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RESUMO 

Toxoplasma gondii é um protozoário que possui a capacidade de atravessar a 

barreira hematoencefálica, gerando inflamação no SNC, o que pode contribuir na 

etiologia ou progressão de doenças neuropsiquiátricas e gerar alterações 

comportamentais evidentes no modelo murino. Na América do Sul, a diversidade 

genética de T. gondii é alta, coexistindo diferentes genótipos caracterizados como 

não clonais, comumente relacionados a casos mais graves da doença. Cepas 

virulentas foram identificadas como prevalentes nas infecções em indivíduos 

imunocomprometidos. O destaque neste trabalho foi para a infecção pela cepa não 

clonal virulenta Tgcatbr5, a qual é referência para identificar e caracterizar novos 

isolados de T. gondii, entretanto, poucos são os dados na literatura quanto a 

interação parasito e hospedeiro, especialmente quanto à sua interação com o 

sistema nervoso e os impactos no comportamento. Diante deste cenário, o objetivo 

foi investigar se Tgcatbr5 provoca alterações comportamentais em camundongos 

C57BL/6 durante a fase aguda da infecção e se estas alterações possuem relação 

com a resposta imunológica desencadeada, comparando com a cepa clonal ME49 e 

grupos não infectados. Inicialmente, 32 camundongos C57BL/6 foram utilizados para 

realização de testes de virulência afim de estabelecer a concentração ideal de 

inóculo para a cepa Tgcatbr5. Após esta padronização, 48 camundongos C57BL/6 

foram divididos em 3 grupos experimentais: 1) Controle não infectado; 2) Infectado 

por Tgcatbr5; 3) Infectado por ME49.  A infecção ocorreu na concentração de 1x103 

e 1x105 taquizoitos, para as cepas Tgcatbr5 e ME49, respectivamente. A 

metodologia empregada incluiu a realização de testes comportamentais para análise 

de parâmetros relacionados a ansiedade (teste do labirinto em cruz elevado e teste 

de campo aberto), depressão (teste de suspensão pela cauda), aversão ao odor 

felino (teste do labirinto em Y) e memória (teste de reconhecimento de objetos). Os 

animais foram eutanasiados após 10 dias de infecção (fase aguda) e amostras 

séricas foram submetidas à avaliação de soroconversão por ELISA, dosagem de 

óxido nítrico pelo método de Griess e dosagem de citocinas por citometria de fluxo. 

Além disso, parte dos encéfalos foram colhidos para processamento e obtenção de 

sobrenadante encefálico para dosagem de óxido nítrico e citocinas e parte para 

avaliação histológica por coloração de H&E em regiões do córtex pré-frontal, 

complexo amigdaloide e hipocampo. Os resultados revelaram que a infecção pela 

cepa Tgcatbr5 levou a alterações comportamentais, incluindo hiperlocomoção e 
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redução de respostas ao medo. Essas alterações parecem estar associadas a uma 

resposta imunológica intensamente pró-inflamatória, devido a presença de altos 

níveis de IFN-, MCP-1, TNF- e IL-6 no soro e em sobrenadantes encefálicos. Foi 

constatada a presença de infiltrado inflamatório no córtex pré-frontal, associado a 

alta titulação de citocinas e de MCP-1, o que faz da infecção por Tgcatbr5 um fator 

contribuinte para o desenvolvimento de esquizofrenia, demência e depressão. A 

padronização do inóculo mostrou que Tgcatbr5 é altamente virulenta, causando 

óbito inevitável no modelo murino, destacando a importância descoberta de 

abordagens terapêuticas ligadas ao combate da infecção em indivíduos, 

principalmente, imunocomprometidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

x 
 

ABSTRACT 

Toxoplasma gondii is a protozoan that has the ability to cross the blood-brain barrier, 

generating inflammation in the CNS, which may contribute to the etiology or 

progression of neuropsychiatric diseases and generate evident behavioral changes 

in the murine model. In South America, the genetic diversity of T. gondii is high, with 

different genotypes characterized as non-clonal, commonly related to more severe 

cases of the disease, coexisting. Virulent strains were identified as prevalent in 

infections in immunocompromised individuals. The highlight of this work was the 

infection by the virulent non-clonal strain Tgcatbr5, which is a reference for identifying 

and characterizing new isolates of T. gondii. However, there is little data in the 

literature regarding the parasite-host interaction, especially regarding its interaction 

with the nervous system and impacts on behavior. Given this scenario, the objective 

was to investigate whether Tgcatbr5 causes behavioral changes in C57BL/6 mice 

during the acute phase of infection and whether these changes are related to the 

immune response triggered, comparing with the clonal strain ME49 and uninfected 

groups. Initially, 32 C57BL/6 mice were used to perform virulence tests in order to 

establish the ideal inoculum concentration for the Tgcatbr5 strain. After this 

standardization, 48 C57BL/6 mice were divided into 3 experimental groups: 1) 

Uninfected control; 2) Infected with Tgcatbr5; 3) Infected with ME49. The infection 

occurred at a concentration of 1x103 and 1x105 tachyzoites, for the Tgcatbr5 and 

ME49 strains, respectively. The methodology used included behavioral tests to 

analyze parameters related to anxiety (elevated plus maze test and open field test), 

depression (tail suspension test), aversion to feline odor (Y-maze test), and memory 

(object recognition test). The animals were euthanized after 10 days of infection 

(acute phase), and serum samples were submitted to seroconversion assessment by 

ELISA, nitric oxide measurement by the Griess method, and cytokine measurement 

by flow cytometry. In addition, part of the brains was collected for processing and 

obtaining brain supernatant for nitric oxide and cytokine measurement, and part for 

histological evaluation by H&E staining in regions of the prefrontal cortex, amygdaloid 

complex, and hippocampus. The results revealed that infection with the Tgcatbr5 

strain led to behavioral changes, including hyperlocomotion and reduced fear 

responses. These changes appear to be associated with an intensely pro-

inflammatory immune response, due to the presence of high levels of IFN-, MCP-1, 

TNF- and IL-6 in serum and brain supernatants. The presence of an inflammatory 
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infiltrate in the prefrontal cortex was observed, associated with high titers of cytokines 

and MCP-1, which makes Tgcatbr5 infection a contributing factor to the development 

of schizophrenia, dementia and depression. Standardization of the inoculum showed 

that Tgcatbr5 is highly virulent, causing inevitable death in the murine model, 

highlighting the importance of discovering therapeutic approaches linked to 

combating infection in individuals, especially immunocompromised ones. 
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1. INTRODUÇÃO 

A modulação do comportamento do hospedeiro causada mediante a infecção 

pelo parasito intracelular obrigatório Toxoplasma gondii (T. gondii) tem representado 

o eixo central de diversas pesquisas, visto que já foi correlacionada a presença do 

parasito no sistema nervoso central (SNC) com a manifestação de distúrbios 

neuropsiquiátricos em humanos e alterações comportamentais em modelos murinos 

(SUTTERLAN et al., 2015; XIAO et al., 2018; WANG et al., 2019; WANA et al., 

2023). T. gondii causa a toxoplasmose, uma doença crônica, onde as manifestações 

clínicas e complicações tendem a ocorrer em indivíduos imunossuprimidos, 

enquanto em imunocompetentes ela é conduzida de forma assintomática 

(KOCHANOWSKY & KOSHY, 2018; SASAI et al., 2018). 

O ciclo de vida do parasito envolve 3 formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos 

e esporozoitos. A infecção por T. gondii é caracterizada por uma súbita fase aguda 

onde há constante replicação dos taquizoitos, posterior supressão pelos 

mecanismos de defesa imunológica do hospedeiro e seguida de fase crônica 

persistente na forma de cistos teciduais contendo bradizoitos (DUBEY et al., 1998; 

MENDEZ & KOSHY, 2017). Esses cistos se desenvolvem em diversos órgãos, no 

entanto, sua prevalência é notável em locais imunoprivilegiados, como neurônios e 

células da retina (SIBLEY, 2010). 

T. gondii possui como hospedeiro definitivo os felídeos, onde é possível que ele 

se reproduza de forma sexuada e complete seu ciclo de vida, enquanto os demais 

animais de sangue quente são os hospedeiros intermediários (ATTIAS et al., 2020).  

As alterações comportamentais baseiam-se na concepção de tornar o hospedeiro 

mais suscetível à predação, favorecendo a sobrevivência e propagação do parasito 

(VYAS et al., 2007; FLEGR, 2013). A presença do parasito, sua localização em 

determinadas áreas cerebrais e a resposta imunológica mediante a infecção são 

parâmetros avaliados no que diz respeito a etiologia de alterações comportamentais 

(MCCONKEY et al., 2013). 

A estrutura populacional do parasito é diversificada na América do Sul, em 

especial no Brasil, com a presença de diferentes genótipos que já mostraram se 

relacionar com casos mais severos da doença (GILBERT et al., 2008; DUBEY et al., 
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2021). Análises filogenéticas evidenciaram o isolamento de cepas com genótipos 

idênticos em diferentes hospedeiros na América do Norte e Europa, estabelecendo 

três genótipos típicos, Tipo I, II e III, decrescentes no quesito virulência em modelos 

murinos experimentais. Cepas representativas do tipo I incluem RH e GT1, do tipo II 

incluem ME49 e PRU e tipo III inclui a VEG (SHWAB et al., 2014; DUBEY et al., 

2020; BRITO et al., 2023). A patogenicidade entre as cepas se deve a presença de 

polimorfismos gênicos, resultando na distinta expressão de componentes celulares 

como róptrias, grânulos densos e micronemas, importantes na motilidade e no 

estabelecimento da infecção intracelular (TAYLOR et al., 2006; YOUNG et al., 2019). 

Um estudo inicial correlacionando o genótipo do parasito com a toxoplasmose 

humana demonstrou que cepas do tipo I, virulentas, foram encontradas em maior 

número na toxoplasmose congênita, o que pode se relacionar ao fato da alta 

parasitemia proveniente destas cepas, aumentando o risco da transmissão via 

transplacentária e a gravidade ao feto (SIBLEY & HOWE, 1995). 

A cepa utilizada no presente estudo é denominada Tgcatbr5 e foi isolada em 

gatos domésticos no Estado do Paraná, Brasil. Tecidos de gatos naturalmente 

infectados e positivos para anticorpos anti-T. gondii pelo teste de aglutinação 

modificado (MAT) foram dados como alimento a gatos saudáveis, estes 

considerados hospedeiros sensíveis a detecção de T. gondii em amostras teciduais. 

Oocistos liberados nas fezes dos gatos infectados experimentalmente foram usados 

para bioensaio em camundongos Swiss, sendo este o fator determinante da 

classificação de virulência da cepa isolada. Tgcatbr5 foi considerada virulenta, com 

os óbitos dos camundongos infectados ocorrendo em até 28 dias após infecção 

(DUBEY et al., 2004).  

Em um estudo publicado por Dubey e colaboradores (2011) acerca de cepas de 

T. gondii isoladas em coelhos no estado de Minas Gerais, Brasil, revelou a presença 

de TgRabbitBr1, cepa esta que através da caracterização genética utilizando a 

técnica PCR-RFLP foi considerada não clonal e correspondia 100% a Tgcatbr5. 

Mesmo apresentando alelos tipo III em vários marcadores, a TgRabbitBr1 foi 

altamente virulenta. Gatos alimentados com cérebro de coelhos positivos no MAT 

eliminaram oocistos em suas fezes e estes foram bioensaiados em camundongos 

Swiss por via oral. Todos os animais morreram de toxoplasmose aguda. 
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Uma análise filogenética utilizando 46 cepas de T. gondii com base em 

sequências de íntrons as agrupou em 11 haplogrupos distintos. Quatro destes são 

encontrados quase que exclusivamente na América do Sul. Tgcatbr5 foi incluída no 

haplogrupo 8, apresentando infectividade por via oral e virulência aguda, de forma 

comparável à das linhagens tipo I (KHAN et al., 2007). A cepa Tgcatbr5 é 

empregada como padrão de referência para a análise de novos isolados. No 

entanto, há escassez de informações na literatura sobre estudos relacionados à 

farmacologia, imunologia e comportamento. Além disso, já foi constatada a 

manifestação de comportamentos que induzem ansiedade e comprometimento da 

memória em camundongos infectados com cepas virulentas (EVAGELISTA et al., 

2023). Sendo, portanto, necessário o estudo aprofundado de cepas não clonais 

virulentas. 

Diversas pesquisas têm avaliado alterações comportamentais em modelo murino 

infectado com cepas de T. gondii, entretanto, a maior parte dos trabalhos se limitam 

ao estudo de cepas de linhagens clonais. Uma série de alterações já foram 

observadas, com destaque na locomoção, comportamentos depressivos, prejuízo de 

memória e perda da repulsa inata ao odor do predador (ABDULAI-SAIKU et al., 

2017; BOILLAT et al., 2020; TONG et al., 2021). Em evidência, um estudo acerca 

dos efeitos da infecção crônica pela cepa não clonal TgCkBrRN2 (CK2) de T. gondii 

no modelo murino revelou a presença de comportamento do tipo ansioso e 

depressivo. Além disso, os animais apresentavam maior número de cistos teciduais 

cerebrais, infiltrado inflamatório e redução da população de micróglia em 

comparação com a infecção pela cepa clonal tipo II ME-49 (BRITO et al., 2023). Isto 

evidencia, portanto, como a infecção por cepas não clonais e a presença do parasito 

no sistema nervoso possuem potencial para gerar alterações comportamentais 

significativas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii é um protozoário do filo Apicomplexa capaz de infectar um 

amplo número de animais, dentre eles os mamíferos. Sua descoberta consta em 

1908, quando os pesquisadores Nicolle e Manceuax na Tunísia, Norte da África, 

observaram a morte de roedores africanos (Ctenodactylus gundii). Sua denominação 

é referência a sua evidenciação no roedor. Ainda no mesmo ano, sua identificação 

no Brasil foi feita por Splendore ao observá-lo em coelhos (Orycto lagus cuniculus 

(AMENDOEIRA & COSTA, 1999; FERGUSON, 2009). 

Em todos os hospedeiros, T gondii se reproduz de forma assexuada por 

endodiogenia, entretanto, seu ciclo de vida se completa no epitélio intestinal de 

felídeos, seu hospedeiro definitivo, onde os parasitos conseguem reproduzir-se de 

forma sexuada e, assim, favorecem a sobrevivência da espécie por meio da 

recombinação gênica. O resultado deste tipo de reprodução é o estágio infectante 

denominado oocisto, o qual é excretado nas fezes do felídeo. No ambiente, esses 

oocistos passam pelo processo de esporulação e tornam-se infectantes. Cada 

oocisto contém dois esporocistos em seu interior, os quais contém quatro 

esporozoitos cada. A infecção por meio deste estágio de T. gondii ocorre através da 

ingestão de água e alimentos contaminados (DE SOUZA & BELFORT, 2014; 

ATTIAS et al., 2020; TONG et al., 2021). 

