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RESUMO 
 

Toxoplasma gondii vs radiação ionizante: Imunidade humoral e celular em 

baço e intestino de camundongos isogênicos imunizados com taquizoítos 

irradiados por Cobalto 60 

 
Andrés Jimenez Galisteo Jr. 

 

Estudamos o desenvolvimento de uma vacina para toxoplasmose utilizando a 

radiação ionizante como ferramenta. Aqui avaliamos o desenvolvimento da 

imunidade sistêmica e intestinal e a resistência à infecção, em diferentes 

camundongos imunizados, por via oral e parenteral, com taquizoítos irradiados a 255 

Gy e desafiados com cistos da cepa ME49. Camundongos C57Bl/6j, BALB/c e 

C57Bl/6j IFN-γ-/- foram imunizados com 107 taquizoitos de T. gondii irradiados a 

255Gy por diferentes vias. As preparações de taquizoítos irradiados, por via oral e 

parenteral, induziram produção de imunoglobulinas IgG e IgA no soro de 

camundongos, sendo predominante a subclasse de IgG2b, determinadas por ELISA. 

A produção de IgM foi mínima. Os animais imunizados pela via parenteral, 

apresentaram uma maturação mais rápida da avidez de anticorpos IgG que os 

animais imunizados por via oral. Houve excreção de IgG, IgA e IgM nas fezes dos 

animais imunizados, mais intensa nos animais imunizados por via oral. No estudo da 

imunidade celular induzida por antígeno e detectada for real-time PCR, houve uma 

grande produção de IFN-  por células esplênicas, menor por células das placas de 

Peyer intestinais, onde houve maior produção de IL-2. Houve proteção em todos os 

nossos esquemas avaliados, maior nos animais BALB/c. Os animais deficientes de 

IFN-γ, não foram afetados pelo processo de imunização e apresentaram produção 

de IgG e IgA sérico e excreção de S-IgA e S-IgM nas fezes, com menor numero de 

cistos cerebrais em animais imunizados por via parenteral. Todos nossos dados 

apontam para a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina oral para 

toxoplasmose, utilizando taquizoítos irradiados, com aplicação prática na imunização 

de felinos domésticos e selvagens. 

 

Palavras chave: Toxoplasma gondii, radiação ionizante, imunidade de mucosa, 

vacina 



ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii vs ionizing radiation: Cell and humoral immunity in 

spleen and gut of isogenic mice immunized with 60Co irradiated 

tachyzoites. 

 

Andrés Jimenez Galisteo Jr. 

 

We are developing a vaccine for toxoplasmosis, using ionizing radiation as a 

tool. Here we analyzed the production of sytemic and intestinal immunity, with 

protection studies, in several strains of inbred mice, by oral or parenteral route, using 

255 Gy irradiated tachyzoites of T. gondii RH strain, with challenge with cysts of ME-

49 strain.  C57Bl/6j, BALB/c and C57Bl/6j IFN-γ-/- mice were immunized with 107 

irradiated tachyzoites, be parenteral or oral route. Those preparations, both by 

parenteral or oral routes, induced the production of specific IgG, mainly of the IgG2b 

subclass, and IgA immunoglobulins in serum, , as determined by ELISA. IgM 

production was negligible. Parenteral immunized mice showed higher IgG avidity 

maturation, as compared to oral immunized mice. Fecal excretion of IgG, IgA and 

IgM was detected in stools of immunized animals, more intense in oral immunized 

mice. In cellular immunity studies, induced by antigen, with detection of cytokine 

production by quantitative real-time PCR, there are a great production of IFN-  by 

spleen cells, with lower levels in Peyer patches cells, where there are a greater IL-2 

production. Challenge studies in immunized mice demonstrated protection to 

infection in all used schedules, greater in BALB/c mice. C57Bl/6j IFN-γ-/- mice, when 

immunized, showed no signs of disease and produced similar or greater levels of 

antibodies than wild type mice. They also excreted S-IgA and S-IgM in stools, but 

with low numbers of brain cysts in parenteral immunized mice, despite similar 

mortality. Our data points to a fair possibility of use of those irradiated parasites as an 

oral vaccine, devised to use for veterinary or wild felines vaccination, reducing the 

production of oocysts by those hosts and interrupting the chain transmission of 

human toxoplasmosis. 

