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RESUMO 

 

A toxoplasmose crônica é caracterizada pela persistência de Toxoplasma gondii no 

sistema nervoso central, onde os taquizoítos se convertem em bradizoítos e permanecem não 

detectados. Neste estudo, procuramos identificar marcadores que seriam expressos no cérebro 

durante infecção crônica precoce (21 e 28 dias) e tardia (3 e 6 meses), realizando análise de 

sequenciamento de RNA de alta performance usando um conjunto de dados de RNAseq 

disponíveis publicamente. Mostramos um padrão conservado de expressão gênica causado pela 

infecção, associado principalmente a respostas imunes pró-inflamatórias contra o parasita e à 

degeneração neuronal, independentemente dos tempos de infecção. Surpreendentemente, 

observamos que os genes associados à função das células B aumentaram continuamente ao 

longo do tempo, enquanto aqueles associados às respostas imunes citotóxicas diminuíram. A 

inspeção de genes relacionados à imunoglobulinas e a imunomarcação para IgA confirmaram 

que as células B não foram encontradas nos cérebros de camundongos não infectados, mas após 

a infecção, concentraram-se nas meninges e nas proximidades dos vasos que penetram no 

sistema nervoso central e algumas delas conseguiram entrar no parênquima cerebral. Nossos 

resultados mostram uma expansão anteriormente não descrita de células B produtoras de IgA 

no cérebro na toxoplasmose crônica. 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, RNAseq, células B, toxoplasmose crônica, 

cérebro, encefalite. 



ABSTRACT 

 

Chronic toxoplasmosis is characterized by the persistence of Toxoplasma gondii in the 

central nervous system, where the tachyzoites convert to bradyzoites and remain undetected. 

Here, we sought to identify markers that would be expressed in the brain in early (21 and 28 

days), and late (3 and 6 months) chronic infection by performing High-throughput RNA 

sequencing analysis using a publicly available RNAseq dataset. We show a conserved gene 

expression pattern caused by the infection, primarily associated with pro-inflammatory 

immune responses against the parasite and neuronal degeneration, regardless of the time 

points. Surprisingly, we observed that genes associated with B cell function continuously 

increased over time, while those associated with cytotoxic responses decreased. Inspection of 

immunoglobulin related genes and immunostaining for IgA confirmed that B cells were not 

found in the brain of uninfected mice, but after infection, concentrated in the meninges and 

vicinity of vessels that penetrate the central nervous system and some of them were able to 

enter the brain parenchyma. Our results show a previously undescribed expansion of B cells 

producing IgA in the brain in chronic toxoplasmosis. 

Keywords: Toxoplasma gondii, RNAseq, B cell, chronic toxoplasmosis, brain, 

encephalitis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

1.1 A Toxoplasmose 

 

Toxoplasma gondii pertence ao supergrupo Alveolata, Filo Apicomplexa, Classe 

Conoidasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina e 

Família Sarcocystidae, sendo a única espécie no gênero Toxoplasma (Smith et al., 

2021). A descoberta do parasita Toxoplasma gondii, responsável pela toxoplasmose, 

remonta a 1907, quando o cientista Charles Nicolle observou a presença de um 

organismo em forma de meia-lua nos tecidos de roedores norte-africanos gundi. Em 

1908, Nicolle e seu colaborador, Louis Manceaux, publicaram a descrição inicial dessa 

descoberta. (Nicolle; Manceaux, 1908). No ano seguinte, os cientistas forneceram um 

relatório mais completo, atribuindo ao organismo a nomenclatura Toxoplasma gondii, 

em decorrência à forma do protozoário no estágio infeccioso e ao hospedeiro original – 

toxon: arco, plasma: vida; gondii: Ctenodactylus gundi. (Nicolle; Manceaux, 1909 ). 

No Brasil, simultaneamente às descobertas internacionais, Alfonso Splendore 

também identificou o parasita em coelhos (Splendore, 1908). Apesar do interesse 

inicialmente acadêmico, tais estudos pioneiros foram fundamentais para o entendimento 

inicial da toxoplasmose e abriram caminho para pesquisas posteriores sobre sua 

epidemiologia e tratamento.  

A década de 1930 marcou o início da investigação e compreensão do ciclo de vida 

de T. gondii. Em 1937, estudos revelaram a capacidade do protozoário de se multiplicar 

dentro de células, definindo-o como um parasita intracelular obrigatório. Essa descoberta 

fundamental contribuiu significativamente para o desenvolvimento de métodos de 

diagnóstico e tratamento da toxoplasmose (Sabin; Olitsky, 1937). No mesmo período, 

registrou-se uma infecção por Toxoplasma em um bebê de três dias de idade que estava 

sofrendo de encefalomielite (Wolf; Cowen, 1937). Abner Wolf e sua equipe, por meio de 

uma autópsia do tecido cerebral da criança, detectaram organismos parasitários no 

encéfalo relacionados a lesões necróticas e granulomatosas. 
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Uma notável técnica sorológica foi desenvolvida por Sabin e Feldman em 1948, 

possibilitando identificar indivíduos infectados pelo parasita Toxoplasma. O teste de 

corante Sabin e Feldman se baseou na detecção de anticorpos contra Toxoplasma no soro 

de pacientes, alterando a coloração dos taquizoítos. Por meio da titulação, permitiu a 

quantificação do nível específico de anticorpos, estabelecendo-se como  padrão pelo 

qual outros testes sorológicos seriam avaliados (Sabin; Feldman, 1948). Esse teste 

possibilitou estudos em larga escala para identificar a infecção por Toxoplasma em 

humanos e animais. 

Na década de 1950, a questão de como grandes números de humanos e animais 

estavam se infectando com T. gondii levou à proposta do carnivorismo como um possível 

mecanismo de infecção (Weiman; Chandler, 1954). No entanto, estudos experimentais 

que identificaram uma nova forma evolutiva de Toxoplasma nas fezes de gatos levou à 

caracterização do ciclo de vida completo de T. gondii, definindo-o como um parasita 

coccídeo,  com o gato como hospedeiro definitivo e qualquer animal de sangue quente 

como hospedeiro intermediário. Essa descoberta esclareceu como ocorria  a ampla 

infecção em todos os animais de sangue quente, incluindo os humanos (Tenter; 

Heckeroth; Weiss, 2000). 

Cerca de um terço da população mundial?? está infectada pelo T. gondii (Molan et 

al., 2019). A contaminação por meio da ingestão   alimentos com formas evolutivas do 

agente, transfusões sanguíneas e transplantes de órgãos contendo taquizoitas e/ou 

bradizoitas têm sido identificados como possíveis vias de transmissão do parasita (Smith 

et al., 2021). 

A prevalência de T. gondii ou da toxoplasmose? varia de acordo com os hábitos 

alimentares e de higiene de uma população, sugerindo que a via oral é a principal fonte 

de infecção. Os humanos também podem contrair T. gondii ao ingerir carne crua ou mal-

cozida, especialmente de suínos, ovinos e bovinos – cujos tecidos musculares estejam 

infectados com cistos, ou ao consumir água e alimentos contaminados com oocistos 

eliminados por fezes de gatos infectados, hospedeiros definitivos do parasita (Montoya; 

Liesenfeld, 2004). A transmissão vertical durante a gestação é uma preocupação, já que 

o parasita pode ser transmitido da mãe para o feto, resultando em infecção congênita 

(Kochanowsky; Koshy, 2018). 

Os sintomas de infecção por T. gondii são: dores de cabeça, fadiga e dores 

musculares, que podem ocorrer em diferentes partes do corpo e são frequentemente 

associadas à inflamação dos gânglios linfáticos (Smith et al., 2021; Anderson, 2019). 
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O reconhecimento precoce dos sintomas é crucial para um tratamento efetivo e 

para prevenir complicações graves. Estudos revelaram que o diagnóstico precoce 

possibilita o início imediato de um tratamento específico, que envolve a administração 

demedicamentos antiparasitários direcionados ás formas evolutivas presentes no 

hospedeiro (Dunay et al., 2018). Além disso, a detecção precoce dos sintomas possibilita 

a adoção de medidas preventivas para evitar a disseminação do parasito para outras 

pessoas (Smith et al., 2021). Em gestantes, se não tratada adequadamente, a 

toxoplasmose resulta a complicações graves, como morte fetal, parto prematuro, retardo 

no crescimento intrauterino, hepatoesplenomegalia, trombocitopenia, coriorretinite, 

meningoencefalite, hidrocefalia, microcefalia, calcificações de áreas previamente 

necrosadas e surdez (Aguirre et al., 2019). Porém, a similaridade desses sintomas com 

outras patologias pode dificultar o diagnóstico precoce da toxoplasmose (Anderson, 

2019). 

