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LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Ciclo biológico do Toxoplasma gondii. Felino como hospedeiro definitivo se 
contamina a partir da carnivoria obtendo bradizoítos em cistos teciduais (1). Posteriormente, o 
felino elimina oocistos no ambiente que passa por esporogonia, originando esporozoítos. 
Bovinos, suínos, caprinos e seres humanos se contaminam pela ingestão de alimentos 
contaminados com oocistos esporulados obtendo-se esporozoítos (2) ou se contamina pela 
ingestão de cistos teciduais contendo bradizoítos presentes em carne crua ou mal cozida (3). 
Bradizoítos ou esporozoítos infectam os seres humanos e se diferenciam em taquizoítos (3). 
Taquizoítos realizam o ciclo lítico. Em gestantes, podem atravessar a barreira placentária e 
infectar o feto podendo causar aborto (5). Caso o hospedeiro seja imunocompetente, induzirá o 
parasito a se diferenciar de bradizoítos em cistos teciduais (6). Assim, o felino pode se infectar 
pela carnivoria, reiniciando o ciclo. (Adaptado de Ferguson, 2002). 

 
Figura 2. Ciclo lítico de Toxoplasma gondii. Ciclo lítico pode ser dividido em 5 fases. (1) 
Adesão à superfície da célula hospedeira; (2) reorientação seguido de invasão; (3) formação do 
vacúolo parasitóforo; (4) replicação e formação de rosetas e (5) evasão e infecção de uma nova 

célula. (Adaptado de Black & Boothroyd, 2000). 

Figura 3. Origem dos macrófagos residentes teciduais. Macrófagos são derivados de células 
precursoras embrionárias oriunda do saco vitelínico ou fígado fetal (no desenvolvimento 
embrionário) e originário de monócitos provindo da medula óssea (vertebrados adultos). 
Conforme o tipo de tecido que se estabelecem, os macrófagos apresentam diferenças 
fenotípicas. A maioria dos macrófagos residentes provém de células precursoras e outra parte 
provém de monócitos (Traduzido de Gordon & Pluddemann, 2017). 

 
Figura 4. Origem das subpopulações de macrófagos peritoneais de camundongos. 
Subpopulação macrófago peritoneal grande (LPM) origina de células progenitoras do saco 
vitelínico, mantendo-se no peritônio por autorrenovação, enquanto macrófago peritoneal pequeno 
(SPM) provém e é restabelecido por monócitos circulantes, oriundos de células tronco 
hematopoiéticas da medula óssea (Traduzido de Cassado et al., 2015). 

 
Figura 5. Microambiente peritoneal em condições de homeostasia e em microambiente 
inflamado. Em homeostase, macrófagos residentes do peritônio são LPM (mais abundante) e 
SPM (menos abundante) e monócitos clássicos (inflamatórios) e monócitos alternativos (não 
inflamatórios) que circulam pela corrente sanguínea. Em microambiente inflamado, ocorre influxo 
de monócitos clássicos, aumento da subpopulação SPM e migração da subpopulação LPM, 
auxiliando as células B a produzirem IgA (Traduzido e modificado de Cassado et al., 2015) 

 
Figura 6. Cascatas de sinalização da ativação de iNOS a partir do estímulo de LPS e IFN- 
γ. LPS é reconhecido pelo receptor Toll-like receptor 4 (TLR4) que através de moléculas 
adaptadoras do receptor - fator estimulador de necrose tumoral associado ao fator 6 (TRAF6) e 
resposta primária de diferenciação mieloide 88 (MYD88), induzem cascata de fosforilação via 
NF-kB que desacopla de seu inibidor e migra para o núcleo, onde se liga à região promotora do 
gene da iNOS. IFN-γ é reconhecido por seu receptor IFNR que através de Janus Kinase (JAK) 
fosforila STAT-1α. Esta molécula dimeriza, migra para o núcleo, onde se liga a região promotora 
do gene Fator Regulatório de Interferon-1 (IRF-1), capaz de se ligar à região promotora do gene 
da iNOS. Após a expressão de iNOS, ocorre a síntese de NO (Traduzido de Cinelli et al., 2020). 

 
Figura 7. Esquematização dos domínios da enzima homodimérica iNOS. Cada dímero possui 
um domínio redutase (NAD, FAD, FMN) e um domínio oxidase (BH4, Heme e calmodulina). O 
processo de produção de NO é exercido de um dímero para outro (Traduzido de Minhas et al., 
2020). 

Figura 8. Porcentagem relativa da produção de NO de macrófagos peritoneais residentes 
(MORes). MORes não-infectados (controle - coluna preta) e infectados (coluna cinza) com 
Toxoplasma gondii cepa RH (A) ou ME-49 (B) (n= 5 experimentos independentes. Resultados 
apresentados como média ± SD. Análise estatística por teste t, onde **P < 0,01). 
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Figura 9. Detecção de iNOS por imunofluorescência em macrófagos peritoneais residentes 
ativados (MORes) infectados com Toxoplasma gondii. (A) Expressão de iNOS (verde) em 
MORes não infectados (controle) e infectados com T. gondii RH ou ME-49 (vermelho); MORes 
(DAPI - azul) após 2 e 24 h. (B) Percentagem de macrófagos iNOS+ e iNOS- em MORes não 
infectados (CON) desafiados com T. gondii após 2 e 24 h, sem parasito dentro da célula (N/INF) 
ou com parasito (INF); (n = 4 experimentos independentes. Resultados apresentados como média 
± SD. Análise estatística por teste t, onde *P < 0,05, **P < 0,01, ***P 

< 0,001). 
 

Figura 10. Interação entre macrófagos residentes peritoneais (MORes) que expressam 
iNOS (iNOS+) ou não (iNOS-) e Toxoplasma gondii. Porcentagem de MORes iNOS+ (coluna 
preta) e MORes iNOS- (coluna cinza) infectados com T. gondii cepa RH (A) ou ME-49 (D) por 2 
e 24 horas. Número de parasitos por MORes iNOS+ e MORes iNOS- infectados com cepa RH 
(B) ou ME-49 (E). Índice de infectividade (% de MORes iNOS+ e iNOS- infectados x média de 
parasitos por MORes infectado) de MORes iNOS+ e iNOS- infectados com cepa RH (C) ou ME- 
49 (F) (n = 5 experimentos independentes. Resultados apresentados como média ± SD. Análise 
estatística por teste t, onde *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001). 

Figura 11. Porcentagem relativa da produção de NO de macrófagos peritoneais 
estimulados (MOEst). MOEst não infectados (controle – coluna preta) e infectados (coluna 
cinza) com Toxoplasma gondii cepa RH (A) ou ME-49 (B) (n = 5 experimentos independentes. 
Resultados apresentados como média ± SD. Análise estatística por teste t, onde **P < 0,01). 

 
Figura 12. Detecção de iNOS por imunofluorescência em macrófagos peritoneais 
estimulados ativados (MOEst) infectados com Toxoplasma gondii. (A) Expressão de iNOS 
(verde) em MOEst não infectados (DAPI - azul) (controle) que vieram sem antígenos peritoneais 
(CON N/ANT) e com antígenos peritoneais (CON W/ANT) e MOEst infectados com a cepa ME- 
49 ou a cepa RH de T. gondii (vermelho) após 2 e 24 horas. (B) Análise da razão iNOS+ e iNOS- 
em MOEst não infectados (controle) e desafiados com a cepa ME-49 ou RH de T. gondii após 2 
e 24 horas, mostrando células sem parasito (N/infectado) ou com parasito (infectado) (n 
= 4 experimentos independentes. Resultados apresentados como média ± SD. Análise estatística 
por teste t, onde *P < 0,05, **P < 0,01). 

 
Figura 13. Interação entre macrófagos peritoneais estimulados (MOEst) que expressam 
iNOS (iNOS+) ou não (iNOS-) e Toxoplasma gondii. Porcentagem de MOEst iNOS+ (coluna 
preta) e MOEst iNOS- (coluna cinza) infectados com T. gondii cepa RH (A) ou ME-49 (D) após 2 
e 24 horas. Número de parasitos por MOEst iNOS+ e MOEst iNOS- infectados com cepa RH 
(B) ou ME-49 (E). Índice de infectividade (% de MOEst iNOS+ e iNOS- infectados x média de 
parasitos por MOEst infectado) de MOEst iNOS+ e iNOS- infectados com cepa RH (C) ou ME- 
49 (F) (n = 5 experimentos independentes. Reultados apresentados como média ± SD. Análise 
estatística por teste t, onde *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). 

 
Figura 14. Teste de recuperação de macrófagos peritoneais residentes. Células soltas por 
choque térmico sob PBS ou PBS + EDTA com diferentes concentrações à 4ºC durante 20 min. 
(n = 3 experimentos independentes). 

 
Figura 15. Soltura e viabilidades dos macrófagos. Macrófagos peritoneais residentes soltos 
em PBS ou PBS + êmbolo da seringa à temperatura de 4ºC e identificados por tamanho (FSC) e 
granulosidade (SSC), selecionando macrófagos como a população R1 e viabilidade desta 
população por iodeto de propídio (PI) (A). Análise quantitativa das células soltas e viabilidade 
(B) (n = 3 experimentos independentes. Resultados apresentados como média ± SD). 

 
Figura 16. Expressão de iNOS por citometria de fluxo em macrófagos peritoneais 
residentes infectados por Toxoplasma gondii. Macrófagos peritoneais residentes (P1) não 
interagido (CON) e interagido com T. gondii cepa RH (INF RH), com a análise de expressão de 
iNOS (PE) e parasito (FITC) após 2 h (A) ou 24 h de interação (C). Análise quantitativa da relação 
entre células iNOS+ (coluna preta) e iNOS- (coluna cinza) de MORes não interagido (CON) e 
interagido - sem parasitos internalizados (N/INF) ou internalizados (INF) – após 2 h (B) ou 24 h 
(D). (n = 1 experimento independente). 
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1 Resumo 

2 Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatório pertencente ao filo 

3 Apicomplexa. O parasito infecta células nucleadas incluindo macrófagos. 

4 Macrófagos são células heterogêneas capazes de controlar replicação de T. 

5 gondii através da produção de óxido nítrico (NO) via NO sintase induzível 

6 (iNOS). O parasito inibe a produção de NO, podendo ser pela degradação de 

7 iNOS ou pela perda de função da enzima, dependendo do tipo de linhagem 

8 estabelecida de macrófago infectado. No entanto, não se sabe se o parasito 

9 inibe NO modulando iNOS em diferentes tipos de macrófagos de cultura 

10 primária. Assim, a produção de NO e expressão de iNOS foram avaliados em 

11 dois tipos de macrófagos peritoneais: residentes (MORes) e estimulados 

12 (MOEst) com baixa quantidade de T. gondii. Os macrófagos peritoneais foram 

13 cultivados e ativados com interferon-γ e lipopolissacarídeo por 24 h. 

14 Posteriormente, os macrófagos foram infectados com T. gondii cepa RH ou ME- 

15 49 por 2 ou 24 h. Após a infecção, a produção de NO foi avaliada por reagente 

16 de Griess e a expressão de iNOS por microscopia de fluorescência e citometria 

17 de fluxo. Após 24 h de interação, MORes e MOEst infectados com a cepa RH 

18 diminuíram a produção de NO, enquanto macrófagos infectados pela cepa ME- 

19 49 não apresentaram inibição. MORes infectados com a cepa RH diminuiu a 

20 expressão  de  iNOS,  enquanto  àqueles  infectados  com  a  cepa  ME-49 

21 mantiveram a expressão. MOEst manteve a expressão de iNOS após infecção 

22 com ambas as cepas. A cepa RH foi capaz de proliferar em MORes e MOEst, 

23 mais eficientemente em células que não expressavam iNOS, enquanto a cepa 

24 ME-49 foi destruída em células que expressavam e que não expressavam 

25 iNOS em MORes e MOEst. Dessa forma, a cepa RH inibiu a produção de NO 

26 de MORes pela diminuição da expressão de iNOS, enquanto em MOEst a via 

27 de inibição de NO não ocorreu pela diminuição da expressão de iNOSe o 

28 parasito apresentou maior proliferação em células que não expressavam iNOS. 

29 Além disso, a cepa ME-49 não inibiu a produção de NO, nem diminuiu a 

30 expressão de iNOS e foi destruída em ambos os tipos de macrófagos. 