 

Keywords: Toxoplasma gondii, ionizing radiation, mucosal immunity, vaccine 



 



LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS1 

 gama 

60
Co Cobalto-60 

cDNA DNA complementar 

DMSO Dimethyl Sulfoxide 

ELISA Ensaio imunoenzimático (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

g RCF (relative centrifugal force) 

Gy Gray (dose de radiação) 

H2O2 Água oxigenada 30% 

HBSS Hank´s Balanced Salt Solution 

i.p Inóculo parenteral 

IFN-
-/-

 Camundongo geneticamente deficiente de IFN-  

IFN-γ Interferon-gama 

IL Interleucina 

M Molar 

mg Miligrama 

mL Mililitros 

mM Milimolar 

mRNA RNA mensageiro 

NaCl Cloreto de Sódio 

º C graus Celsius 

OPD Orto-fenilenodiamina 

PBS Salina tamponada com fosfatos 

PCR Reação em cadeia pela polimerase (Polimerase Chain Reaction) 

pH Potencial hidrogeniônico 

PMSF Inibidor de proteases (phenylmethanesulfonyl fluoride) 

Real-time PCR Reação em cadeia pela polymerase em tempo real (Real-time Polymerase 

Chain Reaction) 

Th Linfócito T helper 

v.o Inóculo oral 

v/v Volume a volume 

β-actina Proteína constitutiva de camundongo 

μg Microgramas 

μL Microlitros 

 

                                                 
1
 Devido ao uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviaturas seguem as iniciais de sua grafia em 

inglês. 
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I – INTRODUÇÃO 

 

1.1 Radiação ionizante 

 

1.1.1 Conceitos Gerais 

 

As radiações são ondas eletromagnéticas ou partículas que se propagam com 

determinada velocidade, contém energia e carga elétrica. Podem ser geradas por 

fontes naturais ou artificiais criadas pelo homem. As radiações eletromagnéticas 

podem ser divididas em dois grupos, as não ionizantes (ondas de rádio e televisão, 

telefonia móvel e microondas) e ionizantes, as quais são subdivididas em 

corpusculares (α, β, nêutrons, elétrons e prótons) e as eletromagnéticas como os 

raios X e radiação gama. 

A radiação ionizante além de muito empregada na esterilização de alimentos 

e produtos hospitalares, também apresenta um grande potencial de utilização na 

produção de vacinas (WALES & KUSEL, 1992), pelo fato de produzir danos diretos 

ou indiretos sobre as moléculas reprodutoras dos seres vivos. Esse tipo de radiação 

apresenta alta energia e capacidade de promover ionização e excitação nos meios, 

possuindo um alto poder de penetração (GROSH & HOOPYWOOD, 1979). 

O possível uso da radiação como uma tecnologia capaz de criar imunógenos 

potencialmente úteis como vacinas é descrita desde os anos 50 (TAYLOR et al., 

1986). Tanto a radiação gama, os raios-X e a radiação ultravioleta têm sido 

convincentemente úteis na atenuação ou esterilização de agentes biológicos dos 

mais variados tipos. Em todos os modelos celulares estudados, a radiação promove 
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essencialmente a perda da capacidade reprodutiva, mantendo o potencial 

imunogênico adequado (WALES & KUSEL, 1992). 

A radiação gama age por duas vias, na ação direta que decorre da 

transferência da energia para a molécula alvo, provocando ionização e modificação 

da estrutura química, gerando alteração na função biológica. Indiretamente e mais 

freqüentemente, a radiação age pela interação com a água do meio, molécula mais 

encontrada nos sistemas biológicos, formando hidrogênio molecular (H2), peróxido 

de hidrogênio (H2O2), e vários radicais livres, como hidroxila (OH ), elétron aquoso 

(e-
aq), átomo de hidrogênio (H ) e peroxila (HO2 ). Estes radicais interagem com 

moléculas biológicas, afetando estruturas celulares e ampliando os efeitos da 

radiação, devido ao seu potencial oxidante. (MICHAELS & HUNT, 1978). 