Quando ingeridos, os parasitos atravessam o epitélio intestinal, invadem células 

e se multiplicam rapidamente dentro de vacúolos parasitóforos, causando o posterior 

rompimento celular e liberação da forma infectante taquizoito no meio externo, livres 

para invadir novas células e atingir a corrente sanguínea, sendo levado para os 

demais tecidos do corpo. Todo esse processo invasivo caracteriza a fase aguda da 

doença e é o momento em que os sinais clínicos podem aparecer, embora a maioria 

dos indivíduos sejam assintomáticos (DUBEY et al., 1998; MENDEZ & KOSHY, 

2017; SANCHEZ & BESTEIRO, 2021). A transmissão via transplacentária ocorre por 

meio de taquizoitos e é umas das formas mais graves de infecção. A toxoplasmose 

congênita ocorre quando a mulher tem seu contato primário com o parasito durante 

a gestação, sendo o primeiro trimestre o momento mais sensível a ocorrência de 

sequelas ao feto. O mesmo pode apresentar patologias neurológicas e cegueira 

(MCAULEY, 2014; DEGANICH et al., 2022). 
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Com a resposta imunológica do hospedeiro, os parasitos adquirem uma nova 

forma, os bradizoitos, os quais se encontram dentro de cistos teciduais e são a 

forma de manutenção da infecção no hospedeiro de forma crônica. Eles se 

caracterizam por um metabolismo reduzido e lenta reprodução (ZHAO & EWALD, 

2020). São encontrados principalmente no tecido nervoso, muscular cardíaco e 

esquelético, e retina.  Desta forma, um dos meios de transmissão da doença é pela 

ingestão de carnes cruas ou mal cozidas contendo cistos teciduais de T. gondii 

(CERUTTI, 2020). 

A estrutura populacional de T. gondii difere entre os continentes. Os primeiros 

estudos acerca da diversidade genética do parasito foram baseados no isolamento 

de cepas em animais e humanos utilizando marcadores microssatélites (MS) ou 

Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição (RFLP), principalmente na 

América do Norte e Europa, onde foi observada a presença de 3 linhagens clonais 

bem disseminadas, Tipo I, II e III (SIBLEY & HOWE, 1995; SCHWB et al., 2014). A 

clonalidade indica que a principal forma de reprodução do parasito é a forma 

assexuada (SU et al., 2003), o que de certa forma foi facilitado pelo consumo de 

carne in natura de nossos ancestrais e o sucesso da infectividade oral. 

Embora a toxoplasmose humana seja causada em sua maioria por cepas do 

tipo II, as cepas do tipo I, virulentas, também representam uma porcentagem da 

etiologia da doença, sendo observada sua prevalência em relação as cepas tipo III 

(HOWE et al., 1997). Em indivídulos imunocomprometidos foi observada a 

prevalência da infecção por cepas tipo I ou portadoras de alelos tipo I (GRIGG et al., 

2001; KHAN et al., 2005). 

Cepas chamadas de não clonais são aquelas que não se enquadram em 

nenhuma das linhagens clonais definidas e indicam uma ocorrência frequente de 

recombinações gênicas, gerando diversidade. Utilizando um conjunto de técnicas 

como RFLP, MS e marcadores de íntrons, SU e colaboradores (2012) agruparam 

950 isolados de T. gondii coletados em diversos locais do mundo em 15 haplogrupos 

pertencentes a 6 grupos ancestrais principais. Na América do Sul foram encontradas 

estirpes que divergem dos demais continentes. Diversos estudos na literatura 

abordam a notável abundância de isolados de T. gondii no hemisfério Sul (GALAL et 

al., 2019; BESSA et al., 2021; BRITO et al., 2023). Há a ocorrência de cepas que se 

diferenciam do padrão de expansão observado na linhagem clonal, coexistindo 
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diferentes genótipos, sem que nenhum seja consideravelmente dominante (SCHWB 

et al., 2014). 

A América do Sul é rica em espécies de felinos selvagens (ANDERSON et al., 

2024), o que poderia explicar a frequência de reproduções sexuadas do parasito. O 

clima tropical, quente e úmido, favorece a esporulação de oocistos e com a 

abundância de água e o vasto território percorrido por esses animais, a 

disseminação de T. gondii é favorecida.  Com o aumento da probabilidade de 

infecção, se aumenta a chance de coinfecções com diferentes cepas em um mesmo 

felídeo e o surgimento de novas estirpes (FERREIRA ADE et al., 2006; GALAL et al., 

2019). 

Carneiro e colaboradores (2013) isolaram e genotiparam 26 cepas de T. gondii 

do sangue periférico de recém-nascidos infectados congenitamente no estado de 

Minas Gerais, Brasil. Os resultados revelaram que 92% dos isolados foram 

considerados de virulência intermediária a virulentos no bioensaio em camundongos 

Swiss e 76% dos recém natos desenvolveram retinocoroidite. Pesquisas que 

relacionam cepas não clonais com o desenvolvimento de casos mais grave da 

doença são frequentes na literatura (GILBERT, 2008; MEIRELES et al., 2022; 

CIFUENTES-GONZÁLEZ et al., 2023). 

2.2 Toxoplasmose, inflamação e alterações comportamentais 

Múltiplos aspectos foram associados a etiologia das alterações comportamentais 

na infecção pelo T. gondii, dentre eles se tem a carga de cistos teciduais, sua 

distribuição no encéfalo, alterações no nível de neurotransmissores e respostas 

imunológicas exacerbadas (XIAO et al., 2016; BOILLATT et al., 2020; MATTA et al., 

2021).   

O Sistema nervoso central é considerado um local imunoprivilegiado, ou seja, 

nele as respostas imunológicas devem acontecer de forma branda para que 

processos inflamatórios nocivos ao tecido não aconteçam. A barreira 

hematoencefálica, formada pela associação de células endoteliais dos capilares 

cerebrais e astrócitos, criam uma interface entre o parênquima cerebral e o resto do 

corpo, com a função de proteger o SNC da entrada de patógenos e de selecionar a 

entrada e saída de moléculas (FORRESTER et al., 2018; KADRY et al., 2020). 
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T. gondii apresenta a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica. Isto 

tende a gerar potenciais respostas inflamatórias no SNC, e, consequentemente, 

dano tecidual. Os mecanismos envolvidos no transporte do parasito para o SNC 

incluem a entrada de leucócitos infectados, a penetração direta de taquizoitos e a 

presença de células endoteliais de revestimento do encéfalo infectadas, promovendo 

um local de replicação próximo ao parênquima cerebral (KONRADT et al., 2016). A 

busca entre o equilíbrio da resposta imune cria um ambiente favorável para que T. 

gondii persista de forma crônica no indivíduo (SANA et al., 2022). Desta forma, o 

SNC se constitui o principal lugar onde o parasito pode ser encontrado na 

toxoplasmose latente.  

Além da resposta imune a nível sistêmico, observam-se respostas a nível local 

no SNC, com o recrutamento de células da periferia e com a ação de células 

residentes, como a micróglia e astrócitos (LAING et al., 2020). A presença de 

processos inflamatórios no SNC está intimamente associada com a incidência de 

doenças neurodegenerativas (LI et al., 2019). Com isso, a toxoplasmose é 

considerada um fator de risco na etiologia e progressão de doenças 

neuropsiquiátricas como depressão, ansiedade, Alzheimer, transtorno bipolar e 

esquizofrenia (SUTTERLAN et al., 2015; MILLER & RAISON, 2016; XIAO et al., 

2018).  Já nos modelos animais a presença de T. gondii demonstrou levar a redução 

de comportamentos associados a medo, aumento da atividade exploratória e uma 

certa preferência ao odor de predadores (TONG et al., 2021). 

A neuroinflamação é caracteriza pela elevação de citocinas pró-inflamatórias e 

diminuição de citocinas anti-inflamatórias no parênquima cerebral e é um dos 

pressupostos quanto a alterações comportamentais em humanos infectados e nos 

modelos experimentais com animais (EYRE et al., 2013). Uma meta-análise acerca 

do perfil de citocinas em pacientes com depressão revelou aumento dos níveis de 

fator de necrose tumoral α (TNF-) e interleucina 6 (IL-6) em relação aos pacientes 

controles. A IL-6 apresentou atividade anti-neurogênica e TNF- atividade anti-

proliferativa em células progenitoras neurais, mecanismos estes envolvidos no 

agravo da fisiopatologia da depressão (DOWLATI et al., 2010). A micróglia, célula 

residente do SNC e associada a resposta imune, quando ativada por agentes 

infecciosos, foi demonstrada permanecer ativa por meses, liberando diversos 

mediadores pró-inflamatórios, o que pode indicar uma ligação entre a entrada de 
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patógenos no SNC, a presença de inflamação e o desenvolvimento de transtornos 

psiquiátricos (PATEL, 2013). A neuroinflamação também foi associada ao declínio 

cognitivo durante o Alzheimer e na doença de Parkinson. 

Mediadores inflamatórios como IL-6, interferon  (IFN-) e TNF- utilizam 

diferentes recursos para evitar a disseminação do parasito, dentre eles a ativação da 

enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), uma enzima expressa principalmente 

por células apresentadoras de antígenos (APC’s) e relacionada a inflamação. Ela 

estimula a degradação de triptofano, componente essencial para replicação do 

parasito (NAYERI et al., 2021). A limitação de triptofano, em contrapartida, afeta a 

síntese de melatonina e a produção de serotonina (PATEL, 2013; MILLER & 

RAISON, 2016; HOU et al., 2017). Quando degradado, o triptofano transforma-se 

em ácido quinolínico e ácido quinurênico. O ácido quinolínico estimula a liberação de 

glutamato e impede sua recaptação por astrócitos. O excesso de glutamato a nível 

extracelular leva a citotoxicidade e se mostrou relacionado com o aumento de 

comportamentos depressivos (MILLER & RAISON, 2016). De certa forma, pode-se 

observar que há ligação entre a toxoplasmose e doenças que afetam o SNC. 

Um estudo utilizando modelo murino infectado por T. gondii acerca da relação 

entre a presença do parasito e o metabolismo de dopamina no cérebro demonstrou 

que houve aumento de liberação de dopamina por células dopaminérgicas 

infectadas (PRANDOVSZKY et al., 2011). Curiosamente, maiores concentrações de 

dopamina estão associadas a comportamentos impulsivos em humanos (FLEGR et 

al., 2013; TONG et al., 2021).  

Um outro neurotransmissor possivelmente envolvido na neuroinflamação é a 

noradrenalina, pois além do papel de sinalização ela tem atividade na regulação da 

inflamação. Sua ação suprime a produção de vários fatores pró-inflamatórios por 

astrócitos e micróglia, principalmente pela inibição do Fator Nuclear Kappa B (NF-

κB), que regula positivamente genes associados a esse tipo de resposta (MORI et 

al., 2002). Sabe-se que T. gondii regula negativamente a sinalização noradrenérgica 

(LAING, 2020). Portanto, esse desbalanço de neurotransmissores e 

neurodegeneração associada a uma resposta imune exarcebada pode ser o elo da 

hipótese entre aumento da inflamação no SNC e as alterações comportamentais 

induzidas. 
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No SNC, apenas neurônios são hospedeiros de cistos teciduais. Astrócitos 

infectados conseguem livrar-se da infecção, entretanto neurônios são 

persistentemente infectados e não possuem a capacidade de eliminar os parasitos 

(CABRAL et al., 2016; ZHAO & EWALD, 2020). O que poderia explicar o fato de 

uma robusta resposta imune estar diretamente ligada a neurodegerenação.  

A micróglia é ativada onde T. gondii apresenta constante replicação, liberando 

diversas quimiocinas e citocinas como interleucina 1β (IL-1β), TNF- e IFN-.  

Células T CD8+ são um tipo recrutado para resposta contra T. gondii no SNC.  Elas 

reconhecem neurônios infectados e agem por meio de sua ação citotóxica, 

produzindo também IFN-, TNF- e IL-1β, todos corroborando para gerar uma 

resposta do tipo T helper 1 (Th1) pró-inflamatória (TSITSIKLIS et al., 2019). Além 

disso, células TCD4+ de perfil T helper 2 (Th2) também participam atuando na 

produção de interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10), buscando equilíbrio da 

resposta imune e levando a toxoplasmose latente (SCHLUTER et al., 1997; SANA et 

al., 2022). Os astrócitos não produzem IFN-, mas são essenciais na produção de 

proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1) e IL-1β, atraindo monócitos 

periféricos que vão contribuir na resposta pela produção de citocinas pró 

inflamatórias e pela indução da produção de óxido nítrico (CERUTTI et al., 2020; 

ZHAO & EWALD, 2020). 

A imunidade celular mediada por IFN- é fundamental para o controle da 

infecção. A resposta humoral de forma isolada se mostra incapaz de impedir a 

reativação de cistos, uma vez que pessoas imunossuprimidas apresentam 

manifestações clinicas da doença ainda que apresentem título de anticorpos 

específicos (VIDAL et al., 2005). Foi observado que a depleção de monócitos 

inflamatórios levou a uma alta carga parasitária e maior índice de óbitos em 

camundongos infectados. Além disso, foi observada a produção de IL-10, citocina 

anti-inflamatória, revelando uma característica dupla (BISWAS et al., 2015).  

       Análises de seções cerebrais de camundongos infectados mostraram que cistos 

latentes no SNC não estão associados a células imunes, mas que há a presença de 

focos inflamatórios com parasitos e restos de parasitos associados a células imunes, 

o que sugere que a principal causa da neuroinflamação induzida é a invasão as 

células no SNC por T. gondii e posteriormente, em caso de reativação de cistos, a 

liberação de taquízoitas replicativos (MENDEZ & KOSHY, 2017). Desta forma é 
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fundamental o equilíbrio das respostas e uma resposta imune continua para que não 

haja reativação.  

        Embora todas essas observações tenham sido feitas, os processos que 

explicam as alterações no comportamento e na neurotransmissão ainda são pouco 

compreendidos. 

       De certa forma, a caracterização genética do modelo experimental também se 

constitui um fator essencial a ser considerado na condução dos estudos. A maior 

resistência dos camundongos BALB/c à infecção foi anteriormente atribuída a uma 

resposta imune aprimorada, especialmente mediada pela expressão do gene MHC, 

levando a níveis diminuídos de citocinas e, assim, controle da inflamação (BROWN 

et al., 1995). Além disso, foi observado que camundongos BALB/c infetados haviam 

diminuição da permeabilidade vascular no SNC, diminuindo a infiltração de células 

imunes periféricas no cérebro em relação aos camundongos C57BL/6 

(BERGERSEN et al., 2021). Também foi demonstrado que camundongos BALB/c 

produzem mais IL10 em resposta ao padrão Th1 requerido na infecção (SUZUKI et 

al., 2000). Já os camundongos Swiss, por apresentarem maior variabilidade 

genética, constituem um modelo experimental relevante para o estudo da 

toxoplasmose, permitindo considerações mais realistas sobre a diversidade genética 

presente nas populações naturais. Entretanto, se caracterizaram com resistência 

variável à infecção experimental (SARAF et al., 2017). Um estudo utilizando oocistos 

da cepa ME49 revelou maior patogenicidade em camundongos C57BL/6, seguido do 

Swiss e com menor patogenicidade em BALB/c (DUBEY et al., 2012). 