31 

32 Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Macrófagos peritoneais; iNOS; NO. 
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1 Abstract 

2 Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite of the phylum 

3 Apicomplexa that infects nucleated cells, including macrophages. Macrophages 

4 are heterogeneous cells capable of controlling T. gondii replication through nitric 

5 oxide (NO) production mediated by inducible nitric oxide synthase (iNOS). The 

6 parasite can inhibit NO production either by iNOS degradation or by impairing 

7 enzyme function, depending on the macrophage lineage. However, it remains 

8 unclear whether T. gondii modulates iNOS in different types of primary 

9 macrophages. Thus, NO production and iNOS expression were evaluated in 

10 two types of peritoneal macrophages, resident (ResMO) and elicited (StMO) 

11 with a low inoculum of T. gondii in mice. Macrophages were activated with 

12 interferon-γ and lipopolysaccharide for 24 h and subsequently infected with the 

13 RH or ME-49 strains for 2 and 24 h. NO production was assessed using the 

14 Griess reagent, and iNOS expression was analyzed by fluorescence 

15 microscopy and flow cytometry. After 24 h of interaction, ResMO and StMOE 

16 infected with the RH strain showed reduced NO production, whereas infection 

17 with the ME-49 strain did not inhibit NO production. RH-infected ResMO 

18 exhibited decreased iNOS expression, but did not ME-49-infected ResMO. 

19 StMOEst maintained iNOS expression after infection with both strains. The RH 

20 strain proliferated in both macrophage populations, more efficiently in cells 

21 lacking iNOS expression, whereas the ME-49 strain was eliminated in both 

22 iNOS-expressing and non-expressing cells. These findings indicate that the RH 

23 strain inhibits NO production in ResMO, decreasing iNOS expression, while a 

24 distinct inhibitory via operates in MOEst. In contrast, the ME-49 strain neither 

25 inhibited NO production nor reduced iNOS expression and was efficiently 

26 eliminated by both type of macrophage. 

27 

28 Key-words: Toxoplasma gondii; Macrophages; iNOS; NO. 
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1 1. INTRODUÇÃO 

2 

3 Toxoplasma gondii é um protozoário cosmopolita, que infecta 

4 vertebrados homeotérmicos causando a toxoplasmose (Dubey et al., 1998; 

5 Carruthers et al., 2002). Estima-se que 1/3 da população humana seja 

6 soropositiva (Sengupta et al., 2025). A gravidade da doença depende da cepa e 

7 do sistema imunológico do hospedeiro. Embora na maioria dos casos a 

8 infecção seja assintomática, torna-se um grande problema de saúde pública 

9 em alguns pacientes imunocompetentes, imunossuprimidos e gestantes 

10 (Carruthers et al., 2002). 

11 O parasito é um dos mais bem sucedidos, capaz de infectar hospedeiros 

12 vertebrados homeotérmicos e invadir células nucleadas como macrófagos 

13 (Vischer & Suter, 1954; Djurković-Djaković et al., 2019). Macrófagos 

14 inflamatórios (perfil M1) controlam a proliferação do parasito através da 

15 produção de óxido nítrico (NO) (Adams et al., 1990; Zhao et al., 2024), 

16 molécula produzida a partir da expressão de NO sintase induzível (iNOS) que 

17 utiliza L-arginina como substrato. Porém, o grupo vem mostrando que o 

18 parasito inibe a produção de NO (Seabra et al., 2002) através da exposição de 

19 fosfatidilserina e indução de Tumor Growth Factor-β (TGF-β) que, por 

20 sinalização autócrina e parácrina, diminui a microbicidade dos macrófagos 

21 (Seabra et al., 2004), pois a iNOS é degradada pelo proteassomo (Padrão et 

22 al., 2014). No entanto, mais recentemente, foi demonstrado que o parasito inibe 

23 a produção de NO de forma distinta, degradando ou não iNOS, conforme o tipo 

24 de linhagem estabelecida de macrófago (Cabral et al., 2018). 

25 Porém, não se sabe se a inibição da produção de NO envolve 

26 degradação ou não de iNOS em diferentes tipos de macrófagos primários. 

27 Dessa forma, o presente estudo visou avaliar se diferentes cepas de T. gondii, 

28 RH e ME-49, inibem a produção de NO de distintas formas em macrófagos 

29 peritoneais  residentes  e  macrófagos  peritoneais  estimulados  oriundo  de 

30 peritonite causada por baixo inóculo de T. gondii cepa ME-49. 
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1 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2 2.1. Toxoplasma gondii 

3 Toxoplasma gondii foi identificado por Afonso Splendore, e Nicolle e 

4 Marceaux em 1908 (Dubey et al., 1998). “Toxon” em grego significa “arco”, e 

5 “plasma” significa “forma”, ou seja, “parasito em forma de arco”. A palavra 

6 “gondii” derivou da espécie do qual se isolou o parasito, Ctenodactylus gundi. T. 

7 gondii é um protozoário parasito intracelular obrigatório do filo Apicomplexa 

8 (Dubey et al., 1998). É agente etiológico da toxoplasmose (Carruthers et al., 

9 2002). É um parasito cosmopolita capaz de infectar células nucleadas de 

10 vertebrados homeotérmicos (Tenter et al., 2000). Possui felinos como 

11 hospedeiro definitivo e outros diversos animais como hospedeiros 

12 intermediários (Dubey et al., 1998). O ciclo biológico é complexo e 

13 caracterizado como heteróxeno (Black e Boothroyd, 2000). Inicia-se com o 

14 felino ao ingerir cistos teciduais com bradizoítos, através da carnivoria, ou pela 

15 ingestão de oocistos esporulados contendo esporozoítos (Fig. 1) (Attias, et al., 

16 2020; Blader et al., 2015). Os cistos teciduais ou oocistos são lisados pela ação 

17 de enzimas proteolíticas e liberam bradizoítos ou esporozoítos, 

18 respectivamente. Estes, por sua vez, infectam os enterócitos, diferenciam-se 

19 em merozoítos e passam por esquizogonia (Attias,  et al., 2020). Após 

20 sucessivas replicações, infectam os enterócitos vizinhos e eventualmente se 

21 diferenciam em microgametócito e macrogametócito (Attias, et al., 2020). 

22 Quando os gametas se encontram, ocorre a formação de oocisto que, com as 

23 fezes do felino, é excretado no ambiente. Em condições de temperatura e 

24 umidade  adequadas,  esporulam,  originando  dois  esporocistos,  cada  um 

25 contendo quatro esporozoítos. Oocistos esporulados podem contaminar água, 

26 solo e vegetações. Hospedeiros intermediários podem se contaminar com 

27 oocistos do ambiente. Assim, oocistos liberam esporozoítos que infectam os 

28 enterócitos e se diferenciam em taquizoítos (forma de rápida multiplicação). 

29 Estes se multiplicam nas células da lâmina própria, alcançam os vasos 

30 sanguíneos e se disseminam para todo o corpo. Além disso, hospedeiros 

31 intermediários podem se contaminar ao entrar em contato com taquizoítos 

32 através de transfusão de sangue ou a via transplacentária da mãe para o feto 

33 (Dubey et al., 1998). Hospedeiros intermediários imunocompetentes controlam 
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1 a proliferação do parasito. Dessa forma, o parasito se diferencia em bradizoítos 

2 (forma de lenta multiplicação) e evade o sistema imune através da formação de 

3 cistos teciduais (Attias, et al., 2020). Os hospedeiros intermediários podem se 

4 contaminar com cistos teciduais contendo bradizoítos através da ingestão de 

5 carnes cruas ou mal cozidas (Dubey et al., 1998). 
 

 

 
Figura 1. Ciclo biológico do Toxoplasma gondii. Felino como hospedeiro definitivo se 
contamina a partir da carnivoria obtendo bradizoítos em cistos teciduais (1). Posteriormente, o 
felino elimina oocistos no ambiente que passa por esporogonia, originando esporozoítos. 
Bovinos, suínos, caprinos e seres humanos se contaminam pela ingestão de alimentos 
contaminados com oocistos esporulados obtendo-se esporozoítos (2) ou se contamina pela 
ingestão de cistos teciduais contendo bradizoítos presentes em carne crua ou mal cozida (3). 
Bradizoítos ou esporozoítos infectam os seres humanos e se diferenciam em taquizoítos (3). 
Taquizoítos realizam o ciclo lítico. Em gestantes, podem atravessar a barreira placentária e 
infectar o feto podendo causar aborto (5). Caso o hospedeiro seja imunocompetente, induzirá o 
parasito a se diferenciar em bradizoítos em cistos teciduais (6). Assim, o felino pode se infectar 
pela carnivoria, reiniciando o ciclo. (Adaptado de Ferguson, 2002). 

6 

7 Estima-se que 1/3 da população humana seja soropositivo para T. gondii 

8 (Tenter et al., 2000). No Brasil, cerca de 40% da população está infectada 

9 (Pappas et al., 2009). A gravidade da doença é heterogênea, dependendo da 

10 cepa infectante e do sistema imunológico do hospedeiro (Smith et al., 2021). 

11 Em imunocompetentes, o sistema imunológico controla a replicação do 



19  

1 parasito, induz a conversão de taquizoítos para bradizoítos e forma cistos 

2 teciduais. Nesses pacientes, a infecção pelo parasito é, em maioria, 

3 assintomática ou com sintomas brandos e genéricos como mialgia, cefaleia e 

4 febre. Em alguns casos, os pacientes podem apresentar sintomas mais graves 

5 como retinocoroidite e linfadenopatia. Em relação aos pacientes 

6 imunodeprimidos com síndrome da imunodeficiência adquirida, causada pelo 

7 vírus da imunodeficiência humana, ou pacientes com câncer, passando por 

8 sessões de quimioterapia, a gravidade da doença é maior e pode causar 

9 retinocoroidite, esplenomegalia, hepatomegalia ou neurotoxoplasmose (Smith 

10 et al., 2021). Caso o hospedeiro seja imunocompetente, tenha cistos e passe 

11 por imunodepressão, pode ocorrer conversão de bradizoítos para taquizoítos 

12 levando a fase aguda da doença (Smith et al., 2021). Além disso, em caso de 

13 gestante na fase aguda da doença (presença de taquizoítos circulantes), o 

14 parasito pode atravessar a placenta e, dependendo do tempo de gestação, 

15 causar danos ao feto como hidrocefalia, microcefalia, perda de visão, audição 

16 ou até mesmo aborto (Carruthers et al., 2002). Sendo assim, é extremamente 

17 importante o exame sorológico para T. gondii antes e durante a gestação 

18 (Carruthers et al., 2002). 

19 Outro fator que pode influenciar a gravidade da doença são os fatores de 

20 virulência que variam conforme o tipo de cepa. Estes fatores de virulência 

21 estão relacionados ao processo de invasão de células e evasão do sistema 

22 autônomo celular (Randow et al., 2013) e imunológico (Howe e Sibley, 1995). 

23 Organelas secretoras, como róptrias e grânulos densos, liberam proteínas 

24 responsáveis pela invasão, formação do vacúolo parasitóforo (VP) e evasão 

25 dos sistemas microbicidas (Saeij et al., 2005). Conforme o polimorfismo e 

26 quantidade de proteínas liberadas por essas organelas, o parasito apresenta 

27 determinada virulência para camundongo, sendo diferenciadas geneticamente 

28 em três tipos de cepas: tipo I, II e III. Cepas de T. gondii do tipo I é a mais 

29 virulenta  como  a  cepa  RH para  camundongos, enquanto  cepas pouco 

30 virulentas ou avirulentas são as cepas do tipo II e III, como ME-49 e VEG, 

31 respectivamente (Saeij et al., 2005). Além disso, no Brasil, há cepas que não se 

32 encaixam nessa classificação. Dessa forma, são conhecidas como cepas 

33 atípicas (Saeij et al., 2005). 
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1 Quando o parasito interage com a célula hospedeira, o processo pode 

2 ser dividido em 5 etapas: adesão, invasão, formação do vacúolo parasitóforo, 

3 replicação e egresso (Black e Boothroyd, 2000). Essas etapas determinam o 

4 ciclo lítico do parasito (Fig. 2). O parasito se locomove pelo movimento de 

5 deslizamento (gliding, em Inglês) e, ao se encontrar com a membrana 

6 plasmática da célula-alvo, adere. O parasito reconhece a célula-alvo por 

7 possuírem proteínas de superfície que interagem com diversos tipos de 

8 proteínas da célula hospedeira, o que o torna capaz de invadir diversas células 

9 nucleadas. Grande parte das proteínas de superfície do parasito consiste da 

10 família de proteínas relacionadas ao antígeno de superfície (SAG). SAG1 é 

11 uma das que estão relacionadas ao processo de reconhecimento da célula-alvo 

12 (Black e Boothroyd, 2000). Após adesão, ocorre reorientação do parasito e 

13 invasão orquestrada pelas atividades dos filamentos de actina e miosina. Neste 

14 processo de invasão, participam organelas secretoras como as micronemas e 

15 as  róptrias  (Attias  et  al.,  2020). As  micronemas  são  responsáveis  por 

16 secretarem proteínas denominadas MICs que participam do movimento e 

17 adesão à célula com atividade parecidas com perforinas, serinas proteases e 

18 adesinas. As róptrias secretam RONs e ROPs que estão envolvidas na 

19 invasão, formação do vacúolo parasitóforo, controle da maquinaria da célula 

20 hospedeira e evasão da imunidade autônoma da célula. Após formação do 

21 vacúolo parasitóforo, o parasito libera proteínas de grânulo denso, outra 

22 organela secretora. Essas proteínas são conhecidas como GRAs, as quais tem 

23 papel na estruturação dos túbulos e estruturas filamentosas do vacúolo 

24 parasitóforo. Uma vez dentro da célula e com todas essas organelas em 

25 atividades,  o  parasito  se  replica  por  endodiogenia.  Essa  replicação  é 

26 caracterizada pela formação de duas células-filhas que ocorre dentro da célula- 

27 mãe, mantendo-se conectadas pelo corpo residual (Black e Boothroyd, 2000). 