Os ácidos nucléicos e as proteínas são as principais moléculas afetadas, no 

entanto a atividade enzimática das proteínas e lipídeos de membrana celular 

somente podem ser alterados com doses mais elevadas de radiação (BUTLER et al., 

1984). A radiossensibilidade depende da linhagem celular, e da capacidade de 

reparo dos danos provocados no DNA, que, quando irreversíveis, podem levar a 

morte celular. Esse fenômeno pode ser imediato, tanto por agressão a genes 

essenciais (SZUMIEL, 1994), como por indução de apoptose, via radical, em grupos 

celulares específicos (HAIMOVITZ-FRIEDMAN, 1998). No entanto, o dano mais 

freqüente só será evidenciado na próxima divisão celular, pela perda do contato das 

cromátides irmãs com o fuso mitótico (OKAZAKI, 1995). 

Além da ação sobre os processos reprodutivos dos agentes ou indução de 

morte fisiológica, alguns fenômenos relacionados a alterações de proteínas 

induzidas pela ação direta da radiação ou através de radicais produzidos durante a 

radiólise da água são sugestivos de uma melhor resposta imunológica (PINHO et al., 
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1995). Tal fato provavelmente decorre da oxidação das proteínas, levando a uma 

fagocitose preferencial por células imunes, através de receptores scavenger (CARDI 

et al., 1998), sendo uma importante ferramenta para a produção de imunógenos. 

 Estudos com proteínas de venenos de serpentes, submetidas à ação da 

radiação gama, vêm demonstrando a eficiência do método como ferramenta na 

produção e melhora na qualidade de imunógenos, somado a vantagem de não 

adicionar novas moléculas a amostra durante o processo, como no caso do uso de 

agentes físicos ou químicos e à melhoria da antigenicidade de muitas proteínas 

(BAPTISTA et al., 2006). 

 

1.1.2 Radiação em parasitoses 

 

Usualmente, a radiação é usada em altas doses apenas para esterilização de 

alimentos contaminados, porém vem sendo utilizada como ferramenta na tentativa 

de produção de imunógenos, contra diversas doenças parasitárias (ERICKSON & 

ORTEGA, 2006). 

Candidatos vacinais utilizando parasitas irradiados já foram utilizados com 

bons resultados para helmintos (WALES & KUSEL, 1992). Ovos e miracídios de 

Schistosoma mansoni, foram isolados e irradiados com Cobalto-60 com doses de 5 

a 2000 Gy, tanto os ovos irradiados como os miracídios nas doses de 10 a 500 Gy, 

não conseguiram se desenvolver, porém quando foi utilizada a dose de 5 Gy, 3,2% 

dos caramujos desenvolveram a infecção (ANTUNES et al., 1971). Quando 

camundongos são imunizados com cercárias irradiadas (150 a 200 Gy), ocorre uma 

diminuição na carga de vermes de uma infecção desafio em até 90%, quando 

comparados com grupos não vacinados (RICHTER et al., 1995). 
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Em protozoários, ao estudar o efeito da radiação, na dose de 200 Gy, em 

esporozoítos de Eimeria tenella (Protozoa;Coccidia), notou-se danos nos 

mecanismos nucleares e celulares de reprodução, resultando em esterilização do 

agente (GILBERT et al., 1998). 

Em outros modelos como Trypanosoma cruzi, a radiação apenas induziu a 

perda de infectividade em um processo dose-dependente (MARTINEZ-SILVA et al., 

1969). Entretanto, outros autores observaram que não houve proteção quando 

camundongos, que receberam parasitas irradiados, eram inoculados com formas 

sangüíneas virulentas não irradiadas (SALATA et al., 1973). Camundongos 

imunizados com 1x108 formas/animal (3 doses) de T. cruzi irradiados com 60Co, 

foram desafiados com 1x102 parasitas metacíclicos isolados de Triatoma infestans e 

em todos os animais houve uma diminuição da parasitemia (OKANLA et al., 1982). 

Outro estudo realizado em bovinos, utilizando Trypanosoma brucei, demonstrou que 

esse animais imunizados com 107 formas dos parasitas irradiados a 600 Gy (137Cs), 

conferiram proteção completa contra desafio com 103 parasitas não irradiados 

(MORRISON et al., 1982). 