      Dentre as linhagens comuns, os C57BL/6 apresentam maior suscetibilidade à 

doença, com aumento da carga parasitária e da inflamação (JOHNSON et al., 2002; 

MUKHOPADHYAY et al., 2020). Em indivíduos imunocomprometidos, a reativação 

do parasita pode levar ao desenvolvimento de encefalite toxoplásmica. Nesse 

contexto, a utilização de modelos experimentais que reproduzam essa condição 

torna-se essencial para o estudo da doença, uma vez que, em indivíduos 

imunocompetentes, a infecção geralmente permanece assintomática. 
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3. JUSTIFICATIVA 

Ao longo dos anos, variantes genéticas das cepas clonais de Toxoplasma gondii, 

classificadas como cepas não clonais, foram identificadas em grande número no 

território sul-americano, com ênfase no Brasil. No início dos anos 2000, 37 novas 

cepas foram isoladas a partir de gatos domésticos, incluindo a cepa Tgcatbr5, que 

se destacou por ser considerada virulenta em modelo animal. Contudo, a literatura 

científica referente a estudos comportamentais e imunológicos envolvendo cepas 

virulentas de T. gondii ainda é limitada. Quanto a análise comportamental, já foi 

observado prejuízos na memória de curto e longo prazo, em camundongos 

infectados com a cepa TgDgBR2, pertencente à linhagem típica brasileira BRI, a 

qual apresenta alta virulência (Evangelista et al., 2023). Além disso, já foi encontrada 

relação entre o aumento do comportamento exploratório e níveis séricos 

aumentados de citocinas pró-inflamatórias como IFN-, IL-12 e TNF em animais 

infectados com T. gondii, apontando para uma ligação direta entre o grau de 

inflamação e ansiedade reduzida (BOILLAT et al., 2020). Infecções por cepas não 

clonais de T. gondii têm sido associadas a casos mais graves da doença em 

humanos, além de estarem vinculadas a diversas alterações comportamentais em 

modelos murinos, como sintomas de depressão, hiperlocomoção e déficit cognitivo. 

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa veio se dedicando ao estudo dos efeitos 

da infecção por cepas não clonais regionais. A cepa Tgcatbr5 é utilizada como 

referência para a caracterização de novos isolados de T. gondii em razão de sua 

ampla ocorrência. Contudo, ainda são escassos os dados disponíveis na literatura 

sobre estudos imunológicos e comportamentais envolvendo este tipo de cepa, 

especialmente no que se refere à sua interação com o sistema nervoso e os 

processos comportamentais. Portanto, diante do cenário atual, a investigação da 

neuroimunomodulação em modelos murinos, a partir da infecção com cepas não 

clonais virulentas de T. gondii, assume extrema importância. Desta forma, este 

estudo visou proporcionar uma melhor compreensão do papel de cepa virulentas no 

desenvolvimento de desordens neurológicas e, consequentemente, das alterações 

comportamentais observadas nos animais infectados. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Verificar se a infecção pela cepa não clonal virulenta Tgcatbr5 é capaz de induzir 

alterações comportamentais em modelo experimental de camundongos C57BL/6. 

Adicionalmente, busca-se investigar a possível relação dessas alterações com o 

perfil de resposta imunológica desencadeada pela infecção. 

  

4.2 Objetivos específicos 

I. Desenvolver um modelo de infecção experimental em camundongos C57BL/6 

utilizando a cepa não clonal virulenta de T. gondii Tgcatbr5 e a cepa clonal 

ME49 (Tipo II), tal como em controles não infectados;  

II.  Analisar o padrão de resposta imunológica induzido pela cepa infectante 

através da dosagem de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias em 

amostras séricas e em sobrenadante de tecidos encefálicos, comparando 

aspectos inflamatórios entre as vias sistêmica e local.  

III. Realizar testes comportamentais padronizados para avaliar a presença de 

comportamentos associados à depressão, à ansiedade e à hiperatividade, 

além de investigar a possível ocorrência de déficits cognitivos induzidos pela 

infecção. 

IV. Analisar cortes histológicos de encéfalos para identificar possíveis focos 

inflamatórios, correlacionando-os com a produção de óxido nítrico (NO) por 

células imunológicas e com a dosagem de citocinas, realizando comparações 

entre os resultados obtidos para as diferentes cepas. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 Delineamento experimental 

Um total de 80 camundongos isogênicos C57BL/6 fêmeas com 8 semanas de 

idade, doados pelo biotério da UENF, foram utilizados no presente estudo. A 

manipulação dos animais foi conduzida de acordo com as diretrizes do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal e os protocolos experimentais 

foram submetidos e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UENF 

(protocolo nº 563).   

Três análises de virulência em camundongos utilizando Tgcatbr5 foram 

realizadas, contabilizando 32 animais, que foram divididos em grupos/caixas com 2 

camundongos por quantidade de inóculo a ser testada. Detalhes podem ser 

encontrados no item 5.2 

 Após as padronizações necessárias, o experimento central foi conduzido com 

o uso de 48 camundongos que foram divididos em: 1) Controle não infectado; 2) 

Infectado por cepa clonal ME49; 3) Infectado por cepa não clonal Tgcatbr5. Cada 

grupo foi composto por 16 animais dispostos em 4 caixas de plástico contendo 

maravalha autoclavada com 4 camundongos cada. Aqui, as infecções por Tgcatbr5 

e ME49 ocorreram via intraperitoneal em uma concentração de 1x103 e 1x105 

taquizoitos, respectivamente, diluídos em solução de salina estéril (PBS 1x), que 

foram previamente replicados em cultura de human foreskin fibroblast cells. No 

grupo controle foi administrado PBS 1x. 

A cepa Tgcatbr5 foi obtida através do Repositório de Recursos de Pesquisa 

de Biodefesa e Infecções Emergentes (BEI Resources) e a cepa ME49 foi cedida 

pelo Laboratório de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) da UENF. 

Todos os animais foram alocados em estantes ventiladas, com livre acesso a 

água e ração, em salas contendo ciclo claro-escuro de 12h/12h. Os camundongos 

foram monitorados diariamente e obtiveram pesagens diárias. Todos animais foram 

submetidos a uma bateria de testes comportamentais e posteriormente foram 

eutanasiados com Uretano (SIGMA) via intraperitoneal com 10 dias pós inoculação 

(pi) para avaliação de uma fase aguda de infecção, momento em que manifestações 
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clínicas da doença acontecem e tendo em vista que as análises de virulência 

demonstraram óbitos naturais após este período. Após a eutanásia, houve a coleta 

de amostras de sangue e encéfalos para processamento e posteriores etapas 

metodológicas. 

5.2  Virulência de Tgcatbr5 em camundongos 

Devido à escassez de informações na literatura acerca da infecção pela cepa 

Tgcatbr5, fez-se necessário a realização de uma análise de virulência utilizando 

diferentes concentrações do inóculo em busca de determinar a quantidade 

adequada de parasitos para realização do modelo experimental de infecção. 

Inicialmente, os taquizoitos doados foram recuperados e ampliados em 

garrafas de cultivo celular contendo human foreskin fibroblast cells (HFFC) pré-

cultivados em DMEM F-12(Dulbecco's Modified Eagle Medium F12) suplementado 

com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), 1% de P/E (penicilina e espretopmicina) e 1% 

de L-glutamina a 37°C sob 5% de CO2. Os parasitos foram passados por duas vezes 

em cultura com intervalo de 4 dias para cada passagem. Posteriormente, foram 

recolhidos e armazenados em solução crioperservadora contendo 50% de SFB, 30% 

de DMEM F-12 e 20% de DMSO (Dimetilsulfóxido) em nitrogênio líquido. 

As análises de virulência foram divididas em 3 protocolos baseados nos 

métodos em que os taquizoítos foram utilizados para infecção: 

Protocolo 1) O frasco contendo Tgcatbr5 foi descongelado rapidamente em 

banho maria à 37°C por 1 minuto. Após o descongelamento, os parasitos foram 

contados e ajustados nas seguintes concentrações: 500, 1000, 2000, 3000, 4000 e 

5000 taquizoitos a cada 0,5mL. Cada grupo, contendo dois animais,  foi infectado 

com os inóculos de cada concentração, anteriormente citados, via intraperitoneal 

diluídos em PBS 1x. Os animais foram acompanhados por um período de 14 dias 

com pesagens diárias. Ao final do experimento, uma coleta de sangue foi realizada 

para avaliação da soroconversão. No grupo controle foi administrado apenas PBS 

1x.  

Protocolo 2) Nesta etapa, após o descongelamento de Tgcatbr5, os 

taquizoitos foram adicionados a meio de cultivo celular contendo uma monocamada 

de HFFC antes de serem usados para infecção nos animais. Os parasitos 

permaneceram em cultura por 4 dias antes de serem recolhidos. Desta vez as 



26 
 

 
 

concentrações do inóculo provenientes da cultura foram ajustadas para: 250, 500, 

1000, 1500, 2000, 2500 e 5000 taquizoitos. Cada grupo era composto por 2 animais 

infectados via intraperitoneal com os taquizoitos diluídos em PBS 1x e no grupo 

controle foi administrado apenas PBS 1x. Os animais foram acompanhados por 18 

dias com pesagens diárias. A coleta de sangue foi realizada para avaliação da 

soroconversão ao final do experimento, com exceção daqueles animais que 

apresentavam sintomatologia da doença, onde a coleta foi realizada mediante a 

observação dos sinais clínicos. 

Protocolo 3) Após o descongelamento de Tgcatbr5, os taquizoitos utilizados 

para infecção foram replicados após 2 passagens em meio de cultivo celular 

contendo células HFF, com intervalo de 4 dias entre as passagens. Os inóculos 

foram ajustados para as seguintes concentrações: 1000, 10000,100000 taquizoitos. 

Cada grupo era composto por 1 animal, que foram acompanhados por 7 dias com 

pesagens diárias. 

Para retirada e quantificação dos taquizoitos em cultura as células foram 

coletadas com raspador de células de 25cm (KASVI) e o meio foi adicionado a tubo 

cônico de 14mL e centrifugado a 2300g por 10 minutos. Posteriormente, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 1mL de meio DMEM F-

12. O pellet ressuspendido foi submetido a movimentos repetidos com seringa e 

agulha de calibre 25x0,60mm para lise das células e liberação dos parasitos 

intracelulares. Uma alíquota de 20ul foi submetida a contagem na câmara de 

Neubauer e os parasitos quantificados utilizando a seguinte fórmula: 

 

 

5.3 Coleta de amostras 

Para avaliação da soroconversão, por ELISA, dos animais submetidos ao 

teste de virulência, foi realizada a coleta sangue periférico pelo plexo retro orbital. Os 

olhos dos animais foram anestesiados anteriormente com o colírio Anestalcon® 

(Cloridrato de proximetacaína 5 mg/mL). Após, o sangue foi coletado utilizando 

pipetas pasteur de vidro e armazenados em microtubos de 1,5 mL. Posteriormente, 

as amostras foram centrifugadas a 1000g por 10 minutos e o soro armazenado. 

Número de taquizoitos contados x fator de diluição x 104 

         Número de quadrantes  
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Para detecção de anticorpos IgM, dosagem de óxido nítrico e dosagem de 

citocinas a nível sistêmico após o ensaio da infecção do experimento central, a 

coleta de sangue foi realizada por punção cardíaca ao fim do experimento com a 

eutanásia dos animais utilizando Uretano via intraperitoneal, com seringa de 1mL e 

agulha de calibre 25x0,60mm, seguindo as mesmas etapas finais descritas 

anteriormente. 

Para obtenção do sobrenadante encefálico usado para dosagem de óxido 

nítrico a nível local, os encéfalos foram coletados, cortados com tesoura e 

macerados com 1mL de tampão de lise RIPA (Triton X-100 1%, Desoxicolato de 

sódio 1%, SDS 0,1%, aprotinina 1ug/mL, Na3VO4 0,1mM, Nacl 150mM, EDTA 5mM 

e Tris-HCL 10mM) utilizando seringa e agulha de calibre 25x0,70mm. Para obtenção 

do sobrenadante encefálico usado para dosagem de citocinas a nível local, os 

encéfalos foram coletados, cortados com tesoura e macerados com 500μl de 

tampão de lise RIPA, anteriormente descrito, associado a 500μl de um coquetel 

inibidor de protease (SIGMA). As amostras foram centrifugadas a 2300g por 10 

minutos e o sobrenadante posteriormente armazenados a -70ºC até as respectivas 

análises. 

5.4 Ensaio de Imunoadsorção Enzimática (ELISA) 

As amostras séricas colhidas foram submetidas a busca de anticorpos IgM e 

IgG anti-T.gondii para avaliação da soroconversão por ELISA indireto. No estudo de 

virulência, as amostras foram submetidas à análise de IgM e IgG, enquanto as 

amostras colhidas no experimento central foram submetidas apenas a detecção de 

IgM, pois devido ao tempo de infecção a busca por IgG levaria a resultados falso-

negativos (FILISETTI & CANDOLFI, 2004). Em todas as análises foram utilizadas 

microplacas rígidas com 96 poços previamente sensibilizadas com o lisado proteico 

da cepa RH de T. gondii diluído com Tampão Carbonato-Bicarbonato 0.5M (pH 9.6) 

em concentração de 10µg/mL por poço, e posteriormente incubadas overnight a 4oC. 

Após o período de incubação, as placas foram lavadas por três vezes com 200μl da 

solução de lavagem PBST 0,05% (Phosphate Buffered Saline with Tween 20), sendo 

cada lavagem desprezada por inversão. Antes de serem adicionadas na placa, as 

amostras, controles, anticorpos e conjugados foram diluídos com solução diluente 

(PBST 0,05% + BSA 0,5% (Bovine Serum Albumin)). Para análise de IgM as 

amostras foram diluídas na concentração de 1:25 e para análise de IgG na 
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concentração de 1:64. O volume adicionado foi de 100µL por poço em duplicatas e 

as placas seguiram para incubação por 60 minutos a 37oC. 

Posteriormente, as placas foram lavadas por três vezes com a solução de 

lavagem. Ambos os anticorpos foram diluídos na concentração de 1:1000, 

adicionados a suas respectivas placas, seguido de nova incubação de 60 minutos à 

37oC e posterior etapa de lavagens por três vezes. O anticorpo IgG utilizado foi o α-

mouse IgG (Fc) HRP #A2554 (SIGMA) e o IgM foi o Rat anti-mouse IgM #04-6800 

(ZYMED). 

Posterior a incubação e etapas de lavagem, na placa de busca por IgG, foi 

adicionada a solução de revelação contendo ABTS (ácido 2,2 azinobis (3-

etilbenzotianzolin-6-sulfonico), a qual ficou sob o abrigo da luz e em seguida foi 

levada para o espectrofotômetro de microplacas Multiskan Skyhigh (Thermo 

Scientific) e lida à 405nm. No entanto, devido ao anticorpo IgM utilizado não ser 

conjugado a HRP, foi necessária uma etapa extra utilizando o Rat Immunoglobulins-

HRP #P0450 (DAKO) diluído na concentração de 1:15000, o qual foi adicionado a 

placa de busca por IgM, seguindo de nova incubação por 60 minutos a 37oC. Após 

incubação e posterior etapas de lavagens, foi adicionado a placa a solução de 

revelação e a mesma seguiu para leitura no mesmo aparelho à 405 nm. 

5.5 Dosagem de óxido nítrico 

A dosagem de óxido nítrico (NO) foi realizada através do método de Griess.  

Desta forma, após o descongelamento das amostras, foi necessária a etapa de 

desproteinização utilizando uma solução de metanol e éter na proporção de 3:1, 

adicionada em quantidades iguais aos soros e sobrenadantes, sendo mantidos em 

temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, as soluções foram 

centrifugadas por 10 minutos a 2300 g a 4ºC e o sobrenadante utilizado para busca 

por NO. 

