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Resumo 

A toxoplasmose é doença de abrangência mundial causada pelo protozoário 

intracelular obrigatório Toxoplasma gondii. A infecção natural por T. gondii é oral. 

No trato gastrointestinal esse parasito, necessariamente, infecta as células 

epiteliais intestinais (IEC), mas não se multiplica nelas sendo essas células as 

últimas a serem destruídas durante o processo inflamatório agudo que pode 

acometer os hospedeiros. A ativação da linhagem celular IEC-6 pelo interferon-

gamma (IFN-) in vitro inibe a proliferação de T. gondii via redução de ferro 

intracelular. No entanto, outros mecanismos microbicidas podem estar 

envolvidos nesse controle. O objetivo desse trabalho foi avaliar se a produção de 

óxido nítrico (NO) e a autofagia estão envolvidas no processo de inibição da 

proliferação de T. gondii em IEC-6. Vimos que IEC-6 ativada com IFN-

expressaram NO sintase induzida (iNOS) e produziram NO. Verificamos que a 

infecção por T. gondii foi capaz de inibir a expressão da iNOS e 

consequentemente a produção de NO. IEC-6 ativadas com IFN-inibiram 

crescimento de T. gondii e Nitro-L-Arginina (inibidor de iNOS) reverteu essa 

inibição, indicando que NO é um dos mecanismos envolvidos. Observamos em 

IEC-6 ativadas com IFN- o aumento da expressão de vesículas autofágicas que 

se organizaram preferencialmente ao redor dos parasitos, sugerindo que a 

autofagia pode ser um outro mecanismo envolvido no controle do crescimento 

do parasito. Por últimos verificamos se o processo de inibição da expressão da 

iNOS também ocorreria ex vivo em IEC do íleo de camundongos. Camundongos 

CCR2-/- foram infectados oralmente com cistos de T. gondii e a expressão de 

iNOS nas IEC do íleo confirmada. A infecção in vitro com T. gondii de explantes 

de íleo desses animais resultou na menor expressão de iNOS das IEC. 

Concluímos que a produção de NO e a autofagia são dois mecanismos 

relevantes no processo de inibição do crescimento parasitário em IEC-6 ativadas 

pelo IFN-. Ademais, sugerimos que a reduzida expressão de iNOS nas IEC do 

íleo após a infecção por T. gondii pode ter relevância no sucesso do parasito na 

infecção in vivo

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, célula epitelial intestinal, autofagia, óxido 

nítrico. 



       

  

xii                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

Abstract 

Toxoplasmosis is a worldwide disease caused by the obligate intracellular 

protozoan Toxoplasma gondii. The T. gondii natural infection is oral. At the 

gastrointestinal tract this parasite necessarily infects intestinal epithelial cells 

(IEC), but do not multiply within them being these cells the last ones to be 

destroyed during the acute inflammatory process that can affect the host. The 

activation of the cell line IEC-6 by interferon-gamma (IFN-) in vitro inhibits the 

proliferation of T. gondii via reduction of intracellular iron. However, other 

microbicidal mechanisms may be involved in this control. The aim of this study 

was to evaluate if the production of nitric oxide (NO) and autophagy were 

involved in the proliferation inhibition process of T. gondii in IEC-6. We have seen 

that IEC-6 activated with IFN- expressed induced NO synthase (iNOS) and 

produced NO. We found that the T. gondii infection was capable of inhibiting the 

expression of iNOS and therefore of the NO production. IEC-6 activated with IFN-

 inhibited the growth of T. gondii and Nitro-L-Arginine (iNOS inhibitor) reversed 

this inhibition, indicating that NO is one of the mechanisms involved. We 

observed that IEC-6 activated with IFN- increased expression of autophagic 

vesicles which were preferably arranged around the parasites, suggesting that 

autophagy may be another mechanism involved in the control of parasite growth. 

Finally we checked whether the process of inhibition of iNOS expression also 

occur ex vivo in IEC of the ileum of mice. CCR2-/- mice were orally infected with 

T. gondii cysts and the expression of iNOS in IEC of the ileum confirmed. The in 

vitro infection with T. gondii of ileum explants of these animals resulted in lower 

expression of iNOS of IEC. We conclude that the production of NO and 

autophagy are two relevant mechanisms in the process of inhibition of parasite 

growth in IEC-6 activated by IFN-. Furthermore, we suggest that the reduced 

expression of iNOS in IEC of the ileum after infection with T. gondii may have 

relevance in the success of the parasite during in vivo infection. 

Keywords: Toxoplasma gondii, intestinal epithelial cell, autophagy, nitric oxide. 
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1. Introdução 

Toxoplasma gondii é protozoário patogênico, do grupo dos coccídeos, 

membro do filo apicomplexa que engloba parasitos intracelulares caracterizados 

por serem células polarizadas, contendo organelas secretoras exclusivas (róptrias 

e micronemas), apicoplasto e complexo apical (Francia et al., 2016). Esse 

parasito é o agente etiológico da toxoplasmose, zoonose de importância médica e 

veterinária (Mimica et al., 2015). 

A via natural de infecção de T. gondii é a oral. A transmissão pela via oral 

implica em primeiro momento na invasão das células epiteliais intestinais (IEC). A 

função principal desse tipo celular é de atuar como barreira fisiológica e 

imunológica, separando o conteúdo luminal, repleto de antígenos alimentares e 

microrganismo, das camadas de tecidos que compõem o ambiente interno (Cader 

e Kaser, 2013). 

Em razão da sua localização, pode-se dizer que as IEC representam a 

primeira linha de defesa contra agentes patogênicos presentes no ambiente do 

lúmen intestinal (Cohen e Denkers, 2014). Como consequência a exposição a 

diferentes patógenos, as IEC desenvolveram mecanismos complementares a 

barreira fisiológica, as quais atuam reduzindo os riscos de invasão por 

microrganismos (Cohen e Denkers, 2014). Um desses mecanismos é a produção 

de óxido nítrico (NO) (Buzzoni-Gatel e Werts, 2006) que atua frente a infecções 

provocadas por diferentes patógenos que infectam as células intestinais. 

 O NO está envolvido em muitos processos fisiológicos e patofisiológicos 

(Keklikoglu et al., 2008). O NO é um produto da enzima NO sintase (NOS), que 

catalisa a conversão de arginina e oxigênio em NO e citrulina. Inúmeras células 

apresentam a capacidade de produzir NO. Estudos mostram que esse gás possui 

atividade microbicida podendo inibir a proliferação e até mesmo matar 

determinados microrganismos (Flores-Villegas et al., 2015). Entretanto, T. gondii 

diminui parcialmente a expressão de NOS induzida (iNOS) e consequentemente a 

produção de NO (Seabra et al., 2002; 2004; Guillermo e DaMatta, 2004; Santos et 

al., 2011; Damasceno-Sá, 2013; Padrão et al., 2014; Miranda et al., 2016). Esse 

mecanismo já é bem caracterizado em macrófagos murinos (Seabra et al., 2002; 

2004; Santos et al., 2011; Damasceno-Sá, 2013), de galinhas (Guillermo e 

DaMatta, 2004) e de avestruz (Miranda et al., 2016), porém ainda não 

demonstrado em IEC. 
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A autofagia vem sendo estudada desde a década de 1950 (Klionsky, 2007). 

Esse processo de auto-degradação de componentes celulares é regulada em 

resposta a estresses extra e intracelulares e a infecções causadas por patógenos 

(He e Klionsky, 2009). Além disso, funciona como uma resposta adaptativa em 

condições em que há privação de nutrientes (He e Klionsky, 2008). Nesse 

processo formam-se vesículas com dupla membrana (derivadas do retículo 

endoplasmático), denominados autofagossomos, que engolfam proteínas, 

organelas danificadas ou não ou mesmo patógenos intracelulares. Em seguida os 

autofagossomos fusionam-se com lisossomos e o conteúdo é degradado. As 

moléculas resultantes são recicladas para o citosol e reutilizadas para obtenção 

de energia (Yorimitsu e Klionsky, 2005). Estudos têm demonstrado que a 

autofagia induzida pelo IFN- atua contra T. gondii (Bradfute et al., 2013). 

Sabendo que as IEC atuam como células de barreira tanto física como 

imunológica, investigamos quais os possíveis mecanismos microbicidas usados 

por essas células no controle de T. gondii, assim como esse parasito lida com 

esses mecanismos. Os alvos de investigação foram os mecanismos envolvendo 

produção de NO e autofagia pelas IEC após infecção com T. gondii. 

 

1.1. Toxoplasmose 

A toxoplasmose é uma doença infecciosa que acomete animais 

homeotérmicos (Montoya e Liesenfeld, 2004; Halonen e Weiss, 2013). Essa 

doença é causada pelo agente etiológico T. gondii e a contaminação dos 

hospedeiros ocorre por ingestão de carne crua ou mal passada contendo cistos 

teciduais ou água e alimentos contaminados com oocistos desse parasito (Tenter 

et al., 2000). Esse parasito apresenta ampla distribuição geográfica se 

comportando como um agente com alta infectividade e baixa patogenicidade 

(Holland et al., 1999). 

Essa doença pode ser adquirida ou pode ocorrer sob forma congênita, 

(Guclu et al., 2007). A toxoplasmose adquirida é a forma mais comum de 

contaminação por T. gondii, na qual o indivíduo infecta-se após ingerir alimentos 

ou água contaminada, por transfusão de sangue, ou ainda ao se submeter à 

transplante de órgãos (Tenter et al., 2000; Dubey, 2010). Para que a 

toxoplasmose vertical ocorra, é necessário que a infecção por T. gondii aconteça 

durante a gestação. O risco de transmissão é de 15 % no primeiro trimestre, de 
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25 % no segundo trimestre e 65 % no terceiro trimestre. A infecção poderá 

resultar em aborto, em patologias neurológicas, e neuroconjuntivas, como a 

coriorretinite (Jones et al., 2001). 

O diagnóstico da toxoplasmose é feito através de bio-ensaio 

histopatológico, e exame sorológico incluindo testes de ELISA (Habibi et al., 

2012). Dados epidemiológicos indicam que cerca de um bilhão de pessoas em 

todo o mundo são soropositiva para T. gondii, não significando que esses 

indivíduos apresentem manifestações clínicas. Os índices epidemiológicos da 

doença podem variar de acordo com os hábitos da população local (Frenkel et al., 

1991; Amorim et al., 2004; Kijlstra e Jongert, 2008).  

Estudos recentes analisaram a prevalência, espectro clínico, epidemiologia 

molecular, e o controle de T. gondii e verificou-se que no Brasil há uma elevada 

taxa de infecção em seres humanos, onde 50% das crianças do ensino 

fundamental e em torno de 50-80% das mulheres em idade fértil são soropositivas 

para T. gondii. Além disso, o estudo demonstrou que é alto o índice de crianças 

infectadas congenitamente (Dubey et al., 2012). Esse protozoário é um dos mais 

abundantes parasitos eucarióticos em seres humanos (Tenter et al., 2000) 

apresentando soroprevalência mínima de 30% podendo chegar a 80% em certas 

populações como em Campos dos Goytacazes, município do Estado do Rio de 

Janeiro, onde foi detectado alta soroprevalência em grupos de baixo status 

socioeconômico (Bahia-Oliveira et al., 2003).  

Foi demonstrado que a soroprevalência em animais é alta o que indica que 

há importante circulação de T. gondii. Tal estudo revela que há a necessidade de 

estratégias integradas para prevenir e controlar essas infecções em animais, 

visando a redução da toxoplasmose em humanos (Gharekhani, 2014). 

Normalmente o curso da toxoplasmose é assintomática em 90% dos 

pacientes que possuem sorologia positiva para T. gondii (Abhilash et al., 2013). 

Quando essa zoonose é sintomática, pode provocar febre, manchas pelo corpo, 

cansaço, dores no corpo, linfonodomegalia, dificuldades para enxergar, podendo 

evoluir para cegueira e lesões na retina levando indivíduos imunossuprimidos 

como pacientes portadores de neoplasias ou pela síndrome da imunodeficiência 

adquirida à morte (Machala et al., 2015). 
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1.2. Toxoplasma gondii 

T. gondii é o mais bem sucedido protozoário parasito intracelular 

obrigatório capaz de infectar ampla quantidade de hospedeiros vertebrados 

homeotérmicos, incluindo os seres humanos e animais de importância econômica 

(Denkers e Gazzinelli, 1998; Dubey, 1998; Sibley, 2003).  