Em plasmódios, parasitas pertencentes ao filo Apicomplexa, a imunização de 

voluntários humanos, com esporozoítos irradiados, induziu proteção parcial contra a 

infecção, mas sem proteção contra desafio com formas eritrocíticas 

(NUSSENZWEIG et al., 1969). Esporozoítos de Plasmodium berghei, irradiados e 

criopreservados, foram inoculados em camundongos e apresentaram altos índices 

de proteção quando desafiados com as mesmas formas não irradiadas (ORJIH & 

NUSSENZWEIG, 1980). Foi possível observar também que esporozoítos irradiados 

foram capazes de invadir hepatócitos e se transformar em trofozoítos, mas com 

degeneração após essa fase, gerando imunidade semelhante à doença natural no 
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hospedeiro (SCHELLER et al., 1995). Quando voluntários humanos foram 

submetidos a imunizações com esporozoítos de P. falciparum irradiados a 150 Gy, 

desenvolveram anticorpos e foram protegidos contra malária transmitida através de 

mosquitos (EGAN et al., 1993). 

Em Toxoplasma gondii, a radiação foi empregada inicialmente com o objetivo 

de eliminar a infectividade de cistos em carnes contaminadas (DUBEY et al., 1986), 

ou formas infectantes como oocistos (DUBEY et al., 1998; DUBEY et al., 1996a) em 

alimentos contaminados, porém, quando taquizoítos foram submetidos a doses de 

200 Gy, foi observado que os taquizoítos irradiados promovem uma resposta de 

anticorpos similar a dos animais tratados, demonstrando que os parasitas irradiados 

nessa dose preservam suas características, além de inibir completamente a 

reprodução, sem danificar os processos de invasão celular e seu metabolismo basal, 

fornecendo em animais uma imunidade semelhante a infecção natural (HIRAMOTO 

et al., 2002). 

Utilizando preparações de taquizoítos irradiados por via oral, foi observada a 

produção de imunoglobulinas IgG e IgA no soro de camundongos C57Bl/6j, similar a 

infecção crônica. Seu uso com adjuvantes anti-ácidos induziu produção de IgA fecal 

e menos significativamente de IgG fecal. Outro fato importante observado foi que as 

preparações orais induziram proteção quantitativa ao desafio dos animais 

imunizados por cepa cistogênica, que foi semelhante à imunização parenteral, 

quando o hidróxido de alumínio foi usado como adjuvante (GALISTEO JR. et al., 

2005). Todos estes dados demonstram o potencial uso da radiação ionizante no 

desenvolvimento de uma vacina para toxoplasmose, para uso em animais e 

principalmente em felinos domésticos e selvagens. 
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1.2 Toxoplasmose  

 

1.2.1 Histórico 

 

A toxoplasmose é uma doença de ocorrência mundial causada pelo 

protozoário Toxoplasma gondi (NICOLLE & MANCEAUX, 1908). Este parasita se 

destaca por possuir uma estrutura própria ao filo chamada Complexo Apical, sendo 

esta responsável pela invasão nas células dos hospedeiros. O T. gondii é um 

parasita intracelular obrigatório, capaz de invadir e se multiplicar no interior de 

qualquer célula nucleada, sem distinção de tipo tecidual. A infecção se caracteriza 

na maior parte dos casos por uma fase inicial aguda de intensa replicação do 

parasita, seguida de uma fase crônica, assintomática em que o parasita se reproduz 

lentamente (DUBEY et al., 1998a). 

Este parasita foi descoberto independentemente e simultaneamente, em 

coelhos de laboratório no Brasil (SPLENDORE, 1908) e em roedores Ctenodactylus 

gundi na Tunísia (NICOLLE & MANCEAUX, 1908). Em 1912, durante o I Congresso 

de Patologia Comparada em Paris, Splendore dissertando sobre a toxoplasmose em 

coelhos predisse: “[...] nós não devemos ficar surpresos se esta doença for 

observada em seres humanos no futuro. [...] isto é o que indica nossas pesquisas e 

observações.” 

No início a toxoplasmose foi constantemente confundida com outras 

parasitoses e apenas em 1923 ocorreu à primeira caracterização de infecção em 

humanos, com a descrição de cistos oculares em uma criança de 11 meses com 

hidrocefalia em Praga (JANKU, 1923). Em 1954, devido à observação da alta 

prevalência da infecção na população, sugeriu-se que a transmissão ocorria através 
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da ingestão de carnes malcozidas, o que foi confirmado por outros pesquisadores, 

os quais demonstraram a resistência dos cistos teciduais às enzimas proteolíticas 

dos sucos digestivos (JACOBS, 1967). Porém não se conhecia a forma principal de 

transmissão. Estudos com modelos de Toxocara em gatos mostraram que o T. 

gondii poderia ser transportado pelos ovos do verme (HUTCHISON, 1965). Apenas 

alguns anos depois esse fato foi totalmente compreendido, podendo-se então, 

dissociar a transmissão da toxoplasmose do sistema de helminto (FRENKEL et al., 

1969; SHEFFIELD & MELTON, 1969), sendo o oocisto, forma encontrada nas fezes 

do gato e a elucidação da fase sexuada do agente muito bem caracterizada em 

seguida (DUBEY et al., 1970; MILLER et al., 1972). 

