficientes em células B 

funcionais) são mais susceptíveis a infecção (KANG; REMINGTON; SUZUKI, 2000; 

JOHNSON; SAYLES, 2002). Elas também são essenciais na geração de imunidade 

protetora durante a infecção, visto que camundongos µMT imunizados não são 

protegidos por vacinas como os camundongos controles (SAYLES; GIBSON; 

JOHNSON, 2000; JOHNSON et al., 2004). Apesar de trabalhos já terem mostrado o 

papel da TgHSP70 na ativação de linfócitos B e indução de anticorpos (CHEN et al., 

2000; CHEN et al., 2003), nossos resultados mostraram que a ativação de células B 

por TgHSP70 é mediada pelo aumento da expressão de CD86 em detrimento de 

CD80. A estimulação de células dendríticas derivadas da medula óssea (BMDCs) 

com HSP70 murina promove o aumento na expressão da molécula co-estimuladora 

CD86, mas não CD80 nem CD40 (BASU et al., 2000). Porém, o estímulo de BMDCs 

com TgHSP70 foi capaz de estimular a expressão de todos os marcadores CD86, 

CD80 e CD40 (KANG, H. K. et al., 2004; AOSAI et al., 2006). 

 Recentemente demonstramos que a TgHSP70 é uma proteína encontrada no 

soro de animais infectados e pode ser utilizada como um marcador de 

susceptibilidade do animal frente a infecção por T. gondii. Além disso, mostramos 

também que camundongos C57BL/6 não produzem quantidades suficientes de 

anticorpos IgG anti-TgHSP70 capazes de formar imunocomplexos com TgHSP70 

(BARENCO et al., 2014). Os imunocomplexos, por sua vez, modulam a resposta 

inflamatória de macrófagos, os quais passam a produzir altos níveis de IL10 em 

detrimento de IL12 (AMBARUS et al., 2012). Mostramos que camundongos 

imunizados com TgHSP70, quando infectados, produzem elevada quantidade de 
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anticorpos IgG anti-TgHSP70 e isso pode estar correlacionado com a proteção 

observada nestes animais. 

 Mostramos que a produção de IgG anti-TgHSP70 não está associada com a 

inibição da infecção ou lise do parasita pela ligação direta de anticorpos na 

superfície do parasita. Isto corrobora com a literatura, uma vez que ela é uma 

proteína primariamente intracelular (WEISS et al., 1998). Foi demonstrado que a 

TgHSP70 pode desencadear uma cascata de sinalização via TLR2, e induzir a 

tolerância em macrófagos peritoneais ativados com outros estímulos pela via 

TLR4/MyD88 (MUN et al., 2005). A formação de imunocomplexos depende de  

concentrações equivalentes de antígeno e anticorpo (CRUSE; LEWIS, 2010). Em 

nosso estudo, porque fizemos a diluição do soro no meio de cultura para mimetizar a 

neutralização da TgHSP70, talvez as concentrações de anticorpos não favorecem a 

formação de ICs em meio líquido. Porém, outro trabalho sugere que a TgHSP70 

pode aderir a membrana de células mortas (DOBBIN; SMITH; JOHNSON, 2002), 

embora esta via ainda precisa ser investigada. 

 Estes resultados mostram que a imunização com TgHSP70, independente do 

uso de alúmen como adjuvante, reduz a quantidade de cistos cerebrais, funcionando 

como um bom candidato para o desenvolvimento de vacinas (VERMA; KHANNA, 

2013). Demonstramos que camundongos imunizados com TgHSP70 apresentaram 

proliferação de células B e elevada produção de anticorpos anit-TgHSP70, os quais 

não se ligam diretamente ao parasita, mas são capazes de neutralizar TgHSP70 

livre e prevenir a indução de tolerância em células RAW264.7 (Figura 12). Por fim, 

estes resultados reforçam o desenvolvimento de vacinas utilizando moléculas 

imunomodulatórias para o controle da toxoplasmose. 
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Figura 19. Imunização com TgHSP70 reduz a produção de NO em macrófagos induzida por TgHSP70. 

Camundongos não imunizados respondem contra a TgHSP70 produzindo NO e depois falham em 

responder a outros estímulos, como LPS e IFNγ (MUN et al., 2005). Em contrapartida, animais 

imunizados com TgHSP70 apresentam elevados níveis de anticorpos capazes de neutralizar TgHSP70 

livre que poderia modular macrófagos, os quais respondem a outros estímulos posteriores. 
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12. CONCLUSÕES GERAIS 

 

 O tratamento com STAg protege contra a inflamação do intestino provocada pela 

infecção aguda de T. gondii pela modulação de citocinas, manutenção da função 

da barreira epitelial e das células de Paneth, além de prevenir desregulação da 

microbiota pela secreção de IgA no lúmen intestinal. 

 A imunização com TgHSP70 protege contra a infecção crônica pela cepa tipo II 

ME49 de T. gondii por uma via dependente de anticorpo que é auxiliada pelo uso 

de adjuvante alúmen. 

 Estes resultados fortalecem e incentivam o uso de antígenos imunomoduladores 

de T. gondii, como o STAg e a TgHSP70, como ferramentas para controle de 

doenças inflamatórias intestinais e para vacinação. 
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