Para a pesquisa de NO foi utilizada uma microplaca rígida de 96 poços, onde 

foi adicionado 50ul de cada amostra (soros e sobrenadantes) em duplicata . Além 

das amostras, uma curva padrão em duplicata foi realizada, utilizando diluições 

seriadas de Nitrito de Sódio (NaNO2) em tampão de lise RIPA.  Em seguida, foram 

adicionados 50ul da solução de Griess em todas a amostras e na curva padrão, 

seguido de posterior leitura no espectrofotômetro de microplacas Multiskan Skyhigh 
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(Thermo Scientific) à 570 nm. A solução de Griess é composta pela proporção 1:1 

da solução A (2,5 ml ácido fosfórico (H3PO4) + 0,5g de sulfanilamida + 47 ml H2O 

destilada) e solução B (0,05 g N-1-naftilenodiamina + 50 ml de H2O destilada). 

O método se baseia na quantificação nitrito, metabólito estável do NO, por 

isso a detecção é considerada indireta. O nitrito na amostra reage com a solução de 

Griess e a cor gerada é proporcionalmente relacionada a quantidade indireta de NO 

na amostra (TATSCH et al., 2011; VILLEGAS-RIVERA et al., 2015). 

5.6 Dosagem de citocinas 

  A resposta imunológica desencadeada pela infecção por T. gondii foi 

analisada através da dosagem de citocinas por meio do kit BD Cytometric Bead 

Array (CBA) Mouse Inflammation (BD Bioscience), de acordo com as 

recomendações do fabricante. O kit realizou a detecção simultânea de interleucina 6 

(IL-6), interleucina 10 (IL-10), interferon gama (IFN-), proteína quimioatraente de 

monócitos-1 (MCP-1), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 12p70 (IL-

12p70) e amostras de soro e sobrenadante encefálico.  

  Para a análise CBA os padrões de citocinas foram diluídos em série (1:2, 1:4, 

1:8, 1:16, 1:32; 1:64; 1:128 e 1:256) utilizando o diluente de ensaio para construir as 

curvas de calibração a serem usados para determinar as concentrações de citocinas 

presentes nas amostras. Em seguida, foi preparado um mix com as esferas de 

capturas de citocinas utilizando 5ul de cada esfera.  

 As amostras foram descongeladas e partes iguais de cada amostra (25μl) e 

mix de esferas (25μl) foram adicionados a um microtubo. Da mesma maneira, o mix 

de esferas também foi adicionado a cada padrão diluído e controle negativo, sendo 

este composto somente por diluente de ensaio. Além disso, 25μl do reagente de 

detecção PE foi adicionado a cada microtubo. As amostras e padrões foram 

encubados por 2h em temperatura ambiente e protegidos da luz.  

 Em seguida, foi realizada a etapa de lavagem onde 500μl de tampão de 

lavagem foi adicionado a cada microtubo e este posteriormente centrifugado a 200g 

por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 300μl de tampão de lavagem foi 

utilizado para ressuspender cada amostra e padrão. Procedeu-se a leitura no 

citômetro de fluxo BD FACSymthony A1 com 4 lasers (BD Biosciences). A 

intensidade da fluorescência emitida por cada citocina foi o parâmetro para indicar a 
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concentração, a qual foi expressa em pg/mL, usando o CBA Analysis Software 

1.1.15 

5.7 Análise histológica 

Após a eutanásia e coleta de sangue, os animais destinados a análise por 

histologia encefálica foram submetidos a perfusão cardíaca com 20 mL de PBS a 4 

°C, seguido de 20mL de paraformoldeído a 4% tamponado a fim de remover 

vestígios de sangue do tecido cerebral. Os encéfalos foram fixados em 

paraformoldeído a 10% tamponado por 48h e em seguida submetidos a clivagem e 

inclusão em cassetes histológicos que seguiram para processamento a fim de 

desidratar o tecido e impregnar parafina para conferir rigidez e possibilitar os cortes. 

Os encéfalos desidratados e impregnados foram incluídos em blocos de 

parafina e submetidos a cortes histológicos de 5μm de espessura no micrótomo nas 

regiões de córtex pré-frontal, complexo amigdaloide e hipocampo. Em seguida, as 

lâminas contendo os cortes seguiram para desparafinação utilizando banhos de xilol 

por 15 minutos e reidratações progressivas utilizando diferentes concentrações 

decrescentes de álcool por 1 minuto cada (100%, 95%, 80%, 70%), seguido da 

imersão em água destilada por 1 minuto. 

A coloração utilizada foi a técnica de hematoxilina e eosina de Harris (HE) e 

se inicia pela imersão das lâminas em hematoxilina por 3 minutos, seguido da 

lavagem em água corrente por 10 minutos. Em seguida as lâminas ficam imersas na 

eosina por 5 minutos, seguida da imersão de 1 minuto em água destilada para retirar 

o excesso de corante.  

Em sequência as lâminas passam por uma série de desidratação do tecido 

utilizando imersão em quantidades crescentes de álcool (70%, 80%, 95%, 100%) por 

1 minuto cada e clarificação por imersão em xilol. 

Após a secagem das lâminas foi realizada a montagem, que consiste em 

cobrir o tecido com uma lamínula de vidro, fixando-a com um bálsamo. As lâminas 

foram visualizadas em microscopia óptica (Nikon AFX) com as objetivas de 10x e 

40x e foram avaliadas quanto a presença de infiltrado de células. 

5.8 Testes Comportamentais 



31 
 

 
 

Os testes comportamentais foram realizados nos dias 7, 8 e 9 pi e foram 

compostos por: Teste de Campo Aberto, Teste de Labirinto em Cruz Elevado, Teste 

do Labirinto em Y, Teste de Suspensão pela cauda e Teste de reconhecimento de 

objetos. Cada teste foi realizado por quatro animais, sendo um por caixa. Apenas na 

realização dos testes de Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado que houve 

repetição de animais para avaliação dos resultados em conjunto. Na figura 1 é 

possível observar a cronologia da experimentação. 

 

Figura 1. Desenho experimental em ordem cronológica dos testes comportamentais 

realizados. No dia 07 pós-inoculação (pi) foi realizada a habituação do teste de reconhecimento de 

objetos (TRO). No dia 08 pi foi realizado o TRO com 2 objetos idênticos, o teste de Suspensão pela 

cauda (SC), o teste Labirinto em cruz elevado (LCE) e o treino do Labirinto em Y (LY). No dia 09 pi foi 

realizado o TRO com 1 objeto igual e 1 diferente, o teste Campo aberto (CA) e o teste do LY. 

5.8.1 Teste de reconhecimento de objetos  

O teste de reconhecimento de objetos (TRO) é comumente utilizado para 

investigação de aspectos relacionados à memória do animal e baseia-se no 

princípio da propensão inata do animal em explorar aquilo que é considerado novo 

(LUEPTOW et al., 2017). Para isso, foi utilizada caixa quadrada de campo aberto na 

cor branca para contrastar com a cor do animal com dimensões de 30cm de 

comprimento x 20cm de largura x 20cm de altura. No primeiro dia, os animais foram 

aclimatados à caixa vazia por 5 minutos. No dia seguinte, eles foram colocados no 

campo com dois objetos idênticos e deixados para explorar o ambiente por 10 

minutos. Após 24 horas, os camundongos foram colocados de volta no campo 

aberto com o objeto familiar e um objeto novo, sendo deixados novamente por 10 

minutos. Os objetos utilizados foram de tamanho apropriado para exploração. No dia 
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01 foram utilizados 2 blocos de LEGO e no dia 02 foi utilizado 1 bloco de LEGO e 1 

tampa de garrafa de tamanho semelhante (Figura 2). 

 

Figura 2.  Aparato e objetos utilizados para realização do TRO. (A) Camundongo no dia 01 

do experimento explorando 2 objetos idênticos. (B) Camundongo no dia 02 do experimento 

explorando 2 objetos distintos.  

Foi registrado o tempo de exploração no objeto familiar e novo. O método se 

baseia em contabilizar os primeiros cinco minutos ou até o animal cumprir o tempo 

mínimo de exploração (20 segundos). 

5.8.2 Teste de suspensão pela cauda  

           O teste de suspensão pela cauda (SC) é usado para avaliar a presença de 

comportamentos do tipo depressivo e se baseia no princípio de que quando 

suspensos, após os movimentos iniciais de fuga, os animais tendem a atingir uma 

postura imóvel, ao observar o estresse inescapável. Desta forma, o aumento do 

tempo de imobilidade pode indicar um comportamento depressivo (CAN et al., 

2012). 

Para este, foram utilizadas gaiolas de plástico com 30cm de comprimento x 

20cm de largura x 13cm de altura, dispostas verticalmente e adaptadas com 

ganchos de metal centralmente na parte superior, simulando um instrumento de 

suspensão. Cada animal foi preso por meio de sua cauda, com auxílio de fita 

microporosa (Fig 3) e mantidos pendurados por 6 minutos, sendo contabilizados os 
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4 minutos finais. Foram avaliados o tempo de imobilidade e mobilidade de cada 

animal e contagem de bolos fecais.  

 

Figura 3. Camundongos suspensos pela cauda com fita microporosa para realização do teste 

de SC.  

5.8.3 Teste de Labirinto em Cruz Elevado  

               O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) avalia comportamentos do tipo 

ansioso em animais. Basicamente os animais de forma inata são propensos a 

permanecerem em espaços fechados em relação a espaços abertos, portanto, a 

avaliação ocorre pela relação entre o número de entradas e o tempo gasto nos 

braços abertos e fechados, além de comportamentos considerados parâmetros de 

risco, como headdippings, que são movimentos exploratórios em que o animal 

ultrapassa a cabeça do tablado do braço aberto e, espreitas, que é quando o animal 

se estende com as patas dianteiras sem retirar suas patas traseiras do lugar, 

voltando em seguida à posição original (KOMADA et al., 2008; HIMANSHU et al., 

2020). 

Para este teste foi utilizado uma estrutura de madeira contendo dois braços 

fechados e dois braços abertos dispostos de forma cruzada, ambos com 50cm x 

10cm de dimensão. Os braços fechados possuem uma parede de 40cm e o aparato 

foi elevado a 50cm do solo. Cada animal foi colocado na região central e teve a 

liberdade de explorar o labirinto por 5 minutos. Foram contabilizados o número de 

vezes que o animal entrou em cada braço, seu tempo de permanência neles, 

número de headdippings e espreitas. 
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Figura 4. Camundongo caminhando no aparato em direção ao braço aberto durante a realização do 

teste de LCE.  

5.8.4 Teste do Labirinto em Y  

Para o teste do Labirinto em Y (LY) foi utilizada uma plataforma de madeira 

com formato de Y, que possui três braços idênticos com 35cm de largura, 5cm de 

espessura e 10cm de altura. Embora seja amplamente utilizado para avaliação de 

memória a curto prazo, se baseando no princípio de que o animal tem a tendência 

de entrar em áreas não visitadas anteriormente (KRAEUTER et al., 2019), o LY 

também é utilizado para avaliar o efeito da infecção na aversão de roedores ao odor 

do predador, uma vez que a aversão é algo inato de forma a diminuir seu risco de 

predação. 

Aqui, o teste foi dividido em duas fases realizadas em dois dias consecutivos, 

de acordo com a metodologia descrita por Bezerra e colaboradores (2019). A 

primeira fase consistiu em um treinamento onde o animal permaneceu em uma área 

de contenção do aparato por 2 minutos e depois foi liberado para familiarização por 

5 minutos. A segunda fase, 24 horas depois, consistiu na mesma metodologia, 

entretanto foi adicionado em cada braço lateral um estímulo olfativo, sendo o 

estímulo neutro composto por 1g de sílica e o estímulo de predador composto por 
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gaze com 1mL de urina pura de gato, ambos dentro de caixas pequenas de plástico 

perfuradas. Os parâmetros avaliados foram número de entradas e tempo de 

permanência em cada braço. 

 

Figura 5. Camundongo no braço contendo sílica, realizando o teste do LY.  

5.8.5 Teste do Campo Aberto  

O teste de campo aberto (CA) é amplamente utilizado para avaliar atividade 

locomotora/exploração e comportamentos relacionados à ansiedade (HIMANSHU et 

al., 2020). Para isso, foi utilizada uma caixa quadrada, medindo 40cm x 40cm, com 

cores diferentes na face interna e externa, sendo preto e branco respectivamente, de 

forma que houvesse contraste durante a filmagem. Cada animal foi colocado no 

centro da arena e teve 10 minutos para explorar o ambiente. Durante o teste o único 

ponto de iluminação foi de uma lâmpada incidindo luz vermelha sob o aparato. 

Foram avaliados os seguintes tópicos: Distância total percorrida pelo animal, 

distância percorrida no centro da caixa e o registro de bolos fecais. O rasteio da 

distância percorrida foi analisado utilizando o software Ethovision. 
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Figura 6. Camundongo no aparato realizando o teste comportamental de campo aberto.  

As filmagens de todos os testes foram realizadas utilizando o smartphone 

iphone 13 pro max. A cada animal submetido aos testes, os aparatos eram 

higienizados com álcool a 10% para que odores não interferissem no 

comportamento do animal avaliado em seguida. 

5.9 Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas por one-away ANOVA, seguido pelo 

teste post-hoc de Tukey-Kramer para diferenças entre mais de 2 grupos e pelo teste 

t de Student para diferenças entre quaisquer 2 grupos. Para todas as análises, o 

nível de significância assumido foi de valores iguais ou menores 0,05 (p≤0,05). 

Todos os gráficos e estatísticas foram realizados no software GraphPadPrism 8.0. 
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 6. RESULTADOS 

 6.1 Virulência de Tgcatbr5 em camundongos 

Durante a experimentação utilizando como inóculo taquizoitos provenientes 

diretamente do frasco descongelado (Protocolo 1) foi observado 100% de 

sobrevivência dos animais. Além disso, não foram observados sinais clínicos da 

toxoplasmose e houve aumento gradual de peso conforme indicado na figura 7C, 

indicando que os animais continuavam saudáveis. Foi possível observar na figura 

7A-B que os animais não apresentaram anticorpos anti-T. gondii, o que sugere que 

não houve a infecção. 

 

 

Figura 7. Acompanhamento clínico dos animais infectados com taquizoítos provenientes de frasco 

descongelado (Protocolo 1). (A) Detecção de anticorpos IgM anti-T.gondii. Cut-off: 0,314. (B) 

Detecção de anticorpos IgG anti-T.gondii. Cut-off: 0,256. (C) Variação de peso ao longo dos dias. 

Na segunda fase da experimentação, utilizando taquizoitos provenientes de 

uma passagem em meio de cultivo celular (Protocolo 2) foi obtido um dado de 64% 

de óbitos até o dia 18 pi. Na figura 8A é possível observar que durante o 

acompanhamento clínico, os animais infectados apresentaram perda de peso 
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significativa, com média de -3g do início ao fim do experimento, enquanto o grupo 

controle obteve em média um aumento de 2,4g do peso corporal. Na figura 8B se 

tem o detalhamento acerca da variação de peso corporal e início da manifestação de 

sinais clínicas da toxoplasmose. Os animais apresentaram piloereção e letargia 

conforme observado na figura 9. 

 

Figura 8. Acompanhamento clínico dos animais infectados com taquizoítos provenientes de uma 

passagem em cultura celular (Protocolo 2). (A) Variação de peso ao longo dos dias. (B) Variação de 

peso, início dos sinais clínicos de infecção e dias para morte precoce ocorrida nos animais infectados, 

anterior ao fim da experimentação. 

 

Figura 9. Animal infectado com Tgcatbr5 apresentando piloereção. 