 

1.2.2 Ciclo de vida 

 

O T. gondii apresenta um ciclo de vida complexo (Figura 1), tendo os felinos 

como hospedeiros definitivos e o homem e os demais animais de sangue quente 

considerados hospedeiros intermediários (DUBEY et al., 1998a). O protozoário 

invade as células do intestino delgado dos felinos onde ocorre o ciclo enteroepitelial, 

caracterizado por reprodução sexuada do parasita, liberando oocistos nas fezes 

(FRENKEL et al., 1970). O felino infectado pode excretar milhões de oocistos por 

dia, nas fezes, por até 10 dias de excreção (MEIRELES et al., 2008). 

A esporulação dos oocistos ocorre no meio ambiente após aproximadamente 

cinco dias em contato com o solo e o oxigênio do ambiente, resultando na formação 

de dois esporocistos, com quatro esporozoítos em cada um (WONG & 

REMINGTON, 1993). Após a ingestão de oocistos esporulados por hospedeiros 

intermediários ou novamente por felinos, através de água ou alimentos 
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contaminados, são liberados os esporozoítos, que invadem as células intestinais e 

se transformam em taquizoítos, forma assexuada do parasita e de proliferação 

rápida, que serão disseminados pela circulação aos outros tecidos onde invadirão as 

células nucleadas, havendo proliferação e reativação (DUBEY et al., 1998a). 

Outras formas menos freqüentes da aquisição da doença são através de 

transplantes de órgãos, acidentes laboratoriais, transfusão de sangue de indivíduos 

na fase aguda da infecção e através da transmissão congênita (WEISS & KIM, 

2007), como pode ser observada no ciclo abaixo. 

 

 

Figura 1 - Ciclo do Toxoplasma gondii, mostrando os hospedeiros definitivos (felinos), 

hospedeiros intermediários e suas várias vias de infecção (Foto: Andrés J. Galisteo Jr 

& Roberto M. Hiramoto; Desenhos: Rodrigo Righetto Jimenez). 
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Os taquizoítos apresentam diversas estruturas comuns às demais células 

animais, como mitocôndrias, retículo endoplasmático e complexo de Golgi e também 

apresentam organelas características do filo, complexo apical ou conóide, com anéis 

polares, roptrias e micronemas e grânulos densos. Estas formas de multiplicação 

rápida atingem o restante do corpo dos hospedeiros intermediários através do 

sangue e da linfa, multiplicando-se assexuadamente no interior das células por 

repetidas endodiogenias (WEISS & KIM, 2007). 

As principais estruturas envolvidas na penetração são a superfície do agente 

e o complexo apical. Ao aderir-se à célula, através de receptores de superfície como 

SAG-1, o agente orienta seu complexo apical de forma a criar uma junção 

intracelular e formar na célula um vacúolo confortável para o agente (MAGNO et al., 

2005). Esta forma de invasão usa um mínimo de exposição de antígenos, o que 

dificulta o reconhecimento da resposta imune especialmente em vacinas com extrato 

total de baixa eficácia (HIRAMOTO et al., 2002). 

Alguns taquizoítos, após a invasão da célula hospedeira desenvolvem-se 

mais lentamente transformando-se em bradizoítos, que preferencialmente vão 

formar cistos em células mais estáveis como no tecido cerebral, músculo esquelético 

e cardíaco (DUBEY et al., 1998a). 