Ao contrário da infecção por Toxoplasma em indivíduos imunocompetentes, a 

contaminação pelo agente representa sempre uma ameaça à vida em pacientes 

imunocomprometidos, independentemente da cepa, sendo o contexto imunológico do 

hospedeiro de extrema importância. Vários fatores que resultam em uma imunidade 

celular profundamente comprometida, tais como a infecção pelo HIV/AIDS e terapias 

imunossupressoras, podem levar ao desenvolvimento de toxoplasmose grave (Robert -

Gangneux; Darde, 2012). A reativação de uma infecção latente por Toxoplasmaem 

pessoas com comprometimento do sistema imunológico pode levar ao desenvolvimento 

de encefalite, miocardite e pneumonite toxoplásmicas, as quais podem ser fatais (Eza; 

Lucas, 2006). 

A toxoplasmose está associada a problemas oculares, sendo a inflamação na retina 

uma das manifestações mais comuns. Essa inflamação pode levar à diminuição da 

acuidade visual e comprometer a visão de forma permanente se não for tratada 

adequadamente (Anderson, 2019). Além disso, outras alterações oculares como uveíte e 

coriorretinite podem ocorrer em hospedeiros imunocompetentes. A toxoplasmose ocular 

pode ocorrer em casos onde se observa a toxoplasmose congênita, e a manifestação ocular 

pode não ser aparente até a adolescência ou o início da idade adulta (Dunay et al., 

2018). Comprometimentos no sistema nervoso central associados à infecção por T. gondii 

podem incluir encefalite, meningite, mielite, neurite óptica, além de sintomas 

neuropsiquiátricos como depressão, ansiedade, esquizofrenia e transtorno obsessivo-

compulsivo (Mendez; Koshy, 2017). 
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Os exames mais utilizados para diagnóstico, incluem a sorologia para detecção de 

anticorpos específicos, como a IgM e a IgG, e a detecção do DNA do parasita por meio 

de técnicas moleculares, como a PCR. Além disso, a importância da realização de exames 

laboratoriais em amostras de líquido amniótico de gestantes, sangue do cordão umbilical 

e sangue do recém-nascido é enfatizada para o diagnóstico precoce da toxoplasmose 
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congênita (Pomares, Montoya, 2016). Os resultados dos testes sorológicos 

podem variar dependendo da fase da infecção pelo T. gondii. Na fase aguda da 

toxoplasmose, é previsto um aumento nos níveis de anticorpos IgM, sinalizando uma 

infecção recente. A detecção de IgM e a avaliação de sua avidez desempenham um 

papel crucial no diagnóstico e manejo da fase aguda da doença (Liu et al., 2015). Por 

outro lado, na fase crônica, os níveis de anticorpos IgG tendem a ser mais elevados, 

sugerindo uma infecção mais antiga ou latente. A presença simultânea de ambos os tipos 

de anticorpos pode sugerir uma infecção ativa, sendo portanto, importante a avaliação 

da avidez de IgM (Fleck, 1989). 

Estudos epidemiológicos têm mostrado maiores taxas de toxoplasmose em países 

em desenvolvimento. Isso porque essas regiões frequentemente enfrentam desafios 

significativos em termos de infraestrutura de saúde, acesso a cuidados médicos e medidas 

de controle de doenças; a latente falta de recursos e a infraestrutura precária também 

contribuem para a prevalência mais alta da doença, bem como para a aumento da 

transmissão de T. gondii (Smith et al., 2021). 

A partir do diagnóstico da presença de T. gondii no organismo, vários métodos 

são empregados no tratamento da toxoplasmose, com destaque para o uso de 

medicamentos antiparasitários, uma das abordagens mais comuns já mencionadas 

anteriormente Dentre os fármacos utilizados para controlar o crescimento do parasita, 

pode-se citar a pirimetamina (PYR) e a sulfadiazina (SDZ). A pirimetamina age inibindo 

a diidrofolato redutase (DHFR), uma enzima crucial na síntese de folato. Sem folato, T. 

gondii não pode sintetizar DNA e proteínas, levando à morte celular do parasita. A 

sulfadiazina, por sua vez, inibe a dihidropteroato sintetase (DHPS), outra enzima 

essencial na síntese de folato. A sulfadiazina potencializa o efeito da pirimetamina, 

aumentando sua eficácia contra o parasita (Dunay et al., 2018). Outras terapias 

combinam a pirimetamina com clindamicina, azitromicina ou atovaquona, ou 

trimetoprim com sulfametoxazol. No entanto, todos os tratamentos geralmente estão 

associados a efeitos colaterais adversos e toxicidade, como mostra o estudo de 

Konstantinovic et al. (2019). 
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1.2 Impacto da Toxoplasmose na Saúde Pública 

 

A toxoplasmose, doença provocada pelo parasita T. gondii, tem a capacidade de 

impactar e comprometer diversos sistemas e órgãos no corpo humano. Do ponto de vista 

clínico, a infecção por T. gondii pode passar despercebida ou manifestar sinais e sintomas 

que variam conforme o estado imunológico do paciente e o contexto clínico (Montoya; 

Liesenfeld, 2004). A toxoplasmose em adolescentes ou adultos imunocompetentes 

geralmente é leve ou assintomática. Infecções leves podem resultar em linfadenopatia, 

febre, fadiga e mal-estar, todos os quais geralmente se resolvem em semanas a meses sem 

tratamento específico. No entanto, a infecção em pessoas imunocomprometidas pode ser 

grave, podendo causar encefalopatia difusa, dores de cabeça, confusão, fraqueza, 

dormência, descoordenação e convulsões. Manifestações extracerebrais, como problemas 

respiratórios e visuais, também podem ocorrer (Lopez et al., 2000. Konstantinovic et al., 

2019. Elsheikha; Marra; Zhu, 2020). 

Os atuais padrões de mudança ambiental e social provocados pelo homem, tais 

como mudanças climáticas, perda de biodiversidade, poluição e escassez de recursos 

naturais, distribuição desigual de benefícios econômicos e acesso a serviços básicos 

facilitam a transmissão e propagação desses patógenos, bem como contribuem para 

atrasos e falta de recursos para diagnóstico e tratamento precoce da doença (Aguirre et 

al., 2019. Dunay et al., 2018). 

Essas infecções, portanto, têm consequências significativas que afetam a 

mortalidade e a qualidade de vida das pessoas acometidas (Aguirre et al., 2019). 

Torgerson e Mastroiacovo (2013) estimaram a incidência global e a carga da 

toxoplasmose congênita em 190.100 casos por ano, com uma taxa de incidência de 1,5 

casos por 1.000 nascidos vivos por ano. Com o intuito de minimizar o número de casos e 

mitigar seus impactos na saúde pública, autoridades de saúde vêm adotando estratégias 

de controle e prevenção da toxoplasmose. Por meio de departamentos de saúde e/ou 

agricultura, muitos governos têm disponibilizado orientações claras e sites educativos 

explicando como os indivíduos podem prevenir a toxoplasmose (Smith et al., 2021). 
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1.3 Ciclo de vida do Parasita 

 

O ciclo de vida de T. gondii envolve múltiplos estágios e mecanismos de 

transmissão. Existem três formas principais de infecção: transmissão congênita, infecção 

adquirida por meio da ingestão de cistos de tecido de hospedeiros intermediários 

cronicamente infectados, e infecção por meio da ingestão de oocistos esporulados 

resultantes da contaminação de alimentos ou água com fezes de gatos infectados 

(Fergunson, 2009). 