Na figura 8 pôde-se observar que os 2 animais infectados com 250 taquizoitos 

apresentaram sinais clínicos em períodos semelhantes, entretanto apenas um veio a 

óbito (12 dias) antes do fim da experimentação. Ambos apresentaram anticorpos 

IgM anti-T. gondii. Nos animais infectados com 500 taquizoítos apenas 1 teve o óbito 

precoce (18 dias), e a sintomatologia ocorreu em períodos distintos (13 e 17 dias). 

Enquanto o animal que veio a óbito apresentou anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii, o 

animal sobrevivente apresentou apenas anticorpos IgG. Enquanto isso, ambos 
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animais infectados com 1000 taquizoitos faleceram (13 e 14 dias) e manifestaram 

sintomas em um mesmo período (9 e 10 dias), apresentando homogeneidade da 

infecção e com amostras IgM e IgG anti-T. gondii positivas (Figura 11). 

Dentre os dois animais infectados com 1500 taquizoitos, apenas um 

apresentou sinais clínicos (14 dias), veio a óbito (17 dias) e apresentou 

soropositividade. O outro animal apresentou ganho de peso (1g), sem sinais clínicos 

da doença e sem soropositividade. Os animais infectados com 2000 taquizoitos 

apresentaram perda de peso e sinais clínicos da doença (10 e 15 dias). No entanto, 

apenas um animal veio a óbito (17 dias) durante o tempo de acompanhamento e 

apresentou soropositividade contra T. gondii. Entre os animais infectados por 2500 

taquizoitpos pode-se observar um óbito repentino com 8 dias de infecção, 

impossibilitando que fosse realizada a coleta de sangue para avaliação da 

soroconversão, entretanto se observa na figura 10 a presença de taquizoitos em 

macerado de pulmão do mesmo animal, confirmando a infecção. O outro animal 

infectado com 2500 taquizoitos apresentou soropositividade para IgM e IgG e 

também veio a óbito (14 dias). Podemos observar semelhança na infecção com essa 

quantidade de inóculo, quando, ao analisar a figura 8B, percebemos o intervalo de 1 

dia entre início dos sinais clínicos e morte. Finalizando esta etapa, se tem os animais 

infectados com 5000 taquizoitos, ambos apresentando sinais clínicos da doença (13 

e 15 dias) e soropositividade, mas com apenas um óbito (14 dias) durante o 

experimento. 

 

Figura 10. Microscopia óptica (aumento de 400x) de macerado pulmonar de camundongo infectado 

com 2500 taquizoitos, proveniaentes de uma passagem em cultura celular. O animal veio à óbito com 

8 dias pi. 
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Figura 11. Avaliação da soroconversão dos animais infectados com taquizoítos provenientes de uma 

passagem em cultura celular (Protoloco 2) (A) Detecção de anticorpos IgM anti-T.gondii. Cut-off: 

0,189. (B) Detecção de anticorpos IgG anti-T.gondii. Cut-off: 0,199. 

É importante ressaltar que animal infectado com 250 taquizoitos que 

permaneceu vivo se manteve com piloereção e letargia até o dia 30 pi, quando veio 

a óbito naturalmente. Os animais infectados com 500, 2000 e 5000 taquizoitos que 

permaneceram vivos começaram a apresentar melhora dos sintomas com cerca de 

30 dias pi, indicando controle da infecção de Tgcatbr5 pelo sistema imune, enquanto 

o animal infectado com 1500 taquizoitos que permaneceu vivo se manteve sempre 

saudável. 

Com cerca de 50 dias pi, os animais infectados com 500, 2000 e 5000 

taquizoitos apresentaram novamente piloereção e letargia, indicando reativação da 

infecção. Com 60 dias pi, o animal infectado com 5000 taquizoitos veio a óbito. 

Desta forma, para que fosse possível novas avaliações, os animais sobreviventes 

foram sacrificados devido a presença de sinais clínicos de toxoplasmose. Os 

animais foram eutanasiados na câmara de CO2 e foram realizadas coleta de sangue 

por punção cardíaca para realização de um novo teste de ELISA. Além disso, foram 

coletados cérebro e pulmão, que foram macerados em 1 mL de PBS 1x por órgão, 

utilizando movimentos repetidos com seringa e agulha de calibre 25x0,70mm. A 

busca por parasitos foi realizada por microscopia ótica (Nikon AFX). 

Na figura 12 é possível observar grande quantidade de anticorpos IgG anti-

T.gondii no animal infectado com 2000 taquizoitos, o qual no ELISA inicial, com 18 

dias pi, não havia soroconvertido. Além disso, é possível observar a presença de 

cisto tecidual de T. gondii  (Figura 13) encontrado no macerado encefálico deste 

mesmo animal. O animal infectado com 500 taquizoitos não apresentou 
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soropositividade neste novo teste de ELISA, entretanto, também foi encontrado em 

seu encéfalo, cisto tecidual (Figura 14). Em contrapartida, o animal sobrevivente 

infectado com 1500 taquizoitos não apresentou soropositividade e nem foi 

encontrado cistos teciduais no seu macerado encefálico, indicando que de fato a 

infecção não ocorreu neste animal. Não foram encontrados parasitos no pulmão em 

nenhum dos animais, provavelmente devido ao tempo de infecção. 

 

Figura 12.  Detecção de anticorpos IgG anti-T.gondii dos animais que permaneceram vivos 

após fim dos testes de virulência. Cut-off: 0,461. 

 

Figura 13. Cisto de Toxoplasma gondii em macerado cerebral de camundongo infectado com 2000 

taquizoitos da cepa Tgcatbr5 detectado por microscopia óptica com aumento de 400x.  
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Figura 14. Cisto de Toxoplasma gondii em macerado cerebral de camundongo infectado com 500 

taquizoitos da cepa Tgcatbr5 detectado por microscopia óptica com aumento de 400x. 

Na Figura 15A é possível observar dados tabulados referente a terceira 

experimentação do teste de virulência de Tgcatbr5, desta vez, utilizando taquizoítos 

após duas passagens em meio de cultivo celular (Protocolo 3). Este teste de 

virulência variou de 1000 a 100000 taquizoitos por inóculo. Percebe-se que o animal 

infectado com 1000 taquizoitos foi a óbito mais precocemente que no experimento 

anterior. Todos os animais apresentaram sinais clínicos da doença, e apresentaram 

perda de peso ao longo dos dias conforme observado na figura 15B. Além disso, 

foram a óbito de maneira repentina, impedindo que fosse realizada coleta de sangue 

para avaliação da soroconversão. 

 

 Figura 15. Evolução clínica dos animais infectados com taquizoitos após duas passagens em 

cultura celular (Protocolo 3) A) Variação de peso, início dos sinais clínicos de infecção e morte nos 

animais. B) Variação do peso ao longo dos dias. 

 Em conclusão, o inóculo ideal estabelecido para o experimento central foi de 

1000 taquizoítos provenientes de uma passagem em meio de cultivo celular 

(Protocolo 2).  
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6.2 Sorologia e avaliação de sinais clínicos na infecção por Toxoplasma 

gondii 

Os animais pertencentes ao experimento central foram eutanasiados com 10 

dias pi e amostras séricas colhidas foram utilizadas para avaliação da 

soroconversão. Além disso, foram realizadas pesagens diárias apenas até o 7o dia 

pi, pois os testes comportamentais foram realizados nos dias 8 e 9 pi, e a 

manipulação dos animais para pesagem poderia gerar estresse. Também foram 

feitas observações quanto ao aparecimento de sinais clínicos da infecção. Na figura 

16A é possível observar que os animais apresentaram ganho de peso até o dia 5 pi, 

entretanto a partir do dia 7 pi, o gráfico é sugestivo a início de um processo de 

redução de peso nos animais infectados pelas cepas ME49 e Tgcatbr5, enquanto o 

controle se manteve estável. Até o 7o dia pi não foram observados piloereção e 

letargia. Na figura 16B é possível avaliar a presença de anticorpos IgM anti-T. gondii. 

Não foram observados títulos de anticorpos significativos estatisticamente (p>0,05) 

na infecção pelas cepas ME49 e Tgcatbr5 em comparação ao grupo controle, e 

apenas 6% dos animais infectados por Tgcatbr5 e 12% dos animais infectados por 

ME49 foram considerados positivos nesta análise. 

 

Figura 16. Acompanhamento clínico dos animais avaliados quanto ao experimento central.  (A) 

Avaliação de peso corporal durante 7 dias pi. (B) Detecção de anticorpos IgM anti-T.gondii por ELISA. 

Cut-off: 0,244. As barras representam a média e o erro padrão da média (M ± SEM).  

6.3 Dosagem de óxido nítrico 

A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess, a figura 17 traz os 

resultados acerca desta análise pela quantificação de nitrito (µM/mM) e, assim, 

quantificação de NO indiretamente. A figura 17A exibe os resultados encontrados no 

soro sanguíneo e em 17B os resultados encontrados no sobrenadante encefálico. 
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Podemos observar valores negativos nos três grupos, os quais foram obtidos após a 

inserção das absorbâncias na equação da reta para determinação dos resultados, o 

que infere que não houve produção de NO pelos animais controle e nem pelos 

animais infectados pelas cepas de T. gondii em ambas amostras. Não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (p>0,05). 

  

Figura 17. Dosagem de NO indireto em animais controle não infectados e animais infectados pela 

cepa ME49 e cepa Tgcatbr5. (A) Dosagem de nitrito em amostras de soro. (B) Dosagem de nitrito em 

sobrenadantes de macerado encefálico. As barras representam a média e se estendem aos valores 

mínimos e máximos; p < 0,05. 

6.4 Resposta imunológica desencadeada por T. gondii 

 Buscando investigar uma possível relação direta entre a resposta imunológica 

desencadeada pela infecção por T. gondii e alterações no comportamento animal, foi 

avaliado o nível de produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatória 

secretadas tanto a nível sistêmico, em amostras de soro, quanto a nível local, em 

amostras de sobrenadante encefálico, após 10 dias de infecção. Foi observado um 

padrão de resposta Th1 típica em ambos grupos experimentais, infectado por ME49 

e infectado por Tgcatbr5, entretanto a intensidade de respostas se mostrou 

diferente, onde observamos concentrações maiores de todas as citocinas avaliadas 

no grupo infectado por Tgcatbr5. 

 Níveis exorbitantes de IFN- foram encontrados em amostras séricas de 

animais infectados com Tgcatbr5, sendo significativamente maiores em relação ao 

grupo controle (p=0,0134). Quando comparamos a produção de IFN- entre as 

cepas observamos que não houve diferença estatística, possivelmente devido à 

dispersão de dados de alguns animais infectados por ME49, entretanto, ME49 



45 
 

 
 

também induziu maior produção que o grupo controle, apesar de não apresentar 

significância estatística. (Figura 18A). A concentração de IFN- também foi 

significativamente maior no grupo infectado por Tgcatbr5 em relação ao grupo 

controle (p=0,0406) em amostras de sobrenadante encefálico, demonstrando que a 

resposta imunológica a nível local também estava com padrões pró-inflamatórios 

(Figura 18B). A produção pelos grupos controle e ME49 não foram significantes.  

 

 

Figura 18. Concentrações em pg/ml de IFN- após 10 dias de infecção em camundongos controle 

não infectados, infectados por ME49 e infectados por Tgcatbr5. (A) Níveis de IFN-em amostras de 

soro. (B) Níveis de IFN- em amostras de sobrenadante encefálico. Os dados foram representados 

como média e erro padrão da média (M ± SEM). As barras horizontais em A e B representam 

diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05) no teste t de Student.  

  A produção de TNF também foi significativamente aumentada no soro de 

animais infectados com Tgcatbr5 comparado ao controle (p=0,0277) (Figura 19A), 

assim como é observada maior produção em relação a ME49 e ME49 comparado ao 

controle, mas ambos sem diferença estatística significante.  A mesma resposta não 

foi encontrada a nível local, pois se observa uma produção basal no sobrenadante 

encefálico em todos os três grupos analisados (figura 19B).  
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Figura 19. Concentrações em pg/ml de TNF após 10 dias de infecção em camundongos controle não 

infectados, infectados por ME49 e infectados por Tgcatbr5. (A) Níveis de TNF em amostras de soro. 

(B) Níveis de TNF em amostras de sobrenadante encefálico. Os dados foram representados como 

média e erro padrão da média (M ± SEM). A barra horizontal em A representa diferença 

estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05) no teste t de Student. 

Em relação a produção da citocina pró-inflamatória IL-12, no período de 10 dias 

pi, não foram encontradas concentrações significativas nas amostras de soro e 

sobrenadante encefálico analisadas em todos os grupos (Figura 20A-B).  

 

 

Figura 20. Concentrações em pg/ml de IL-12 p70 após 10 dias de infecção em camundongos 

controle não infectados, infectados por ME49 e infectados por Tgcatbr5. (A) Níveis de IL-12 p70 em 

amostras de soro. (B) Níveis de IL-12 p70 em amostras de sobrenadante encefálico. Os dados foram 

representados como média e erro padrão da média (M ± SEM); p > 0,05 nas variantes analisadas. 

  Um fato curioso diz respeito à produção de MCP-1 entre os grupos 

experimentais, pois apesar do padrão de resposta pró-inflamatória estar presente 

em ambos os grupos infectados, apenas os animais infectados por Tgcatbr5 

exibiram titulações significativas de MCP-1 tanto no soro, sendo estatisticamente 
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diferente do controle (p=0,0279) (Figura 21A), quanto no sobrenadante, sendo 

estatisticamente diferente do controle (p=0,0159) e do grupo infectado por ME49 

(p=0,0406) (Figura 21B). Podendo este, ser um dos fatores associado a acentuada 

virulência de Tgcatbr5. 

  

Figura 21. Concentrações em pg/ml de MCP-1 após 10 dias de infecção em camundongos controle 

não infectados, infectados por ME49 e infectados por Tgcatbr5. (A) Níveis de MCP-1 em amostras de 

soro. (B) Níveis de MCP-1 em amostras de sobrenadante encefálico. Os dados foram representados 

como média e erro padrão da média (M ± SEM). As barras horizontais em A e B representam 

diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05) no teste t de Student.   

 De igual modo, as concentrações de IL-6 foram significativamente maiores 

nos soros e sobrenadantes de animais infectados por Tgcatbr5 quando comparado 

ao controle (p=0,0496 e p=0,0047), respectivamente, podendo ser observadas na 

figura 22A-B. Em relação às amostras analisadas, verifica-se maior diferença 

estatística na concentração de IL-6 no sobrenadante encefálico de Tgcatbr5 em 

relação ao controle. 
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Figura 22. Concentrações em pg/ml de IL-6 após 10 dias de infecção em camundongos controle não 

infectados, infectados por ME49 e infectados por Tgcatbr5. (A) Níveis de IL-6 em amostras de soro. 

(B) Níveis de IL-6 em amostras de sobrenadante encefálico. Os dados foram representados como 

média e erro padrão da média (M ± SEM). As barras horizontais em A e B representam diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05) no teste t de Student.   

  A citocina anti-inflamatória avaliada, IL-10, parece ter sido regulada 

negativamente no sobrenadante encefálico de ambos os grupos infectados, visto 

que foram encontradas maiores concentrações no grupo controle, sendo 

estaticamente diferente do grupo infectado por ME49 (p=0,0327) e do grupo 

infectado por Tgcatbr5 (p=0,0088), conforme visto na  figura 23B. 

Concomitantemente, em amostras séricas, não observamos diferenças significativas 

(figura 23A), mas encontramos produção evidente nos animais infectados por 

Tgcatbr5, considerando que com a síntese acentuada de citocinas pró-inflamatórias, 

respostas do tipo Th2 ocorrem para criar um ambiente menos lesivo, ainda que não 

sejam capazes de contrabalancear de fato, em infecção por cepas virulentas. 