Os cistos intactos provavelmente não causam nenhum dano e podem persistir 

por longos períodos ou por toda a vida do hospedeiro sem causar a este nenhuma 

resposta inflamatória ou despertar resposta tecidual significante (DUARTE & 

ANDRADE Jr., 2006). O destino dos cistos teciduais não é totalmente conhecido, 

mas se propõe que às vezes estes possam se romper durante a vida, liberando os 

bradizoítos que podem ser destruídos pelo sistema imune ou formar novos cistos 

(WEISS & KIM, 2007). 
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Estas formas ao serem ingeridas promovem uma nova infecção em uma via 

alternativa do ciclo, através da ingestão de carne crua e mal cozida, que contenha 

tais cistos (SIBLEY, 2003). A parede do cisto é dissolvida por enzimas digestivas e 

os bradizoítos liberados são capazes de penetrar nas células epiteliais do intestino, 

disseminando-se por todo o indivíduo no caso dos hospedeiros intermediários. 

Porém no caso dos hospedeiros definitivos ocorre a formação de oocistos que são 

excretados nas fezes contaminando assim o ambiente e outros animais (DUBEY, 

1993). 

 

1.2.3 Toxoplasmose em humanos e aspectos epidemiológicos 

 

Em indivíduos imunocompetentes, a doença geralmente causa perturbações 

leves e temporárias, a toxoplasmose é uma infecção muito prevalente em inúmeras 

regiões do mundo com importância médica (REMINGTON et al., 2005). A doença é 

geralmente controlada pela resposta imune do hospedeiro durante a fase aguda da 

infecção, porém em alguns casos pode ocorrer o comprometimento ocular 

(ROBERTS & McLEOD, 1999). Esse comprometimento pode ser adquirido tanto na 

infecção congênita como na infecção adquirida após o nascimento (GLASNER et al., 

1992). 

Em países como os EUA, a retinocoroidite é responsável por 30-50% de 

todos os casos de danos visuais (McCANNEL et al., 1996). No Brasil, em estudo 

realizado na cidade de Erechin, 17,7% das pessoas examinadas apresentaram 

lesões oculares, sendo que a maioria dos casos foi detectada em indivíduos adultos, 

mostrando que a toxoplasmose ocular pode ser considerada uma seqüela da 

infecção aguda adquirida (GLASNER et al., 1992). 
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Outro estudo realizado na cidade de Jaguapitã, no estado do Paraná, 82,9% 

dos indivíduos examinados apresentou positividade contra o T. gondii, e destes, 

26,8% tiveram algum tipo de lesão ocular (GARCIA et al., 1999). No estado do Rio 

de Janeiro, em Campos de Goytacazes, a prevalência de toxoplasmose ocular na 

área rural foi de 14% e na área urbana 8% (PETERSEN et al., 2001).  

Na comunidade indígena multiétnica em Iauareté, situada na bacia do Alto Rio 

Negro, a prevalência da reatividade foi de 73,5% da população mais jovem, 

aumentando com a faixa etária e atingindo 95,7% em indivíduos maiores de 50 anos 

(BÓIA et al., 2008). 

Um importante grupo afetado pela toxoplasmose e a de gestantes que nunca 

tiveram contato com o parasita e passam a adquirir a infecção durante a gestação, 

podendo através da transmissão transplacentária, ocasionar graves lesões ao feto 

(SABIN, 1941). A maioria dos recém nascidos infectados não apresenta sinais 

clínicos ao nascer, mas são freqüentes seqüelas da infecção congênita no decorrer 

da vida como coriorretinite, causando grave lesão ocular, a qual poderá culminar em 

cegueira, em casos extremos, além de epilepsia ou deficiência mental leve 

(REMINGTON et al., 2005). 

Nos EUA, ocorre cerca de 400 a 4000 casos por ano, acarretando enormes 

gastos com serviços médicos e uma queda na produtividade atribuível a 

toxoplasmose (HSU et al., 1992; ROBERTS & FRENKEL, 1990). Em países da 

Europa como França e Áustria, estima-se que a cada 1000 nascimentos ocorram 3-4 

casos de transmissão congênita da toxoplasmose (GRAS et al., 2005). 

No estado do Rio grande do Sul, foram analisados 140.914 recém nascidos, 

sendo possível determinar uma prevalência de 1 para cada 3000 nascidos vivos 

(NETO et al., 2000). Em Campos de Goytacazes, no estado do Rio de Janeiro, as 
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estatísticas são ainda maiores, sendo detectados 5 casos de toxoplasmose 

congênita para cada 2550 recém nascidos (PETERSEN et al., 2001). 