O ciclo de vida de T. gondii foi completamente elucidado a cerca de 60 

anos (Ferguson, 2009). Seu ciclo de vida é complexo e constituído de uma fase 

sexuada que ocorre somente nas IEC de felinos, seu hospedeiro definitivo; e um 

ciclo assexuado que ocorre nas células de diferentes tecidos dos hospedeiros 

intermediários e definitivo (Dubey, 2004). Esses hospedeiros, incluindo os 

humanos, podem ser infectados pela ingestão de oocistos esporulados contendo 

esporozitos que atravessam as IEC transformando-se em taquizoitos que 

infectarão as células da lâmina própria (Dubey et al., 1998). Diferentemente dos 

outros parasitos apicomplexas, T. gondii pode ser transmitido entre os 

hospedeiros intermediários por uma transmissão vertical (mãe-feto) ou horizontal 

(carnivorismo) (Blader e Saeij, 2009). Seu ciclo se sustenta na sua capacidade de 

estabelecer infecção crônica de longa duração em hospedeiros intermediários 

imunocompetentes a fim de maximizar a probabilidade de transferência ao 

hospedeiro definitivo (Figura 1). 
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Figura 1: Ciclo biológico de Toxoplasma gondii. A toxoplasmose congênita ocorre quando a 

mãe se contamina ainda no período gestacional, através da ingestão de alimentos contendo cistos 

ou oocistos de T. gondii. Qualquer indivíduo pode se contaminar também na idade adulta, com a 

ingestão de alimentos contaminados com cistos ou oocistos, transfusão de sangue e transplantes 

de órgãos, caracterizando a toxoplasmose adquirida. Somente no seu hospedeiro definitivo 

(felinos), poderá ocorrer o ciclo sexuado desse parasito com a eliminação de oocisto através das 

fezes desses animais. Esses oocistos no ambiente podem não somente contaminar os seres 

humanos mais também diversos animais homeotérmicos. Traduzido de Esch e Petersen (2013). 

 

T. gondii pode existir em duas formas, bradizoítos e taquizoitos, que se 

interconvertem (Figura 2). Os bradizoitos possuem crescimento lento, e se 

encontram nos cistos teciduais (Tenter et al., 2000). Infecções com cistos, 

contendo bradizoítos, ou com oocistos, contendo esporozoitos, ocorrem após a 

ingestão de água ou alimentos contaminados. Após a ingestão, a parede dos 

cistos ou dos oocistos é digerida pelas enzimas gástricas e os bradizoítos ou 

esporozoitos resistentes a peptidases gástricas são liberados e invadem as IEC 

do intestino delgado (Speer e Dubey, 1998; Blader e Saeij, 2009;). 

 Os bradizoítos ou esporozoitos atravessam as IEC, infectam diferentes 

tipos celulares na lâmina própria do intestino delgado e se convertem em 

taquizoitos (Lyons et al., 2002). Essa forma possui rápido crescimento e podem 

infectar muitas células nucleadas, se replicando no interior do vacúolo 

parasitóforo (VP) de onde irá sair e infectar células vizinhas. Nesse processo, 

células infectadas se desprendem dos tecidos e disseminam a infecção a outros 
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tecidos (Da Gama et al., 2004; Seipel et al., 2009; Weidner e Barragan, 2014). 

Durante esse processo, a destruição tecidual causada pelos taquizoitos e 

algumas de suas próprias moléculas ativam a respostas imune no hospedeiro que 

controla o crescimento dos parasitos. Alguns taquizoitos, porém, escapam da 

destruição se interconvertendo a bradizoítos em tecidos distantes do intestino 

delgado e imunoprevilegiados (Blader e Saeij, 2009). 

 

Figura 2: Esquema da ultraestrutura de Toxoplasma gondii: formas taquizoíto e bradizoíto. 

Figura A representa a estrutura de T. gondii na forma taquizoíto. A figura B mostra a estrutura do 

parasito em sua forma bradizoíto. Traduzido de Dubey e Speer (1998). 

 

1.2.1. Infecção oral por Toxoplasma gondii 

Com a ingestão de algum alimento, ou água contaminada com T. gondii, 

esse parasito passa pelo trato gastrointestinal e as primeiras células do 

hospedeiro que terão contato direto com T. gondii são as IEC (Buzoni-Gatel et al., 

2006). O sistema de defesa da mucosa é complexo e envolve vários tipos 

celulares incluindo uma única camada celular de IEC que separa as células da 

lâmina própria da microbiota e de antígenos contidos no lúmem do intestino 

(Mowat, 2003). 

A infecção com T. gondii é caracterizada por uma fase aguda em que os 

parasitos ingeridos atravessam as IEC, se dividem amplamente como taquizoítos 

em células da lâmina própria causando lise celular e se espalham pelos tecidos 
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dentro de células infectadas (Buzoni-Gatel et al., 2006). T. gondii estimula a 

imunidade mediada por células, sendo a produção de interferon-gamma (IFN- 

chave para essa resposta. No início da infecção o parasito desencadeia a 

produção de interleucina (IL) 12 que por sua vez atua na indução de fator de 

necrose tumoral alfa para induzir a produção de IFN- pelas células Natural Killer 

(Sher et al., 1993; Denkers e Gazzinelli 1998). Embora estudos feitos com 

macrófagos e neutrófilos demonstrem que esses produzem IL-12 em resposta ao 

T. gondii (Gazzinelli et al., 1993; Bliss et al., 1999) estudos com camundongos 

Knockout para células dendríticas (DC), mostram que essas são a principal fonte 

de IL-12 in vivo (Liu et al., 2006). Em camundongos, a produção de IL-12 e a 

resistência a infecção é altamente dependente de MyD88, demonstrando que o 

reconhecimento imunológico é dependente de receptores do tipo Toll (Scanga, 

2002; Hou et al., 2011). Também existem claras evidências de que o IFN- induz 

a morte de parasitos em macrófagos humanos, envolvendo sinalização de CD40 

e autofagia (Andrade et al., 2006). 

A patologia causada pela infecção oral de T. gondii observada no intestino 

de camundongos é semelhante ao que ocorre em humanos que sofrem com as 

doenças inflamatórias intestinais (Inflamatory Bowel Disease) (Egan et al., 2012). 

O desenvolvimento da lesão intestinal em camundongos se mostra diretamente 

dependente da infecção por via oral, visto que a infecção peritoneal não provoca 

tal lesão (Egan et al., 2012). Essa lesão é localizada na parte terminal do intestino 

delgado, íleo, e causada por um processo inflamatório devido a grande carga 

parasitária (Liesenfeld, 2002). 

 

1.3. Células epiteliais intestinais 

O principal tipo de célula diferenciada encontrada no intestino delgado são 

as IEC (também conhecidas como enterócitos). As IEC são células altamente 

polarizadas proporcionado por seu contato com a membrana basal e as células 

adjacentes (Simon-Assmann et al., 2007). A lâmina basal é não lipídica, contínua, 

cujos constituintes primários incluem laminina, proteoglicanos de sulfato de 

heparina, e colágeno do tipo IV (Timpl, 1989). A parte apical das IEC é composta 

por microvilosidades ricas em transportadores e hidrolases, responsáveis por 

funções de absorção e digestão. Expressão de hidrolases como lactase, 
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sacarase, isomaltase e dipeptidilpeptase IV são indicadores de diferenciação 

celular intestinal in vitro (Neutra e Louvard, 1989). 

As IEC da mucosa intestinal desempenham um papel na homeostase dos 

organismos (Bloushtain-Qimron et al., 2009; Mastrogiannaki et al., 2009). 

Dependendo de sua localização no trato intestinal, elas não só desempenham 

papel central em funções como absorção e secreção, mas também possuem a 

capacidade de proteger o organismo de vários patógenos e toxinas encontradas 

em condições normais do intestino, proporcionando uma barreira eficaz aos 

antígenos do conteúdo intestinal (Podolsky et al., 2009). 

A função de barreira epitelial depende de um grau bastante elevado de 

organização intracelular (Madara, 1995). A integridade estrutural do interior de 

cada IEC é mantida pela presença de uma complexa rede de microfilamentos de 

citoesqueleto (Pitman e Blumberg, 2000). Esses filamentos variam na sua 

composição e localização. Os filamentos de actina, por exemplo, formam um anel 

na parte apical e basolateral dos pólos das células, enquanto que filamentos 

intermediários estão mais espalhados por todo o citoplasma e fazem a ancoragem 

em pontos da membrana plasmática pelas junções denominadas desmossomos 

(Rodriguez-Boulan et al., 1992). Essas estruturas são essenciais para a 

manutenção da polaridade e no suporte dos pontos de contato célula-célula 

(Pitman e Blumberg, 2000). A junção de oclusão (tight) garante a interação célula-

célula sendo parte importante da barreira física contra a penetração de 

microrganismos e antígenos intestinais a lamina própria (Buzoni-Gatel et al., 

2006).  

Devido a complexidade celular do intestino, com a possibilidade de 

interação entre os diferentes tipos celulares, existe grande dificuldade para 

estudos dessas células in vivo. A capacidade de se cultivar IEC in vitro foi de 

grande importância para investigar as propriedades dessas células (Quaroni et al., 

1979). Esses autores reportaram o estabelecimento por longo tempo de culturas 

de IEC de rato e nomearam de “IEC”. Essas células foram derivadas de diferentes 

regiões do trato intestinal obtidas de explantes mantidos em meio contendo 

colagenases para redução do crescimento de células mesenquimais. Essas 

linhagens de células foram exclusivamente caracterizadas e tornaram-se um 

modelo amplamente utilizado para células da cripta em cultura de célula (Quaroni 

et al., 1999). Esse tipo celular é bem estudado in vitro, pois podem ser 
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reconstruídos modelos de lesões nas monocamadas celulares (Rao et al., 2008; 

Silver et al., 2012). 

1.3.1. Mecanismos de defesa das células epiteliais intestinais frente ao 

Toxoplasma gondii 

IEC são as primeiras células a entrarem em contato com T. gondii, quando 

ocorre a contaminação por via oral, característica da toxoplasmose adquirida. 

Essas células necessitam manter a homeostase do ambiente intestinal, fazendo 

com que esse parasito não o perturbe. 

 As junções de oclusão promovem uma espécie de barreira física contra T. 

gondi. Porém, apesar dessa defesa o parasito consegue cruzar ativamente essas 

monocamadas de células, e essa capacidade está diretamente ligada a sua 

motilidade que tem correlação positiva com sua virulência (Barragan e Sibley, 

2002). No momento em que o parasito ultrapassa essa barreira celular, a 

integridade da célula hospedeira não é alterada (Spper e Dubey, 1998). 

IEC possuem a capacidade de atuarem como imunócitos por regularem 

positivamente marcadores de ativação, associados a apresentação de antígenos. 

A primeira linha de defesa ocorre pela ação das alfa defensinas secretadas pelas 

células de Paneth no intestino. Essas moléculas efetoras possuem um efeito 

limitado contra T. gondii, porém promovem o inicio de resposta protetiva do tipo 

Th1contra esse parasito (Foureau et al., 2010). 

Dimier e Bout (1993) reportaram que quando as IEC-6 (linhagem celular de 

IEC) são infectadas por T. gondii e ativadas com IFN- a replicação do parasito é 

inibida. Demonstraram ainda que a inibição parasitária pela indução de IFN- 

também ocorre com diferentes linhagens de IEC, onde a inibição foi relatada 

como dose dependente de IFN- e não relacionada aos mecanismos microbicidas 

baseados em espécies reativas de oxigênio, dependente de L-arginina, síntese de 

intermediários reativos de oxigênio, ou produção de indoleamina 2,3 

desidrogenase que degrada o triptofano, fazendo com que a célula morra pela 

falta desse aminoácido (Dimier e Bout, 1997). Estudos posteriores demonstraram 

que o IFN-inibe o ferro intracelular levando a inibição da replicação de T. gondii 

(Dimier e Bout, 1998). Outros possíveis mecanismos foram avaliados, porém 

nenhum teve efeito na inibição do parasito, entre eles a produção de NO 

dependente de L-arginina semelhante aos mecanismos que ocorrem em 
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macrófagos (Dimier e Bout, 1998). O NO é uma molécula de sinalização que 

funciona também como agente microbicida adicional para controlar e remover 

parasitos intestinais, sendo secretado pelas células do intestino (Gookin et al., 

2006). 