 

Figura 23. Concentrações em pg/ml de IL-10 após 10 dias de infecção em camundongos controle 

não infectados, infectados por ME49 e infectados por Tgcatbr5. (A) Níveis de IL-10 em amostras de 

soro. (B) Níveis de IL-10 em amostras de sobrenadante encefálico. Os dados foram representados 

como média e erro padrão da média (M ± SEM). As barras horizontais em B representam diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05) no teste t de Student.   

 

6.5 Análise de histologia encefálica 

Seções cerebrais coradas com hematoxilina e eosina (H&E) foram avaliadas a 

fim de buscar possíveis processos inflamatórios. Regiões do córtex pré-frontal de 
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animais do grupo controle exibiram arquitetura normal (Figura 24A), enquanto 

naqueles infectados pela cepa Tgcatbr5 é possível observar maior densidade 

celular, presença de células inflamatórias mononucleares (ponta de seta preta) e 

agregado de células sugestivo de processo inflamatório (seta). Além disso, a 

meninge apresenta ruptura (ponta de seta laranja) e difusa celularidade (Figura 

24B). O mesmo resultado não foi encontrado nos animais infectados com ME49, os 

quais também exibiram arquitetura normal. As falhas de tecido presentes nas 

imagens se caracterizam como artefato possivelmente ocorrido por danos 

mecânicos durante o corte (Figura 24C).  

 

            

 

Figura 24. Cortes histológicos de córtex pré-frontal no aumento de 100x. A) Camundongos controle 

não infectados apresentando normalidade B) Camundongos infectados com Tgcatbr5 com a 

presença de densidade celular elevada e infiltrado inflamatório (seta), além de ruptura da integridade 

da meninge (ponta de seta laranja) C) Camundongos infectados com ME49 apresentando tecido 

nervoso e meninge preservada. 
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A figura 25 (A-C) traz imagens referentes ao complexo amigdaloide. Não 

foram encontradas características que indiquem algum processo inflamatório ou 

degenerativo. A integridade geral do tecido parece preservada e a densidade celular 

aumentada em algumas áreas parece estar dentro dos padrões de normalidade, 

considerando que se trata de uma região composta por áreas nucleares. Os 

espaços vistos em “claro” são vasos sanguíneos e não referenciam alteração. O 

hipocampo também foi analisado e apresentou histologia normal em nos três grupos 

experimentais, as camadas celulares parecem organizadas, com núcleos visíveis e 

arranjados (Figura 26A-C). 

 

 

         

 

Figura 25. Histologia do complexo amigdalóide no aumento de 400x. A) Camundongos controle não 

infectados. B) Camundongos infectados com Tgcatbr5. C) Camundongos infectados com ME49. Os 

três grupos experimentais apresentam características normais 
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Figura 26. Histologia do hipocampo no aumento de 100x. A) Camundongos controle não infectados.  

B) Camundongos infectados com Tgcatbr5  C) Camundongos infectados com ME49. Os três grupos 

experimentais apresentam características normais. 

 

6.6 Testes Comportamentais 

6.6.1 Teste de reconhecimento de objetos (TRO) 

 Os resultados acerca da análise de memória a longo prazo durante a 

infecção podem ser encontrados na figura 27. Podemos observar em (A) que o 

grupo controle passou maior tempo explorando o objeto considerado novo em 

relação a infecção pela cepa ME49 (p= 0,0151) e também a Tgcatbr5, mas sem 

diferença estatística. Em relação ao tempo de exploração no objeto já conhecido 

pelo animal, tanto a infecção por ME49 quanto por Tgcatbr5 levaram os animais a 

explorar o objeto já conhecido e o objeto novo em intervalos similares de tempo, 

ainda que não tenham sido encontrada significância na análise post hoc (Figura 

27B). Desta forma, esses dados indicam que os animais não identificaram 
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diferenças entre os objetos, possivelmente por comprometimento da memória e do 

aprendizado. 

 

Figura 27. Desempenho cognitivo no teste de reconhecimento de objetos em animais controle não 

infectados e animais infectados pela cepa ME49 e cepa Tgcatbr5. (A) Quantificação do tempo de 

exploração no objeto novo em segundos apresentado 24h após teste com 2 objetos idênticos. (B) 

Quantificação do tempo de exploração no objeto já apresentado 24h antes em segundos. Os dados 

foram representados como média e erro padrão da média (M ± SEM). A barra horizontal em A 

representa diferença estatisticamente significante entre os grupos (p < 0,05) no teste de Tukey-

Kramer. 

 

6.6.2 Teste de suspensão pela cauda  

O tempo de mobilidade e imobilidade no teste de SC é avaliado a partir dos 

últimos 4 minutos e traz dados que podem associar ou não os grupos experimentais 

a comportamentos depressivos. Desta forma, na figura 28 é possível observar os 

efeitos da infecção pela cepa ME49 e cepa Tgcatbr5, assim como controle não 

infectados no tempo de mobilidade e imobilidade dos animais quando suspensos. 

Em (A) os resultados mostraram que não houve diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos (p>0,05) quanto ao tempo de mobilidade. Dados 

semelhantes são encontrados quando observamos o tempo de imobilidade (figura 

28B), onde novamente não se observam diferenças estatísticas significantes 

(p>0,05). Com isso, detectamos que com 8 dias de infecção ainda não foram 

possíveis encontrar comportamentos semelhantes a depressão. 
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Figura 28. Teste de suspensão pela cauda em animais controle não infectados e animais infectados 

pela cepa ME49 e cepa Tgcatbr5. (A) Quantificação do tempo mobilidade em segundos nos últimos 4 

minutos do ensaio. (B) Quantificação do tempo total de imobilidade em segundos nos últimos 4 

minutos do ensaio. Os dados foram representados como média e erro padrão da média (M ± SEM); p 

> 0,05 nas variantes analisadas. 

6.6.3 Teste de Labirinto em Cruz Elevado 

O teste do LCE é amplamente utilizado para avaliar comportamentos 

semelhantes a ansiedade, pois se baseia na aversão natural do animal a lugares 

abertos e elevados com o conflito interno instintivo de explorar novos ambientes 

(KOMADA et al., 2008). Em nosso trabalho foi possível observar que os animais 

infectados pela cepa Tgcatbr5 apresentaram maior número de entrada nos braços 

abertos do labirinto (p=0,0106) (Figura 29A), além de maior tempo gasto nos braços 

abertos (p=0,0377) (Figura 29B) em relação ao grupo controle. Também é possível 

sugerir um comportamento semelhante induzido na infecção pela cepa ME49, 

conforme evidenciado de forma gráfica, ainda que a dispersão não tenha 

possibilitado a significância estatística. Este dado é indicativo de que a infecção por 

T. gondii causa diminuição de respostas associadas a medo e ansiedade. Quanto ao 

número de entradas nos braços fechados e tempo de permanência nos mesmos 

(Figura 29C-D), não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos (p>0,05). Ainda que não tenha sido observada significância, se 

identifica na figura 29C que os animais infectados por ambas as cepas 

apresentaram maior número de entradas no braço fechado, o que indica maior 

atividade locomotora e corrobora com perspectiva de redução da ansiedade. 
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Figura 29. Teste do labirinto em cruz elevado em animais controle não infectados e animais 

infectados pela cepa ME49 e cepa Tgcatbr5. Quantificação do número de entradas nos braços 

abertos (A) e fechados (C) Quantificação do tempo, em segundos, gasto nos braços abertos (B) e 

fechados (D). Os dados foram representados como média e o erro padrão da média (M ± SEM).  A 

barra horizontal em A e B representam diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (p < 

0,05) no teste t de Student.   

 

Além dos parâmetros convencionas, foram avaliados comportamentos 

associados à avaliação de risco, como o número de espreitas e de headdippings, e o 

referencial para análise emocional, que é a contagem de bolos fecais expelidos 

durante o teste. Não foram observadas diferenças estatisticamente significantes 

entre os grupos em relação número de espreitas (Figura 30A). No entanto, relativo 

ao número de headdippings, os animais infectados pela cepa ME49 diferiram do 

grupo controle na estatística (p=0,0268), apresentando maior número de 

movimentos exploratórios que ultrapassam a cabeça do assoalho do braço aberto 

(Figura 30B). Também é possível observar comportamento semelhante na infecção 
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pela cepa Tgcatbr5 conforme evidenciado na ilustração dos dados, entretanto, a 

dispersão não possibilitou diferença estatística significante (Figura 30B). Esses 

comportamentos reforçam o pressuposto do aumento de respostas exploratórias 

mediadas pela infecção por T. gondii. Na figura 30C verificamos o número de bolos 

fecais expelidos pelos grupos, podendo inferir que não houve respostas fisiológicas 

significantes associadas à medo. 

 

Figura 30. Parâmetros de avaliação de risco do teste do labirinto em cruz elevado em animais 

controle não infectados e animais infectados pela cepa ME49 e cepa Tgcatbr5. (A) Número de vezes 

que o animal se estendeu com as patas dianteiras sem retirar suas patas traseiras do lugar, voltando 

em seguida à posição original. (B)  Número de vezes em que o animal ultrapassa a cabeça do 

tablado do braço aberto. (C) Número de bolos fecais expelidos durante o teste. Os dados foram 

representados como média e o erro padrão da média (M ± SEM).  A barra horizontal em B representa 

diferença estatisticamente significante entre os grupos (p < 0,05) no teste t de Student.   
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6.6.4 Teste do Labirinto em Y  

O teste do labirinto em Y foi utilizado para avaliar a aversão do animal ao odor 

do predador. Na figura 31 é possível analisar os resultados desta análise. 

Encontramos resultados referentes ao odor felino e se observa que não foram 

encontradas diferenças estaticamente significantes no número de entradas (Figura 

31A) e tempo gasto no braço com odor felino (Figura 31B) nos animais infectados 

por ME49 e Tgcatbr5 em relação ao grupo controle. Já em relação ao odor neutro, 

quanto ao número de entradas no braço com o odor neutro (Figura 31C) não houve 

diferenças estatísticas significantes. No entanto, quando analisado o tempo gasto 

neste braço, sem o odor felino, (Figura 31D) observamos que os animais infectados 

tanto por ME49 quanto por Tgcatbr5 apresentaram maior tempo em relação ao 

grupo controle, sendo p=0,0396 e p=0,0272, respectivamente. Na figura 31E se 

detecta o número de bolos fecais excretados durante o teste e não houve distinção 

estatisticamente significativa entre os grupos. Esses dados sugerem que os animais 

infectados não perderam a aversão inata ao odor do predador até o 9o dia pi e 

apresentaram preferência ao odor neutro. 
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Figura 31. Teste do labirinto em Y em animais controle não infectados e animais infectados pela cepa 

ME49 e cepa Tgcatbr5. (A) Quantificação do número de entradas no braço contendo o odor felino. 

(B) Quantificação do tempo em segundos passado no braço com odor felino. (C) Quantificação do 

número de entradas no braço contendo o odor neutro. (D) Quantificação do tempo em segundos 

passado no braço com odor neutro. (E) Número de bolos fecais excretados. Os dados foram 

representados como média e o erro padrão da média (M ± SEM). As barras horizontais em D 

representam diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05) teste t de Student.   
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6.6.5 Teste do Campo aberto  

 Os animais que realizaram o LCE foram submetidos 24h após ao teste de 

Campo Aberto, desta forma, os testes podem ser interpretados de forma conjunta. 

Na figura 32A se pode verificar a distância total percorrida pelos animais na arena 

em 10 minutos, os quais foram divididos em 4 quadrantes de 2 minutos e 30 

segundos. A análise post-hoc do teste t de Student revelou que os animais 

infectados pela cepa Tgcatbr5 percorreram maior distância em comparação com o 

grupo ME49 (p=0,0368) e, como esperado, no intervalo inicial os animais alcançam 

maior locomoção devido ao instinto de exploração. Em (B) observa-se a distância 

percorrida na zona central, onde não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos (p>0,05) e em (C) o número de bolos fecais expelidos, 

admitido como parâmetro emocional, o qual foi visualmente maior nos animais 

infectados pela cepa Tgcatbr5, ainda que não sejam encontradas diferenças 

estatísticas significantes (p>0,05). Desta forma, se nota que a infecção por Tgcatbr5 

aumentou a atividade exploratória dos animais, ainda que respostas fisiológicas 

associadas a medo estejam associadas. 
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Figura 32. Teste do campo aberto em animais controle não infectados e animais infectados pela cepa 

ME49 e cepa Tgcatbr5. (A) Distância total em metros durante os 4 quadrantes de intervalo de tempo 

(referente à sequência de 2 minutos e 30 segundos) percorrida pelos animais. (B) Distância em 

metros durante os 4 quadrantes de intervalo de tempo (referente à sequência de 2 minutos e 30 

segundos) percorrida pelos animais na zona central (ZC). (C) Números de bolos fecais expelidos na 

arena durante o teste. 
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7. DISCUSSÃO 

  A diversidade de cepas de Toxoplasma gondii e a resposta imune 

desencadeada pela infecção torna a interação parasito e hospedeiro algo complexo. 

O uso de cepas virulentas para o estudo de T. gondii é limitado devido a rápida 

letalidade. Desta forma, o presente trabalho se baseou em relacionar dados 

comportamentais a padrões de resposta imunológica utilizando a cepa Tgcatbr5 de 

T. gondii, virulenta, comparando com a infecção por ME49, cepa clonal bem 

estabelecida na literatura, e controles não infectados. 

Este é primeiro estudo que traz detalhes e caracteriza a virulência de 

Tgcatbr5 no modelo murino. Os testes de virulências utilizando Tgcatbr5 foram 

realizados em busca de determinar a quantidade ideal de inoculo para 

experimentação e de entender como se dá a sobrevivência dos animais mediante a 

infecção, para posterior organização do experimento, uma vez que a virulência é 

comumente determinada pela taxa de mortalidade de camundongos infectados 

(HILL et al 2012). Os dados descritos acerca de Tgcatbr5 na literatura se limitam ao 

seu artigo de descoberta, onde Dubey e colaboradores (2004) descrevem que a 

inoculação dos isolados descobertos levavam a morte dos animais em até 28 pi, de 

forma geral e não especificando Tgcatbr5.  

          Em nossos estudos de virulência, pôde-se observar que a infecção com o 

inoculo a partir do tubo com descongelamento direto (Protocolo 1) não ocorreu e que 

são necessárias passagens via meio de cultivo celular para que retorne ao parasito 

o potencial de infecção. A segunda passagem de taquizoitos em meio de cultivo 

(Protocolo 3) celular pareceu aumentar o potencial de infectividade da cepa, pois se 

observaram mortes precoces em relação à infecção com taquizoitos provenientes de 

apenas uma passagem (Protocolo 2). Sabe-se que algumas cepas pertencentes a 

linhagem do tipo I são letais independente da dose de inoculação, sendo um único 

parasito viável necessário para os óbitos em camundongos (SARAF, 2017). Dado 

este semelhante ao encontrado neste estudo de virulência, onde mais de 50% dos 

animais morreram de toxoplasmose aguda, mesmo com a administração de inóculos 

em concentrações menores, ainda que Tgcatbr5 tenha se assemelhado mais ao 

genótipo III quando descoberta (DUBEY et al., 2004). Animais infectados com 1x104 
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taquizoitos da cepa RH morrem até 7 dias pi (NGUYEN et al., 2003) e em nosso 

experimento com o protocolo 3, ao utilizar 1x104 taquizoitos de Tgcatbr5 como 

inoculo, observamos óbitos com 9 dias pi, indicando virulência reduzida em relação 

a RH. De fato, em nossos dados foram observados alguns sobreviventes com o 

protocolo 2 de experimentação, ainda que houvesse posterior reativação da doença 

e óbito.  