28 Ocorre sucessivas replicações do parasito formando estruturas denominadas 

29 rosáceas e, por fim, ocorre o egresso com a célula hospedeira sendo lisada. 

30 Depois do egresso, o parasito reconhece células vizinhas e reinicia o ciclo lítico 

31 (Black e Boothroyd, 2000). 
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Figura 2. Ciclo lítico de Toxoplasma gondii. Ciclo lítico pode ser dividido em 5 fases. (1) 
Adesão à superfície da célula hospedeira; (2) reorientação seguido de invasão; (3) formação do 
vacúolo parasitóforo; (4) replicação e formação de rosetas e (5) evasão e infecção de uma nova 
célula (Adaptado de Black & Boothroyd, 2000). 

1 

2 1.1. MACRÓFAGOS 

3 Uma das células nucleadas que T. gondii infecta são os macrófagos 

4 (Vischer & Suter, 1954). Macrófagos são células importantes na manutenção 

5 da homeostasia (Gordon & Plüddemann, 2017). São células extremamente 

6 complexas e heterogêneas que participam na mediação do sistema imune inato 

7 e adaptativo como uma célula efetora que apresenta antígenos (Taylor et al., 

8 2005). 

9 Além disso, estudos recentes demonstram que macrófagos possuem 

10 capacidade  de  memória  caracterizada  como  resposta heteróloga.  Essa 

11 resposta é gerada a partir de um estímulo inflamatório causado por um agente 

12 infeccioso que induz reprogramação metabólica e alterações epigenéticas, 

13 otimizando a expressão de proteínas relacionadas à resposta imunológica 

14 (Bekkering et al., 2021). Dessa forma, quando os macrófagos são expostos a 
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1 outro tipo de patógeno com estrutura análoga, o macrófago é capaz de 

2 responder mais rápida e eficientemente. Esse processo foi denominado 

3 imunidade treinada (Netea et al., 2011). Porém, dependendo do estímulo, 

4 quantidade de vezes que foi estimulado e a intensidade da infecção, pode 

5 ocorrer tolerância, que é um tipo de memória imunológica do macrófago 

6 relacionado à diminuição da resposta após um contato prévio ao patógeno 

7 (Ochando et al., 2023). 

8 Macrófagos podem ser induzidos com interferon-gamma a terem perfil 

9 microbicida e inflamatório (ativação clássica ou M1) sendo capazes de 

10 controlar proliferação de patógenos e células cancerígenas  (Martinez & 

11 Gordon,  2014). Além  disso,  os  macrófagos  podem  ser  induzidos  com 

12 interleucina-4 (IL-4) ou IL-10 a terem perfil reparador e anti-inflamatório com 

13 atividade  de  reparação  tecidual  com  capacidade  de  síntese  de  matriz 

14 extracelular (Martinez & Gordon, 2014). 

15 Durante a embriogênese, macrófagos se originam de células 

16 precursoras presentes no saco vitelínico e no fígado fetal (Fig. 3) (Gordon & 

17 Plüddemann, 2017). Durante a fase adulta do animal, os macrófagos são 

18 oriundos de células-tronco pluripotentes hematopoiéticas presentes na medula 

19 óssea (Gordon & Plüddemann, 2017). Durante a embriogênese de animais 

20 vertebrados, as células precursoras provêm do mesoderma e se diferenciam 

21 em progenitores eritro-mieloides no fígado fetal (Lazarov et al., 2023). A partir 

22 destas células originam os precursores de macrófagos no fígado (Lazarov et 

23 al., 2023). Estes, por sua vez, colonizam todo o embrião e se diferenciam em 

24 macrófagos residentes teciduais. O processo de diferenciação de precursores 

25 de macrófagos para macrófagos residentes teciduais é dependente dos 

26 estímulos do microambiente. Estes estímulos desencadeiam a expressão de 

27 fatores de transcrição, induzindo a fenotipagem tecido-específico dos 

28 macrófagos residentes (Lazarov et al., 2023). Na fase adulta, os macrófagos 

29 residentes de origem embrionária se mantêm no tecido por autorrenovação e 

30 parte dos macrófagos residentes são oriundos de células precursoras 

31 pluripotentes hematopoiéticas da medula óssea (Lazarov et al., 2023). Este 

32 processo é mediado por sinais teciduais que induzem a migração de monócitos 

33 para os tecidos específicos (Lazarov et al., 2023). 

34 
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Figura 3. Origem dos macrófagos residentes teciduais. Macrófagos são derivados de células 

precursoras embrionárias oriunda do saco vitelínico ou fígado fetal (no desenvolvimento 

embrionário) e originário de monócitos provindo da medula óssea (vertebrados adultos). 

Conforme o tipo de tecido que se estabelecem, os macófagos apresentam diferenças fenotípicas. 

A maioria dos macrófagos residentes provém de células precursoras e a outra parte provém de 

monócitos (Traduzido de Gordon & Pluddemann, 2017). 

1 

2 A cavidade peritoneal de mamíferos é um compartimento com várias 

3 células do sistema imune que estabelecem interações (Cassado et al., 2015). 

4 Em  condições  de  homeostase,  há  duas  subpopulações  de  macrófagos 

5 peritoneais residentes (MORes): Large Peritoneal Macrophage (LPM) e Small 

6 Peritoneal Macrophage (SPM) (Fig. 4) (Ghosn et al., 2010). Essas 

7 subpopulações diferenciam-se na origem, morfologia e expressão de 

8 receptores (Ghosn et al., 2010). 
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Figura 4. Origem das subpopulações de macrófagos peritoneais de camundongos. 
Subpopulação macrófago peritoneal grande (LPM) origina de células progenitoras do saco 
vitelínico, mantendo-se no peritônio por autorrenovação, enquanto macrófago peritoneal pequeno 
(SPM) provém e é restabelecido por monócitos circulantes, oriundos de células tronco 
hematopoiéticas da medula óssea (Traduzido de Cassado et al., 2015). 

1 

2 A subpopulação LPM é oriunda de células precursoras do saco vitelínico 

3 e fígado fetal que se desenvolveram a partir do estímulo da cavidade peritoneal 

4 mediado pelo ácido retinóico, induzindo a expressão do fator de transcrição 

5 GATA6 (Lazarov et al., 2023). A subpopulação LPM corresponde à 90% da 

6 população de macrófagos residentes do peritônio, possui alta expressão de 

7 F4/80 (proteína que atravessa a membrana plasmática 7 vezes); e baixa 

8 expressão de complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC 

9 classe II) (LPM F4/80+ MHC II-) (Cassado et al., 2015). Além disso, a LPM 

10 possui maior longevidade, durando cerca de 14 dias e com capacidade de 

11 autorrenovação (Accarias et al., 2016; Cassado et al., 2011). 

12 A subpopulação SPM de macrófagos peritoneais residentes é oriunda de 

13 monócitos circulantes que se originam da medula óssea (Ghosn et al., 2010). A 

14 subpopulação SPM é menor em tamanho, constituem cerca de 10% da 
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1 população residente e possui baixa expressão de F4/80 e alta expressão de 

2 MHC de classe II (SPM F4/80- MHC II+) (Cassado et al., 2015). A longevidade 

3 dessa subpopulação é menor do que a de LPM, com a duração de 3 a 5 dias, 

4 sendo restabelecida por monócitos (Cassado et al., 2011). Neste trabalho, 

5 estas subpopulações de macrófagos de peritônio em homeostase serão 

6 denominadas como macrófagos peritoneais residentes (MORes). 

7 Num processo inflamatório, ocorre o desaparecimento de LPM e SPM 

8 residentes (Accarias et al., 2016). Os LPMs migram para o omento, numa 

9 região denominada milky spots (Cassado et al., 2015). Omento é uma estrutura 

10 que conecta órgãos do abdômen no qual possui alta expressão de Raldh2 que 

11 participa na síntese de ácido retinóico e induz a atividade do fator GATA6 

12 (Okabe & Medzhitov, 2014). Nas primeiras 12 h de inflamação, ocorre o 

13 desaparecimento de SPMs (Accarias et al.,2016). Após 24 h, ocorre o aumento 

14 da subpopulação de SPMs inflamatórios e monócitos inflamatórios (Fig. 5). 

15 Porém, não se sabe ao certo se ocorre depleção de SPMs e são restabelecidos 

16 por monócitos inflamatórios ou se ocorre uma explosão proliferativa de SPMs 

17 residentes apresentando perfil microbicida (Accarias et al., 2016). Esses tipos 

18 de macrófagos oriundos de um processo inflamatório serão denominados no 

19 presente trabalho como macrófagos peritoneais estimulados (MOEst). 

20 Monócitos são células presentes em todos os vertebrados (Mildner et al., 

21 2016). Em condições normais, os monócitos de camundongos se dividem em 

22 dois subtipos: monócitos Ly6Chigh  e CCR2+ (“monócitos inflamatórios” ou 

23 “clássicos”) e monócitos Ly6Clow e CCR2- (“monócitos alternativos” ou “não 

24 clássicos”) (Mitchell et al., 2014). Os monócitos Ly6Chigh são precursores de 

25 monócitos Ly6clow (Mitchell et al., 2014). Na monopoese, há a geração de 

26 monócitos Ly6Chigh a partir das células progenitoras mieloide comum na medula 

27 óssea (Wolf et al., 2019). Essa subpopulação de monócitos passa por 

28 diferentes vias: pode perder a expressão de Ly6Chigh e passar a ser monócitos 

29 Ly6Clow e permanecer na medula óssea; ou continuar expressando Ly6chigh e 

30 migrar para a corrente sanguínea (Mildner et al., 2016). Monócitos Ly6Chigh são 

31 capazes  de  atravessar  os  vasos  sanguíneos  e  restabelecer  parte  dos 

32 macrófagos residentes (Mildner et al., 2016). Na corrente sanguínea, os 

33 monócitos podem diminuir a expressão de Ly6C, diferenciando em monócitos 

34 Ly6Clow  (Mitchell  et  al.,  2014).  Monócitos  Ly6Clow  circulam  na  corrente 
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1 sanguínea “patrulhando” a região do endotélio e, assim, eliminam debris 

2 celulares  e  possíveis  patógenos  (Mitchell  et  al.,  2014).  Num  processo 

3 inflamatório, os monócitos Ly6Chigh  entram nos tecidos. Esses monócitos 

4 possuem alta capacidade microbicida (Mitchell et al., 2014). 

5 
 

Figura 5. Microambiente peritoneal em condições de homeostasia e em microambiente 
inflamado. Em homeostase, os macrófagos residentes do peritônio são LPM (mais abundante) 
e SPM (menos abundante) e monócitos clássicos (inflamatórios) e monócitos alternativos (não 
inflamatórios) que circulam pela corrente sanguínea. Em microambiente inflamado, ocorre influxo 
de monócitos clássicos, aumento da subpopulação SPM e migração da subpopulação LPM, 
auxiliando as células B a produzirem IgA (Traduzido e modificado de Cassado et al., 2015) 

6 
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1 Macrófagos e monócitos podem ser induzidos a perfil inflamatório (M1), 

2 responsável pelo controle de patógenos, a partir de estímulos como IFN-γ e 

3 lipopolissacarídeo (LPS) como abordado anteriormente. 

4 O LPS é uma molécula constituinte de paredes celulares bactérias gram- 

5 negativas. Essa molécula é reconhecida por receptores de reconhecimento de 

6 padrões moleculares (PRRs) presentes nos macrófagos (Taylor et al., 2005). 

7 Um desses PRRs é Toll-like receptor 4 (TLR4) (Fig. 6) (Taylor et al., 2005). 

8 Quando TLR4 reconhece LPS, desencadeia uma cascata de sinalização 

9 intracelular mediada por moléculas adaptadoras como MYD88 e TRAF6 que 

10 induzem a fosforilação do inibidor kB kinase (iKK) (Cinelli et al., 2020). Após a 

11 fosforilação de iKK, ocorre a fosforilação em cascata do inibidor kB (IKB), que 

12 se desassocia do Fator Nuclear-kB (NF-kB). iKK é degradado no citosol e o 

13 NF-kB é translocado para o núcleo, onde se liga à região promotora de genes 

14 relacionados à inflamação (Cinelli et al., 2020). 