O mecanismo demonstrado por Dimier e Bout (1998), foi um dos últimos, 

sendo a falta de ferro a principal causa da morte de T. gondii, quando essas 

células são ativadas com IFN-. Mais recentemente, outros mecanismos vêm 

sendo relacionados a inibição do crescimento de T. gondii como a produção de 

NO (Takács et al., 2012) e autofagia (Souto et al., 2016). 

 

1.4. Óxido nítrico sintase induzida 

1.4.1. Mecanismos de ação e produção de óxido nítrico. 

A estrutura molecular do NO é composta por oxigênio e nitrogênio, unidos 

por uma ligação dupla (Kroncke et al., 1997). NO é uma molécula de meia vida 

curta que tem importante papel em muitos processos fisiológicos e 

patofisiológicos (Keklikoglu et al., 2008). NO foi primeiramente descrito como fator 

relaxante derivado do endotélio (do inglês endothelium-derived relaxing factor): 

um potente vasodilatador de curta duração. Estudos subsequentes revelaram seu 

papel como regulador de fluxo sanguíneo, capaz de induzir variedade de 

processos fisiológicos, incluindo homeostase tecidual, como neurotransmissor e 

em processos inflamatórios (Chang et al., 2004). 

NOS catalisa a reação entre arginina e oxigênio, com consumo de 1,5 mol 

de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) para 1 mol de NO 

produzido. Citrulina e água também são produzidas durante a reação (Chokshi et 

al., 2008). NO é um produto da conversão do aminoácido L-arginina em L-citrulina 

pela enzima NOS na presença de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(Chokshi et al., 2008). Existem três isoformas de NOS, cada uma codificada por 

diferentes genes. Duas dessas isoformas, NOS endotelial (eNOS/NOS 3) e 

neuronal (nNOS/NOS 1) são expressas constitutivamente em dois níveis, 

possuem domínios de ligação a calmodulina em uma forma cálcio dependente e 

produzem concentrações picomolares de NO (Mayer, 1998). A terceira isoforma, 

iNOS (NOS 2) é cálcio independente, se ligando com alta afinidade a calmodulina 

independente da presença do cálcio (Spratt et al., 2007). A iNOS não é expressa 



       

  

11                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

sob condições normais, mais é induzida durante a inflamação. Essa isoforma 

produz grandes quantidades de NO (na ordem de micromolar) por um limitado 

período de tempo. 

iNOS foi originalmente descrita como uma enzima expressa por 

macrófagos ativados, gerando NO a partir de L-arginina, e assim contribuindo 

para controle da replicação ou eliminação dos patógenos microbianos 

intracelulares (Bogdan et al., 2000). Porém, sabe-se que a geração de NO é uma 

característica genuína de células do sistema imune como DC, Natural Killer, 

mastócitos e células fagocíticas que incluem monócitos, macrófagos, microglia, 

células de Kuppfer, eosinófilos e neutrófilos. Além disso, o NO também é 

sintetizado por células que estão envolvidas em reações imunes como as células 

endoteliais, células epiteliais, células vasculares da musculatura lisa, fibroblastos, 

queratinócitos, condrócitos, hepatócitos, células mesangliais e células de 

Schwann (Bogdan, 2001). 

iNOS é positivamente ou negativamente regulada pelo contato célula-célula 

(via adesão e moléculas coestimulatórias), citocinas, complexos imune e produtos 

microbianos e virais (MacMicking et al., 1997; Bogdan, 2000). Embora o IFN- e 

lipopolissacarídeo (LPS) de origem bacteriana sejam as moléculas mais 

estudadas e descritas como mediadores indutores de iNOS, novos mediadores 

estão sendo descobertos, como a combinação de IL-12 e IL-18 que induzem 

iNOS em várias populações de macrófagos através de um mecanismo mediado 

por produção autócrina de IFN- (Frucht et al., 2001). 

O papel efetor como antiparasitário do NO e da iNOS in vivo e in vitro foi 

demonstrado contra grande número de parasitos que incluem Plasmodium spp. 

(Motard et al., 1993; Clark et al., 1996)., Leishmania spp. (Dayakar et al., 2015), 

Schistosoma sp (Guglielmo et al., 2014), T. gondii (Adams et al., 1990), 

Trypanosoma brucei (Guilliams et al., 2009), tripomastigotas de Trypanosoma 

cruzi (Vespa et al., 1994). A produção de NO é comumente associada com a 

regulação de infecções provocadas por protozoários (Brunet, 2001). O NO pode 

exercer citotoxidade através de um número diferente de mecanismos (Lyons, 

1995), podendo matar diretamente taquizoítos de T. gondii por inibição de 

enzimas mitocondriais e enzimas nucleares essenciais (Brunet, 2001). 

Os parasitos podem fazer com que células do sistema imunológico 

induzam citocinas como IFN-γ, fator de necrose tumoral alfa e IL-1 beta. Produtos 
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de patógenos como glicosilfosfatidilinositol podem estimular a expressão de iNOS 

em células hospedeiras infectadas (Tachado et al., 1997; Almeida et al., 2000). 

 

1.4.2. Óxido nítrico como mecanismo microbicida 

 NO pode reagir com elementos estruturais da maquinaria de replicação 

celular, como ácidos nucléicos, enzimas metabólicas, ou com moléculas 

associadas à virulência de infecção de alguns patógenos que é a base para seu 

efeito direto como molécula antimicrobiana (Fang, 2004; Bagdan, 2011). Embora 

a ação do NO não seja capaz de atacar as múltiplas estruturas de patógenos 

infecciosos ao mesmo tempo, ocorre à ruptura de uma estrutura alvo, única, que 

possui forte efeito antimicrobiano que é a inativação de metaloproteínas mediada 

por esse gás (Jones-Carson et al., 2008). 

NO vai atuar nas células como agente microbicida, de forma direta e 

indireta. A atividade direta do NO tem sido muito bem caracterizada em estudos 

feitos com macrófagos (Nathan 2000; Bogdan 2000; 2001), mas outras células 

como DC, neutrófilos, eosinófilos e hepatócitos, também possuem ação contra 

microrganismos pela produção de NO (Bogdan, 2000; Feng e Walker, 2000; Jyoti 

et al., 2014; Su et al., 2015). 

 Ao longo dos anos, tem sido visto a ação de NO, em diferentes 

microrganismos como Salmonella enterica um sorotipo de Salmonella 

typhimurium. A inativação de NO leva a desativação de importantes enzimas do 

ciclo de Krebs, levando à redução da síntese de lisina e metionina, que são 

dependentes de Acetil-coenzima A (Richardson et al., 2011). 

 A detecção de iNOS em granulomas de seres humanos e macacos, 

infectados com Mycobacterium tuberculosis, também é um indicativo para o papel 

antimicrobiano do NO durante a tuberculose aguda e latente (Mattila et al., 2013). 

 O efeito antimicrobiano indireto tem sido amplamente demonstrado, como 

por exemplo, em estudos feitos com macrófagos da medula óssea de rato, no 

qual o NO gerado por iNOS, demonstrou levar a célula hospedeira à apoptose, 

com isso restringindo o crescimento intracelular de M. tuberculosis (Herbst et al., 

2011).  

 A autofagia pode auxiliar na expressão de iNOS, conforme foi visto em 

macrófagos infectados com Pseudomonas aeruginosas (Li et al., 2015). A 

autofagia induzida pela infecção de P. aeuruginosas ativa a via JAK2/ STAT1 , 
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aumentando a produção de NO (Li et al., 2015). Na infecção por S. typhimurium, 

iNOS expressa por macrófagos foi necessária para indução da transcrição de 

ferroportina-1 (Fpn1) por Nfr2 um exportador de ferro, expresso na membrana 

celular e na membrana fagossomal. Com isso, a privação de ferro mostrou 

controle mediado por iNOS em macrófagos in vitro e in vivo inibindo crescimento 

desse parasito intracelular (Nairz et al., 2013). 

 Outras atividades antimicrobianas indiretas de NO incluem a estimulação 

da maturação e fusão fagolisossomal (Axelrod et al., 2008), a inibição da 

expressão de sistemas de secreção bacteriana, moléculas efetoras, toxinas, 

adesinas (Vareille et al., 2007; Branchu et al., 2014) ou contribuem para a 

dispersão de biofilmes bacterianos (Barraud et al., 2014) e vários efeitos 

imunomoduladores que ajudam a proteger contra patógenos infecciosos (Bogdan, 

2011). 

 Microrganismos desenvolveram mecanismos para resistir ao estresse 

causado pelo NO, dentre muitos organismos, podemos citar alguns como 

Salmonella (Lu et al., 2012), Escherichia coli (Fang, 2004), M. tuberculosis (Davis 

et al., 2007), Neisseria meningitidis (Bogdan 2011); e também T. gondii (Seabra et 

al., 2002; 2004; Guillermo e DaMatta, 2004; Santos et al., 2011; Damasceno-Sá, 

2013; Padrão et al., 2014; Miranda et al., 2016). 

 

1.4.3. Mecanismos de inibição de iNOS de macrófago por Toxoplasma gondii 

Sabemos que a mais de cem anos, T. gondii foi descoberto e vem sendo 

estudado (Nicolle e Manceaux, 1908). Mais de cem anos se passaram e ainda 

não temos a elucidação de como o parasito pode ser totalmente erradicado do 

hospedeiro (Subauste, 2009). O sucesso da sobrevivência desse protozoário está 

diretamente relacionado ao processo adaptativo que esse parasito desenvolveu 

como inúmeros mecanismos de evasão do sistema imunológico. 

 Já foi demonstrado que o NO é capaz de provocar morte de T. gondii em 

macrófagos infectados (Adams et al., 1990). No entanto o parasito desenvolveu 

uma forma de evadir desse sistema microbicida, inibindo a produção desse gás 

(Seabra et al., 2002; 2004; Guillermo e DaMatta, 2004; Santos et al., 2011; 

Damasceno-Sá, 2013; Padrão et al., 2014; Miranda et al., 2016) devido a 

degradação de sua enzima precursora, a iNOS (Seabra et al., 2002; 2004; 

Guillermo e DaMatta, 2004; Damasceno-Sá, 2013; Padrão et al., 2014). A inibição 
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da enzima iNOS ocorre porque T. gondii expõe fosfatidilserina, induzindo a 

produção de TGF-1 que possui efeito autócrino em macrófagos causando a 

degradação da iNOS (Seabra et al., 2004; Damasceno-Sá, 2013). Essa enzima é 

naturalmente regulada por três possíveis vias de degradação, a via do 

proteossomo, da calpaina e a via lisossomal (Kone et al., 2003; Musial e Eissa, 

2001). No entanto, experimentos do grupo indicam que a via do proteossomo é a 

principal envolvida na degradação da enzima iNOS após a infecção de T. gondii 

em macrófagos J774-A1 ativados com IFN- (Padrão et al., 2014). 

  

1.4.4. A produção de óxido nítrico pelas células epiteliais intestinais 

As IEC possuem importante papel imunológico como barreira física e como 

fonte de inúmeras citocinas e quimiocinas que são cruciais na resposta imune 

local, pois atraem inúmeros tipos celulares. As IEC também são produtoras de NO 

(Buzzoni-Gatel e Werts, 2006). Já foi descrito que a produção de NO é realizada 

por uma infinidade de células incluindo as IEC (Bogdan, 2001) sendo responsável 

pela capacidade microbicida dessas células (Bogdan 2000; 2001; 2011; Nathan 

2000; Feng e Walker, 2000; Jyoti et al., 2014; Su et al., 2015). A ação do NO pode 

variar de acordo com o tipo de célula epitelial e tipo de microrganismo que está 

sofrendo a ação desse agente microbicida. O NO em IEC do cólon humanas 

aparece como sendo importante para o processo patofisiológico em doença 

inflamatória intestinal, doenças epiteliais intestinais onde as citocinas IL-4 e IL-13 

regulam sua produção (Kolios et al., 1998). 