 Sete dias foi o tempo mínimo para manifestação dos sinais clínicos nas duas 

experimentações de virulência utilizando passagem de taquizoitos em meio celular 

previamente. Além disso, o inóculo de 1000 taquizoitos provenientes de uma 

passagem em meio de cultivo celular (Protocolo 2) se apresentou como quantidade 

ideal, pois os animais apresentaram sinais clínicos e vieram a óbito em períodos 

próximos, apresentando títulos de anticorpos semelhantes. Desta forma, conforme 

observado anteriormente, as análises do ensaio de infecção tiveram início do sétimo 

ao nono dia pi, devido a observação nos testes de virulência de óbitos naturais entre 

os dias 10 e 14 pi, de forma que os animais não realizassem os testes de 

comportamento debilitados pela infecção. 

          Foi observada variabilidade de óbitos e concentração de imunoglobulinas a 

partir de uma mesma quantidade de inóculo. Além disso, menores concentrações de 

taquizoitos não foram indicativas de óbitos tardios, indicando características 

individuais de resposta à infecção mesmo que a população usada seja isogênica.  

Ferreira e colaboradores (2001) observaram um dado semelhante, ao utilizar 

taquizoitos da linhagem P de T. gondii, isolados de cachorros no estado de São 

Paulo. Esses parasitos foram considerados avirulentos e semelhante a ME49, no 

entanto, observou a presença de óbitos naturais 19 pi. Não foi encontrada relação 

altamente específica entre quantidade de inoculo e dias para morte no teste de 

virulência utilizando o protocolo 2, enquanto que, quando utilizado duas passagens 

(protocolo 3) observamos uma homogeneidade da infecção. Em concordância com 

nossos dados, foi observado em outros estudos, aumento da viabilidade, colheita de 

taquizoitos de forma mais satisfatória e aumento da virulência em camundongos 

após passagens do parasito em cultura (EVAN et al., 1999; SARAF et al., 2017; 

BAHREINI et al 2021). 

         Quanto a análise de imunoglobulinas no teste de virulência do protocolo 2, 

observamos que 1 animal infectado com 2000 taquizoitos teve a sorologia inicial 
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negativa para IgM e IgG anti-T. gondii na coleta com 18 dias pi e altos títulos de IgG 

na coleta com 60 pi, após reativação da infecção, o que indica uma resposta imune 

desencadeada de forma “tardia”, ainda que na literatura seja relatada a detecção de 

anticorpos IgM com cerca de 7-10 dias e IgG com 10-14 dias pi (FILISETTI & 

CANDOLFI, 2004; CORREA et al., 2007). Além disso, o animal apresentou cistos 

teciduais no SNC, assim como o sobrevivente infectado com 500 taquizoitos. O 

sobrevivente infectado com 1500 taquizoitos traz evidências de que a infecção não 

ocorreu no animal, ainda que o inoculo utilizado tenha sido o mesmo ao 

administrado no animal do mesmo grupo que veio a óbito. Além disso, os altos 

títulos de imunoglobulinas demonstram a incapacidade da imunidade humoral em 

prevenir a reativação de T. gondii, pois da mesma forma que os altos títulos de IgG 

encontrados no animal infectado com 2000 taquizoítos após 60 dias de infecção não 

impossibilitou o seu óbito, há relatos de reativações da toxoplasmose em pacientes 

HIV positivos infectados, mesmo que os anticorpos estejam presentes (SANA et al., 

2022). 

        Apesar das informações disponíveis na literatura serem limitadas, nós 

demonstramos através dos dados obtidos que a infecção por Tgcatbr5 é complexa.  

A linhagem se mostrou virulenta, com altas taxas de mortalidade, mas também foi 

capaz de se manter de forma crônica em alguns indivíduos sem a influência de 

agentes externos, como medicações. Dessa forma, apresenta características 

aparentemente conflitantes, sendo simultaneamente virulenta e cistogênica. 

        Os resultados pertinentes ao experimento central trazem heterogeneidade na 

dosagem de imunoglobulinas, uma vez que nem todos os animais apresentaram 

sorologia positiva para IgM anti-T. gondii. Este dado é sugestivo de resultados falso-

negativos devido a infecção recente (10 dias) e o tempo de resposta imunológica 

individual, corroborando com os testes de virulência, conforme descrito 

anteriormente, onde um dos animais infectado com 2000 taquizoits do protocolo 2 do 

teste de virulência obteve sorologia negativa até mesmo com 18 dias pi, 

permaneceu vivo e tinha elevadas concentrações de IgG na coleta com 60 dias pi. 

Sabe-se que produção de IgM pode ser detectada com cerca de 1 semana de 

infecção, entretanto, seu pico de produção é com aproximadamente 1 mês pi 

(FILISETTI & CANDOLFI, 2004; DE SOUZA & BELFORT, 2014).  
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        Ainda no contexto dos mediadores envolvidos na resposta imunológica, em 

nosso trabalho realizamos a dosagem de óxido nítrico de forma indireta, pela 

detecção de nitrito em amostras séricas e sobrenadantes de macerado encefálico. 

No entanto, não foi constado níveis detectáveis de NO nas amostras testadas, tanto 

no grupo controle, quanto nos grupos infectados. Em concentrações fisiológicas, o 

óxido nítrico exerce uma função neuroprotetora no SNC, assim como em outros 

tecidos do organismo. Na infecção por T. gondii, as células microgliais e macrófagos 

infiltrados sintetizam NO para inibir a replicação de T. gondii, sendo um dos 

mecanismos exercidos por ele a nitração de vacúolos parasitóforos. Entretanto, se 

produzido em excesso, o NO pode se tornar neurotóxico, contribuindo para a 

degeneração dos neurônios (DINCEL & ATMACA, 2015; ZHAO et al., 2024). 

Damasceno-Sá e colaboradores (2021) avaliaram a produção de NO por 

macrófagos após a infecção por diferentes cepas e concluíram que T. gondii tem a 

capacidade de inibir o sistema de defesa microbicida do NO. Além disso, foi 

demonstrado que fatores solúveis liberados por astrócitos infectados por T. 

gondii podem modular negativamente a produção de óxido nítrico pela micróglia 

ativada em resposta a IFN- (ROZENFELD et al., 2003). Estes podem ser alguns 

dos fatores associados aos resultados negativos encontrados nas amostras de 

animais infectados. No entanto, a ausência de NO em todos os três grupos 

experimentais pode dizer a respeito uma baixa sensibilidade do teste em detectar 

pequenas concentrações de NO. 

     Os ensaios comportamentais revelaram um possível comprometimento do 

aprendizado e memória de longo prazo nos animais infectados por ambas as cepas 

no TRO, visto que o tempo de exploração no objeto já conhecido e no objeto novo 

foi similar, enquanto o grupo controle explorou de forma estatisticamente significante 

mais o objeto novo. Testes que avaliam a função cognitiva são comuns na avaliação 

da infecção por T. gondii, já que diversos estudos associam a presença do parasito 

com distúrbios neurológicos (TORRES et al., 2018; VIRUS et al., 2021; NAYERI; et 

al 2021). O prejuízo da memória de curto e longo prazo em animais infectados por 

ME49 também foi encontrado por Evangelista et al., 2021. Este comprometimento 

fornece evidências de que a infecção por T. gondii afeta o SNC.  

Ao analisar o aspecto locomotor, observamos que no teste de CA os animais 

infectados pela cepa Tgcatbr5 apresentaram alterações significativas, com maior 
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atividade locomotora quando comparado a infecção por ME49 (Figura 32A). Dado 

este que corrobora com os testes de LCE, onde os animais infectados por Tgcatbr5 

entraram significativamente mais vezes (Figura 29A) e passaram maior tempo nos 

braços abertos do aparato (Figura 29B) quando comparado ao controle. Ainda que 

não tenha sido observada a mesma significância no grupo infectado por ME49 no 

número de entradas e tempo nos braços abertos, o mesmo apresentou número 

significativo de Headdippings (Figura30B), que é um parâmetro de avaliação de risco 

e sugere atividade exploratória. Este aumento da função motora pode ser prejudicial 

ao animal já que o mesmo se torna mais suscetível à captura e predação, sugerindo 

que T. gondii pode manipular o comportamento do indivíduo de forma que se facilite 

a perpetuação do parasito para mais hospedeiros. Há diversos relatos anteriores da 

associação entre camundongos adultos infectados com T. gondii e a diminuição de 

respostas associadas a ansiedade e aumento da exploração (EELSS et al., 2015; 

BOILLAT et al., 2020; LAING et al 2020). Um estudo acerca do LCE comparou 

diferentes linhagens de camundongos sadios e concluiu que naturalmente 

camundongos C57BL/6 tendem a evitar os braços abertos (KOMADA et al., 2008), o 

que sugere que os comportamentos observados no experimento são de fato 

causados pela infecção por T. gondii. 

A atividade representada no CA está intimamente ligada à sinalização 

dopaminérgica, visto que a dopamina demonstra impulsionar o comportamento 

exploratório em novos ambientes (COSTA et al., 2014; LI et al 2018). Concentrações 

elevadas de dopamina se correlacionam à ocorrência de comportamentos 

impulsivos em humanos (FLEGR et al., 2013; TONG et al., 2021). Curiosamente um 

dos distúrbios neurológicos associados a maior síntese e liberação de dopamina é a 

esquizofrenia (HOWES et al., 2024). Portanto, a atividade observada nos animais 

infectados por Tgcatbr5 traz evidências de que a toxoplasmose pode ser um fator 

associado ao desenvolvimento de esquizofrenia. 

Em nosso trabalho não foram encontrados resultados que sugerem atração 

ao odor de felinos (Figura 31A-B). Ademais, foi encontrada preferência significativa 

pelo compartimento do odor neutro em ambos os grupos de animais infectados em 

relação ao controle (Figura 31D). Um estudo comparativo sobre a preferência de 

ratos infectados com a cepa PRU (tipo II) de T. gondii a adores de gatos domésticos 

ou felinos selvagens demonstrou que os animais exibiram uma ‘‘preferência’’ 
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significativa ao odor selvagem de seu predador natural (KAUSHIK et al., 2014). 

Embora todos felídeos infectados sejam passíveis de excretar oocistos em suas 

fezes, estar em um hospedeiro ‘’livre’ pode maximizar a transmissão do parasito. No 

entanto, também já foi demonstrado que a infecção por T. gondii não altera 

seletivamente o medo a predadores felinos. Um estudo que avaliava a exposição de 

camundongos infectados com a cepa ME49 de T. gondii a odor de lince, raposa e 

porquinho-da-índia mostrou que não houve nenhuma atração particular pelo odor de 

lince (BOILLAT et al., 2020). Um outro trabalhou a partir de camundongos infectados 

com a cepa ME49 de T. gondii revelou aversão significativa à urina de lince, 

demonstrando que os animais passaram significativamente menos tempo no 

quadrante do aparato contendo urina de lince do que no quadrante correspondente 

sem urina (EELSS et al., 2015). Ainda, Bezerra e colaboradores (2019) realizaram o 

teste LY em diferentes fases da infecção com as cepas ME49 (tipo II) e VEG (tipo 

III). Foi observado que com 6 semanas pi, os animais infectados com a cepa VEG 

apresentaram preferência ao braço contendo urina de gato em relação a ME49 e ao 

controle, enquanto com 16 semanas pi essa preferência ocorreu pelo grupo controle, 

em comparação aos grupos infectados. Desta forma, encontramos diversos relatos 

que entram em conflito, tornando a compreensão de novos resultados ainda mais 

difícil e desafiadora, trazendo questões a serem discutidas mais profundamente 

como a espécie hospedeira, a cepa infectante, tempo de infecção e as metodologias 

utilizadas. 

No teste de SC (Figura 28) não foram encontradas diferenças significativas 

entre os grupos, o que nos leva a percepção de que até o 8 dia pi T. gondii não 

influenciou o comportamento de forma que fossem observadas condutas do tipo 

depressivas. Brito e colaboradores (2023) realizaram o teste de nado forçado, 

também usado para avaliar padrões comportamentais depressivos, em 

camundongos infectados pela cepa ME49 e pela cepa não clonal TgCkBrRN2 (CK2) 

e observaram que apenas a CK2 induziu o desenvolvimento de comportamento do 

tipo depressivo. Já em outro trabalho também utilizando camundongos infectados 

pela cepa ME49 ao realizar o teste de SC foi encontrado maior tempo de imobilidade 

em relação ao controle (CASTAÑO BARRIOS et al., 2021). Um fato importante a ser 

pontuado é o tempo de infecção, onde nos estudos citados são de 4 semanas, ou 

seja, uma fase crônica, enquanto nosso trabalho traz resultados de uma fase aguda, 

o que pode ser um fator determinante nas convergências de resultados quanto a 
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cepa ME49, visto que acerca da cepa Tgcatbr5 não há literatura a ser citada. Ao 

analisar uma cepa também virulenta, um estudo que avaliou o teste do nado forçado 

e suspensão pela cauda em camundongos infectados com a cepa RH (tipo I) 6 dias 

pi observou maior tempo de imobilidade em relação ao grupo controle não infectado. 

No entanto, o tratamento com Sulfadiazina e Sulfadiazina associado a 

Arctigenina reduziu significativamente a duração da imobilidade dos camundongos 

infectados (CHENG et al., 2020).  

Quando avaliamos a histologia encefálica encontramos possíveis focos 

inflamatórios em regiões corticais de animais infectados por Tgcatbr5, mas não no 

grupo controle e grupo infectado por ME49 (Figura 24). Regiões do complexo 

amigdaloide e hipocampo (Figuras 25 e 26) também foram analisadas, entretanto, 

não houve a presença de elementos que indiquem algum processo inflamatório. 

Córtex, amigdala e hipocampo são regiões comumente avaliadas quando se trata da 

infecção por T. gondii, visto que as alterações comportamentais frequentemente 

encontradas são condutas depressivas, prejuízo de memória e variações na 

locomoção (ABDULAI-SAIKU et al., 2017; BOILLAT et al., 2020; TONG et al., 2021).  

O córtex pré-frontal desempenha um papel crucial em diversas funções cognitivas, 

emocionais e comportamentais. Envolvido na tomada de decisões, modulação de 

comportamentos impulsivos e controle de emoções em resposta a estímulos, alguns 

transtornos psiquiátricos e condições neurológicas, como transtorno do déficit de 

atenção com hiperatividade, transtorno obsessivo-compulsivo e esquizofrenia estão 

associados a disfunções nesta área (McTEAGUE et al., 2016; FRIEDMAN & 

ROBBINS, 2022).  