15 IFN-γ participa de outra via de sinalização (Fig. 6) (Cinelli et al., 2020). 

16 IFN-γ é reconhecido pelo receptor de IFN-γ, proteína héterodimérica, IFN-γR1 

17 e IFN-γR2, que desencadeia sinalização intracelular ativando Janus kinase 

18 (JAK). JAK fosforila STAT-1α o qual dimeriza e se transloca para o núcleo da 

19 célula. STAT-1α induz expressão de Fator Regulador de Interferon-1 (IRF-1), 

20 que se liga à região promotora de genes relacionados à inflamação (Cinelli et 

21 al., 2020). 
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Figura 6. Cascatas de sinalização da ativação de iNOS a partir do estímulo de LPS e IFN- 
γ. LPS é reconhecido pelo receptor Toll-like receptor 4 (TLR4) que através de moléculas 
adaptadoras do receptor - fator estimulador de necrose tumoral associado ao fator 6 (TRAF6) e 
resposta primária de diferenciação mieloide 88 (MYD88), induzem cascata de fosforilação via NF-
kB que desacopla de seu inibidor e migra para o núcleo, onde se liga à região promotora do gene 
da iNOS. IFN-γ é reconhecido pelo seu receptor IFNR, que através de Janus Kinase (JAK) fosforila 
STAT-1α. Esta molécula dimeriza e migra para o núcleo, onde se liga a região promotora do gene 
Fator Regulatório de Interferon-1 (IRF-1), capaz de se ligar à região promotora do gene da iNOS. 
Após a expressão de iNOS, ocorre a síntese de NO. (Traduzido de Cinelli et al., 2020). 

1 

2 Macrófagos M1 possuem alta atividade glicolítica mesmo na presença 

3 de oxigênio, processo denominado efeito Warburg. Na glicólise aeróbica 

4 utilizam intermediários da via glicolítica como mediadores na síntese de 

5 moléculas microbicidas (Viola et al., 2019). A via das pentoses fosfatos (via 

6 derivada da via glicolítica) utiliza glicose-6-fosfato como substrato e sintetiza 

7 nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH) e outros 

8 açúcares (Viola et al., 2019). 

9 IFN-γ e LPS induzem sinalização intracelular e expressão de genes 

10 relacionados a inflamação em macrófagos; um desses genes é o da enzima 

11 óxido nítrico sintase induzível (iNOS), uma enzima pertencente à família das 

12 NOS que sintetiza óxido nítrico (NO) e L-citrulina pela oxidação de L-arginina 

13 (Cinelli et al., 2020). iNOS é expressa de forma induzível, independente de 
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1 cálcio e o NO produzido é em escala micromolar com alta função microbicida 

2 (Cinelli et al., 2020). Esse mecanismo é o que se caracteriza como “sistema 

3 microbicida de NO”. A iNOS é uma holoenzima homodimérica, cujos dímeros 

4 possuem dois domínios: domínio redutase e domínio oxidase. No domínio 

5 redutase, ocorre oxirredução das moléculas nicotinamida adenina dinucleotídeo 

6 fosfato, flavina adenina dinucleotídeo e flavina mononucleotídeo, enquanto no 

7 domínio oxidase ocorre oxidação de L-arginina mediada por 

8 tetrahidrobiopterina (BH4), grupamento heme, calmodulina e oxigênio molecular 

9 (Minhas et al., 2020). O mecanismo de produção de NO ocorre de um dímero 

10 para o outro (Minhas et al., 2020) de forma intra e inter cadeias proteicas 

11 transportadoras de elétrons (Minhas et al., 2020). Este processo é dependente 

12 da  presença  de  NADPH.  Dessa forma, na  reprogramação  metabólica, 

13 macrófagos apresentam intensa atividade glicolítica crucial para geração de 

14 NADPH, o qual se liga à região redutase da enzima e transfere elétrons ao FAD 

15 que se converte em FADH2 e posteriormente reduz FMN, formando FMNH. 

16 Sobre o efeito da calmodulina, a enzima se rearranja espacialmente de forma 

17 que FMNH reage com o grupamento heme do outro dímero da enzima. FMNH 

18 reduz o grupamento heme de ferro III para ferro II. Assim, com o auxílio da BH4, 

19 a reação do grupamento heme com o oxigênio molecular gera a produção de 

20 NO e L-citrulina através da oxidação de L-arginina (Fig. 7) (Minhas et al., 2020). 

21 
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Figura 7. Esquematização dos domínios da enzima homodimérica iNOS. Cada dímero possui 
um domínio redutase (NAD, FAD, FMN) e um domínio oxidase (BH4, Heme e calmodulina). O 
processo de produção de NO é exercido de um dímero para outro (Traduzido de Minhas et al., 
2020). 

1 

2 Para a produção de NO, iNOS compete com a enzima arginase 

3 (responsável por sintetizar ureia e L-ornitina) pelo substrato L-arginina (Canè et 

4 al., 2025). L-arginina é um aminoácido catiônico semiessencial que entra na 

5 célula através de transportadores de aminoácidos catiônicos (CAT), sendo 

6 CAT2 um importante transportador de L-arginina em macrófagos M1 (Canè et 

7 al., 2025; Thompson et al., 2008). A atividade de CAT2 regula a disponibilidade 

8 do substrato da enzima iNOS. O papel de CAT2 é crucial na otimização da 

9 produção de NO contra patógenos intracelulares. Camundongos knockout para 

10 CAT2 demonstraram maior suscetibilidade a infeções por T. gondii por menor 

11 produção de NO (Thompson et al., 2008). 

12 L-citrulina pode ser convertida para arginina através da enzima 

13 argininosuccinato sintase, contribuindo na geração de mais substrato que pode 

14 ser utilizado pela arginase-1 na produção de poliaminas ou pela iNOS na 

15 produção de NO (Minhas et al., 2020). 

16 NO é um gás instável que possui curto tempo de vida (Minhas et al., 

17 2020). Em concentração micromolar são citotóxicos (Minhas et al., 2020). NO 

18 reage com o meio aquoso e forma nitrito e nitrato ou reage com estruturas 

19 celulares, causando sua destruição ou disfunção (Phaniendra et al., 2015). 

20 Além disso, NO pode reagir com espécies reativas de oxigênio (ROS) como 

21 superóxidos, e formar peroxinitrito, uma molécula muito reativa e danosa 

22 (Phaniendra et al., 2015). 

23 Macrófagos M1 passam a produzir mais ROS pela maior expressão de 

24 NADPH-oxidase e produzem moléculas relacionadas a imunidade autônoma da 

25 célula como duas subfamílias de GTPases induzíveis por IFN: immunity related 

26 GTPases (IRGs) e guanylate binding proteins (GBPs). IRGs e GBPs participam 

27 do controle da proliferação de parasitos intracelulares como T. gondii ligando-se 

28 ao VP (Saeij & frickel, 2017). 

29 

30 2.2. INTERAÇÃO DE Toxoplasma gondii e MACRÓFAGO 
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1 Quando T. gondii infecta o hospedeiro, os macrófagos o reconhecem, 

2 fagocitam e tentam controlar a proliferação do parasito através de mecanismos 

3 microbicidas como a produção de NO (ShapouriMoghaddam et al., 2018). Após 

4 o reconhecimento, macrófagos fagocitam o parasito formando uma estrutura 

5 denominada fagossomo que se fusiona com os lisossomos, formando os 

6 fagolisossomos. Estes fagolisossomos contêm moléculas altamente reativas 

7 que destroem o parasito. Nos fagolisossomos se encontra o MHC de classe II 

8 que reconhece antígenos proteicos derivados da degradação do parasito e os 

9 apresenta aos linfócitos T helpers. Os macrófagos microbicidas passam a 

10 expressar iNOS e produzir NO (Minhas et al., 2020). Esse gás reage com 

11 outras moléculas como superóxidos, formando peroxinitrito, um agente 

12 citotóxico capaz de controlar a replicação do parasito (Minhas et al., 2020). 

13 Quando o parasito invade ativamente os macrófagos de camundongos e forma 

14 o vacúolo parasitóforo, um dos mecanismos microbicidas da imunidade 

15 autônoma da célula envolve GBPs e IRGs que se ligam e polimerizam no 

16 vacúolo parasitóforo. A partir disso, ocorre a nitração direcionada ao vacúolo 

17 parasitóforo, causando o colapso da rede interna vacuolar e a destruição do 

18 parasito (Zhao et al., 2024). 

19 Porém, cepas tipo I (virulentas) de T. gondii, como RH, secretam 

20 proteínas de roptrias e grânulos densos, principalmente ROP5, ROP17, ROP18 

21 e GRA7 que formam complexo na face citoplasmáticado VP que impede a 

22 ligação e polimerização dde GBPs e IRGs, mantendo a integridade do VP e 

23 sobrevivência do parasito (Ihara & Nishikawa, 2025). Em contraste, cepas do 

24 tipo II (avirulentas) posuem polimorfismo nessas proteínas que as tornam 

25 ineficazes em impedir a ligação de GBPs e IRGs ao VP. Dessa forma, IRGs e 

26 GBPs se ligam e oligomerizam na membrana do VP, levando a destruição do 

27 parasito (Ihara & Nishikawa, 2025). Além disso, foi demonstrado que o parasito 

28 modula este sistema microbicida, diminuindo parcialmente a produção de NO 

29 (Seabra et al., 2002). Macrófagos residentes peritoneais de camundongos, 24 h 

30 antes ou imediatamente ativados para o perfil M1, apresentam inibição da 

31 produção de NO e redução da expressão de iNOS quando infectados com T. 

32 gondii (Seabra et al., 2002). Um possível mecanismos de evasão proposto ao 

33 parasito contra NO está relacionado com a exposição de fosfatidilserina (PS) 

34 na membrana plasmática do parasito (Seabra et al., 2004). A PS é um tipo de 
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1 fosfolipídio presente em membranas celulares e células viáveis apresentam PS 

2 voltada para o meio citosólico, enquanto células apoptóticas expõe PS para o 

3 meio extracelular, sendo reconhecida por receptores presentes nos 

4 macrófagos. Parte da população de T. gondii expõe PS (Seabra et al., 2004; 

5 Santos et al., 2011). A infecção por T. gondii em macrófagos peritoneais 

6 residentes ativados no perfil M1, leva a produção de TGF-β que induz a 

7 degradação de iNOS via proteassoma e, consequentemente, a inibição da 

8 produção de NO (Seabra et al., 2004; Padrão et al., 2014). A exposição da PS 

9 (PS+) está presente em 50% da população de taquizoíto de T. gondii, enquanto 

10 os outros 50% não expõe PS (PS-) (Seabra et al., 2004). O balanceamento das 

11 populações PS+ e PS- é importante para manter o hospedeiro vivo (Santos et 

12 al., 2011). A exposição de PS é realizada também por outros parasitos como 

13 Leishmania spp., processo que ficou denominado como mimetismo apoptótico 

14 (Wanderley et al., 2020). 

15 Foi demonstrado que a cepa RH de T. gondii inibe a produção de NO de 

16 forma diferente conforme o tipo de macrófago infectado (Cabral et al., 2018). A 

17 linhagem estabelecida de macrófagos J774-A1 apresenta inibição de NO 

18 atrelada a redução da expressão de iNOS. Em macrófagos RAW 264.7 

19 também ocorre inibição de NO, porém iNOS continua sendo expressa. O 

20 mecanismo de inibição da produção de NO é diferente dependendo da 

21 linhagem  de  macrófagos,  com  a  degradação  ou  não  de  iNOS.  Como 

22 macrófagos J774-A1 são filogeneticamente mais próximos de macrófagos 

23 peritoneais  do  que  RAW  264.7  (Lindmark  et  al.,  2004),  e  macrófagos 

24 peritoneais também ocorre a degradação da iNOS, foi proposto que a origem 

25 dos macrófagos poderia explicar a diferença no mecanismo de inibição da 

26 síntese de NO (Cabral et al., 2018). 

27 Além disso, a inibição da produção de NO ocorre independentemente do 

28 tipo de cepa. Apesar de cepas pouco virulentas ou avirulentas do tipo II e III 

29 como ME-49 e VEG serem destruídas, estas são capazes de inibir a produção 

30 de NO nas primeiras 24 h de infecção, embora ocorra maior produção de NO 

31 após 48 h de interação (Damasceno-Sá et al., 2021). 

32 Para melhor entendimento do mecanismo evasivo de T. gondii ao 

33 sistema microbicida envolvendo NO, é necessário compreender se as cepas do 

34 parasito, menos e mais virulentas, utilizam mecanismos distintos na inibição da 
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1 síntese de NO, com a modulação da expressão de iNOS nos diferentes 

2 macrófagos peritoneais. É necessário compreender também se os parasitos de 

3 ambas as cepas invadem e se proliferam da mesma forma nos diferentes tipos 

4 de macrófagos peritoneais. 

5 Para verificar se a inibição da síntese de NO ocorre pela degradação de 

6 iNOS nos diferentes tipos de macrófagos de cultura primária, se há população 

7 específica em que o parasito invade e se ocorre proliferação em macrófagos de 

8 cultura primária, dois tipos de macrófagos peritoneais de camundongos foram 

9 selecionados e infectados com taquizoítos de T. gondii cepa RH (virulenta) e 

10 ME-49 (avirulenta). Para isso, macrófagos de camundongos sadios - 

11 macrófagos peritoneais residentes (MORes), e macrófagos de camundongos 

12 com peritonite causada por baixo inóculo de T. gondii cepa ME-49 - macrófagos 

13 peritoneais estimulados (MOEst), foram utilizados no presente trabalho. 