NO secretado pelas IEC não aparece como sendo mecanismo inibitório de 

parasitos como T. gondii (Yap e Sher, 1999). No entanto, camundongos 

knockouts para CCR2 infectados oralmente com T. gondii apresentam extensa 

necrose no intestino delgado, pois os monócitos inflamatórios necessitam desse 

receptor para migrarem ao local de multiplicação do parasito (Dunay et al., 2008). 

Com a não migração desse monócitos, as células da lamina própria ficam iNOS 

negativas, mostrando que a infecção induz a migração dessas células que 

chegam e produzem NO controlando o parasito (Dunay et al., 2008). As IEC dos 

animais knockout apresentam grande expressão de iNOS que supostamente 

ajudam essas células no controle da proliferação do parasito, já que são as 



       

  

15                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

últimas a serem destruídas nos tecidos inflamados (Dubey et al., 2012; Dunay et 

al., 2008). 

 

1.5. Autofagia 

1.5.1. Mecanismos autofágicos desenvolvidos naturalmente pelas células 

Autofagia é um processo celular dinâmico dependente de energia gerado 

de estresse que a célula sofre objetivando a auto-preservação (Fischer et al., 

2014). Autofagia também é um termo geral das vias pelas quais o material 

citoplasmático é entregue aos lisossomos para degradação (Mizushima et al., 

2010). O processo autofágico é essencial para identificação de excedentes 

desnecessários como proteínas e organelas disfuncionais, providenciando a 

digestão desses componentes, para manutenção da função celular e reciclagem 

de componentes citoplasmáticos reutilizáveis (Fischer et al., 2014). 

 Sabe-se que defeitos autofágicos geram doenças neurodegenerativas, 

câncer, envelhecimento, isquemias, doenças causadas por acúmulo de proteínas, 

organelas anormais ou disfuncionais (Yang e Klionsky, 2010; Klionsky, 2012). 

 Existem pelo menos três diferentes tipos de autofagia: a) macroautofagia, 

b) microautofagia e c) autofagia mediada pelas chaperonas (Levine et al., 2011). 

A macroautofagia refere-se ao processo direto de autofagia, onde há formação de 

duplas membranas no citoplasma, o fagóforo, e uma porção citoplasmática é 

engolfada formando o que é conhecido como autofagossomo (Levine et al., 2011). 

Os autofagossomos irão se fusionar aos lisossomos, formando os 

autofagolisossomos onde, por ação enzimática dos lisossomos, haverá a 

degradação do material engolfado pela dupla membrana (Figura 3) (Levine et al., 

2011). Estudos demostram que o retículo endoplasmático é crucial para a 

formação do autofagossomo, resultando na dupla membrana, mostrando que há o 

envolvimento de proteínas de extrema importância dessa organela no processo 

autofágico (Hayashi-Nishino et al., 2009). 

A microautofagia envolve a degradação de componentes citoplasmáticos 

como proteínas e organelas utilizando a própria membrana do lisossomo como 

membrana de iniciação (Zappavigna et al., 2013). O mecanismo foi originalmente 

descrito em leveduras e, em menor proporção, nas células eucarióticas (Li et al., 

2012). 
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No processo de autofagia mediada por chaperonas, as proteínas são 

direcionadas para a degradação no lisossomo através da ação de tais moléculas. 

As proteínas que sofrerão a degradação lisossomal apresentam a sequência sinal 

KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) (Dice, 1990). A sequência de aminoácidos é 

reconhecida pela chaperona citosólica Hsc70 (proteína de choque térmico 

cognata 70) que, juntamente com co-chaperonas, direcionam a proteína substrato 

à superfície dos lisossomos (Chiang et al., 1989) onde se liga ao receptor LAMP-

2A (proteína membranar do tipo 2A associada ao lisossomo), isoforma de LAMP-

2. A translocação do substrato através da membrana lisossomal também requer a 

presença de uma forma luminal de Hsc70 (lys-Hsc70), que auxilia na translocação 

para o lúmen lisosomal (Agarraberes et al., 1997; Cuervo et al., 1997). Uma 

multimerização da Lamp-2A ocorre, gerando um poro por onde o substrato será 

translocado para sua degradação. Após a translocação, as proteínas substrato 

são rapidamente degradadas na matriz abundante em hidrolases lisossomais. 

 

Figura 3: Esquema da formação do autofagolisossomo. A figura representa o processo de 

formação do autofagossomo. A célula é estimulada para indução autofágica, pela deprivação 

nutricional ou por rapamicina. Nesse momento há inibição da via TOR, induzindo mecanismos 

autofágicos que se inicia com a formação do fagóforo, dando origem ao autofagossomo. O 

autofagossomo se une com endossoma formando o anfissoma e a junção do anfissoma com o 

lisossomo, dará origem ao autofagolisossomo. Traduzido de Zappavigna et al. (2013). 

 

Em estado normal de desenvolvimento celular do organismo, a insulina 

sinaliza para a célula que os níveis de nutrientes estão em quantidade adequada 
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e a via TOR (do Inglês Target of Rapamycin) bloqueia mecanismos autofágicos 

(Suzuki e Oshumi, 2007). Com isso a célula consegue crescer e se desenvolver. 

Por outro lado, quando a via de TOR é bloqueada, quem se torna ativa é a via de 

Classe III fosfatidilinositol 3 quinase que recruta diversas proteínas que serão 

importantes no processo autofágico (Suzuki e Oshumi, 2007). 

Embora a autofagia tenha sido identificada em células de mamíferos a mais 

de 50 anos, a compreensão molecular iniciou-se a partir da década passada, 

grande parte com base na descoberta dos genes relacionados a autofagia (ATGs) 

que foram inicialmente identificados em leveduras de Saccharomyces cerevisiae 

(Suzuki e Oshumi, 2007) e seus homólogos seguidamente identificados em 

eucariotos superiores (Yang e Klionski, 2010). 

De acordo com estudos feitos em leveduras, os ATGs foram divididos em 

seis grupos: (1) Complexo ATG1/ULK1 quinase, (2) ATG9, (3) Complexo classe III 

fosfatidilinositol 3 quinase (que compreende as proteínas ATG6, ATG14 Vps15 e 

ATG14 Vps 34, (4) PI(3) P que se liga ao complexo ATG2-ATG18, (5) Sistema de 

conjugação ATG12 com as proteínas ATG12, ATG5 e ATG16, (6) Sistema de 

conjugação ATG8 com a proteína ATG8 e a fosfatidiletanolamina (PE- 

phatidylethanolamine) (Yang et al., 2013). 

Em S. cerevisiae ATG1 associa-se à numerosas outras proteínas da família 

ATG para formar o autofagossomo. Tem sido demonstrado que ATG1 não possui 

importância apenas para fosforilar algumas proteínas, mas também é crucial no 

recrutamento de outras proteínas no processo autofágico (Ganley et al., 2009). 

ATG9 auxilia na etapa de expansão para formação da dupla membrana 

que irá ativar o complexo classe III fosfatidilinositol 3 quinase; com a ativação 

desse complexo, ocorre uma série de eventos que auxiliam na formação do 

autofagossomo (Yang et al., 2013). Para que ocorra a formação do fagóforo, dois 

sistemas de conjugação são requeridos o sistema ATG12 e ATG8.  

No momento em que ocorre a ligação de ATG12 à uma lisina de ATG5, 

forma-se o complexo ATG12-ATG5-ATG16. Esse complexo é conhecido por atuar 

na expansão vacuolar em formação controlando a curvatura durante a formação 

da dupla membrana (Tanida et al., 2002). O outro sistema de conjugação é o da 

proteína ATG8, que é homólogo da proteína LC3 (MP1LC3 – Microtubule-

associated protein light chain 3) de mamíferos. Essa proteína está envolvida 

diretamente no processo de formação do autofagossomo (Yorimitsu e Klionsky., 
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2005). A proteína LC3 tem sido amplamente utilizada como marcador específico 

para vacúolos autofágicos (Mizushima e Yoshimori, 2007; Weidberg et al., 2010). 

Uma vez que houver a formação do autofagossomo, esse irá se fusionar ao 

lisossomo, formando o autofagolisossomo e posterior degradação dos conteúdos 

citoplasmáticos (Levine, 2011). 

 

1.5.2. Autofagia como mecanismo microbicida 

 Os microrganismos causam desordem nos sistemas em que se instalam 

(Fischer et al., 2014). Apesar disso, há eliminação de microrganismos como vírus, 

bactérias e protozoários por mecanismos microbicidas incluindo a via autofágica 

(Deretic e Levine, 2009; Virgin e Levine, 2009). A função primordial da maquinaria 

autofágica é necessária para resposta contra o estresse, permitindo que 

organismos eucariotos sobrevivam em condições adversas. No entanto, a mesma 

maquinaria poderá por sua vez, se diversificar em organismos metazoários, 

regulando novas formas de defesa para confrontar diferentes formas de estresse 

incluindo infecção (Levine et al., 2011). O conhecimento dos processos 

autofágicos se mostra essencial para entender como alguns microrganismos são 

eliminados por essa via (Fischer et al., 2014). 

 A importância da autofagia como um mecanismo microbicida é evidente, 

pois a mutação de genes autofágicos aumenta a suscetibilidade à infecção por 

agentes patogênicos intracelulares em muitos tipos de organismos (Levine et al., 

2011). Esse fenômeno ocorre em plantas, vermes, roedores e seres humanos, 

demonstrando alto grau de conservação desse mecanismo (Levine et al., 2011). 

 Atualmente uma infinidade de estudos, que variam desde a biologia celular, 

biologia de sistemas, bioquímica e estudos genômicos, tem convergido para 

apoiar a ideia de que a resposta autofágica que ocorre em função de um estresse 

inclui mecanismos envolvidos no controle da resposta imune e inflamação 

(Kroemer et al., 2010). Essa interação não ocorre apenas a nível autofágico, mas 

também através de mecanismos de sinalização de moléculas do sistema imune 

(Saitoh, 2010). 

 Podemos dizer que existe um envolvimento direto entre mecanismos 

autofágicos e proteínas envolvidas na inflamação, pois sabemos que as proteínas 

da autofagia funcionam tanto na indução como na supressão de respostas  

inflamatórias que ocorrem em função tanto de indução e supressão autofágica. 
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Além disso, também existe associação da autofagia com outros tipos de 

patologias, patogênese microbianas e síndromes inflamatórias (Joven et al., 

2014). 

A forma com que os microrganismos são eliminados por autofagia é 

diferente da forma de eliminação convencional de proteínas ou organelas 

danificadas (Kraft et al., 2010). O nome dado a esse tipo de eliminação é 

xenofagia (Bauckman et al., 2014). 

Diversos estudos têm mostrado que há diferenças e semelhanças entre o 

reconhecimento celular e degradação contra componentes microbianos através 

das vias autofágicas. Quando as células são infectadas, a autofagia é ativada 

através do reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos por 

receptores Toll. Isso permite que os patógenos sejam eliminados por mecanismos 

autofágicos tanto pela imunidade inata quanto pela imunidade adaptativa (Vural et 

al., 2015). 

O direcionamento de agentes patogênicos por autofagia é seletivo e implica 

em uma crescente família de receptores envolvidos nos processos autofágicos 

como à proteína LC3 e ATG8. Esses organismos são ubiquitinados e com isso 

passam a ser reconhecidos como substratos para autofagia e são entregues aos 

autofagossomos. (Vural et al., 2015). 

Há evidências de que alguns patógenos fujam da destruição completa por 

autofagia. Para algumas bactérias, tem sido demonstrado que esse mecanismo 

envolve proteínas que evitam o reconhecimento pelos receptores autofágicos da 

superfície desses microrganismos. Vírus, como por exemplo o norovírus e outras 

bactérias são resistentes à degradação em lisossomas e usam autofagossomas e 

lisossomas como sítios para replicação (Hwang et al., 2012). 