Foi observado que no SNC T. gondii se associa a células neuronais e pode 

contribuir para a perda neuronal, além disso, a maior quantidade de cistos foi 

encontrada no bulbo olfatório e no córtex pré-frontal. Neste mesmo trabalho os 

animais apresentaram prejuízo de memória espacial, induzindo sinais de doença de 

Alzheimer (TORRES et al., 2018). O córtex também foi o local encontrado com maior 

inflamação e a carga parasitária, seguida do hipocampo em camundongos Swiss 

Webster infectados com ME49 (HERMES et al., 2008). Em um outro trabalho, 

meningoencefalite e manguitos perivasculares foram encontrados no córtex animais 

infectados por ME49 (EVANGELISTA et al., 2021). CASTAÑO BARRIOS e 

colaboradores (2021) ao avaliarem animais infectados com ME49 encontraram 
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maior número de cistos teciduais nas regiões corticais e associação da infecção com 

neuroinflamação, pois foram encontrados focos inflamatórios em todas as áreas 

avaliadas do SNC e aumento de níveis séricos de MCP-1 e IFN-. Além disso os 

animais apresentavam hiperatividade nos testes comportamentais. Dados 

semelhantes aos encontrados em nosso trabalho com a infecção por Tgcatbr5. 

Entretanto, majoritariamente, os estudos se limitam a análise por fase crônica da 

doença, enquanto nosso trabalho reflete a fase aguda de infecção, isto pode inferir 

sobre diferenças na infecção entre as cepas Tgcatbr5 e ME49 no presente trabalho, 

visto que cepas virulentas parecem levar a respostas mais robustas e, assim, 

alterações perceptíveis de forma primária. 

O infiltrado inflamatório identificado no córtex pré-frontal dos animais 

infectados por Tgcatbr5 pode estar relacionado a etiologia do comportamento de 

hiperlocomoção (Figura 32) e à propensão a explorar espaços abertos (Figura 29), 

conforme demonstrado neste estudo. Por outro lado, embora os animais infectados 

pela cepa ME49 não tenham exibido sinais histológicos evidentes de inflamação no 

tecido nervoso, os déficits de memória e a tendência a exploração observadas nos 

testes comportamentais podem refletir o início de um processo inflamatório ainda 

não detectável histologicamente. Esse processo, no entanto, é sugerido pelo 

aumento de citocinas pró-inflamatórias, como IFN- e TNF, em amostras séricas 

(Figura 18A e 19A). Essa resposta imune relativamente branda pode ser atribuída à 

virulência intermediária da cepa ME49. 

Ao avaliar o tempo de detecção de T. gondii no SNC e a associação com a 

presença de células inflamatórias, foi demonstrado que níveis baixos, mas 

detectáveis, de T. gondii foram encontrados após 10 dias de infecção, sendo o pico 

de detecção com 15 dias pi. Sendo ainda, detectável dentro do mesmo intervalo de 

tempo em que monócitos foram recrutados (SCHNEIDER et al., 2019). Desta forma, 

a presença de focos inflamatórios apenas no córtex pré-frontal e apenas na infecção 

pela cepa Tgcatrbr5 parecem ser reflexo dos poucos dias de infecção e do potencial 

de virulência da cepa. Ademais, não está completamente claro se T. gondii possui 

preferência por se localizar em regiões específicas do SNC, ainda que alguns, mas 

não todos, estudos, relatem maior número de cistos em áreas corticais e amigdala 

(McCONKEY et al., 2013). 
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Citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatória foram dosadas a fim de avaliar 

a resposta imunológica desencadeada pela cepa Tgcatbr5 e se há associação entre 

níveis de citocinas, tanto sistêmicas, quanto locais, e alterações no comportamento. 

Sabe-se que, tradicionalmente a resposta imunológica mediante a infecção por T. 

gondii inicia-se pela produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-12 e IFN-

por células apresentadoras de antígeno (HOU et al 2011 FISCH et al., 2019). 

Linfócitos e células mieloides expostas aos antígenos seguem para regulação 

positiva da produção de mais citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IFN- e 

também de quimiocinas, além da produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-

10 e TGF-β para evitar patologias no tecido (SANA et al., 2022). A ação das células 

T contra o parasito é mediada principalmente por IFN- (SUZUKI et al., 2011). A 

formação de infiltrados inflamatórios no SNC é um processo complexo e 

notavelmente regulado por quimiocinas.  Astrócitos, células da glia e leucócitos 

inflamatórios produzem estes fatores, levando ao recrutamento e adesão de células 

imunológicas para o parênquima cerebral, as quais serão a principal fonte de IFN- 

(STRACK et al., 2002). 

Nossos dados demonstram relação entre altos níveis de IFN- no soro e 

sobrenadante encefálico de animais infectados com Tgcatbr5 e a presença de 

células mononucleares inflamatórias no córtex dos mesmos animais. Ainda que 

contribua para defesa, o excesso de IFN- pode induzir a neuroinflamação, portanto, 

seu aumento parece estar relacionado a inflamação tecidual observada, e, 

consequentemente, as alterações no comportamento. A ação de IFN- envolve a 

estimulação de uma série de eventos antimicrobianos dentro da célula hospedeira, 

como o impulso para limitação de triptofano e ativação de células imunes (HUNTER 

et at. 2012) 

Como já relatado anteriormente, em resposta inicial ao T. gondii IFN- e TNF 

são produzidos (SASAI et al., 2018). Também já foi descrito que IFN- induz a 

produção de TNF (CHANG et al., 1990), isso poderia explicar os altos níveis de TNF 

encontrados nas amostras séricas dos animais infectados por ambas as cepas, 

enquanto nas amostras de sobrenadante encefálico não foram encontrados títulos 

de TNF, sugerindo que a resposta no SNC contra T. gondii ainda levaria a produção 

de TNF em momentos posteriores. 



69 
 

 
 

A letalidade em camundongos infectados com T. gondii pode ser atribuída à 

incapacidade do organismo em conter a replicação do parasito ou por meio da 

“tempestade de citocinas”, que levam a lesões teciduais graves, conforme 

demonstrado que em camundongos deficientes de IL-10, havia superprodução de 

IFN- e TNF, além de patologia hepática aumentada caracterizada por infiltração 

celular e necrose, o que os sucumbia a morte (GAZZINELLI et al., 1996).  A IL-10 

desempenha um papel importante na regulação de respostas do tipo Th1, 

suprimindo-as e prevenindo processos patológicos. Já foi descoberto que a IL-10 era 

crítica para a sobrevivência do hospedeiro, de forma que sua deficiência 

desencadeou uma resposta inflamatória sistêmica notavelmente alta (KHAN & 

MORETTO, 2022; DOHERTY et al., 2024). Nossos dados mostraram que, em 

amostras de sobrenadante encefálico do grupo controle, os títulos de IL-10, embora 

baixos, eram mais detectáveis em comparação aos dos grupos de animais 

infectados. Esses achados  sugerem uma possível regulação negativa das respostas 

anti-inflamatórias mediadas pela infecção por T. gondii. Ainda que tenha sido 

detectado a presença de IL-10 no soro do grupo infectado por Tgcatbr5, não foram 

títulos considerados significativamente diferentes do grupo não infectado (Figura 

23A). Sobretudo, já foi observado que mesmo presente, a IL-10 não teve atividade 

na regulação negativa da expressão de MCP-1, fator pró-inflamatório (DEL RIO et 

al., 2004), o que corrobora com nossos dados com a presença de altos níveis de 

MCP-1 em ambas amostras analisadas de animais infectados por Tgcatbr5. Além 

disso, foi demonstrado que T. gondii pode atuar inibindo a superindução de IL-10 em 

macrófagos ativados ao interferir na região promotora do gene codificador de IL-10, 

mas não inibe a indução de baixo nível de IL-10 (LENG & DENKERS, 2009). De 

fato, na perspectiva do parasito, menores concentrações de IL-10 são importantes 

para que ele consiga se replicar ao mesmo tempo que mantem o hospedeiro vivo e, 

assim, maximiza as chances de transmissão. 

Altas concentrações de MCP-1 foram encontradas nas amostras referente a 

infecção por Tgcatbr5, mas não em amostras referentes a infecção por ME49. Níveis 

elevados de MCP-1 foram associados a mortalidade de camundongos infectados 

com T. gondii (ALONAIZAN et al., 2021). Foi observado que a superestimulação de 

células imunes ao padrão Th1 e os níveis extremos de IFN-, TNF-α, IL-12 e IL-18 

são uns dos fatores associados a letalidade observada em camundongos infectados 

pela cepa RH (MORDUE et al., 2001). Diante de nossos dados, podemos incluir a 
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MCP-1 como um dos elementos associados a virulência aumentada de Tgcatbr5, 

que leva ao óbito de camundongos infectados.  

Astrócitos ativados produzem MCP-1, além da micróglia e células imunes 

infiltrantes. Conforme as quimiocinas aumentam no tecido, mais células são atraídas 

e se infiltram no parênquima cerebral (ORCHANIAN et al., 2024). Desta forma, os 

altos títulos de MCP-1 tanto a nível sistêmico (Figura 21A), como local (Figura 21B), 

na infecção por Tgcatbr5, validam a presença de focos inflamatórios encontrados no 

córtex destes animais. Além disso, foi demonstrado que a MCP-1 é expressa nos 

cérebros de pacientes com demência associada ao HIV-1 (CONANT et al., 1998). 

Desta forma, a infiltração monocítica pode contribuir substancialmente para a 

demência, sendo a infecção por Tgcatbr5 um fator que pode se associar a tal 

condição. 

É amplamente reconhecido que a IL-12 é uma citocina produzida por APC´s e 

é liberada logo após a infecção por T. gondii, atuando de forma a estimular a 

produção de IFN- (KHAN & MORETTO, 2022). Em nossos experimentos, o 

resultado negativo quanto a detecção de IL-12 p70 (Figura 20) pode ser devido ao 

tempo de análise. É possível que a IL-12 p70 tenha sido produzida e desempenhado 

sua função nos dias iniciais pi, tendo apenas níveis basais para detecção durante a 

análise. Já a IL-6, uma importante citocina envolvida no controle da replicação do 

parasito, tem papel pleotrópico, podendo atuar como pró-inflamatória ou anti-

inflamatória, a depender do contexto e célula envolvida (PEPPLER et al 2020). Os 

macrófagos são a principal fonte de IL-6 em respostas inflamatórias, além disso, ela 

também já se mostrou envolvida na mobilização de células da periferia até o SNC 

durante a infecção por T. gondii e no estímulo à produção de IFN- (SUZUKI et al., 

1997). Por outro lado, um estudo demonstrou que ao infectar a célula hospedeira, T. 

gondii induz a expressão de STAT3, um fator de transcrição associado a uma 

produção prejudicada de citocinas pro-inflamatórias. Curiosamente, este mesmo 

fator é ativado por IL-6, de forma antagonizar funções antimicrobianas 

(WHITMARSH et al., 2011). Desta forma, é complexo afirmar como IL-6 atua na 

infecção por T. gondii, entretanto, avaliando o contexto da presença de uma forte 

polarização da resposta imune à inflamação na infecção por Tgcatbr5 é possível que 

a sua presença esteja corroborando para tal resposta. 
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 A cinética de produção de citocinas e quimiocinas na infecção de T. gondii em 

modelo murino foi pesquisada em amostras de plasma e os resultados revelaram 

que a produção de TNF foi iniciada no dia 5 pi, com pico em 10 dias e decaimento 

em 20 dias, já a MCP-1 atingiu o pico no dia 5 pi e se manteve relativamente alta até 

o fim do experimento, enquanto os níveis de IL-6, IL-10 e IL-12 p70 não se elevaram 

de forma significativa (AVILES et al., 2008). Esses achados reforçam nossos 

resultados e demonstram que a infecção por T. gondii é tipicamente pró-inflamatória 

independente da cepa infectante, sendo a intensidade das respostas um fator 

determinante para letalidade. Desta forma, pode-se concluir que o início de um 

processo neuroinflamatório observado foi potencialmente responsável por alterações 

comportamentais, como a hiperatividade encontrada nos animais infectados por 

Tgcatbr5 e é sustentada por altos títulos de citocinas pró-inflamatórias tanto 

intracerebrais quanto periféricas, bem como a quimiocina MCP-1, que promovem o 

recrutamento de células inflamatórias, criando um ambiente posteriormente fatal. 

A dosagem de neurotransmissores a partir do tecido cerebral e o uso da 

técnica de imuno-histoquímica para marcação de ativação microglial (anti-Iba1), 

astrócitos reativos (anti-GFAP) neurodegeneração (anti-NeuN) são passos 

complementares para melhor compreensão acerca de como o parasito age no SNC 

de forma a contribuir para o desenvolvimento de abordagens terapêuticas capazes 

de impedir a progressão ou reverter desordens neuropsicológicas associadas à 

infecção por T. gondii. 
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8. CONCLUSÃO 

      Foi realizada a padronização de quantidade de inóculo ideal para que 

fosse possível avaliar a fase aguda de infecção por uma cepa virulenta de T. gondii, 

sendo observado que o inóculo de 1x103 leva os animais ao óbito apenas a partir do 

10o dia pós infecção. Além disso, foi observado nos testes de virulência que infecção 

por Tgcatbr5 leva a redução significativa do peso corporal e que o óbito no modelo 

murino é inevitável independentemente da quantidade de inóculo utilizada. Ainda 

que os animais infectados no experimento central não tenham tido títulos 

significativos de IgM, nós fornecemos sinais evidentes da infecção por T. gondii ao 

observar diferenças nos testes comportamentais e histologia, além dos altos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias encontradas nas amostras de animais infectados por 

ambas as cepas, mas ausente nos animais controle. 

       A resposta desencadeada por Tgcatbr5 foi tipicamente pró-inflamatória com 

elevada quantidade de IFN-, MCP-1, TNF e IL-6 em amostras séricas e IFN-, 

MCP-1 em amostras de sobrenadante encefálico, o que revela que a resposta 

sistêmica e local são similares. Ainda que a cepa ME49 também direcione a uma 

resposta pró-inflamatória, a intensidade de resposta à infecção foi distinta e este é 

um fator ligado a mortalidade no modelo murino. Os expressivos títulos de citocinas 

pró-inflamatórias no parênquima cerebral associados a presença de infiltrado 

inflamatório no córtex pré-frontal reforçaram a literatura que o parasito acessa o 

SNC, leva a processos inflamatórios e estes podem gerar alterações no 

comportamento 

          Foi descrito que a infecção pela cepa Tgcatbr5 leva a alterações 

comportamentais significativas no modelo murino, como redução de respostas 

associadas à medo e hiperlocomoção. Além disso, conseguimos estabelecer uma 

correlação direta entre a resposta imunológica e alterações comportamentais.  Os 

comportamentos observados não diferem do que é comumente descrito na literatura, 

concluindo que T. gondii, independente da cepa, age em regiões semelhantes para 

modular o comportamento do hospedeiro.       

 As alterações comportamentais observadas apontam que a infecção por 

Tgcatbr5 pode ser um fator contribuinte para indivíduos propensos ao 

desenvolvimento de esquizofrenia, devido a hiperlocomoção observada no teste do 
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CA e a sua relação com a neurotransmissão dopaminérgica, demência, devido ao 

aumento observado da quimiocina MCP-1 em ambas amostras analisadas e a 

relação da contribuição de infiltrado monocítico nesta doença, e depressão, devido 

ao aumento de IFN- e IL-6 encontrado, visto que o aumento destas citocinas teve 

relação direta a presença de comportamentos depressivos. A alta concentração de 

MCP-1, a nível sistêmico e local, foi o diferencial encontrado na infecção por 

Tgcatbr5, e foi diretamente relacionada a virulência e letalidade observada. Por outro 

lado, não foi demonstrada relação entre níveis de NO e processos inflamatórios no 

SNC, o que sugere que a presença de NO não é um fator contribuinte para 

neuroinflamação e alterações no comportamento de animais infectados por T. 

gondii. 
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ANEXO 1  

Autorização da Comissão de Ética de Uso de Animais – CEUA UENF. 
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