Os oocistos são originados no intestino do hospedeiro definitivo, 

predominantemente gatos, e excretados nas fezes do animal. Inicialmente não 

esporulados, os oocistos podem passar pelo processo de esporulação fora do hospedeiro, 

adquirindo assim a capacidade infectante. Os oocistos contêm 2 esporocistos e cada um 

desses contém 4 esporozoítos. Ao serem eliminados nas fezes, esses oocistos são 

liberados no ambiente, permanecendo viáveis por períodos prolongados e constituindo 

uma fonte significativa de infecção para outros animais, incluindo humanos. Quando 

ingeridos, os oocistos liberam esporozoítos, dando início ao ciclo de infecção, que pode 

evoluir para a forma de replicação ativa do parasita, conhecida como taquizoítos (Dubey; 

Lindsay; Speer, 1998. Montoya e Liesenfeld 2004). 

Os bradizoítos, formas de desenvolvimento do parasita T. gondii, desempenham 

um papel essencial na transmissão para hospedeiros carnívoros, sendo encontrados em 

cistos teciduais e demonstrando resistência à digestão ácido-pepsina. Essa forma latente 

e de baixa taxa de divisão celular é responsável pela persistência da infecção nos 

hospedeiros. Sua capacidade de converter-se para a forma ativa do parasita, taquizoíto, 

em resposta a mudanças no sistema imunológico é crucial na patogênese da 

toxoplasmose. Além disso, os bradizoítos apresentam desafios terapêuticos devido à sua 

resistência, destacando a importância de compreender a biologia e dinâmica dessa fase 

para o desenvolvimento de terapias mais eficazes contra a toxoplasmose, conforme 

discutido por Ferguson (2019) e Smith et al. (2021). 

Os taquizoítos, por sua vez, desempenham um papel crucial no ciclo de vida do 

parasita T. gondii. A presença de taquizoítos nos tecidos do hospedeiro desencadeia uma 

resposta imunológica significativa, sendo um ponto focal de pesquisa para compreender 

a patogênese e o tratamento da toxoplasmose (Ferguson, 2009; Montoya, Liesenfeld, 

2004). 
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T. gondii demonstra uma notável capacidade de infectar qualquer célula nucleada 

em animais de sangue quente, embora essa característica esteja restrita à fase assexuada 

intermediária de seu ciclo de vida (Dubet et al., 1998). 

Durante a fase sexual, apenas felídeos podem servir como hospedeiros definitivos 

devido a uma deficiência única, entre os mamíferos, na atividade da delta-6-saturase 

intestinal em gatos (Smith et al., 2021). Portanto, o ciclo de vida de T. gondii inicia-se 

com a ingestão de formas infectivas pelo hospedeiro definitivo, o gato. Dentro do sistema 

digestivo, ocorre a liberação de bradizoítos ou esporozoítos, que invadem as células 

intestinais, dando início à replicação assexuada e formação de taquizoítos. Esses 

taquizoítos podem disseminar-se pelo corpo do felino, formando cistos teciduais em 

órgãos específicos (Dubey; Lindsay; Speer, 1998. Fergunson, 2009). 

Algumas formas diferenciam-se em estágios sexuais, resultando na formação de 

oocistos que são excretados nas fezes dos gatos. Com o tempo, esses oocistos esporulam, 

tornando-se infectivos. A contaminação ambiental ocorre quando esses oocistos são 

eliminados no ambiente, afetando solo, água e alimentos. Hospedeiros intermediários, 

incluindo humanos, podem ser infectados ao ingerir oocistos ou cistos teciduais, 

concluindo o ciclo de vida complexo de T. gondii (Elsheikha; Marra; Zhu, 2020. 

Ferguson, 2009). 

Para sobreviver dentro das células hospedeiras, T. gondii emprega várias 

estratégias para obter nutrientes; a modificação da membrana vacuolar intracelular para 

permitir a difusão livre de pequenas moléculas, como aminoácidos, nucleobases e 

cofatores, por exemplo. O parasita secreta uma grande quantidade de proteínas das 

roptrias e de organelas secretoras chamadas grânulos densos, muitas das quais são 

direcionadas para a membrana vacuolar, contribuindo para a permeabilidade observada. 

Além disso, Toxoplasma recruta organelas do hospedeiro, como as mitocôndrias e o 

retículo endoplasmático, para obter acesso a nutrientes. O parasita também desenvolve 

sistemas elaborados para a aquisição de lipídios do hospedeiro, incluindo a absorção de 

colesterol através da via de recuperação de LDL, contornando as rotas normais de 

endossomos tardios e lisossomos. Essas estratégias de aquisição de nutrientes e lipídios 

são fundamentais para a sobrevivência e crescimento do parasita dentro das células 

hospedeiras (Sibley, 2003). 
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1.4 Infecção por T. gondii 

 

Em indivíduos imunocompetentes a infecção frequentemente é assintomática ou 

pode causar sintomas leves. Menos de 10% das infecções podem resultar em uma 

síndrome semelhante à mononucleose, com sintomas como dor de cabeça, mal-estar, 

febre, linfadenopatia cervical e fadiga (Elsheikha; Marra; Zhu, 2020). Os taquizoítos 

causadores da doença são tipicamente rapidamente suprimidos pela resposta imunológica, 

principalmente pela ação do interferon-gama (IFN-γ) produzido por células T CD4+, com 

o apoio de diversas outras células imunológicas e citocinas (Smith et al., 2021). 

T. gondii pode entrar no sistema nervoso central (SNC) por meio de vários 

mecanismos. Estudos sugerem que o parasita pode atravessar a barreira hematoencefálica 

por meio de migração paracelular, transmigração transcelular e até mesmo por meio de 

um mecanismo de "cavalo de Tróia" através de células imunes infectadas. Além disso, o 

parasita pode interagir com diferentes tipos de células no cérebro, incluindo astrócitos e 

neurônios, e estudos recentes indicam que T. gondii predominantemente interage com 

neurônios durante a infecção do SNC. No entanto, ainda existem questões em aberto sobre 

a importância relativa de cada modo de entrada e como diferentes mecanismos de entrada 

podem afetar quais regiões do SNC são infectadas ou mesmo quais células do SNC 

interagem diretamente com T. gondii (Elsheikha; Marra; Zhu, 2020. Mendez; Koshy, 

2017). 

Os sintomas da toxoplasmose cerebral podem incluir encefalopatia difusa, dores 

de cabeça, confusão, fraqueza, dormência, incoordenação, convulsões, problemas 

respiratórios e visuais. Além disso, a infecção por T. gondii tem sido associada a 

modificações comportamentais e distúrbios neuropsiquiátricos. A doença pode ter 

consequências graves, incluindo danos cerebrais em crianças infectadas durante a 

gestação e recorrência da infecção em pacientes imunossuprimidos, como aqueles com 

HIV/AIDS, onde o parasita pode se reativar e causar danos neurológicos graves. 

(Elsheikha; Marra; Zhu, 2020. Fergunson, 2009; Correia et al., 2013). 

O diagnóstico diferencial da toxoplasmose cerebral é um desafio clínico 

importante. Portanto, a combinação de dados clínicos, imagens de neuroimagem e testes 

sorológicos é essencial para estabelecer um diagnóstico preciso. Em resumo, a 

toxoplasmose cerebral é uma condição séria que requer um entendimento aprofundado de 

sua patogênese, diagnóstico, tratamento e prevenção. A pesquisa contínua e a colaboração 
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interdisciplinar são essenciais para melhorar o manejo da doença e melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes afetados. 

 

 

1.5 Resposta imune a T. gondii 

 

A resposta imune a T. gondii envolve tanto a imunidade inata quanto a adaptativa, 

que desempenham papéis cruciais na defesa contra a infecção. 

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do corpo contra T. gondii e é 

ativada imediatamente após a infecção. Essa resposta envolve células como macrófagos, 

células dendríticas e células NK, que reconhecem e eliminam patógenos de forma não 

específica. Durante a fase inicial da infecção, essas células ajudam a controlar a 

multiplicação do parasita e moldam a resposta imune adaptativa subsequente (Braga- 

Silva et al., 2016). 

Na resposta imune adaptativa, as células T CD4+ são essenciais para a resistência 

ao T. gondii. Pacientes com HIV/AIDS, que apresentam um declínio no número de 

células T CD4+, por exemplo, frequentemente desenvolvem toxoplasmose grave. Em 

modelos de camundongos, a falta dessas células está associada a uma maior 

suscetibilidade durante a fase crônica da infecção (Fatoohi et al., 2004). As células T 

CD4+ contribuem para aperfeicoamento derespostas  de células B e células T CD8+ e 

produzem citocinas como interferon-gama (IFN-γ), que ativam macrófagos e outras 

células inatas (Braga-Silva et al., 2016). 