Sabe-se que protozoários patogênicos como T. gondii também podem ser 

eliminados pela via autofágica (Choi et al., 2014). Com a invasão ativa de T. 

gondii ocorre a formação do VP não fusogênico (Sibley, 2011). Dentro desse VP o 

parasito se replica enquanto se protege do sistema imune do indivíduo infectado. 

As células infectadas por sua vez, respondem ao parasito quando ativadas por 

IFN- através de moléculas efetoras como as GTPases relacionadas a imunidade 

(IRGs) e proteína ligadora de guanilato (GBPs) (Howard et al., 2011; Kim et al., 

2012). Essas proteínas se acumulam ao redor da membrana do VP destruindo o 

parasito. Além desses mecanismos, também foi demonstrado que é necessário a 
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presença de ATG5 para o direcionamento adequado dessas proteínas efetoras 

para a membrana do VP controlando o crescimento de T. gondii (Figura 4) (Zhao 

et al., 2008; 2009; Selleck et al., 2013; ). Quando não existe a presença de ATG5, 

essas proteínas efetoras (GTPases relacionadas a imunidade e proteína ligadora 

de guanilato) formam agregados citoplasmáticos, ao invés de se acumularem na 

membrana do VP (Howard et al., 2011). Portanto, existe envolvimento de 

autofagia ou pelo menos de componentes desse mecanismo no controle do 

crescimento intracelular de T. gondii. 

 

Figura 4: O papel da autofagia em Toxoplasma gondii na interação com células fagocíticas 

profissionais. (a) IFN-recrutando P47GTPases ao redor do vacúolo parasitóforo, induzindo a 

produção de óxido nítrico que limita a replicação parasitária. (b) CD40L ativa Atg 5 que por sua 

vez recruta a maquinaria autofágica para a membrana do vacúolo parasitóforo. (c) degradação da 

membrana do vacúolo parasitóforo por P47GTPase e Atg 5. (d) Eliminação do T. gondii por fusão 

autofagolisossomal com uma possível contribuição do processo de apresentação de antígenos 

MHC II. Traduzido de Duque et al. (2013). 

 

Essas observações foram essenciais para entendermos que as proteínas 

autofágicas desempenham um papel amplo na biologia independente da 

degradação de organelas citoplasmáticas e outros constituintes (Bestebroer et al., 

2013; Subramani e Malhotra, 2013). 
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1.5.3. Autofagia em células epiteliais intestinais 

 Sabemos que as células de organismos metazoários fazem autofagia, seja 

qual for o motivo, pois esse mecanismo está associado a inúmeros processos 

celulares. As IEC desempenham importante papel de defesa no nosso organismo 

em razão de estarem sendo desafiadas constantemente por uma série de 

diferentes microrganismos. Portanto, essas células podem fazer uso da autofagia 

como mecanismo microbicida. 

 A autofagia vem sendo relatada como importante mecanismo de defesa em 

células epiteliais por reconhecer e degradar agentes patogênicos intracelulares 

(Deretic e Levine, 2009). Autofagia em IEC tem sido demonstrada por ter a 

capacidade de atuar na imunidade inata limitando a disseminação de bactérias 

invasoras que passam pelo epitélio intestinal (Benjamin et al., 2013). Além disso, 

também foi demonstrado que quando a autofagia é interrompida em ratos os torna 

suscetíveis a uma forma de colite. Notavelmente essa suscetibilidade é 

dependente da exposição a um tipo comum de vírus entérico, que proporciona 

interação genético-ambiental, que contribuí para o desenvolvimento dessa colite 

(Cadwell et al., 2010). 

 As IEC protegem os tecidos intestinais da invasão de bactérias comensais 

invasivas, e patógenos intestinais invasivos como S. typhimurium. Foi 

demonstrado que esse processo de proteção é desempenhado pela ação de 

autofagia dessas células. Esse processo requer a sinalização de MyD88 do 

sistema imune inato (Benjamin et al., 2013). 
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2. Justificativa 

A via natural de infecção por T. gondii é a via oral. Após a ingestão, esse 

parasito passa pelo trato gastrointestinal e as primeiras células infectadas são as 

IEC. Os parasitos atravessam essas células, infectam e se multiplicam nas 

células da lâmina própria, provocando extenso processo inflamatório, e se 

disseminam via corrente sanguínea ou linfática para tecidos distantes. 

Curiosamente, as IEC são as últimas células que são destruídas durante o 

processo inflamatório intestinal. Em razão das IEC fazerem o primeiro contato 

com T. gondii e serem relativamente resistentes a esse parasito é importante 

conhecer se mecanismos como a produção de NO e a autofagia são utilizados 

por essas células a fim de minimizar ou impedir a proliferação desse parasito e 

entender como o parasito escapa desses mecanismos. 
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3. Objetivo  

3.1. Objetivo geral 

Caracterizar se a produção de NO e a autofagia estão envolvidos no 

sistema microbicida das IEC ativadas e se o Toxoplasma gondii é capaz de inibir 

a expressão da iNOS após a infecção nas IEC-6. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

- Confirmar se a ativação das IEC-6 com IFN- e LPS induz a expressão de 

iNOS e produção de NO; 

- Verificar o crescimento de T. gondii nas IEC-6 ativadas e não ativadas; 

- Analisar se ocorre inibição da expressão de iNOS e da produção de NO 

em IEC-6 ativadas após infecção pelo parasito; 

- Analisar se a produção de NO é responsável pelo controle do crescimento 

de T. gondii em IEC-6 utilizando Nitro-L-Arginina (inibidor de iNOS); 

- Verificar se a autofagia está envolvida no processo de controle de T. 

gondii pelas IEC-6 avaliando expressão de vesículas autofágicas e associação 

com os parasitos dentro de IEC-6 ativadas; 

- Confirmar se há expressão de iNOS em IEC do íleo de camundongos 

CCR2-/- infectados oralmente com cistos de T. gondii e se essas células de 

explantes desse órgão apresentam redução da expressão dessa enzima quando 

infectados com T. gondii in vitro. 
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4. Materiais e métodos 

4.1. Manutenção da IEC-6 

A linhagem celular de epitélio intestinal de rato (IEC-6) (Quaroni et al., 

1979) foi mantida em garrafas de 25 cm2 na presença do meio Dubelcco’s 

modified Eagle medium (DMEM) com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1U/ml de 

insulina recombinante humana (Humulin). Mantidas a 37º C em uma atmosfera 

umidificada a 5% de CO2.  Atingindo confluência, as células foram removidas da 

garrafa utilizando 1 ml de tripsina por poucos segundos e adição de 4 ml de 

DMEM com SFB. As células liberadas foram centrifugadas a 500g, 10 min, 4º C, 

ressuspendidas em 1ml de DMEM com SFB, contadas na câmara de Neubauer e 

plaqueado 5 x 105 células sobre  lamínula redonda na placa de 24 poços com 200 

µl de DMEM. As células foram ativadas logo após plaqueamento com IFN-. 

4.2. Obtenção de taquizoítos de Toxoplasma gondii 

Taquizoítos de T. gondii, cepa RH (Sabin e Feldman, 1948), foram 

mantidos por passagens sucessivas na cavidade intraperitoneal de camundongos 

suíços com idade entre três e quatro semanas. Após o período de 48 h o lavado 

peritoneal foi realizado com DMEM (Trembicki et al., 1984), para obtenção dos 

parasitos. Para obtenção de taquizoítos de ME-49 foram mantidos por sucessivas 

passagens em células vero. Células vero com altas taxas de infecção foram 

lavadas para a eliminação de parasitos livres, raspadas e rompidas através da 

passagem em seringa e agulha de 26G, para liberação de taquizoítos. A 

suspensão celular foi centrifugada a 500 x g e o sobrenadante foi passado em 

filtro de 3 m. Este estudo foi realizado em estrita conformidade com a lei de 

experimentação animal 11.794/08. O protocolo de estudo usando camundongos 

foi analisado e aprovado pelo comitê de ética no uso animal da UENF, protocolo 

254. 

 

4.3. Obtenção de cistos teciduais de Toxoplasma gondii 

A cepa ME-49 foi mantida em camundongo em um banco de parasitos 

localizado no infectório do LBCT. A manutenção do banco foi realizada da 

seguinte maneira: camundongos suíços foram inoculados via peritoneal com 20 

cistos de ME-49, em 0,2 ml de PBS. Quando estes camundongos atingiram o 
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estágio crônico da doença (3 meses após a inoculação) foram eutanasiados com 

CO2, os cérebros removidos e homogenizados em 1 ml de tampão fosfato (PBS). 

Em seguida, foi realizada a contagem dos cistos, em alíquotas de 20μl entre 

lamina e lamínula. A utilização de parasitos provenientes deste banco em 

experimentos anteriores demonstra uma padronização dos cistos utilizados, tanto 

em tamanho quanto em quantidade. Esta metodologia foi adaptada de Liesenfeld 

et al. (1996). 

 

4.4. Ativação da IEC-6 com lipopolissacarídeo e diferentes concentrações de 

Interferon gamma. 

 Para determinar qual concentração as IEC-6 poderiam produzir NO, as 

células foram ativadas com LPS (0,2 μg/ml) e IFN- (200, 400, 800U/ml). Em 

seguida essas células foram ativadas apenas com IFN-, com concentrações que 

variavam de 50 à 1.600 U/ml. 

 

4.5. Interação Toxoplasma gondii com IEC-6 

Conforme relatado no ítem 4.4, as células ativadas com IFN- foram 

cultivadas por 24 h em estufa de CO2 a 37º C e os taquizoítos de T. gondii, 

obtidos conforme o item 4.2, foram acrescidos as células em uma concentração 

de 5X106 células e cultivadas em estufas de 37º C por 2, 24 e 48 h para verificar 

se o IFN- seria capaz de inibir crescimento do T. gondii, após 2 h de infecção as 

células foram lavadas e foi adicionado novo meio contendo IFN-em alguns 

experimentos foi adicionado as células nitro-L-arginina (inibidor de iNOS) nas 

concentrações de 10, 5 e 1 mM. As células também foram infectadas por 3, 6, 12 

e 24 h para analisar o envolvimento da autofagia na inibição da proliferação do 

parasito. Após o período de infecção as lamínulas foram coletadas, fixadas e 

coradas com Giemsa, para quantificação do número de parasitos aderidos ou 

internalizados. As células também foram fixadas e processadas para 

imunolocalização de vesículas autofágicas, parasitos e núcleo. Os sobrenadantes 

das culturas foram coletado para dosagem de NO. 

 

4.6. Avaliação de nitrito  

NO foi indiretamente avaliado medindo-se o nitrito nos sobrenadantes das 

culturas coletados após 24 e 48 h de ativação (Green et al., 1982). Brevemente, 
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50µl do sobrenadante de cada poço foi colocado com um mesmo volume do 

reagente de Griess (1:1, de 0,1% N-1-nafeti-etilanadiamina, Sigma – N-5889, em 

água destilada e 1% de sulfanilamida, Sigma – S-9251 em 5% de ácido fosfórico, 

Sigma – P5811) em placas de 96 poços. Após 10 min, a concentração de nitrito 

foi avaliada através da leitura da absorbância em 540 nm. A concentração de 

nitrito foi calculada a partir de uma curva padrão pré-calibrada usando nitrito de 

sódio diluído em DMEM. Para verificar qual concentração possuía a maior 

produção de NO foi feito teste Tukey a 5% de probabilidade. 

 

4.7. Avaliação do crescimento de Toxoplasma gondii em IEC-6 

Após interação de IEC-6 com T. gondii (RH) em diferentes tempos (2, 24 e 

48 h e 24 h na presença do inibidor de iNOS Nitro-L-arginina), as lamínulas foram 

recolhidas, fixadas em metanol, e coradas com solução de Giemsa (diluído em 

água destilada na proporção de 1:10), desidratadas numa série de soluções 

acetona-xilol, montadas sobre Entellan e observadas em microscópio óptico 

Axioplan - ZEISS. O crescimento do parasito foi avaliado contando nas células 

coradas o seguinte: a) células infectadas, b) células não infectadas, c) parasitos. 