14 

15 3. OBJETIVOS 

16 3.1. OBJETIVO GERAL 

17 Avaliar se a inibição de NO ocorre pela modulação da expressão de 

18 iNOS em dois tipos de macrófagos peritoneais infectados com Toxoplasma 

19 gondii das cepas RH ou ME-49. 

20 

21 3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

22 - Avaliar  a  produção  de  NO  em  macrófagos  peritoneais  residentes  e 

23 estimulados após a infecção com T. gondii cepa RH ou ME-49; 

24 - Avaliar a expressão de iNOS em macrófagos peritoneais residentes e 

25 estimulados infectados com T. gondii de ambas as cepas; 

26 - Avaliar o índice de infectividade das diferentes cepas nos diferentes tipos de 

27 macrófagos peritoneais. 

28 

29 4. METODOLOGIA 

30 

31 4.1. MANUTENÇÃO DE Toxoplasma gondii CEPA ME-49 

32 Bradizoítos da cepa ME-49 foram mantidos em cérebros de 

33 camundongos suíços. Com 3 meses de infecção, o cérebro foi macerado. O 

34 macerado diluído em Tampão Fosfato Salino (PBS) foi inoculado no peritônio 
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1 de camundongos. Após 5 a 7 dias foi realizado lavado peritoneal para obtenção 

2 de taquizoítos e infecção de LLC-MK2. Estas células foram cultivadas em meio 

3 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com 5% de soro fetal bovino (SFB) 

4 com troca de meio rotineira de 2 ou 3 dias e passagem realizada para outra 

5 garrafa contendo LLC-MK2 a cada 5 – 7 dias de infecção (Damasceno-Sá et 

6 al., 2021 com adaptações). Após 5 dias de infecção, as células foram rompidas 

7 com scraper e vários jateamentos utilizando seringas com agulha 21G e 

8 filtradas com membrana de 3 µm. Parasitos foram centrifugados em 1000 x g à 

9 4ºC por 15 min e ressuspensos em DMEM e quantificados para estímulo 

10 inflamatório nos camundongos ou para interagir com macrófagos (Damasceno- 

11 Sá et al., 2021 com adaptações). Esse projeto foi aprovado na CEUA da UENF, 

12 

13 

protocolo 514 de 10/2022. 

14 

15 
 

4.2. MANUTENÇÃO DE Toxoplasma gondii CEPA RH 

16 Taquizoítos de T. gondii cepa RH foram obtidos e mantidos por 

17 passagem rotineira por lavado peritoneal a cada 2 ou 3 dias em camundongos 

18 suíços de 3 a 4 semanas. O parasito foi obtido por lavado peritoneal com 5 mL 

19 de phosphate buffered saline (PBS) à 4ºC, centrifugado à 1000 X g à 4ºC por 

20 15 min, ressuspeso em DMEM e usado nos experimentos. 

21  

22 4.3. OBTENÇÃO, CULTIVO E ATIVAÇÃO DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

23 RESIDENTES E ESTIMULADOS 

24 Macrófagos peritoneais residentes (MORes) foram obtidos por lavado 

25 peritoneal com PBS em camundongos suíços. Para macrófagos peritoneais 

26 estimulados (MOEst), taquizoítos da cepa ME-49 foram ressuspendidos em 

27 DMEM, quantificados e 200 taquizoítos inoculados em cada camundongo 

28 suíço. Após 4 dias, esses macrófagos “estimulados” foram obtidos por lavado 

29 peritoneal (Dunay et al., 2008). As células de ambos os lavados foram 

30 centrifugadas em 500 x g a 4ºC por 10 min, ressuspendidas em DMEM, 

31 quantificadas e cultivadas (Seabra et al., 2002). MORes e MOEst foram 

32 cultivados em placas de 6 poços ou 24 poços, neste último sobre lamínulas de 

33 vidro, à 37ºC com 5% de CO2. Após 2 h de adesão, as células não aderentes 

34 foram retiradas com PBS à 37ºC e os macrófagos foram cultivados em DMEM 
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1 com 10% de SFB, 1% de streptomicina + penicilina e ativados com 20 ng/mL 

2 de IFN-γ e 200 ng/mL de LPS por 24 h (Cabral et al., 2018). 

3 

4 

5 

6 4.4. INTERAÇÃO DE MACRÓFAGOS E Toxoplasma gondii DA CEPA ME-49 E 

7 RH 

8 Macrófagos ativados foram infectados por T. gondii (cepas RH ou ME- 

9 49) na proporção 5:1 (parasito:macrófago) por 2 e 24 h. Após 2 h, os poços 

10 foram  lavados  para  retirar  parasitos  que  não  entraram  neste  período. 

11 Macrófagos de 2 h de infecção foram fixados ou soltos (dependendo da 

12 análise). Macrófagos de 24 h de infecção foram reativados com DMEM, 10% 

13 de SFB, 20 ng/mL IFN-γ e 200 ng/mL LPS e após 24 h foi realizado o mesmo 

14 procedimento do grupo de 2 h (Cabral et al., 2018). 

15 

16 4.5. DOSAGEM DE ÓXIDO NÍTRICO 

17 A produção de NO foi avaliada indiretamente pela medida de nitrito 

18 presente no meio através do reagente de Griess. Depois das interações com os 

19 parasitos, 50 µl do sobrenadante de cada poço foi misturado com 50 µl de 

20 reagente de Griess (proporção 1:1) em placa de 96 poços. Foi feita a leitura no 

21 espectrofotômetro (VERSAmax. Molecular Devices) em comprimento de onda 

22 de 540 nm de absorbância. A concentração de nitrito foi calculada a partir da 

23 curva padrão usando nitrito de sódio diluído em DMEM (Seabra et al., 2002). 

24 

25 4.6. MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 

26 Macrófagos cultivados em 24 poços sobre lamínulas e infectados por 2 e 

27 24 h foram fixados por 30 min com PBS contendo 4% de formaldeído e 

28 permeabilizados com PBS com 2% de Triton x-100 por 10 min. As células 

29 foram lavadas, incubadas por 15 min com PBS com 3% de soro de albumina 

30 bovina (PBS-BSA) e incubadas por 1 h com anticorpo anti-iNOS de coelho 

31 (Santa Cruz Biotechnology) diluído 1:200 em PBS-BSA e com anticorpo anti-T. 

32 gondii de camundongo (soro de camundongos cronicamente infectados). As 

33 células foram lavadas e incubadas com anticorpo secundário anti-coelho Alexa 

34 Fluor 488 (Sigma-Aldrich) (1:400) e anti-camundongo-TRITC (Thermo Fisher 
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1 Scientific) (1:1000) por 1 h, foram lavadas com PBS-BSA 3%, colocadas em 

2 lâminas com Prolong Gold conjugado com DAPI (Invitrogen) e observadas no 

3 microscópio de fluorescência (Axioplan, ZEISS). Células foram quantificadas a 

4 partir da expressão de iNOS, sendo classificadas em células que expressam 

5 iNOS (iNOS+) ou células que não expressam iNOS (iNOS-) com ou sem 

6 parasito (Cabral et al., 2018 com adaptações). 

 
7 4.7. SOLTURA E VIABILIDADE DOS MACRÓFAGOS 

8 MORes foram obtidos por lavado peritoneal, plaqueados em placas de 6 

9 poços, ativados com IFN-gamma e LPS por 24 h e cultivados em estufa à 

10 37ºC. Após 24 h de ativação, MORes foram transferidos para banho de gelo à 

11 4ºC utilizando solução de PBS, ou PBS com EDTA (a 0,5; 1 ou 3%) por 20 min; 

12 ou foram utilizados PBS ou PBS e remoção mecânica das células com êmbolo 

13 de seringa à 4ºC por 40 min para teste de recuperação das células. 

14 Selecionado o método de soltura PBS ou PBS com êmbolo da seringa, MORes 

15 foram incubados com 1 µL de iodeto de propídio em 500 µL de PBS (protocolo 

16 estabelecido pelo grupo baseado em Chen et al., 2015). 

17 

18 4.8. CITOMETRIA DE FLUXO 

19 Antes da  interação, os  parasitos  foram  incubados por 30  min com 

20 carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE), marcador que emite 

21 fluorescência após ação de enzimas esterases e que incorpora no DNA. 

22 Macrófagos plaqueados em placas de 6 poços e infectados por 2 e 24 h foram 

23 soltos utilizando PBS à 4ºC durante 40 min (protocolo estabelecido pelo grupo). 

24 As células foram fixadas por 30 min em PBS contendo 4% de formaldeído, 

25 permeabilizadas com 1% de Triton X-100 por 10 min e incubadas com 

26 FcBlocker CD14/CD16 por 5 minutos em temperatura ambiente. Após o 

27 bloqueio, as células foram incubadas com anticorpo anti-iNOS conjugado com 

28 PE (0,3:100µL para cada 1x106 células) por 1 h e avaliadas por citometria de 

29 fluxo (SymphonyA1, BD). 

30 

31 5. RESULTADOS 

32 5. 1. PRODUÇÃO DE NO EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES 

33 INFECTADOS COM Toxoplasma gondii CEPAS RH E ME-49 
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1 Após 24 h de interação, foi observado que a produção de NO relativa de 

2 MORes infectados com a cepa RH diminuiu cerca de 50% em relação ao 

3 controle (Fig. 8A). Porém, quando infectado com a cepa ME-49 a produção 

4 relativa de NO não alterou (Fig. 8B). Isso demonstra que apenas a cepa RH 

5 diminuiu a produção de NO neste tipo de macrófago. 

 

 
Figura 8. Porcentagem relativa da produção de NO de macrófagos peritoneais residentes 
(MORes). MORes não infectados (controle - coluna preta) e infectados (coluna cinza) com 
Toxoplasma gondii cepa RH (A) ou ME-49 (B) (n = 5 experimentos independentes. Resultados 
apresentados como média ± SD. Análise estatística por teste t **P < 0,01). 

6 

 
7 5.2. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE iNOS POR MICROSCOPIA DE 

8 FLUORESCÊNCIA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES 

9 INFECTADOS COM AS CEPAS RH E ME-49 

 
10 Para verificar se a redução na produção de NO ocorria pela diminuição 

11 da expressão da enzima iNOS, foi verificado a expressão de iNOS por 

12 microscopia de fluorescência de forma qualitativa e quantitativa, separando as 

13 populações que expressam iNOS (iNOS+) e que não expressam iNOS (iNOS-) 

14 em 2 h ou 24 h de interação com a cepa RH ou ME-49. De forma qualitativa, foi 

15 observado que poucos MORes do grupo não interagido (controle) expressaram 

16 iNOS, demonstrando que essa população de macrófagos peritoneais 

17 residentes é heterogênea com subpopulações mais responsáveis aos 

18 ativadores (LPS e IFN--γ) (Fig. 9A). Nos grupos infectados, foi observado que, 

19 após 24 h de interação, a cepa RH se multiplicou e houve diminuição abrupta 

20 de subpopulações iNOS+. Em relação aos MORes infectados com a cepa ME- 
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1 49, observou-se que após 24 h de interação, o parasito é destruído e a 

2 quantidade de MORes iNOS+ foi parecida com o grupo controle. 

 
3 Para confirmar os dados, fizemos análise quantitativa da relação em 

4 porcentagem de macrófagos não interagido e interagidos durante 2 e 24 h de 

5 exposição. O grupo interagido foi separado em macrófagos com parasitos 

6 internalizados e macrófagos sem parasitos internalizados, a fim de verificar se 

7 o parasito modula a expressão de iNOS de forma parácrina (Fig. 9B). Em 2 h 

8 de infecção, observamos que o grupo controle apresentou cerca de 25% de 

9 células iNOS+, assim como os grupos interagidos com T. gondii, tanto com a 

10 cepa RH quanto com ME-49, apresentaram aproximadamente a mesma 

11 quantidade de células iNOS+ com parasito internalizado ou não. Após 24 h de 

12 interação, a porcentagem de macrófagos iNOS+ diminuiu no grupo interagido 

13 com a cepa RH em populações com o parasito internalizado e populações que 

14 não tinham o parasito internalizado, demonstrando que o parasito modula a 

15 expressão de iNOS no macrófago infectado e nos macrófagos vizinhos de 

16 forma parácrina. 

 
17 Em relação ao grupo infectado com a cepa ME-49 após 24h, a partir das 

18 análises qualitativas, observamos que o parasito não estava íntegro (Fig. 9A). 

19 Por análise quantitativa, não houve alteração da população iNOS+ nos 

20 macrófagos sem os parasitos internalizados, enquanto aumentou para cerca de 

21 50% a população de macrófagos iNOS+ no grupo com restos do parasito (Fig. 

22 9B). 