A relação entre a toxoplasmose e o sistema imunológico é de suma importância 

para a compreensão dos mecanismos desencadeados pelo parasita T. gondii: quando um 

indivíduo é infectado por T. gondii, o parasitointerage com o sistema imunológico do 

hospedeiro ao adentrar em suas células hospedeiras, resultando na ativação de uma 

resposta imune inata e adaptativa (Sayles; Gibson e Johnson, 2000. Lee et al. 2019). 

Uma resposta imune exacerbada ou desregulada pode causar danos nos tecidos e 

inflamação sistêmica. Por outro lado, uma resposta imune inadequada ou enfraquecida 

pode resultar em infecção crônica, reativação de parasitas latentes e aumento da 

suscetibilidade a formas graves de toxoplasmose, como toxoplasmose ocular e encefalite. 

Essas respostas incorretas comprometem a saúde do hospedeiro, destacando a 

importância de compreender os mecanismos imunológicos para desenvolver estratégias 

eficazes de modulação do sistema imunológico e melhorar os resultados em indivíduos 
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infectados (Chen et al., 2000. Montoya; Liesenfeld, 2004). 



23 

 

A resposta imunológica à toxoplasmose cerebral pode variar entre os indivíduos. 

Essa variação é influenciada por polimorfismos genéticos em genes relacionados ao 

sistema imunológico, tais como os que codificam citocinas, receptores de padrão de 

reconhecimento (por exemplo PAMPS) e moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC), os quais podem influenciar  a resposta imune do 

hospedeiro. Além disso, a variação genética pode impactar a intensidade e o tipo de 

resposta inflamatória desencadeada durante a infecção, bem como a capacidade de 

regulação imunológica, incluindo a produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias (Amerizadeh et al. 2013). 

 

 

 

 

1.6 Papel das Células B no Sistema Imunológico 

 

As células B são um tipo de linfócito, um componente essencial do sistema 

imunológico adaptativo. Elas desempenham um papel crucial na resposta imune, 

produzindo anticorpos que ajudam a combater patógenos, autoantígenos e tumores e são 

importantes na resposta em esquemas de vacinação. São encontradas nos tecidos linfóides 

e têm a capacidade de se diferenciar em células produtoras de anticorpos, chamadas de 

plasmócitos, e em células de memória que fornecem imunidade duradoura contra 

patógenos previamente encontrados (Park et al., 2019). 

A interação entre células B e outros componentes do sistema imune, como células 

T e citocinas, é crucial para a modulação da resposta imune e controle do parasita durante 

a fase aguda da infecção , conforme evidenciado pelos estudos de Montorsi; Siu e 

Spencer (2022). 

Enquanto a imunidade mediada por células é importante para combater a infecção 

por Toxoplasma, o papel das células B e anticorpos na imunidade humoral contra T. 

gondii também é significativo. As células B, portanto, produzem anticorpos que podem 

bloquear a infecção de células hospedeiras pelo parasita, contribuindo para a proteção do 

hospedeiro(Sayles; Gibson e Johnson, 2000). 

A imunoglobulina A (IgA) é um tipo de anticorpo produzido principalmente nas 

membranas mucosas do trato respiratório, gastrointestinal e geniturinário, 

desempenhando um papel importante na defesa contra patógenos que entram em contato 

com essas superfícies. A detecção de IgA específica para  T. gondii, pode ser realizada 
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por meio de ensaios laboratoriais, como ELISA (ensaio imunoenzimático) e 
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ISAGA (ensaio de aglutinação imunossorvente). A presença de IgA específica 

pode ser indicativa de uma resposta imune ativa contra o patógeno, considerando que 

esta imunoglobulina pode ser uma referencia  importante para o diagnóstico e 

monitoramento da infecção (Pomares; Montoya, 2016). A imunoglobulina  isótipoIgA 

pode persistir por períodos prolongados no corpo. Testes para a detecção de  IgA 

mostraram ser mais sensíveis do que aqueles para a detecção de anticorpos IgM em 

fetos e recém- nascidos. Além disso, IgA pode ser particularmente útil na identificação 

de pacientes em risco de reativação, como aqueles com AIDS ou os que passaram por 

transplantes de medula óssea (Montoya; Liesenfeld, 2004).ImunoglobulinaA específica 

foi detectada no líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com AIDS e encefalite 

toxoplásmica (Pinon et al., 1995). 

O estudo de Lee et al. (2019) mostrou que a vacinação com partículas semelhantes 

a vírus contendo múltiplas proteínas antigênicas T. gondii induziu níveis mais elevados 

de resposta de IgA em fezes em comparação com o grupo controle não vacinado. Isso 

sugere que a vacinação com essas partículas pode desempenhar um papel na indução de 

uma resposta imune eficaz contra o parasita. 

A interação entre os plasmócitos produtores de IgA e as células epiteliais das 

mucosas é crucial para a imunidade mucosa. As células epiteliais das mucosas secretam 

a IgA, que desempenha um papel fundamental na primeira defesa das superfícies mucosas 

contra patógenos. Esses plasmócitos produtores de IgA presentes nas mucosas, portanto, 

são estimulados pela presença de antígenos e produzem IgA específica para esses 

antígenos. Essa, por sua vez, é então transportada através das células epiteliais das 

mucosas e liberada na superfície mucosa, onde pode neutralizar patógenos e impedir sua 

adesão e invasão. Essa interação é essencial para a defesa eficaz das mucosas contra 

infecções (Khan; Noordin, 2019). 

Diversas estratégias terapêuticas têm sido desenvolvidas visando potencializar a 

resposta dos plasmócitos produtores de IgA na toxoplasmose, como a administração de 

agentes imunomoduladores que estimulem a produção de IgA. Isso pode incluir o uso de 

probióticos, que têm sido associados ao aumento da produção de IgA nas mucosas, bem 

como a administração de certos tipos de vacinas que visam especificamente aumentar a 

resposta de IgA. Além disso, a terapia com imunoglobulina polivalente (IVIG) também 

pode ser considerada em casos de deficiência de IgA. Estas estratégias terapêuticas visam 

fortalecer a imunidade mucosa e proteger contra infecções em mucosas, como as causadas 



26 

 

pelo T. gondii (Khan; Noordin, 2019). Além disso, a vacinação com essas 

partículas também induziu respostas de células T e B de memória, incluindo citocinas e 

células secretoras de anticorpos, contribuindo para a proteção eficaz contra a infecção 

por T. gondii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Atualmente vários estudos de meta-análise tem associado o desenvolvimento de 

doenças neuropsiquiátricas e infecção crônica por T. gondii. Considerando a carência de 

estudos que comparem os genes expressos no cérebro em diferentes espécies de animais 

infectados com Toxoplasma, este trabalho visou investigar a expressão de genes  

diferencialmente expressos em tecido cerebral de camundongos experimentalmente 

infectados com T. gondii. Esta abordagem multidisciplinar visou lançar luz sobre os 

aspectos genéticos e imunológicos subjacentes à infecção por Toxoplasma, evidenciando 

o contexto da infecção cerebral por Toxoplasma gondii, oferecendo insights cruciais para 

futuras estratégias terapêuticas. 

 

 

3. OBJETIVO 

 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo investigar e analisar, por meio da revisão 

de produções científicas das bases de dados NCBI GEO, Pubmed e EBI, a expressão de 

genes relacionados à resposta imune cerebral à Toxoplasma gondii. 
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3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1 Realizar busca bibliográfica em banco de dados aberto como PubMed, NCBI GEO 

e EBI ArrayExpress de estudos relacionados a expressão genica cerebral de camundongos 

infectados com T. gondii; 

3.2.2 Após a seleção do estudo mais apropriado, investigar a expressão de genes 

diferencialmente expressos em tecido cerebral de camundongos cronicamente infectados 

com T. gondii em relação aos não infectados; 

3.2.3 Análise criteriosa dos dados obtidos para seleção dos genes diferencialmente 

expressos mais relevantes e não estudados anteriormente; 

3.2.4 Após essa etapa de seleção do gene específico dentre outros diferencialmente 

expressos (gene de switch de classe de cadeia pesada de imunoglobulina) e não estudado 

anteriormente, infecção de animais com T. gondii e análise na fase crônica da infecção de 

resposta imune relacionada (detecção de células IgA+ no tecido cerebral);  

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Condução da Análise Sistemática: Métodos Adotados 

 

 

4.1.1 Estratégia de Busca Bibliográfica e base de dados 

 

Para realizar a busca de dados, foram empregadas as seguintes palavras-chaves 

"cerebral + toxoplasmosis" e "Neural + toxoplasmosis". 