Com essas contagens calculou-se: 1- porcentagem de IEC-6 infectadas, 2- 

número médio de parasitos interiorizados nas IEC-6, 3- índice de infecção que é a 

porcentagem de IEC-6 infectadas multiplicado pelo número médio de parasitos 

interiorizados nas IEC-6. Esses valores foram utilizados para analisar o 

desenvolvimento de T. gondii nas IEC-6 ativadas com IFN-γ e não ativadas e com 

o inibidor de iNOS. Foram realizados Testes t de Student para observar a 

significância dos resultados utilizando P<0,05  

 

4.8. Imunolocalisação de iNOS, vesículas autofágicas e Toxoplasma gondii 

em IEC-6  

 As lamínulas contendo células aderidas foram fixadas por 30 min em 3% 

de formaldeído recém preparado em PBS, lavadas e incubadas por 10 min com 

Triton X-100, lavadas 3 vezes com PBS, incubadas por 20min em 50mM de 

cloreto de amônio em PBS e 10 min em 3% de albumina sérica bovina (BSA, 

Sigma, A3912) em PBS (BSA-PBS). Para a marcação de iNOS e T. gondii as 

células foram incubadas por 40 min com anticorpo primário anti-iNOS NOS2 

policlonal igG produzido em coelho diluído 1:200 e  anti-T. gondii (soro de 
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camundongos cronicamente infectados com T. gondii) diluído 1:5000 em PBS-

BSA. Para a imunolocalização de vesículas autofágicas as células foram 

incubadas por 40 min com anticorpo primário anti-LC3A para marcação de 

vesículas autofágicas diluído 1:300 em PBS-BSA e anticorpo primário anti-T. 

gondii diluído 1:5000 em PBS-BSA. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e 

1 vez com PBS-BSA; incubadas por 30min com IgG de coelho marcado com 

Alexa 488 (molecular probes) que revelou iNOS e LC3A diluído 1:100 em PBS-

BSA e anti-mouse IgG conjugado com TRITC (Sigma) diluído 1:400 em PBS-BSA, 

para revelar taquizoitos. Após o período de incubação, as células foram lavadas  

por 8 vezes com PBS, montadas em Prolongold com DAPI e sem DAPI 

(Molecular Probes) e as Imagens capturadas com câmera AxioCam Mrc5 no 

sistema Axiovision da Zeiss. 

4.9. Curva de sobrevivência de animais CCR2-/- 

Dois grupos contendo 8 animais cada, foram infectados oralmente com 5 e 

10 cistos de T. gondii cepa ME-49 obtidos conforme o ítem 4.3. Esses animais 

foram monitorados por um período de 30 dias, e a sobrevivência foi analisada. 

4.10. Cultura de explantes de íleo de animais CCR2-/- 

 Os animais CCR2-/- foram infectados por via oral com 10 cistos de T. gondii 

da cepa ME-49. Após o período de 3, 6, 7 e 9 dias esses animais foram 

eutanasiados em câmara de CO2, seu íleo foi removido e cortado em quatro 

partes. Esses cortes foram então lavados com PBS contendo o antibiótico 

gentamicina e cultivados por 1 e 3 h, onde a metade dos cortes foram infectadas 

com 108 parasitos/corte. Após os respectivos tempos de cultivo, os cortes foram 

novamente lavados com PBS e foram imersos em fluido de congelamento, 

embebidas em OCT (TissueTek), congeladas e armazenadas à -70°C. Frações 

congeladas do íleo foram cortadas em criostato. Os cortes congelados foram 

incubados com anticorpo primário anti-T. gondii (1:400), anti-iNOS (1:500), e 

anticorpos secundários IgG de coelho marcado com Alexa 488 (Molecular Probes) 

diluído 1:2000 em PBS-DIL e anti-mouse IgG conjugado com TRITC (sigma) 

diluído 1:2000 em PBS-DIL. 
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5. Resultados 

5.1. IEC-6 ativadas com IFN-γ produziram quantidades significativas de 

óxido nítrico e expressaram a enzima óxido nítrico sintase induzida 

A fim de avaliar o papel de LPS e IFN-γ na produção de NO em IEC-6, 

testamos duas variáveis: IFN-γ associado a LPS e IFN-γ puro. As IEC-6 ativadas 

apenas com IFN- produziram quantidades de NO dose dependente maiores que 

o nitrito produzido pelas células ativadas com LPS e IFN-. (Figura 5). Esses 

resultados foram confirmados por imunofluorescência no qual a maior quantidade 

de expressão de iNOS pelas IEC-6 foi verificada em células ativadas somente 

com IFN- (Figura 6). 

 

 

Figura 5: Efeito da ativação com interferon-gamma (IFN-) e lipopolissacarídeo (LPS) em IEC-6 

por 24 h na produção de nitrito (µM). IEC-6 ativadas apenas com IFN- produzem maiores 

quantidades de NO. Resultados expressos em média e desvio padrão de 3 experimentos 

independentes. Concentração de LPS foi de 0,2 ug/ml. *Significativamente diferentes pelo teste t 

de Student (P<0,05). 
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Figura 6: Células epiteliais intestinais (IEC-6) ativadas ou não após 24 h de cultivo 

imunomarcadas com anti-iNOS (verde). (A) IEC-6 não ativadas. (B) IEC-6 ativadas com interferon-

gamma (IFN-) e lipopolissacarídeo. (C) IEC-6 ativadas somente com IFN-. IEC-6 ativadas com 

IFN- expressaram mais iNOS (seta). Barra: 40 μm. 
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Em razão das IEC-6 apresentarem maior expressão de iNOS quando 

ativadas somente com IFN-, diferentes concentrações dessa citocina, variando 

de 50 à 1.600 U/ml, foram testadas para produção de NO analisada. A medida 

que aumentou-se a concentração de IFN- observou-se um aumento na produção 

de NO pelas IEC-6 (Figura 7). Os últimos três tratamentos (800, 1250 e 1600 

U/ml) foram equivalentes. Com isso, optamos por utilizar em todos os 

experimentos a concentração de 800 U/ml de IFN-, pois foi a menor 

concentração que apresentou o resultado de produção ótima (Figura 7). 

 

Figura 7: Maiores concentrações de Interferon-gamma induziram maior produção de nitrito (µM) 

em células epiteliais intestinais após 24 h de ativação. Os tratamentos de maior produção foram 

com as concentrações de 800, 1250 e 1600 U/ml. Resultados expressos em média e desvio 

padrão de 3 experimentos independentes. Médias seguidas de mesma letra, não diferem 

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

5.2. Infecção por Toxoplasma gondii Inibiu a expressão da enzima óxido 

nítrico sintase induzida e produção de óxido nítrico em IEC-6.  

A infecção com ambas as cepas (RH e ME-49) inibiram a produção de NO 

pelas IEC-6 ativadas após 24 h de infecção (Figura 8). No entanto, a produção de 

NO pelas IEC-6 infectadas com a cepa ME-49 não foi diferente das células não 

infectadas após 48 h de infecção (Figura 8). 
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A imunolocalização da iNOS demonstrou que ambas as cepas inibiram a 

expressão de iNOS após 24 h de infecção (Figura 9A com 9B e 9D com 9E). A 

baixa expressão de iNOS foi mantida após infecção com a cepa RH por 48 h 

(Figura 9A com 9B e 9C). Porém, IEC-6 infectadas com a cepa ME-49 

recuperaram a expressão de iNOS após 48 h de infecção (Figura 9D com 9E e 

9F). 

 

Figura 8: Células epiteliais intestinais ativadas com interferon-gamma infectadas por Toxoplasma 

gondii produziram menos nitrito (M) com ambas as cepas após 24 h, mas apenas a cepa RH 

manteve a inibição após 48 h. Resultados expressos em média e desvio padrão de 3 

experimentos independentes. *Significativamente diferentes pelo teste t de Student (P<0,05). 
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Figura 9. Infecção por Toxoplasma gondii de duas cepas RH e ME-49 em células epiteliais 

intestinais (IEC-6) ativadas com interferon-gamma. IEC-6 imunomarcadas com anti-iNOS (verde) e 

anti-T. gondii (laranja). IEC-6 ativadas e não infectadas por 24 h (A) e 48 h (D), infectadas com T. 

gondii cepa RH por 24 h (B) e 48 h (C) e cepa ME-49 por 24 h (E) e 48 h (F). Infecção por T. 

gondii induziu menor expressão de iNOS independente das cepas, contudo, IEC-6 infectadas com 

ME-49 recuperaram a expressão de iNOS após 48 h de infecção. Barra: 40 μm 
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5.3. Expressão citoplasmática e da degradação da enzima óxido nítrico 

sintase induzida em IEC-6 após infecção por Toxoplasma gondii 

Inicialmente a expressão de iNOS nas IEC-6 apresentou marcação 

citoplasmática e nuclear (Figura 6 e 9). A localização da iNOS é majoritariamente 

citoplasmática (Vodovotz et al., 1995; Bogdan, 2015), no entanto, pode ser 

nuclear também (Bogdan, 2015). Para nossas preparações as lamínulas foram 

montadas utilizando Prolongold com DAPI obtendo marcação de núcleo em azul 

(Figura 10 A e B). Como a utilização do DAPI poderia provocar interferência na 

marcação de iNOS, conferindo cor verde aos núcleos, criando artefato de 

expressão de iNOS nuclear, novo experimento similar ao que foi feito inicialmente 

foi realizado utilizando Prolongold sem DAPI. O uso de Prolongold sem DAPI 

revelou expressão da enzima iNOS apenas no citoplasma (Figura 11 B e C e 

Figura 12 A e C). As células não ativadas não expressaram iNOS (Figura 11 A), 

células ativadas com LPS e IFN- mostram baixa expressão de iNOS (Figura 11 

B) e alta expressão dessa enzima foi observada em células ativadas apenas com 

IFN-(Figura 11 C e 12 A). Foi confirmado que houve inibição da expressão de 

iNOS nas IEC-6 em razão da infecção por T. gondii logo após a infecção por 2 h 

que se manteve por 24 e 48 h (Figura 12 B, C e D). Quando as células foram 

infectadas por T. gondii apresentaram baixa expressão de iNOS, contudo, se não 

infectada apresentou alta expressão da enzima (Figura 12 C). Esse mecanismo é 

comumente observado quando analisamos a expressão da iNOS em IEC-6 após 

infecção por T. gondii.  
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Figura 10. Células epiteliais intestinais (IEC-6) ativadas por 24 h com interferon-gamma 

imunomarcadas com anti-iNOS (verde) montadas com Prolongold com DAPI (azul). (A) IEC-6 

ativadas cultivadas por 24 h. (B) Mesmo campo que a imagem “A” revelando marcação do núcleo 

com DAPI de IEC-6. Note alta expressão nuclear de iNOS pelas IEC-6 ativadas. Barra: 20 μm. 
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Figura 11. Células epiteliais intestinais (IEC-6) ativadas ou não por 24 h imunomarcadas com anti-

iNOS (verde) montadas com Prolongold sem DAPI. (A) IEC-6 não ativadas. (B) IEC-6 ativadas 

com interferon-gamma (IFN-) e lipopolissacarídeo. (C) IEC-6 ativadas somente com IFN-. Note 

alta expressão citoplasmática e negativa no núcleo de iNOS pelas IEC-6 ativadas com IFN-. 

Barra: 20 μm. 
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Figura 12. Células epiteliais intestinais (IEC-6) ativadas por 24 h com interferon-gamma 

imunomarcadas com anti-iNOS (verde) e anti-Toxoplasma gondii (laranja) montadas com 

Prolongold sem DAPI. (A) IEC-6 ativadas, não infectadas, cultivadas por 24 h. (B) IEC-6 ativadas e 

infectadas por 2 h com T. gondii, cepa RH. (C) IEC-6 ativadas e infectadas por 24 h com T. gondi. 

(D) IEC-6 ativadas e infectadas por 48 h com T. gondi. Expressão citoplasmática de iNOS pelas 

IEC-6 foi observada após ativação sendo inibida após infecção com T. gondii. Barra: 20 μm. 
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5.4. Ativação das IEC-6 com interferon gamma suprimiu a porcentagem de 

células infectadas com T. gondii. 

Nas IEC-6 não ativadas a porcentagem de células infectadas pelo parasito 

aumentou com o tempo de infecção, no entanto, houve diminuição do número de 

células infectadas com T. gondii após 2, 24 e 48 h de infecção nas células 

ativadas (Figura 13). 