 
23 Este experimento demonstra que a cepa RH induziu a redução da 

24 produção de NO pela diminuição da expressão de iNOS e multiplica de forma 

25 eficiente. A cepa ME-49 não induziu diminuição da produção de NO e nem da 

26 expressão de iNOS e foi destruída e o os restos do parasito podem estar 

27 induzindo expressão de iNOS, consequentemente aumento da população 

28 iNOS+. 
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Figura 9. Detecção de iNOS por imunofluorescência em macrófagos peritoneais residentes 
ativados (MORes) infectados com Toxoplasma gondii. (A) Expressão de iNOS (verde) em 
MORes não infectados (controle) e infectados com T. gondii RH ou ME-49 (vermelho); MORes 
(DAPI - azul) em 2 e 24 h. (B) Percentagem de macrófagos iNOS+ e iNOS- em MORes não 
infectados (CON) desafiados com T. gondii em 2 e 24 h, sem parasito dentro da célula (N/INF) 
ou com parasito (INF); (n = 4 experimentos independentes. Resultados 
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apresentados como média ± SD. Análise estatística por teste t, onde *P < 0,05, **P < 0,01, ***P 
< 0,001). 

1 5.3. INTERAÇÃO PARASITO E MACRÓFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES 

 
2 A fim de verificar o desenvolvimento do parasito nas populações iNOS+ 

3 e iNOS-, fizemos análise quantitativa da porcentagem de macrófagos 

4 infectados, a média de parasitos por macrófagos e o índice de infectividade, 

5 que é o produto da porcentagem de macrófagos infectados com a média de 

6 parasito por macrófago. Em relação aos MORes infectados com a cepa RH, 

7 após 2 h de interação, o parasito invadiu cerca de 60% dos MORes iNOS+ e 

8 MORes iNOS- e, após 24 h, aumentou para cerca de 90% em ambas as 

9 populações (fig. 10A). A média de parasito por macrófago em 2 h de interação 

10 é de aproximadamente 2 parasito por macrófagos (Fig. 10B). Após 24 h, o 

11 parasito multiplica mais em MORes iNOS-, com aproximadamente 5 parasitos 

12 por macrófagos, enquanto em MORes iNOS+, foi encontrado 

13 aproximadamente 3 parasitos por macrófago. Em 2 h de interação, o índice de 

14 infectividade de MORes iNOS+ e iNOS- foi similar. Porém, após 24 h, houve 

15 aumento do índice de infectividade de MORes iNOS+ e iNOS-, sendo que o 

16 índice de infectividade de MORes iNOS- aumentou para cerca de 500, o que é 

17 1,7x maior do que o índice de infectividade da população iNOS+ (Fig. 10C). 

 
18 Em relação aos MORes infectados com a cepa ME-49, em 2 h, o 

19 parasito invadiu a mesma porcentagem de MORes iNOS+ e iNOS- (Fig. 10D). 

20 Após 24 h, a quantidade de macrófagos infectados diminui para quase zero em 

21 MORes iNOS+ e MORes iNOS-. A quantidade média de macrófagos que 

22 invadiram as populações iNOS+ e iNOS- foi similar com cerca de 1,5 parasitos 

23 por macrófago (fig. 10E). Após 24 h, a média de parasito por macrófago se 

24 manteve. O índice de infectividade em 2 h de MORes iNOS+ e MORes iNOS- 

25 foi igual (Fig. 10F) e semelhante ao índice de infectividade de MORes 

26 infectados com a cepa RH (Fig. 10C). Porém, após 24 h de interação, o índice 

27 de infectividade de MORes iNOS+ e iNOS- diminuiu para quase zero. Estes 

28 resultados demonstraram que a cepa RH infecta na mesma quantidade e 

29 proporção MORes iNOS+ e MORes iNOS- e se multiplica melhor em MORes 

30 iNOS-, enquanto a cepa ME-49 também invade populações iNOS+ e iNOS- na 
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1 mesma quantidade e proporção. No entanto, é destruída após 24 h em 

2 populações iNOS+ e iNOS-. 
 
 
 
 

 

Figura 10. Interação entre macrófagos residentes peritoneais (MORes) que expressam 
iNOS (iNOS+) ou não (iNOS-) e Toxoplasma gondii. Porcentagem de MORes iNOS+ (coluna 
preta) e MORes iNOS- (coluna cinza) infectados com T. gondii cepa RH (A) ou ME-49 (D) por 2 
e 24 horas. Número de parasitos por MORes iNOS+ e MORes iNOS- infectados com cepa RH 
(B) ou ME-49 (E). Índice de infectividade (% de MORes iNOS+ e iNOS- infectados x média de 
parasitos por MORes infectado) de MORes iNOS+ e iNOS- infectados com cepa RH (C) ou ME-
49 (F) (n = 5 experimentos independentes. Resultados apresentados como média ± SD. Análise 
estatística por teste t, onde *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001). 

3 5.4. PRODUÇÃO DE NO EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS ESTIMULADOS 

4 INFECTADOS COM Toxoplasma gondii CEPAS RH E ME-49 

 
5 Após 24 h de interação com a cepa RH, MOEst reduziram a produção de 

6 NO para quase 30% da produção de NO relativa ao grupo controle (Fig. 11A). 

7 No entanto, após 24 h de interação com a cepa ME-49, não houve redução 

8 significativa da produção de NO (Fig. 11B), assim como foi visto em MORes 

9 (Fig. 8B). Isso demonstra que, assim como ocorreu em MORes, T. gondii cepa 

10 RH foi capaz de inibir a produção de NO, enquanto a cepa ME-49, não. 
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Figura 11. Porcentagem relativa da produção de NO de macrófagos peritoneais 
estimulados (MOEst). MOEst não infectados (controle – coluna preta) e infectados (coluna 
cinza) com Toxoplasma gondii cepa RH (A) ou ME-49 (B) (n = 5 experimentos independentes. 
Resultados apresentados como média ± SD. Análise estatística por teste t, onde **P < 0,01). 

1 5.5. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE iNOS POR MICROSCOPIA DE 

2 FLUORESCÊNCIA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS ESTIMULADOS 

3 INFECTADOS COM AS CEPAS RH E ME-49 

 
4 Para verificar se a inibição de NO ocorria por causa da modulação de 

5 iNOS, assim como foi analisado em MORes, foi feita avaliação qualitativa e 

6 quantitativa por microscopia de fluorescência dos MOEst infectados com a 

7 cepa RH ou ME-49 após 2 e 24 h de interação. De forma qualitativa, observou- 

8 se que no grupo controle (não infectado) alguns macrófagos continham restos 

9 de T. gondii oriundo do estímulo inflamatório utilizado para recrutá-los e grande 

10 parte da população de MOEst expressaram iNOS (Fig. 12A). Após 24 h, 

11 visualmente a quantidade de células que tinham antígenos do parasito 

12 diminuiu. No grupo infectado com RH por 2 h, observou-se que o parasito 

13 invadiu células iNOS+ e iNOS-. Após 24 h de interação, as células infectadas 

14 continuaram expressando iNOS e o parasito replicou. Após 2 h de interação 

15 entre MOEst e a cepa ME-49, observou-se que o parasito invadiu MOEst 
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1 iNOS+  e  iNOS-. Após  24  h  de  interação,  cepa  ME-49  foi  destruída, 

2 encontrando-se apenas restos do parasito em alguns macrófagos, assim como 

3 foi visto em MORes. 

 
4 Para confirmar esses dados qualitativos, foi realizada uma análise 

5 quantitativa. O grupo controle foi separado em dois subgrupos: subgrupo que 

6 tinha antígenos oriundo do peritônio e subgrupo que não tinha antígenos. Os 

7 grupos infectados com a cepa RH ou ME-49 foram separados em dois 

8 subgrupos: macrófagos que não tinham parasitos internalizados e macrófagos 

9 com parasitos internalizados – para verificar se o parasito modulava a 

10 expressão de iNOS de forma parácrina em macrófagos não infectados. Foi feita 

11 a análise da relação de populações iNOS+ e iNOS- após 2 e 24 h de interação 

12 (Fig. 12B). Os dados quantitativos demonstraram que grande parte das 

13 populações de MOEst eram iNOS+ com mais de 60% expressando iNOS. Após 

14 24 h, os grupos controles de MOEst com antígenos e sem antígenos reduziram 

15 a quantidade de células iNOS+. Após 24 h de interação com a cepa RH ou 

16 cepa ME-49, a quantidade de macrófagos iNOS+ em relação ao MOEst 

17 controle sem antígeno não alterou, demonstrando que T. gondii cepa RH ou 

18 cepa ME-49 não modulou a expressão de iNOS. Estes resultados demonstram 

19 que a cepa RH inibiu a produção de NO sem modular a iNOS enquanto a cepa 

20 ME-49 não inibiu a produção de NO e, após 24 h, foi destruída. 
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Figura 12. Detecção de iNOS por imunofluorescência em macrófagos peritoneais 
estimulados ativados (MOEst) infectados com Toxoplasma gondii. (A) Expressão de iNOS 
(verde) em MOEst não infectados (DAPI - azul) (controle) que vieram sem antígenos peritoneais 
(CON N/ANT) e com antígenos peritoneais (CON W/ANT) e MOEst infectados com a cepa ME-
49 ou a cepa RH de T. gondii (vermelho) em 2 e 24 horas. (B) Análise da razão iNOS+ e iNOS- 
em MOEst não infectados (controle) e desafiados com a cepa ME-49 ou RH de 
T. gondii em 2 e 24 horas, mostrando células sem parasito (N/infectado) ou com parasito 
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(infectado) (n = 4 experimentos independentes. Resultados apresentados como média ± SD. 
Análise estatística por teste t, onde *P < 0,05, **P < 0,01). 

1 5.6. INTERAÇÃO PARASITO E MACRÓFAGOS PERITONEAIS 
2 ESTIMULADOS 

3 Com intuito de avaliar a sobrevivência, multiplicação ou destruição do 

4 parasito em populações iNOS+ ou iNOS-, foi realizada a análise de forma 

5 quantitativa do desenvolvimento do parasito. Foi avaliado a porcentagem dos 

6 MOEst infectados, média do parasito por macrófago e o índice de infectividade 

7 de populações iNOS+ e iNOS- após 2 e 24 h de interação com a cepa RH ou 

8 ME-49. Em relação aos MOEst infectados com a cepa RH, foi visto que, em 2 h 

9 de interação, cerca de 60% de macrófagos iNOS+ e iNOS- estavam infectados 

10 e, após 24 h, aumentou para cerca de 90% em ambas as populações (Fig. 

11 13A). Em 2 h de interação, a quantidade média de parasito por macrófago em 

12 populações iNOS+ e iNOS- era a mesma: cerca de 2 parasitos por macrófagos 

13 (fig. 6B). Após 24 h, houve aumento para entre 3 e 4 parasitos por macrófagos 

14 tanto em MOEst iNOS+ quanto MOEst iNOS-. O índice de infectividade das 

15 populações iNOS+ e iNOS-, após 24 h de interação, aumentou para quase 400 

16 em MOEst iNOS+ e iNOS-, atingindo aproximadamente a mesma quantidade 

17 (Fig. 13C). Quando o índice de infectividade de MOEst iNOS- (Fig. 13C) é 

18 comparado com o índice de infectividade de MORes iNOS- (Fig. 10C) observa- 

19 se que o último é muito menor, demonstrando que MOEst iNOS- controla 

20 melhor a replicação de T. gondii cepa RH do que MORes iNOS-. 

 
21 Em relação aos MOEst infectados com a cepa ME-49, observou-se que 

22 em 2 h de interação cerca de 60% de MOEst iNOS+ e iNOS- estavam 

23 infectados (Fig. 13D). Porém, após 24 h de interação, menos de 20% dos 

24 MOEst iNOS+ e iNOS- estavam infectados (Fig. 13D). A média de parasito que 

25 estavam nos macrófagos em 2 h de interação era cerca de 2 parasitos por 

26 macrófagos em população iNOS+ e iNOS- (Fig. 13E). Após 24 h, a média de 

27 parasito por macrófago caiu para quase 1 parasito por macrófago (Fig. 13E), de 

28 acordo com as imagens de microscopia de fluorescência, o parasito não estava 

29 íntegro. O índice de infectividade em 2 h de interação foi o mesmo para iNOS+ 

30 e iNOS-, quase 200 (Fig. 13F). Após 24 h de interação, o índice de 

31 infectividade decaiu bruscamente para menos de 50 em MOEst iNOS+ e iNOS- 

32 . O índice de infectividade dos MOEst iNOS+ e iNOS-, após 24 h de interação, 
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1 foi um pouco maior (Fig. 13F) do que o índice de infectividade dos MORes (Fig. 

2 10F). Porém, foi observado que a quantidade de parasito que interagiu com 

3 MOEst em 2 h foi maior do que a quantidade de parasito que interagiu com 

4 MORes. Enquanto MORes apresentava em média 1,5 parasitos por 

 

5 macrófagos (Fig. 10E), os MOEst apresentaram 2 parasitos por macrófago 

6 (Fig. 13E), ou seja, ¼ de carga parasitária maior. 