Foram utilizadas apenas estudos realizados no período de 2019 até 2022. Os bancos 

de dados consultados foram o PubMed, NCBI GEO. 

 

 

4.1.2 Critérios de Inclusão e Exclusão de Estudos 

 

Foram estabelecidos critérios de inclusão rigorosos para garantir a coerência e 

relevância dos estudos selecionados, descritos abaixo: 
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a) Linguagem: Somente artigos publicados em língua inglesa foram considerados 

para evitar barreiras linguísticas e facilitar a comparação entre os estudos. 

b) Tipo de estudo: Foram incluídos estudos clínicos e experimentais que 

examinassem a resposta imunológica frente à toxoplasmose cerebral. 

c) População: Foi priorizado a inclusão de estudos que envolvessem camundongos 

infectados por Toxoplasma gondii. 

 

Alguns aspectos foram levados em consideração para excluir determinados 

estudos: 

 

a) Formas específicas da doença: Artigos que explorassem apenas formas oculares, 

auditivas ou pulmonares da toxoplasmose foram excluídos, pois o foco desta 

revisão é a resposta imunológica frente à toxoplasmose geral e cerebral. 

b) Infecção em animais: Estudos que se limitavam à ocorrência da toxoplasmose em 

animais domésticos ou silvestres foram excluídos, já que esta revisão teve como 

objetivo entender a resposta imunológica em seres humanos. 

c) Outras condições: Artigos que discutiam situações clínicas diferentes da 

toxoplasmose, como infecções virais ou bacterianas, foram excluídos. 

 

 

4.1.4 Extração de Dados 

 

Foi realizada uma análise de categorização de toxoplasmose, por meio da 

construção de uma tabela que relacionou cada artigo analisado com categorias 

específicas, incluindo genes, células, e contexto da doença (aguda, crônica, congênita). 

Essa abordagem permitiu a identificação e comparação das respostas imunes 

consideradas em cada estudo revisado, contribuindo para uma compreensão mais 

abrangente das diferentes abordagens e descobertas na área da toxoplasmose.  

 

 

4.1.5 Análise transcriptômica 

 

A análise de dados foi conduzida usando a linguagem de programação R no 

ambiente RStudio. Os conjuntos de dados coletados foram normalizados e combinados 

em uma única matriz para possibilitar a análise de genes específicos. Dos conjuntos de 

dadosobtidos, apenas o estudo de Garfoot et al. 2019, conjunto de dados (GSE117504), 

foi ajustado ao nosso objetivo, pois os outros estudos coletados não se adequavam nos 
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seguintes aspectos: havia infecção conjunta de outro microrganismo junto ao 

Toxoplama gondii, não era infecção crônica, não era infeção por animais modelos 

desejados (camundongos) ou após a normalização dos dados os conjuntos não 

possuíram um “p value” significativo. 

 

 

4.1.6 Disponibilidade de Dados e Código 

 

O conjunto de dados de encefalite crônica por T. gondii está publicamente 

disponível no GEO sob a referência GSE117504. O código usado para gerar a análise 

está disponível no repositório do Github:  

(https://github.com/czarnewski/toxoplasma_kinetics).  

 

 

4.2 Experimentos In Vivo 

 

 

 

4.2.1 Animais 

 

Para conduzir os experimentos in vivo, utilizamos camundongos fêmeas da 

linhagem BALB/c, com uma idade de oito semanas. Os animais foram alojados nas 

instalações da Universidade Federal de Uberlândia, especificamente na Rede de Biotérios 

de Roedores (REBIR/UFU). Durante todo o período experimental, os camundongos 

permaneceram em ciclos regulares de 12 horas de luz e 12 escuro, com acesso contínuo 

a uma dieta balanceada e água filtrada. 

Os procedimentos envolvendo os animais foram conduzidos em conformidade 

com os princípios éticos estabelecidos pelo governo brasileiro. Todos os protocolos foram 

submetidos e aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Uberlândia, sob o protocolo número 011/21. 
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4.2.2 Cepa de T. gondii 

 

A manutenção da cepa ME49 de T. gondii foi feita em Calomys callosus 

(Rodentia: Cricetidae), os quais foram previamente inoculados por via intraperitoneal 

com 10 cistos de T. gondii. Após um período de aproximadamente um mês pós-infecção, 

o cérebro dos animais foi coletado e os cistos da cepa ME49 foram quantificados e 

ajustados para uma concentração de 10 cistos, os quais foram suspensos em 0,2 mL de 

solução salina tamponada com fosfato (PBS; concentração de 0,1 mol/L, pH 7,2). 

 

Esta solução, contendo os cistos foi utilizada para a infecção de camundongos 

experimentais por meio de administração intraperitoneal (i.p.). 

 

 

4.2.3 Procedimento Experimental 

 

 

 

Camundongos BALB/c, machos e fêmeas, foram infectados i.p. com 10 cistos de 

T. gondii. No 30º dia após a infecção, grupos de camundongos foram anestesiados com 

Ketamina (Syntec Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil) e Xilazina (Schering-Plough Coopers, 

Cotia, SP, Brasil) por via intraperitoneal e foram eutanasiados por deslocamento cervical. 

Amostras de sangue foram coletadas para ensaios sorológicos, e cérebros foram 

coletados, fixados em formalina tamponada a 10% e processados rotineiramente para 

inclusão em parafina e corte histológico. 

 

 

4.2.4 Processamento Histológico 

 

As seções de tecido cerebral com 4 μm de espessura foram coradas com 

hematoxilina- eosina (H&E) para análise histológica junto a microscopia de luz. As 

células positivas para IgA foram avaliadas no cérebro por meio de imunohistoquímica. 

As seções de tecido desparafinizadas foram colocadas em uma câmara umidificada, a 

atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com 3% de H2O2 e o resgate 

antigênico foi realizado em tampão citrato (pH 6,0) em forno micro-ondas por 7 

minutos. Em 
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seguida, as marcações inespecíficas foram reduzida incubando as lâminas com 0,3% de leite 

desnatado (Molico, Nestlé®, São Paulo, SP, Brasil) em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS) à temperatura ambiente. Posteriormente, as seções foram permeabilizadas usando 0,01% 

Triton X-100 e incubadas a 4 °C durante a noite com anticorpo de cabra anti-IgA de 

camundongo (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) diluído em 0,01% saponina. Em 

seguida, as seções foram incubadas com anticorpo biotinilado de jumento anti -cabra (Jackson 

ImmunoResearch Inc., West Groove, PA, EUA), respectivamente. A sensibilidade do ensaio 

foi amplificada pela adição do complexo avidina-biotina (kit ABC, PK-4000; Vector 

Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EUA) diluído 1:100. As reações foram desenvolvidas 

usando 3,3′-diaminobenzidina tetrahidroclorida (Sigma). Controles positivos e negativos para a 

presença do parasito no tecido foram incluídos para controle de qualidade das reações. As 

seções foram contracoradas com hematoxilina de Harris e examinadas sob um microscópio de 

luz usando uma objetiva de 40×. As células IgA positivas foram quantificadas por seção 

tecidual.  

 

5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Exploração da infecção cerebral por T. gondii por meio de  Sequenciamento de RNA 

 

Para caracterizar imparcialmente a dinâmica temporal da expressão gênica no 

cérebro durante a infecção crônica, buscamos primeiro analisar os dados públicos 

GSE117504 (Garfoot et al 2019) (Figura 1A). Esse conjunto abrange uma coleção de 

dados transcriptômicos derivados da toxoplasmose cerebral experimental, 

proporcionando um recurso valioso para desvendar os intrincados mecanismos 

moleculares que sustentam essa doença complexa. Ele compreende uma variedade 

diversificada de amostras representando vários pontos no tempo durante a infecção. 