 

 

Figura 13: Desenvolvimento de Toxoplasma gondii, cepa RH, em células epiteliais intestinais 

ativadas ou não com interferon-gamma. A porcentagem de células infectadas foi significativamente 

menor em todos os tempos ativados com IFN-. Resultados expressos em média e desvio padrão 

de 3 experimentos independentes. *Significativamente diferentes pelo teste t de Student (P<0,05). 

 

5.5. Inibição do desenvolvimento de Toxoplasma gondii em IEC-6 envolveu o 

óxido nítrico 

As células tratadas com as concentrações de 10 e 5 mM de nitro-L-arginina 

apresentaram maior porcentagem de células infectadas em relação as células 

ativadas (Figura 14 A). No entanto, as células tratadas com o inibidor 

apresentaram menor porcentagem de células infectadas do que as células não 

ativadas (Figura 14 A). O tratamento com a concentração de 1 mM de nitro-L-

arginina não aumentou a porcentagem de células infectadas em relação as 

células ativadas e continuou menor do que as células não ativadas (Figura 14 A), 

indicando que o efeito do inibidor de iNOS foi dose dependente. 
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O tratamento com o inibidor (10, 5 e 1 mM) resultou em maior número 

médio de parasitos por células infectadas em relação as células ativadas (Figura 

14 B). Interessantemente, o número médio das células tratadas com o inibidor foi 

igual as células não ativadas (Figura 14 B). 

Por último comparamos entre as células ativadas, tratadas com Nitro –L- 

Arginina e não ativadas o índice de infecção que é a multiplicação dos dois 

números descritos acima. Essa análise mostrou resultado similar ao descrito para 

porcentagem de células infectada (Figura 14 A, C). De forma geral o índice de 

infecção mostrou que o tratamento com o inibidor de iNOS reduziu a capacidade 

microbicida das células ativadas, mas não foi suficiente para permitir o 

crescimento dos parasitos como nas células não ativadas (Figura 14 C). 
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Figura 14. Desenvolvimento de Toxoplasma gondii cepa RH em IEC-6 ativadas com interferon-
gamma, tratadas ou não com o inibidor da oxido nítrico sintase induzida, nitro-L-arginina. (A) 
Porcentagem de células infectadas. Houve aumento da porcentagem de células infectadas após 
tratamento com nitro-L-arginina nas concentrações de 5 e 10 mM em comparação com células 
ativadas. (B) Número médio de parasitos por células infectada. Notar aumento do número médio 
de parasitos por célula infectada em todos os tratamentos com o inibidor em relação as células 
ativadas. (C) Índice de infecção. Houve aumento do índice de infecção após tratamento com nitro-
L-arginina nas concentrações de 5 e 10 mM em comparação com células ativadas. 
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5.6. Interferon gamma induziu aumento de vesículas autofágicas em IEC-6.

 Houve claro aumento na quantidade de vesículas autofágicas nas células 

infectadas que foram ativadas com IFN-. Note que a expressão das vesículas 

autofágicas encontra-se preferencialmente ao redor de T. gondii em todos os 

tempos de infecção nas IEC-6 ativadas. Além disso, o número de parasitos foi 

menor nas células ativadas (Figura 15 E, F, G, H).  
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Figura 15. Células epiteliais intestinais (IEC-6) não ativadas e ativadas com interferon-gamma 

(IFN-) imunomarcadas com anti-LC3 (verde), anti-Toxoplasma gondii (laranja) e núcleo marcado 

com DAPI (azul). Células não ativadas (A, B, C e D) e ativadas com IFN- (E, F, G e H) foram 

infectadas por 3, 6, 12 e 24 h, respectivamente, com T. gondii, cepa RH. Note maior numero de 

vesículas LC3 positivas (seta) que se associaram com T. gondii em IEC-6 ativadas. Barra: 20 μm. 

 

5.7. Curva de sobrevivência de animais CCR2-/-  

Para verificar se a infecção por T. gondii de enterócitos do íleo inibiria a 

expressão de iNOS, explantes desses animais foram infectados in vitro. O 

primeiro passo foi determinar a quantidade ideal de cistos para fazer a infecção 

oral. Animais infectados com 5 cistos de T. gondii sobreviveram mais que os 

animais infectados com 10 cistos (Figura 16). Os animais infectados com 10 

cistos sobreviveram por no máximo 12 dias após a infecção (Figura 16). Quando 
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comparamos esses resultados com a sobrevivência de animais C57BL/6 

infectados com T. gondii constatamos que os animais CCR2-/- são mais sensíveis 

(dados não mostrados). Nossos resultados confirmam que a sobrevivência dos 

animais é dependente da dose de cistos. A partir desses resultados, definimos os 

dias ideais para coletar os íleos dos animais CCR2-/- infectados para o 

experimento da infecção do explante. 

 

 

Figura 16. Sobrevivência de animais CCR2
-/-

 infectados com 5 e 10 cistos de Toxoplasma gondii, 

cepa ME-49. A carga parasitária maior reduz a sobrevivência dos animais. 

 

5.8. Expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida no íleo de animais 

CCR2-/- 

Foi observado que no terceiro dia pós-infecção as células do íleo não 

expressaram iNOS (Figura 17 A). O íleo obtido no 6º dia pós-infecção apresentou 

enterócitos expressando iNOS (Figura 17 B). No 9º dia após infecção os 

enterócitos do íleo apresentaram maior expressão de iNOS e as células da lâmina 

própria não expressaram essa enzima (Figura 17 C).  
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Figura 17. Expressão de iNOS no íleo de camundongos CCR2
-/-

 infectados oralmente com 

Toxoplasma gondii. (A) Terceiro dia pós-infecção. (B) Sexto dia pós-infecção. (C) Nono dia pós-

infecção. Note aumento da expressão de iNOS com o tempo de infecção localizada apenas nos 

enterócitos (setas). Barra: 20 μm. 
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5.9. Expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida em enterócitos de 

explantes de íleo de camundongos CCR2-/- infectados com Toxoplasma 

gondii foi inibida após infecção com taquizoitas desse parasito. 

Explante de íleo de animais previamente infectados (in vivo) por 7 dias 

foram novamente infectados in vitro por 3 h e a expressão de iNOS analisada. 

Enterócitos de explantes de íleo não infectados mantiveram expressão de iNOS 

(Figura 18 A e B). Após 3 h de infecção por taquizoítos de T. gondii a expressão 

de iNOS foi drasticamente reduzida nos enterócitos de explantes de íleo (Figura 

18 C e D). 
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Figura 18. Cultura de explantes de íleo de camundongos CCR2
-/-

 infectados oralmente por 

Toxoplasma gondii por 7 dias. (A) Explante de íleo não infectado com 3 h de cultivo marcado para 

iNOS (verde). (B) Marcação do núcleo das células no mesmo campo visual que “A”. (C) Explante 

de íleo infectado por 3 h com T. gondii. (D) Marcação do núcleo das células no mesmo campo 

visual que “C”. Note drástica diminuição na expressão de iNOS nas células que foram infectadas 

com T. gondii. Barra: 20 μm 
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6. Discussão 

A principal forma de contaminação de hospedeiros por T. gondii é a oral 

(Dunay et al., 2008). Ao ingerir o alimento contaminado, o parasito passa pelo 

trato gastrointestinal e as primeiras células infectadas são as IEC. Porém, T. 

gondii não se multiplica nessas células, apenas passa por elas (Speer e Dubey, 

1998). O desenvolvimento do parasito ocorre nas células da lâmina própria tais 

como macrófagos e DC (Speer e Dubey, 1998; Dunay et al., 2008). Durante esse 

processo e dependendo da cepa do parasito e da linhagem de camundongos, 

ocorre necrose no íleo podendo levar o indivíduo à óbito. No entanto, a IEC é a 

célula mais resistente durante o processo inflamatório no íleo (Dunay et al., 2008; 

Dubey et al., 2012). É importante se obter maior entendimento de por que as IEC 

são as últimas células infectadas durante esse processo e quais são os 

mecanismos microbicidas frente a infecção com T. gondii. Aqui confirmamos que 

as IEC-6 expressaram iNOS e consequentemente produziram NO quando 

ativadas com IFN-, mas a combinação de LPS e IFN- não foi eficaz para essa 

ativação. T. gondii foi capaz de inibir a produção desse gás nessas células, 

semelhante ao mecanismo demonstrado em macrófagos (Seabra et al., 2002; 

2004; Guillermo e DaMatta, 2004; Santos et al., 2011; Damasceno-Sá, 2013; 

Padrão et al., 2014; Miranda et al., 2016). Ademais, ativação por IFN- limitou o 

crescimento de T. gondii. Esse controle foi revertido com o bloqueio da produção 

de NO com Nitro-L-Arginina. Porém, esse não foi o único mecanismo envolvido. 

Nossos dados mostram que IEC-6 ativadas apresentaram aumento no número de 

vesículas autofágicas com sua organização preferencialmente ao redor dos 

parasito. Ademais, a expressão de iNOS por IEC do íleo de camundongos CCR2-/- 

foi confirmada após infecção oral com cistos da cepa ME-49 de T. gondii. 

Outrossim, foi visto que a infecção in vitro por T. gondii dos explantes de íleo 

desses camundongos inibiu a expressão de iNOS nessas células. 

 IEC-6 produziram NO quando foram ativadas com IFN- apresentando 

níveis duas vezes mais altos de nitrito do que quando ativada com a combinação 

de LPS e IFN-. O LPS é uma endotoxina presente na membrana plasmática de 

organismos procariotos gram negativos (Rietschel et al., 1994). LPS está presente 

em grandes quantidades no lúmen intestinal, pois esse é altamente colonizado 

com bactérias gram negativas (Flint et al., 2012). Ademais, LPS é capaz de 
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induzir expressão de iNOS e produção de NO em macrófagos (Stuehr e Nathan, 

1989). Outrossim, LPS é capaz de induzir a produção de NO em IEC-6 (Forsythe 

et al., 2002; Stempelj et al., 2007). No entanto, a concentração utilizada nesses 

experimentos foi de 125 (Forsythe et al., 2002) ou 50 vezes mais alta (Stempelj et 

al., 2007) que utilizado em nossos experimentos. Uma vez que o NO está 

envolvido na permeabilidade da membrana das IEC (Forsythe et al., 2002), e 

grandes quantidades de LPS estão em contato com essas células no lúmen 

intestinal, a baixa quantidade de LPS utilizada aqui possivelmente inibiu a 

expressão de iNOS nas IEC-6. Novos experimentos variando a quantidade de 

LPS em conjunto com IFN- podem responder a essa suposição. 

Ambas as cepas de T. gondii RH e Me-49 possuíram a capacidade de inibir 

a expressão de iNOS e a produção de NO nas IEC-6 ativadas com IFN-. Esse 

mecanismo de evasão é similar a um dos mecanismos descritos em macrófagos 

ativados (Seabra et al., 2002; 2004; Guillermo e DaMatta, 2004; Santos et al., 

2011; Damasceno-Sá, 2013; Padrão et al., 2014; Miranda et al., 2016). 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que não somente as cepas RH e ME-49 

são capazes de inibir NO de macrófagos de camundongo, mas as cepas VEG e 

PBr também o fazem (Damasceno-Sá, 2013). Portanto, o fato das duas cepas 

usadas aqui inibirem a produção de NO de IEC-6 foi um resultado provável. 

Embora o NO seja caracterizado como agente microbicida contra T. gondii 

(Adams et al, 1990) a similaridade na inibição da produção de NO entre 

macrófagos e IEC-6 indica que a capacidade de T. gondii de evadir a produção de 

NO pode ser um mecanismo semelhante em todas as células hospedeiras 

produtoras de NO. O exato mecanismo molecular utilizado por T. gondii para inibir 

a produção de NO em IEC-6 não é conhecido, mas pode ser dependente da via 

de degradação de proteossoma, conforme descrito em macrófagos infectados 

com esse parasito (Padrão et al., 2014).  