 
Figura 13. Interação entre macrófagos peritoneais estimulados (MOEst) que expressam 
iNOS (iNOS+) ou não (iNOS-) e Toxoplasma gondii. Porcentagem de MOEst iNOS+ (coluna 
preta) e MOEst iNOS- (coluna cinza) infectados com T. gondii cepa RH (A) ou ME-49 (D) por 2 
e 24 horas. Número de parasitos por MOEst iNOS+ e MOEst iNOS- infectados com cepa RH 
(B) ou ME-49 (E). Índice de infectividade (% de MOEst iNOS+ e iNOS- infectados x média de 
parasitos por MOEst infectado) de MOEst iNOS+ e iNOS- infectados com cepa RH (C) ou ME- 
49 (F) (n = 5 experimentos independentes. Resultados apresentados como média ± SD. Análise 
estatística por teste t, onde *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). 

7 5.7. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE iNOS POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 
8 Para confirmar os dados quantitativos realizado por microscopia de 

9 fluorescência, foi realizada a análise da expressão de iNOS de MORes por 

10 citometria de fluxo. Para realizar esta análise, o primeiro passo foi estabelecer 

11 metodologia para soltar os MORes do substrato recuperando o máximo de 

12 células viáveis sem que houvesse degradação de proteínas de superfície que 

13 futuramente seriam utilizadas na identificação das subpopulações de MORes e 

14 MOEst. 
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1 Dessa forma, as células foram soltas transferindo-as da temperatura de 

2 cultivo 37ºC para banho de gelo à 4ºC. Foi testado a soltura dos macrófagos 

3 peritoneais residentes utilizando PBS ou PBS com EDTA em diferentes 

4 concentrações à 4ºC por 20 min. Com exceção do grupo PBS+EDTA 0,5%, 

5 todos os grupos soltaram mais do que 50% da população de macrófagos (Fig. 

6 14). Foi escolhido apenas PBS à 4ºC para realizar a soltura. 

 
7 

 
8 

 
9 

 
10 

 
11 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 14. Teste de recuperação de macrófagos peritoneais residentes. Células soltas por 

choque térmico sob PBS ou PBS + EDTA com diferentes concentrações à 4ºC durante 20 min. 

(n = 3 experimentos independentes). 

12 

 
13 A fim de otimizar o processo de soltura e recuperar o máximo de células, 

14 o tempo de incubação a 4ºC foi aumentado para 40 min e foi utilizado PBS ou 

15 PBS mais o êmbolo da seringa. Após a soltura, os macrófagos foram 

16 identificados  por  tamanho  e  granulosidade (Fig.  15A)  e foi  visto  que 

17 aproximadamente 80% foram recuperados com cerca de 70% de viabilidade 

18 em ambos os métodos - PBS ou PBS mais o êmbolo da seringa (Fig. 15B). 
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Figura 15. Soltura e viabilidades dos macrófagos. Macrófagos peritoneais residentes soltos 
em PBS ou PBS + êmbolo da seringa à temperatura de 4ºC e identificados por tamanho (FSC) 
e granulosidade (SSC), selecionando macrófagos como a população R1 e viabilidade desta 
população por iodeto de propídio (PI) (A). Análise quantitativa das células soltas e viabilidade 
(B) (n = 3 experimentos independentes. Resultados apresentados como a média ± SD). 

1 

2 Então, foi feita a análise da expressão de iNOS por citometria de fluxo 

3 em MORes infectados com a cepa RH por 2 e 24 h (Fig. 16). Ainda 

4 preliminarmente, foram identificados os macrófagos por tamanho e 

5 granulosidade (Fig. 16A) e avaliado de forma quantitativa a relação da 

6 porcentagem de macrófagos iNOS+ e iNOS- após 2 h de interação (Fig. 16B). 

7 O grupo não interagido (controle) e o grupo interagido - o qual foi subdividido 

8 em células sem marcação para o parasito e célula com marcação que 

9 expressaram iNOS ou não. Após 2 h de interação, observou-se que não 

10 ocorreu alteração expressivo da população iNOS+ nos diferentes grupos. 

11 Porém, após 24 h, observou-se que a população INOS+ diminuiu 

12 drasticamente, tanto em células com parasito quanto células sem parasito (Fig. 

13 16C e D), confirmando os dados da microscopia de fluorescência o qual o 

14 parasito da cepa RH modula negativamente a expressão de iNOS nos MORes 

15 infectados e nos não infectados (Fig. 2B), sendo neste último de forma 

16 parácrina. 
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Figura 16. Expressão de iNOS por citometria de fluxo de macrófagos peritoneais 
residentes infectados por Toxoplasma gondii. Macrófagos peritoneais residentes (P1) não 
interagido (CON) e interagido com T. gondii cepa RH (INF RH), analisando expressão de iNOS 
(PE) e parasito (FITC) com 2 h (A) ou 24 h interação (C). Análise quantitativa da relação entre 
células iNOS+ (coluna preta) e iNOS- (coluna cinza) de MORes não interagido (CON) e interagido 
- sem parasitos internalizados (N/INF) ou internalizados (INF) - por 2 h (B) ou 24 h 
(D). (n = 1 experimento independente). 
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1 6. DISCUSSÃO 

 
2 O parasito Toxoplasma gondii tem grande importância clínica e científica, 

3 sendo capaz de invadir células nucleadas de animais vertebrados 

4 homeotérmicos, entre eles seres humanos, causando a toxoplasmose. O T. 

5 gondii é capaz de evadir do sistema imunológico do hospedeiro e, dependendo 

6 da cepa e do sistema imunológico, causar a morte. Desse modo, se faz 

7 necessário estudos sobre a biologia das diferentes cepas do parasito e seus 

8 mecanismos de escape ao sistema microbicida de células do sistema imune 

9 como macrófagos, a fim de compreender a biologia do parasito e encontrar 

10 possíveis alvos de terapia. Neste trabalho, foi investigado se T. gondii cepa RH 

11 e ME-49 são capazes de inibir a produção de NO pela modulação da 

12 expressão de iNOS e se desenvolver em diferentes tipos de macrófagos 

13 peritoneais de camundongos. 

 
14 MORes foram ativados e infectados com a cepa RH ou ME-49. Após 24 

15 h de interação com a cepa RH, MORes diminuíram a produção de NO 

16 corroborando com os resultados determinados previamente pelo grupo (Seabra 

17 et  al.,  2002;  2004;  Padrão  et  al.,  2014;  Damasceno-Sá  et  al.,  2021), 

18 confirmando que o parasito desta cepa inibe a produção de NO neste tipo de 

19 macrófago. No entanto, após interação de MORes com a cepa ME-49, não 

20 ocorreu a diminuição da produção de NO, diferentemente do relatado por 

21 Damasceno-Sá et al. (2021). Porém, nossos resultados possivelmente diferem 

22 devido ao número de parasito utilizado para infectar os macrófagos. Enquanto 

23 neste trabalho foi utilizado a proporção 5:1 (parasito:macrófago), Damasceno- 

24 Sá et al. (2021) utilizou 10:1. A maior relação parasito:macrófago poderia 

25 explicar a redução da produção de NO em 24 h descrita por eles. 

 
26 A expressão de iNOS foi verificada por microscopia de fluorescência 

27 para verificar possível modulação após infecção. Nesse caso, foi observado 

28 que MORes não interagidos (grupo controle) apresentaram poucas células 

29 iNOS+, mostrando que há heterogeneidade nos MORes como descrito por 

30 Ghosn et al. (2010). Em 2 h de interação com a cepa RH ou ME49, os dados 

31 qualitativos demonstram que o parasito invade células iNOS+ e iNOS- da 
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1 mesma forma. Após 24 h de interação com a cepa RH, ocorreu a diminuição de 

2 MORes iNOS+ e alta replicação do parasito principalmente nas células iNOS-, 

3 mostrando que NO tem papel crucial no controle de T. gondii. Em relação à 

4 cepa ME-49, após 24 h de interação, revelou uma quantidade de MORes 

5 iNOS+ parecida com o grupo controle, e o parasito não conseguiu multiplicar, 

6 pelo contrário, encontrando apenas restos do parasito. Isso evidencia que esta 

7 cepa, menos virulenta, é destruída pelo sistema autônomo dos macrófagos 

8 como as GBPs, IRGs e NO como demonstrado por Zhao et al. (2024). Essa 

9 destruição do parasito da cepa ME-49 corrobora com os achados do grupo de 

10 Damasceno-Sá et al. (2021). Esses achados confirmam que estes macrófagos 

11 conseguem controlar a proliferação e destruir o parasito. 

 
12 De acordo com os dados quantitativos, MORes controle apresentou 

13 cerca de 25% de população iNOS+, evidenciando a heterogeneidade nos 

14 MORes como descritos por Ghosn et al. (2010). Possivelmente há 

15 subpopulações mais sensíveis aos ativadores do que outras. Tendo em vista 

16 que 10% dos MORes são SPM e 90% são LPM (Ghosn et al., 2010), observou- 

17 se que apenas 25% da população de MORes expressou iNOS, é provável que 

18 a população mais sensível aos ativadores seja majoritariamente SPM. No 

19 grupo interagido, foi subdividido em MORes com parasitos internalizados 

20 (MORes infectados) e MORes sem os parasitos (MORes não infectados), a fim 

21 de verificar se ocorria modulação negativa da expressão de iNOS de forma 

22 parácrina nos macrófagos não infectados. Após 2 h de interação com a cepa 

23 RH ou ME-49, a quantidade de MORes iNOS+ se manteve. Porém, em 24 h de 

24 interação com a cepa RH, MORes que estavam com parasitos internalizados 

25 ou MORes sem parasito diminuíram a quantidade de MORes iNOS+. Isso 

26 demonstra que a cepa RH inibe a produção de NO pela modulação negativa da 

27 expressão de iNOS nos macrófagos infectados e nos macrófagos vizinhos, 

28 sendo neste último de forma parácrina, o que corrobora com os achados do 

29 grupo (Seabra et al., 2002; 2004; Padrão et al., 2014, Damasceno-Sá et al., 

30 2021). A cepa ME-49, no entanto, após 24 h de interação, não modulou 

31 negativamente a expressão de iNOS. Os macrófagos que tinham os restos do 

32 parasito aumentaram a expressão de iNOS, pois como o parasito foi destruído, 

33 os restos do parasito possivelmente foram reconhecidos pelos receptores de 



52  

1 padrão molecular associado a patógenos, induzindo maior perfil microbicida 

2 dos macrófagos. 

 
3 Para confirmar os dados anteriores de desenvolvimento ou destruição 

4 dos parasitos e verificar em qual população, iNOS+ ou iNOS-, o parasito estava 

5 sendo destruído, fizemos análise quantitativa da replicação do parasito. Em 2 h 

6 de interação com cepa RH ou ME-49, 60% dos MORes iNOS+ e iNOS- 

7 apresentaram aproximadamente 2 parasitos por macrófagos, mostrando que o 

8 parasito, de ambas as cepas, invadiu na mesma proporção as populações 

9 iNOS+ e iNOS-. Após 24 h de interação com a cepa RH, a porcentagem de 

10 MORes infectados aumentou da mesma forma em MORes iNOS+ e iNOS-. 

11 Porém, o número médio de parasito por macrófago e o índice de infectividade 

12 aumentaram principalmente em células iNOS- com quase duas vezes mais o 

13 número de parasitos por macrófagos do que a população iNOS+. Esses dados 

14 demonstram que, embora a mesma quantidade de células iNOS+ e iNOS- 

15 estejam infectadas, a quantidade de parasito dentro dessas células  foi 

16 diferente, sendo a expressão da iNOS e a produção de NO a distinção mais 

17 óbvia. Isso evidencia o papel crucial do NO durante o controle da proliferação 

18 do parasito como descrito por Adams et al., (1990). Em relação à cepa ME-49, 

19 após 24 h de interação, a porcentagem de MORes infectados, o número médio 

20 de parasito por macrófago, e o índice de infecção diminuíram drasticamente em 

21 ambas as populações iNOS+ e iNOS-. Esses dados demonstram que os 

22 MORes que expressam iNOS e os que não expressam controlam a proliferação 

23 e destroem a cepa ME-49 da mesma forma, possivelmente por outros 

24 mecanismos microbicidas do sistema autônomo da célula como GBPs e IRGs 

25 como demonstrado por Zhao et al. (2024) e abordado por Ihara & Nishikawa 

26 (2025). 

 
27 MOEst foram ativados, infectados com a cepa RH ou ME-49, e realizado 

28 os mesmos ensaios realizados com MORes. MOEst infectados com a cepa RH 

29 durante 24 h apresentaram redução da produção de NO, mas ao serem 

30 infectados com a cepa ME-49 não ocorreu redução. Esses dados são 

31 semelhantes aos mostrados em MORes infectados. Isso demonstra que a cepa 

32 RH de T. gondii inibe a produção de NO como demonstrado anteriormente 

33 (Seabra et al., 2002; 2004; Padrão et al., 2014, Damasceno-Sá et al., 2021), 
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1 mas, de forma inédita, em MOEst. Por outro lado, a cepa ME-49 não inibiu a 

2 produção de NO, assim como foi visto em MORes. Isso possivelmente está 

3 relacionado com a carga parasitária necessária para reduzir NO em 24 h ou 

4 provavelmente os MOEst são mais microbicidas com capacidade de destruir 

5 mais eficientemente a cepa ME-49, impossibilitado o parasito de inibir o NO. 