Notavelmente, o conjunto de dados exibiu uma qualidade robusta, evidenciada por mais 

de 20 milhões de leituras por amostra (Figura 1A) e valores de expressão relativa log 

(RLE) consistentemente estáveis após a normalização das contagens (Figura 1B). Esses 

resultados indicam que o GSE117504 possui boa qualidade geral das amostras. 
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Figura 1 – Análise de dados de sequenciamento de RNA em massa da toxoplasmose cerebral 1
 

 

Fonte: Autor, 2024. 1 (A) Ilustração esquemática do desenho experimental usado para coletar 

amostras de cérebro de camundongos infectados e não infectados sob toxoplasmose crônica. Os pontos 
temporais são indicados com 2-3 camundongos por grupo. (B) Análise do componente principal de todas 
as amostras, destacando a separação das amostras infectadas (quadrados) dos controles (círculos) e a 
duração da infecção (gradiente de cor). (C) Gráfico de vulcão para a assinatura conservada sob a infecção 
em todos os pontos temporais, onde genes significativamente regulados para cima (vermelho) e para  
baixo (azul) são mostrados. Genes com -log10(Pvalue) acima de 2 e log2(FC) acima de ±1 (linhas 

tracejadas) são considerados significativos. Alguns genes selecionados estão destacados. (D) Análise 
funcional do conjunto de genes para genes regulados para cima e para baixo usando a Gene Ontology. 
Termos com -log10(Pvalue) acima de 2 (linhas tracejadas) são considerados significativos. 

 

Em seguida, calculamos a variância gênica nas contagens normalizadas para 

identificar imparcialmente os genes cujas expressões são potencialmente alteradas ao 

longo do tempo e da infecção (Figura 1C). Os 500 genes mais variáveis foram 

selecionados para redução dimensional não supervisionada via análise de componentes 

principais (PCA) para visualização e exploração de dados (Figura 2B). Essa análise 

revelou uma segregação distinta das amostras, principalmentee impulsionada pelo status 

da infecção ao longo do primeiro componente principal (PC1), compreendendo mais de 

80% de toda a variação encontrada no conjunto de dados. 

 

Por outro lado, a duração da infecção foi o principal fator da separação das 

amostras ao longo do segundo componente principal (PC2), com cerca de 5% da 

variância retida (Figura 2B). Essa separação sugere o papel fundamental desempenhado 

pela infecção na modelagem do complexo panorama molecular associado à 

toxoplasmose cerebral, e também que a infecção crônica não é homogênea. 
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Para entender o efeito da infecção a partir da duração da infecção, utilizamos um 

modelo linear generalizado (MLG) com EdgeR 

{https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp616}, que é um método estatístico flexível 

para permitir a separação dos efeitos da infecção da variável tempo. Em outras palavras, 

os MLGs consideram a expressão gênica de qualquer gene como uma combinação dos 

efeitos das variáveis (neste caso, infecção e tempo): 

 

E𝑋𝑃 ~ 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 + 𝑡𝑖𝑚e 

 
Com essa abordagem, identificamos mais de 2500 genes diferencialmente 

expressos (DEGs) em cérebros infectados versus controles não infectados, 

independentemente do tempo de infecção (Figura 2C). Esse número elevado de DEGs 

induzido pela infecção está, portanto, alinhado com os resultados da PCA, onde a 

infecção contribuiu mais para o PC1. O grupo de genes que aumentaram a expressão 

estava notavelmente associado a vias envolvidas na sinalização de citocinas (Il12b, Tnf, 

Il18rap), resposta imune do tipo 1 (Nkg7, Oas1a, Isg15, Cd8a/b, Stat1, Irf7), resposta a 

estímulos microbianos (Reg3g, Cd74, Tnf) e quimiotaxia celular (Cxcl9, Cxcl11, Ccr2, 

Ccl12, Cxcr3), chamando a atenção para a complexa resposta imune do hospedeiro à 

toxoplasmose cerebral (Figura 2D). Por outro lado, os genes que diminuíram a 

expressão estavam intrinsecamente ligados a vias que influenciam a estrutura sináptica 

(Cbln3, Cbln1), transmissão sináptica química (Glra1, Gabra6, Mpz, Chrna6, Cbln1) e 

desenvolvimento neuronal (Foxa1, Neurod4, Lhx1, Lhx5), sugerindo possíveis 

interrupções nas vias de sinalização neuronal induzidas pela infecção (Figura 2D). A 

lista completa de genes diferencialmente expressos e o enriquecimento das vias são 

apresentados nas Tabelas 1 e 2.t Esses achados fornecem conhecimentos sobre a 

complexa interação heterogênea entre a resposta imune do hospedeiro e as alterações 

neurofisiológicas no contexto da toxoplasmose cerebral. 

 

t Tabela 1. Lista de genes diferencialmente expressos. 

Tabela 2. Análise funcional de conjuntos de genes diferencialmente expressos. 

Tabela 3. Lista de genes presentes em cada módulo temporal. 

Tabela 4. Análise funcional de conjuntos de genes por módulo temporal. 
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Figura 2 – Dinâmica das células B no cérebro durante a infecção crônica por T. gondii 2
 

 

Fonte: Autor, 2024. 2 (A) Gráficosde vulcão para genes que são diferencialmente expressos em 
cada ponto temporal, emrelação aos camundongos no dia 21 da infecção. Genes selecionados regulados 
para cima e para baixo são mostrados. (B) Mapa de calor para todos os genes afetados temporariamente 
pela infecção, que foram agrupados em 7 módulos de genes distintos (m1-m7). A cor representa a 
expressão gênica escalonada entre as amostras (Z-score).(C) Tendência de expressão temporal e análise do 
conjunto de genes paraos módulos de genes selecionados m3 e m5. Cada ponto representa a expressão 

normalizada de um gene, para todos os genes naquele módulo de gene por grupo de amostras. (D) 
Coloração por imunohistoquímica para IgA no cérebro de camundongos no dia 32 da infecção como 
realizado no estudo base. A região delimitada pela linha tracejada cinza representa o plexo coroide. Os 
boxplots representam os quantis 5º, 25º, 50º, 75º e 95º, respectivamente. 

 

 

5.2 Genes (que tipo de genes?) relacionados às células B são destaque na 

toxoplasmose cerebral crônica tardia 

 

Tendo identificado os principais genes diferencialmente expressos (DEGs) 

impulsionados pela infecção por T. gondii pelo modelo MLG, buscamos agora investigar 

a heterogeneidade da infecção crônica, mostrada no PC2 (Figura 2B). Portanto, 

calculamos a expressão diferencial ao longo dos pontos temporais, incluindo amostras de 

infecção crônica inicial (dia 21 e 28) e infecção crônica tardia (dias 90 e 180). Em 
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comparação ao dia 21, quando os primeiros taquizoítos chegam e começam a 

colonizar o cérebro (Zenner et al, 1998), camundongos infectados no dia 28 apresentaram 

apenas uns poucos genes diferencialmente expressos (11 regulados positivamente e 3 

regulados negativamente) (Figura 3A). Surpreendentemente, amostras dos dias 90 e 180 

de infecção apresentaram níveis muito mais elevados de DEGs, incluindo tanto 

regulados positivamente quanto negativamente (Figura 3A). Também observamos que 

muitos dos genes identificados ao longo dos pontos temporais estão significativamente 

desregulados, mas em diferentes níveis, incluindo genes relacionados à redução do fuso 

mitótico (Cdc20, Cenpf, Nuf2, Bub1b, Ttk) e diminuição da imunidade das células T 

(Trbc1, Nkg7, Cd3g, Cd3e, Cd3d) e citotoxicidade de células NK (Il21, Ncr1, Klrk1, 

Klrc2, Klrd1, Klrc1) (FigS2). Esses resultados destacam que, após a fase inicial de 

cronificação (cerca de 21 a 28 dias), os níveis de células T e células imunes diminuíram, 

o que está em linha com a interconversão de taquizoítos para bradizoítos e sua evasão da 

resposta imune (Zhao, 2020) e com o controle do período mitótico inicial na célula 

durante a diferenciação dos bradizoítos (Radke JR, 2003). 