A cepa ME-49 como a RH inibiu a expressão de iNOS após 24 h de 

infecção das IEC-6. Mas diferente da RH, a cepa ME-49 não inibiu a expressão 

de INOS após 48 h de infecção havendo a re-expressão dessa enzima; esse 

resultado foi corroborado pela produção de NO. Novamente esse mesmo 

resultado foi obtido na infecção de macrófagos (Damasceno-Sá, 2013). Isso 

sugere que a baixa virulência dessa cepa não foi suficiente para evadir da 

atividade imune da célula. Essa cepa pode ser destruída por outros mecanismos 
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microbicidas como destruição vacuolar dependente das GTPases relacionadas a 

imunidade que tem sido demonstrado em macrófagos ativados (Zhao et al., 2009) 

ou por mecanismos que envolvem autofagia (Andrade et al., 2006; Zhao et al., 

2009; Subauste, 2009). Nesse caso, o sistema microbicida baseado na produção 

de NO pode ser inibido, mas outro mecanismo microbicida possivelmente atuou 

no parasito levando-o a morte, com consequente nova expressão de iNOS. 

Ao ativarmos as IEC-6, nos primeiros experimentos, notamos que a 

expressão da iNOS era preferencialmente nuclear. Estudos do nosso grupo vêm 

demonstrando a importância da expressão da iNOS nos processos de infecção 

por T. gondii (Seabra et al., 2002, 2004; Guilhermo e DaMatta., 2004; 

Damasceno-Sá, 2013; Padrão et al., 2014). Até a presente data, nenhumas das 

células estudadas por nosso grupo havia expressado iNOS nuclear. A localização 

da iNOS é preferencialmente citoplasmática (Vodovotz et al., 1995; Bogdan, 

2015), podendo também ser expressa no núcleo de algumas células (Bogdan, 

2015). Como os resultados iniciais da expressão de iNOS em IEC-6 foram os 

primeiros a demonstrar tal marcação, foi feita associação de possível interferência 

nas reações de imunofluorescência com o uso de Prolongold com DAPI que 

poderia ser o causador da marcação nuclear. Para termos a certeza de que o 

DAPI estaria provocando interferência na imunolocalização da iNOS, 

experimentos similares foram realizados com uso de Prolongold sem DAPI. 

Notamos que nesses casos a marcação da expressão da iNOS apresentou-se 

apenas no citoplasma das células. Portanto, a presença do DAPI influenciou na 

localização da enzima. Curiosamente, essa marcação nuclear não foi vista para a 

iNOS em macrófagos no qual usamos os mesmos reagentes incluindo o 

Prolongold com DAPI. Ademais, as marcações de imunofluorescência feitas para 

o marcador LC3A (autofagia), também foram citoplasmáticas mesmo usando 

Prologold com DAPI. Isso indica que essa marcação nuclear da iNOS é algo 

exclusivo nesse tipo celular e no anticorpo usado para localizar iNOS. 

IFN- limitou o crescimento parasitário em IEC-6 por até 48 h de infecção. 

A inibição do crescimento de T. gondii nas IEC-6 foi primeiramente relatado por 

Dimier e Bout (1993), porém o exato mecanismo responsável por essa inibição 

ainda não foi completamente elucidado. Estudos mostram que o IFN- restringe a 

quantidade de ferro intracelular, sendo esse um limitador do crescimento desse 

parasito (Dimier e Bout 1998). Os autores relatam que nem espécies reativas de 
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nitrogênio e oxigênios são responsáveis pela inibição do crescimento do T. gondii 

em IEC-6 ativadas por IFN- (Dimier e Bout 1998). A concentração de IFN- 

utilizada por esses autores foi de 100 U/ml (Dimier e Bout 1998), nossos 

resultados mostram claramente que os níveis de produção de nitrito somente são 

relevantes a partir da concentração de 800U/ml de IFN-. A concentração utilizada 

pelos autores não foi suficiente para produzir NO e quando bloqueada com NG-

monometil-L-arginina, não apresentaram resultados significativos. Ademais, 

observamos que a quantidade de células utilizada por poço na placa de 24 poços 

estava diretamente ligada aos níveis detectáveis de NO. Pois, num primeiro 

momento utilizamos 1 x 105 células por poço e não conseguimos detectar NO. Ao 

aumentarmos a concentração de células para 1 x 106 células por poço o NO foi 

detectado nos níveis relatados aqui. Esse pode ter sido um dos motivos pelos 

quais Dimier e Bout (1998) não conseguiram detectar níveis de NO, pois a 

quantidade de células utilizada nesse estudo foi de 2,5 X 104 células por poço. 

Com isso, até a presente data apenas há a confirmação do envolvimento do ferro 

intracelular na diminuição do crescimento de T. gondii nas IEC-6 ativadas por IFN-

 (Dimier e Bout 1998). No entanto, nossos resultados apontam que a produção 

de NO foi relevante nesse processo. 

Nós comprovamos que o NO é um dos mecanismos envolvidos na inibição 

do crescimento de T. gondii em IEC-6 ativadas com IFN-. Isso foi demostrado 

pelo uso do inibidor de iNOS. Observamos que quando as células ativadas foram 

tratadas com diferentes concentrações (10, 5 e 1 mM) do inibidor de iNOS, Nitro-

L-Arginina, houve aumento na porcentagem de células infectadas em relação as 

células ativadas. Esse aumento foi significativo apenas nas concentrações de 10 

e 5 mM mostrando que esse inibidor teve efeito dose dependente e que à baixas 

concentrações não foi eficaz. Quando comparamos o número médio de parasitos 

por célula infectada vimos que nas células ativadas há menor quantidade de 

parasitos e quando as células foram tratadas com as diferentes concentrações do 

inibidor de iNOS todas elas induziram crescimento significativamente diferentes 

das IEC-6 ativadas. Esses resultados mostraram ainda que nas células tratadas 

os parasitos cresceram igual as células não ativadas. Porém, ao analisarmos o 

índice de infecção das células vimos que os parasitos voltaram a crescer dentro 

das células, e que esse crescimento foi diferente das células não ativadas. Com 

isso podemos concluir que o NO é um importante mecanismo microbicida (Brunet, 
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2001), podendo matar diretamente taquizoítos de T. gondii por inibição de 

enzimas mitocondriais e enzimas nucleares essenciais (Brunet, 2001). Porém em 

IEC-6 não foi o principal mecanismo de inibição do crescimento de T. gondii 

indicando que outros mecanismos poderiam estar envolvidos. 

Estudos recentes apontam o envolvimento da autofagia após a interação 

de diferentes agentes patogênicos com as células hospedeiras (Gao et al., 2014). 

Utilizando T. goindii foi demonstrado que esses parasitos são controlados por 

processos autofágicos mediados por fagócitos profissionais e células não 

fagocíticas (Duszenko et al., 2011; Gao et al., 2014). Células da micróglia e 

macrófagos medeiam a inibição do crescimento de T. gondii através da via CD40-

CD154 (Gazzinelli et al., 1993; Subauste e Wessendarp, 2006) e mais 

recentemente foi confirmado o envolvimento das células musculares esqueléticas 

como importante mecanismo de inibição do crescimento de T. gondii (Souto et al., 

2016). Portanto, investigamos se a autofagia poderia estar envolvida no processo 

de limitação do crescimento de T. gondii em IEC-6 ativadas com IFN-. Notamos 

que ao ativar as células e infecta-las com T. gondii por diferentes tempos, houve 

aumento na quantidade de vesículas autofágicas e confirmamos a diminuição no 

número de parasitos nas células ativadas. Além disso, essas vesículas 

organizavam-se preferencialmente ao redor dos parasitos. Com isso acreditamos 

que a autofagia também é responsável pela limitação do crescimento de T. gondii 

em IEC-6 ativadas por IFN-. Novos experimentos utilizando inibidor de autofagia 

podem revelar se esse mecanismo está envolvido no processo de controle de T. 

gondii em IEC-6 ativadas com IFN-. Outra forma de mostrar o envolvimento 

autofágico é através da caracterização ultraestrutural que pode indicar o 

envolvimento desse mecanismo no controle desse parasito nas IEC-6 ativadas. 

IEC na estrutura arquitetônica do íleo de camundongos CCR2-/- ficam 

positivos para iNOS após infecção oral por T. gondii in vivo diferentes dos 

camundongos selvagens nos quais a expressão é maior nas células da lâmina 

própria (Dunay et al., 2008). No intuito de verificar se IEC expressando iNOS do 

íleo teriam a expressão dessa enzima reduzida após infecção por T. gondii, 

utilizamos o modelo de infecção in vitro de explantes de íleo de camundongos 

infectados oralmente. O primeiro passo foi reproduzir a curva de sobrevivência 

dos camundongos CCR2-/- com diferentes quantidades de cistos de T. gondii da 

cepa ME-49. Utilizamos a infecção que induziu morte relativamente rápida dos 
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camundongos e verificamos que a iNOS foi expressa nas IEC do íleo desses 

animais após 6º e 9º dia pós infecção confirmando dados publicados (Dunay et 

al., 2008). Escolhemos o 7º dia pós-infecção oral para obter os explantes de íleo 

por ser um tempo no qual a expressão de INOS seria garantida e os animais 

ainda estariam vivos. O íleo desses animais foi removido, infectado com T. gondii 

in vitro e a expressão de iNOS verificada no tecido. Notamos que após a infecção 

ocorreu a inibição da expressão da iNOS. Portanto, o fenômeno de inibição de 

iNOS em células infectadas por T. gondii ocorre em IEC que compõem o íleo. 

Apesar do grupo estudar o fenômeno de inibição da expressão de iNOS e 

redução da produção de NO em infecções de macrófagos por mais de 14 anos 

(Seabra et al., 2002, 2004; Guilhermo e DaMatta., 2004; Santos et al., 2011; 

Damasceno-Sá, 2013; Padrão et al., 2014; Miranda et al., 2016), não 

conseguimos demostrar ainda que esse fenômeno pode ocorrer in vivo. Portanto, 

esse resultado foi deveras relevante, pois sugere que a inibição da expressão de 

iNOS e produção de NO pode de fato ocorrer no sistema tecidual no qual T. 

gondii tem que lidar durante as infecções nos diversos hospedeiros. Assim, esse 

resultado sugere ainda que a infecção por T. gondii pode mesmo ocorrer in vivo 

sendo crucial para o sucesso do parasito. 

Vale ressaltar que durante a infecção por T. gondii as IEC-6 são as últimas 

células infectadas mesmo após extensa lesão no íleo. Para tal, essas células de 

alguma maneira necessitam inibir a proliferação desse parasito ou até mesmo 

mata-lo. Possivelmente as IEC-6 produzem NO in vivo fazendo com que a 

proliferação de T. gondii nessas células seja minimizada. Além disso, com o 

objetivo de minimizar o estresse sofrido e inibir o crescimento do parasito, essas 

células possivelmente eliminam T. gondii através de mecanismos autofágicos. 
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7. Conclusões 

 As IEC- 6 expressam iNOS e produzem NO quando ativadas com IFN-; 

 Conforme descrito em outros modelos de células e com outros parasitos, T. 

gondii é capaz de evadir do sistema microbicida de produção de NO das 

IEC-6, inibindo a expressão de iNOS e a produção de NO nessas células; 

 IEC-6 ativadas com IFN- inibem crescimento de T. gondii, o exato 

mecanismo pelo qual ocorre a inibição ainda não foi totalmente elucidado, 

mas comprovamos que a produção de NO é importante mecanismo 

microbicida envolvido nesse processo. Pois, ao bloquearmos a atividade 

enzimática da iNOS com Nitro-L-Arginina, há o retorno do crescimento de 

parasitos nas IEC-6; 

 Demostramos que a autofagia é um fenômeno que ocorre nas IEC-6 

ativadas com IFN- e que as vesículas autofágicas organizam-se 

preferencialmente ao redor dos parasitos, demonstrando que esse 

fenômeno também ocorre quando as células são ativadas, sendo também 

caracterizado como mecanismo microbicida presente nas IEC-6; 

 A infecção por T. gondii inibe a expressão de iNOS in vitro nas IEC de íleo 

de camundongos. Portando, tal mecanismo de infecção pode ocorrer in 

vivo podendo ser importante para a sobrevivência de T. gondii.  
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