 
6 A primeira diferença entre os MOEst e os MORes verificada foi a 

7 quantidade de células iNOS+. A maioria dos MOEst eram iNOS+, como 

8 esperado, devido ao estímulo inflamatório realizado para alterar as 

9 subpopulações  de  macrófagos  peritoneais,  os  quais  causam  influxo  de 

10 monócitos inflamatórios, aumento da subpopulação SPM e a migração dos 

11 LPM para o omento de acordo com Accarias et al. (2016) e Dunay et al. (2008). 

12 Então, a maioria das células obtidas são SPM e monócitos inflamatórios 

13 (Dunay et al., 2008). Esse resultado corrobora com o resultado observados em 

14 MORes. Nos MORes, 25% eram iNOS+ e, como abordado, cerca de 10% dos 

15 MORes são SPM o que provavelmente demonstra que a probabilidade destas 

16 células serem mais sensíveis aos ativadores é maior. Como teve aumento da 

17 subpopulação SPM e de monócitos inflamatórios atrelado à diminuição da 

18 subpopulação LPM em MOEst, que provavelmente é menos sensível aos 

19 ativadores IFN-ү e LPS, o que pode explicar a maior quantidade de células 

20 iNOS+. Além disso, foi observado que alguns MOEst vieram com antígenos 

21 oriundo da peritonite causada pelo baixo inóculo de T. gondii da cepa ME-49. 

22 Isso favorece um perfil mais microbicida dos MOEst, pois estão “prontos” para 

23 reconhecer o parasito previamente destruído, processo definido como “priming 

24 immunnity” como abordado por Ochando et al. (2023). Nas primeiras horas de 

25 infecção com a cepa RH ou ME-49, MOEst iNOS+ e iNOS- foram infectados de 

26 forma similar. Após 24 h de interação, MOEst infectados com a cepa RH de T. 

27 gondii mantiveram a expressão de iNOS e reduziram a replicação do parasito 

28 quando comparado ao MORes. Esse dado demonstra que a inibição da 

29 produção de NO não ocorre pela modulação negativa de iNOS, ou seja, a 

30 inibição de NO ocorre por outra via  em MOEst,  como observado em 

31 macrófagos RAW 264.7 por Cabral et al. (2018). Em relação à interação entre 

32 MOEst e a cepa ME-49 de T. godii, observamos que o parasito, assim como 

33 nos MORes, foi destruído em 24 h, restando apenas antígenos tanto na 
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1 população iNOS+ quanto na população iNOS-, demonstrando que outros 

2 sistemas microbicidas controlam e destroem o parasito. 

 
3 A análise quantitativa da relação de MOEst iNOS+ e iNOS- foi realizada 

4 após a infecção. Para isso, MOEst controle foram separados em dois 

5 subgrupos: um subgrupo com o antígeno e outro subgrupo sem os antígenos. 

6 Em 2 h MOEst com e sem antígenos apresentaram mais de 50% de células 

7 iNOS+. Porém, em 24 h, a quantidade de células iNOS+ dos MOEst com 

8 antígeno diminuiu. Possivelmente o excesso de NO pode ter causado morte 

9 das células como descrito por Cinelli et al. (2020) ou o excesso de ativadores 

10 tenha desencadeado tolerância de ativação dos macrófagos como abordado 

11 por Ochando et al. (2023). 

 
12 Os grupos interagidos com as cepas RH ou ME-49 também foram 

13 subdivididos em subgrupos: MOEst com parasitos internalizados (MOEst 

14 infectados) e sem parasitos internalizados (MOEst não infectados); a fim de 

15 verificar se ocorre a diminuição de MOEst iNOS+ em macrófagos sem parasito. 

16 Após 2 h de interação com as cepas RH ou ME-49, MOEst não reduziram as 

17 células iNOS+. Em MOEst infectados com ME-49, houve maior quantidade da 

18 população iNOS+ quando comparado aos outros grupos e subgrupos. Esse 

19 resultado pode ser explicado por MOEst estarem “prontos” para reconhecer e 

20 responder melhor à infecção como abordado por Ochando et al. (2023). 

21 Observou-se que após 24 h de interação com as cepas RH e ME-49, não 

22 houve alteração da quantidade de células iNOS+ em relação ao subgrupo 

23 MOEst controle sem antígenos. Isso demonstra que a cepa RH inibe a 

24 produção de NO sem modular negativamente a expressão de iNOS em MOEst 

25 como descrito por Cabral et al. (2018) em macrófagos RAW 264.7. Além disso, 

26 estes dados demonstram que MOEst não alteraram a expressão de iNOS após 

27 infecção com ME-49 como demonstrado pela microscopia de fluorescência. 

28 Além disso, houve a destruição do parasito. Isso mostra que a cepa ME-49 não 

29 inibe a produção de NO e nem altera a expressão de iNOS possivelmente por 

30 estar sendo destruído pelos macrófagos. 

 
31 Com intuito de verificar se o parasito da cepa RH ou ME-49 se 

32 desenvolveram em populações iNOS+ e iNOS- de MOEst, foi realizada a 

33 análise quantitativa de parasitos e células infectadas. Observou-se que, assim 



55  

1 como MORes, os parasitos de ambas as cepas infectaram em 2 h 60% dos 

2 MOEst iNOS+ e iNOS-, o que mostra que o parasito não invade de forma 

3 preferencial uma população específica. Após 24 h de interação com a cepa RH, 

4 a porcentagem de células infectadas, o número médio de parasitos por 

5 macrófagos  e  o  índice  de  infecção  aumentaram da  mesma  forma  em 

6 populações iNOS+ e iNOS-. Quando o índice de infectividade de MOEst iNOS- 

7 foi comparado com o índice de infectividade de MORes iNOS-, nota-se que o 

8 índice de infectividade de MOEst iNOS- é menor. Esse dado demonstra que as 

9 células iNOS- dos MOEst possuem algo diferente dos MORes iNOS-. Uma 

10 dessas possíveis diferenças é a subpopulação o que pode explicar a distinção 

11 no controle da proliferação do parasito de forma mais eficiente realizado pelos 

12 MOEst iNOS- do que os MORes iNOS-. Possivelmente deve haver um 

13 mecanismo microbicida que age melhor em subpopulações de MOEst do que 

14 em subpopulações de MORes. Em relação aos MOEst infectados com a cepa 

15 ME-49, observamos que a porcentagem de macrófagos infectados, número 

16 médio de parasitos por macrófagos e o índice de infectividade diminuíram 

17 drasticamente em populações iNOS+ e iNOS-. Mais uma vez demonstra-se 

18 que ambas as populações de MOEst, iNOS+ e iNOS-, são capazes de 

19 controlar e destruir T. gondii da cepa ME-49, como visto em MORes. Porém, 

20 quando comparamos o índice de infectividade dos MOEst com os MORes 

21 infectados com a cepa ME-49, nota-se que o índice de infectividade é maior no 

22 MOEst. Isso se deve ao fato de que o número de parasito que invadiu MOEst 

23 ser maior do que em MORes. Porém, é necessário verificar se o parasito 

24 entrou ativamente ou se foi fagocitado. 

 
25 Com intuito de confirmar os dados quantitativos referentes à modulação 

26 da expressão de iNOS em MORes por microscopia de fluorescência, foi 

27 realizada a análise por citometria de fluxo. Porém, antes, a métodologia de 

28 soltura de MORes plaqueados foi estabelecida utilizando PBS ou PBS+EDTA. 

29 Observou-se que o PBS sozinho soltou de 60 e 70% de células, similar ao 

30 obtido com PBS+EDTA, como demonstrado por Chen et al. (2015). Então, com 

31 intuito de otimizar o método, o tempo de soltura foi aumentado para 40 min, 

32 mas agora utilizando apenas PBS ou PBS associado a remoção mecânica com 

33 êmbolo da seringa, e avaliou-se a viabilidade dessas células com iodeto de 
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1 propídio. Nesse caso, ocorreu um aumento para quase 80% de células soltas 

2 com o uso do PBS ou PBS associado ao êmbolo da seringa com viabilidade 

3 entre 70 e 80%. Isso demonstra que apenas o PBS no tempo de 40 min é 

4 suficiente para recuperar grande quantidade de células com alta viabilidade, 

5 sendo este método o escolhido para soltar os macrófagos após infecção com T. 

6 gondii. 

 
7 A partir do emprego da citometria de fluxo de MORes soltos expressão 

8 de iNOS dos MORes infectados com a cepa RH foi analizada. Macrófagos 

9 foram identificados por tamanho e granulosidade e depois a fluorescência de 

10 iNOS e parasito analisada. Os resultados indicaram que quase 25% dos 

11 macrófagos não interagidos (controle) era iNOS+, corroborando com os dados 

12 da imunofluorescência e embasando a hipótese de que a grande maioria da 

13 população sensíveis seja a subpopulação SPM, abordado anteriormente. No 

14 grupo interagido com o parasito, subdividiu-se em dois subgrupos: subgrupo de 

15 MORes sem o parasito internalizado e o subgrupo com o parasito internalizado. 

16 Os dados indicaram que em 2 h de interação, a quantidade de células iNOS+ 

17 foi parecida com MORes. Porém, após 24 h ocorreu a diminuição da população 

18 de MORes iNOS+ nas células com e sem parasito internalizado. Esses dados 

19 confirmam os resultados observados anteriormente pela análise na microscopia 

20 de fluorescência de Seabra et al. (2004), Padrão et al. (2014) e Cabral et al. 

21 (2018), os quais demonstram que a cepa RH do parasito inibe a produção de 

22 NO modulando negativamente a expressão da enzima iNOS em MORes 

23 infectados e não infectados (sinalização parácrina).



57  

 
1 7. CONCLUSÕES 

2 MORes e MOEst apresentam diferenças de subpopulações de 

3 macrófagos. Poucos MORes são sensíveis aos ativadores nas concentrações 

4 utilizadas no trabalho, enquanto MOEst são mais sensíveis. 

5 A cepa RH de T. gondii inibiu a produção de NO em MORes e MOEst, 

6 induzindo a diminuição da expressão de iNOS em MORes, mas não em 

7 MOEst. Portanto, a via de inibição de NO é diferente conforme o tipo de 

8 macrófago infectado por RH. A cepa RH proliferou mais eficientemente em 

9 MORes iNOS-, demonstrando o papel crucial de NO no controle do parasito. 

10 Em MOEst, RH replicou em iNOS+ e iNOS- na mesma intensidade. MOEst 

11 iNOS-, quando comparados aos MORes iNOS-, apresentou menor índice de 

12 infectividade, o que sugere que subpopulações de macrófagos deste tipo são 

13 diferentes e produzem fatores diferentes que controlam a proliferação do 

14 parasito da mesma forma que MOEst iNOS+. 

15 A cepa ME-49 de T. gondii não inibiu a produção de NO de MORes e 

16 MOEst e foi destruída em ambos os macrófagos iNOS+ e iNOS-. Após 

17 destruição do parasito, teve maior expressão de iNOS em MORes. Além disso, 

18 o parasito foi destruído em populações iNOS+ e iNOS- de MORes e MOEst, 

19 demonstrando que há outros sistemas microbicidas como GBPs e IRGs 

20 atuando no parasito. 

21 É  necessário  mais estudo  a  fim  de  confirmar  as  subpopulações 

22 presentes  nos  MORes  e  MOEst  e  verificar  quais  expressam  iNOS.  É 

23 necessário verificar quais subpopulações conseguem controlar a replicação do 

24 parasito de diferentes cepas. Além disso, é de extrema importância averiguar 

25 se ocorre a inibição de NO da mesma maneira em diferentes subpopulações de 

26 MORes e MOEst. Finalmente, é crucial avaliar quais os diferentes mecanismos 

27 moleculares que o parasito utiliza para inibir NO por vias distintas das 

28 diferentes subpopulações de MORes e MOEst. Dessa forma, será possível 

29 compreender como o parasito evade o sistema microbicida de diferentes tipos 

30 de macrófagos.
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1 8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

2 Pretende-se investigar a interação das cepas RH e ME-49 de T. gondii 

3 com as subpopulações de MORes e MOEst, avaliando marcadores de 

4 superfície. As subpopulações LPM, SPM e monócitos inflamatórios serão dessa 

5 forma separados possibilitando averiguar se a inibição de NO e expressão de 

6 iNOS difere nessas células. Além disso, análises por Western blotting e 

7 citometria de fluxo serão utilizados para verificar a degradação de iNOS nos 

8 MORes e MOEst, confirmando os dados de microscopia de fluorescência. 
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