 
Figura 3 - Análise de controle de qualidade dos dados de RNA-seq.³ 

 

Fonte: autoria própria.3(A) Boxplot dos tamanhos das bibliotecas para cada grupo de amostras 

no conjunto de dados de RNA-seq. (B) Expressão relativa logarítmica (RLE) para todos os genes 

detectados em cada amostra. (C) Gráfico de média-variância dos genes usado para a identificação dos 

genes altamente variáveisno conjunto de dados. Os 500 genes mais variáveis estão destacados. Em todos 

os gráficos, os boxplots representam os quantis de 5%, 25%, 50%, 75% e 95%, respectivamente. 

 

Entre os genes regulados positivamente nos dias 90 e 180 de infecção, foram 

identificados genes associados à função das células B, incluindo diferenciação de células 

B (Mzb1, Cd79a/b), genes associados a mudança de classe de anticorpos (Igha, Ighe, 

Ighga, Ighg2c,Jchain) e vários receptores de células B (Igkv, Ighv, Igkc, Ighc) (Figura 

3A-B). Esses achados são particularmente surpreendentes porque, até onde sabemos, 

nunca foi descrito que as células B expandem ou migram para o cérebro sob infecção por 
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Toxoplasma. Elas foram relatadas em outras patologias, especialmente quando Cxrc3 e 

Cxcl9 são produzidos no cérebro, induzindo a diapedese das células B (Jain RW, 2022). 

De fato, ambas essas moléculas estavam entre os principais DEGs encontrados em 

cérebros cronicamente infectados (Figura 2C). 

 

 

5.3 As células B migram para o cérebro na infecção crônica tardia 

 

Decidimos investigar mais a fundo se as descobertas acima poderiam ser 

impulsionadas puramente pelo envelhecimento natural dos animais ou pela maturação da 

resposta imune sob infecção por T. gondii. Para isso, selecionamos todos os genes 

diferencialmente expressos em qualquer ponto temporal e os agrupamos em módulos de 

genes temporalmente coerentes (Figura 4). Entre eles, 3 módulos se destacaram: Um 

módulo foi enriquecido para genes na regulação negativa da resposta imune citotóxica 

(m6), um módulo enriquecido para assinatura de células B (m5) e um módulo 

enriquecido para controle da divisão celular (m3) (Figura 3B). Apenas o módulo m2 

apresentou um padrão enriquecido em camundongos de 6 meses de idade 

(independentemente da infecção), sugerindo uma rede gênica associada à 

senescência/maturação. O módulo de células B m5 não apresentou genes detectados em 

camundongos não infectados, indicando que a expansão de células B é um fenômeno 

desencadeado pela inflamação (Figura 3B).  



37 

 

Figura 4. - Análise de conjuntos de genes das diferenças de expressão temporal. 

 

Fonte: autoria própria4. O enriquecimento funcional usando Gene Ontology (versão 2023) para 

genes regulados para baixo e para cima é mostrado para os dias 28, 90 e 180 de infecção. Termos com um 

-log10(Pvalue) acima de 2 (linhas tracejadas) são considerados significativos. 

 

A partir desses resultados, decidimos verificar a presença de células IgA+ no 

cérebro dos animais infectados. De fato, a imunodetecção de IgA+ no cérebro por 

imuno- histoquímica mostrou que as células B são encontradas principalmente nas 

proximidades dos vasos da pia-máter (Figura 3D) e meninges, e uma pequena 

quantidade de células no parênquima (Figura 3D). Células IgA+ não foram detectadas 

no cérebro de animais não infectados. Em conclusão, mostramos pela quantificação de 

transcritos de células B no conjunto de dados de RNA-seq disponíveis em banco de 

dados e pela detecção direta de células IgA+ no cérebro que as células B estão ausentes 

no cérebro saudável e são capazes de infiltrar o cerebral cérebro sob infecção. 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 

A infecção por T. gondii induz uma imunidade inata que representa a primeira 

linha de defesa contra o patógeno. No entanto, o parasita desenvolveu estratégias para 

evadir dessa resposta e persistir como uma infecção crônica, principalmente no sistema 
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nervoso central (SNC), sendo a resposta imune adaptativa essencial para a 

sobrevivência do hospedeiro infectado (Denkers EY, 1998). Para identificar fatores de 

imunidade, o conjunto de dados de perfil genômico do transcriptoma cerebral obtido do 

estudo de Garfoot et al. 2019 foi analisado para identificar genes diferencialmente 

expressos no cérebro nos dias 28, 90 e 180 de camundongos cronicamente infectados por 

T. gondii. 

 

 
Figura 5 - Padrões de expressão de módulos de genes e seus respectivos conjuntos de genes 

enriquecidos. 
 

Fonte: autoria própria.5A tendência de expressão para cada módulo é mostrada para cada gene 

individual por réplica (pontos pretos) e para o grupo experimental como um boxplot. Os boxplots 

representamos quantis de 5%, 25%, 50%, 75% e 95%, respectivamente. Termos enriquecidos com um - 

log10(Pvalue) acima de 2 (linhas tracejadas) são considerados significativos. 

 
 

 

Amostras dos dias 90 e 180 de infecção apresentaram níveis muito mais elevados 

de DEGs, que estavam relacionados ao fuso mitótico das células hospedeiras, imunidade 

de células T e citotoxicidade de células NK. Como um parasita intracelular, T. gondii 

manipula uma ampla gama de funções celulares do hospedeiro, como a divisão celular. 

Os dados publicados relacionados ao ciclo celular são controversos. Alguns estudos com 

fibroblastos de prepúcio humano imortalizados indicam a mudança impulsionada pela 

infecção de G0/G1 para a fase S, com acúmulo de células hospedeiras na fase S (Lavine 

MD, 2009; Molestina RE, 2008) e em uma linha celular de trofoblasto humano (BeWo) 



39 

 

parada na fase G2/M (Brunet J, 2008), refletindo, muito provavelmente, reações 

específicas de tipo celular. Em células endoteliais primárias da veia umbilical bovina 

(BUVEC), T. gondii desregula o ciclo celular do hospedeiro, parando o ciclo celular em 

G2/M através de alterações funcionais, como erros de segregação cromossômica, 

alteração do fuso mitótico e bloqueio da progressão da citocinese (Velásquez ZD, 2019). 

Assim, como nos estudos in vitro, esses dados obtidos da análise transcriptômica sugerem 

que T. gondii é capaz de alterar o ciclo celular no cérebro infectado. 

 

O papel e a ativação dos linfócitos T na infecção crônica por T. gondii estão bem 

caracterizados (Gazzinelli R, 1992; Kang HJ, 2019). Em relação às células NK, foi 

demonstrado que há um papel crítico do NKG2D das células NK na interação NK-DC, 

que é importante para a geração de uma imunidade robusta de células T CD8+ contra a 

infecção por T. gondii, protegendo os camundongos contra a alta carga parasitária no 

cérebro (Guan H, 2008). No entanto, as células NK regulam negativamente as células T 

CD8 para promover exaustão imune e persistência do parasita e infecção crônica no 

cérebro (Ivanova DL, 2020). Assim, as interações de longo prazo entre o parasita e o 

hospedeiro na infecção crônica tardia levam à diminuição dos transcritos dos linfócitos T 

e das células NK no órgão mais afetado na infecção crônica tardia. 

 

Em relação às células B, seu papel na infecção por T. gondii é menos 

compreendido, principalmente no SNC. Estudos anteriores mostraram que camundongos 

deficientes em células B (muMT) infectados com a cepa ME-49 por via oral sobreviveram 

à infecção aguda, no entanto, morreram na infecção crônica inicial, com replicação do 

parasita e patologia em seus cérebros (Kang H, 2000). Além disso, mesmo quando 

vacinados com a cepa ts-4 RH, os camundongos muMT foram altamente suscetíveis ao 

desafio com a cepa RH, em contraste com os camundongos controles (Sayles PC, 2000). 

Em ambos os experimentos, a susceptibilidade dos camundongos deficientes em células 

B não foram relacionados a funções deficientes das células T ou capacidade diminuída de 

produzir IFN-. Curiosamente, quando os camundongos C57BL/6 muMT foram 

infectados oralmente com a cepa Fukaya e sofreram transferência intraperitoneal de 

células B-1, mas não células B-2, de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii, 

eles sobreviveram mais de 5 meses (Chen M, 2003). No entanto, foi demonstrado que a 

imunidade humoral a T. gondii, que é regulada por Nfkbid, um regulador nuclear de NF- 
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κB, é necessária para a proteção completa contra o parasita e requer células B-1 e 

B-2 (Souza SP, 2021). Assim, as células B estão envolvidas na proteção contra a 

infecção por T. gondii, principalmente no cérebro cronicamente infectado. O conjunto de 

dados do transcriptoma cerebral obtidos por Garfoot et al. 2019 analisado neste estudo 

mostrou que genes associados à diferenciação de células B e troca de classe de cadeias 

pesadas de anticorpos estão regulados positivamente desde o dia 28 de infecção e 

principalmente nos dias 90 e 180. Entre as expressões dos genes de cadeias de anticorpos 

com troca de classe no cérebro de camundongos cronicamente infectados estavam IGHA, 

IGHE, IGHGA, IGHG2C e JCHAIN. 

 

Há evidências de que os anticorpos podem funcionar de forma protetora in vivo 

contra a infecção por T. gondii. O soro imune ao Toxoplasma melhorou a resistência dos 

camundongos muMT vacinados com ts-4 (Sayles PC, 2000) ou deficientes em CD4 

(Johnson LL, 2002) após um desafio com taquizoítos da cepa RH. Em ambos os casos, o 

soro imune continha isotipos específicos de IgG para T. gondii. Camundongos deficientes 

em células B (suprimidos neonatalmente) foram altamente suscetíveis ao desafio com T. 

gondii, no entanto, a transferência de anticorpos anti-Toxoplasma induziu proteção 

parcial, principalmente na infecção crônica (Frenkel JK, 1982). 

 

Em relação à IgA, este é um isotipo de anticorpo predominantemente produzido 

nas superfícies mucosas. Portanto, a expressão do gene da cadeia pesada de anticorpo da 

classe IgA, Igha, no SNC em infecção crônica por T. gondii foi surpreendente. Assim, 

infectamos camundongos com T. gondii e examinamos o cérebro no dia 30 (32) de 

infecção para procurar células IgA+ no órgão. Foram observadas células IgA+ no 

cérebro de camundongos BALB/c aos 30 dias de infecção, e estas estavam localizadas 

principalmente nas meninges (pia mater) e nas proximidades de alguns vasos das 

meninges. 

 

As meninges são compostas por três camadas celulares: a dura-máter, que é 

adjacente ao crânio, a aracnoide e a pia-máter, que é a camada logo acima do parênquima 

cerebral e da medula espinhal. Além disso, a superfície do cérebro é atravessada por veias 

e artérias não fenestradas envoltas pelos pés dos astrócitos (Rua R, 2018). Ao contrário 



41 

 

das populações endoteliais durais, a vasculatura das leptomenínges (aracnoide + 

pia- máter) apresenta junções oclusivas (Rua R, 2018). Com o protocolo utilizado no 

presente estudo, as células IgA+ estavam nas proximidades dos vasos da pia-máter, pois 

em nossos protocolos de dissecação cerebral, a dura + aracnoide permanecem no crânio. 

 

A maioria das células B na dura-máter é  célula B2 e uma grande fração delas 

são células B imaturas geradas na medula óssea do crânio (Brioschi S, 2021). Algumas 

células B na dura-máter são células IgA+ (Schafflick D, 2021). Em um estado estável de 

imunidade humoral meníngea, verificou-se que as meninges não desafiadas, 

especificamente na dura-máter de camundongos, a maioria plasmócitos peri-sinusais 

foram positivas para IgA (Fitzpatrick Z, 2020). Além disso, plasmócitos IgA+ estavam 

quase completamente ausentes nas meninges de camundongos germ-free (GF), mas sua 

presença foi restaurada em camundongos GF reconstituídos com um microbioma 

intestinal murino ou humano ou infectados com Citrobacter rodentium enteropatogênico, 

sugerindo que essas células podem surgir de células B no intestino e se diferenciarem em 

plasmócitos na dura-máter ou que essas células podem se diferenciar no intestino e migrar 

para a dura-máter (Fitzpatrick Z, 2020). Em camundongos deficientes em IgA infectados 

com Candida, observou-se um aumento na disseminação fúngica para o parênquima 

cerebral, confirmando a importância das células IgA+ nas meninges (Fitzpatrick Z, 2020). 

Assim, as células IgA+ podem migrar do intestino para a dura-máter e serem protetoras 

contra patógenos no SNC. De acordo com essa afirmação, Rojas et al. mostraram a 

presença no cérebro e medula espinhal de plasmócitos IgA+ produtores de IL10, durante 

inflamação em um modelo murino de esclerose múltipla (encefalomielite autoimune 

experimental-EAE) e essas eram derivadas do intestino, e a remoção de plasmablastos 

e/ou plasmócitos resultou em EAE exacerbada, que foi normalizada pela introdução de 

plasmócitos IgA+ derivados do intestino (Rojas OL, 2019). No presente estudo, as células 

IgA+ detectadas no cérebro de camundongos cronicamente infectados poderiam terem 

sido geradas na medula óssea do crânio e terem migrado para as meninges ou poderiam 

terem surgido da periferia e terem entrado no cérebro de camundongos cronicamente 

infectados com T. gondii. Experimentos adicionais são necessários para verificar essas 

hipóteses e se essas células são protetoras. 

 

A detecção sorológica de IgA específica para T. gondii tem sido usada como 

biomarcador diagnóstico de infecção ocular (de Jesus LN, 2016) e recente em mulheres 
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gestantes (Olariu TR, 2019). Vários estudos têm detectado os isotipos de IgG e 

subclasses de IgA de forma sistêmica e nas fezes em diferentes protocolos de vacinação 

por vias intranasal, intramuscular ou oral, utilizando partículas semelhantes ao vírus da 

influenza (VLPs) ou vírus vaccinia recombinantes (rVVs) expressando diferentes 

proteínas antigênicas de T. gondii ou proteínas recombinantes de T. gondii (Yin LT, 

2023; Kang HJ, 2019; Kang H, 2000; Lee DH, 2016; Yoon KW, 2022). Além disso, nós 

e outros detectamos IgA nas fezes de camundongos infectados oralmente com T. gondii 

(Zorgi NE, 2011; Araujo ECB, 2021; Araujo ECB, 2022). Foi demonstrado que a SIgA 

do leite humano foi capaz de inibir a replicação de T. gondii em enterócitos in vitro 

(Mack DG, 1992). No entanto, o papel efetivo da IgA na periferia ou no SNC na infecção 

por T.gondii ainda não é conhecido. 

 

No parênquima cerebral, apenas um estudo mostrou a detecção de IgA específica 

para T. gondii nos homogeneizados cerebrais de camundongos infectados ou imunizados 

e infectados com T. gondii (Kang HJ, 2019). No entanto, a detecção de células IgA+ no 

cérebro de camundongos infectados com T. gondii nunca foi demonstrada antes. Assim, 

experimentos adicionais são necessários para desvendar a origem das células IgA+ e seus 

papéis nos cérebros de animais cronicamente infectados. 

 

 

7 CONCLUSÃO 

 
Ao analisar um conjunto de dados públicos sobre encefalite por Toxoplasma, 

mostrou-se que T. gondii promove a expressão de genes relacionados a uma potente 

resposta inflamatória no cérebro. Surpreendentemente, vias relacionadas ao ciclo 

celular, à resposta imune citotóxica e genes relacionados às células B foram alteradas 

temporalmente durante a cronificação da infecção. Finalmente, validamos que 

plasmócitos IgA+ são raramente encontradas no cérebro de camundongos saudáveis, mas 

são capazes de infiltrar o parênquima em infecção por T. gondii. 
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Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação 
Comissão de Ética na Utilização de Animais 

CERTIFICADO 

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliação do estresse oxidativo em doença 

neurodegenerativa desenvolvida na infecção experimental crônica por Toxoplasma 

gondii em modelo murino”, protocolo nº 011/21, sob a responsabilidade de Neide 

Maria da Silva – que envolve a produção, manutenção e/ou utilização de animais 

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa científica – 
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under the responsibility of Neide Maria da Silva - involving the production, maintenance and/or use of animals 
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