No estado de São Paulo (região metropolitana), estima-se que devam nascer 

cerca de 230 a 300 crianças infectadas por ano, cerca de uma a cada 1000 partos 

(GUIMARÃES et al., 1993). Recentemente em um grupo de estudantes de uma 

escola em Jataizinho, no Paraná, 46.4% das crianças analisadas apresentaram 

positividade contra o T. gondii e estudos epidemiológicos associaram esses índices 

elevados à presença de gatos dentro do convívio familiar (LOPES et al., 2008). 

A toxoplasmose também pode afetar o grupo das pessoas que apresentam 

uma queda do sistema imunológico, como os portadores de HIV, os transplantados e 

os indivíduos em tratamento contra o câncer. 

Em pacientes com AIDS, o parasita é responsável pelo desenvolvimento de 

uma variedade de sintomas, mas o mais freqüente é a encefalite, onde a rápida 

multiplicação dos taquizoítos resulta na destruição dos tecidos neurais. Nestes 

pacientes, um aspecto importante é a possível reativação da infecção devido aos 

cistos latentes, causada pela liberação de bradizoítos, que se transformam em 

taquizoítos provocando doença grave, principalmente lesões cerebrais (LUFT & 

REMINGTON, 1992). 

Em países como a África, 50% dos indivíduos com AIDS desenvolvem 

encefalite devido à toxoplasmose (CLUMECK et al., 1984). Nos EUA, dos pacientes 

com AIDS, cerca de 18 a 25% podem desenvolver toxoplasmose e apresentar 

alguma seqüela (KASPER & BUZONI-GATEL, 1998), gerando um gasto estimado de 

23 a 106 milhões de dólares por ano em tratamento (ROBERTS et al., 1994). 

Em São Paulo, um levantamento realizado em 1988 e 1991 apresentou 

respectivamente 21% e 46% de encefalite por toxoplasma em pacientes com AIDS 
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(PASSOS et al., 2000), sendo que a toxoplasmose é uma das principais causas 

associadas em mortes por AIDS, responsável por 12,2% dos óbitos (SANTOS et al., 

2000). 

Pessoas que sofreram transplante de fígado, coração e medula óssea, 

também podem adquirir a toxoplasmose, podendo causar sérios problemas, 

inclusive levando a óbito (MAYES et al., 1995). Na Europa, vários casos de 

pacientes que sofreram transplantes de células hematopoiéticas, apresentaram 

severas lesões e óbito (MARTINO et al., 2000), em outro estudo com 655 pacientes 

que sofreram transplante de medula óssea, 24 pacientes apresentaram encefalite, 

dos quais 74% foram devido a toxoplasmose (MASCHKE et al., 1999). No Brasil, no 

período de 1996 a 1998, de 97 transplantados cardíacos, quatro casos 

apresentaram infecção por T. gondii. (COUTO et al., 2001). 

A toxoplasmose também tem sido freqüentemente descrita em pacientes com 

câncer que estão sofrendo tratamento com quimioterápicos, onde se tem observado 

o aparecimento de coriorretinite associada com encefalite, bem como complicações 

em outros órgãos (DAGHER & LUCAS, 1996; ISRAELSKI & REMINGTON, 1993). 

Além de todos os comprometimentos envolvidos na toxoplasmose, outros 

fatores devem ser levados em conta e se confirmados poderão representar um 

grande problema de saúde pública. Alguns grupos estudando comportamento animal 

(WEBSTER, 2007; HRDÁ et al., 2000) e outros estudando comportamento humano 

(FLEGR et al.,2007; LINDOVÁ et al., 2006 ), notaram que os grupos infectados 

cronicamente pelo T. gondii podem apresentar modificações comportamentais, como 

alterações no superego e redução da performance psicomotora. 
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1.2.4 Toxoplasmose em animais 

 

Recentemente demonstramos que em animais destinados ao consumo 

humano no Brasil, 9,6% dos suínos (SUARÉZ-ARANDA et al., 2000), 11% dos 

bovinos, 17% dos caprinos e 31% dos ovinos (MEIRELES, 2001), apresentaram 

positividade para o T. gondii. 

Especificamente na região metropolitana, gatos apresentaram 40% e cães 

errantes 50,5% de positividade para o T. gondii. Cães errantes apresentam um 

potencial importante na detecção da prevalência da toxoplasmose, pois podem ser 

considerados como sentinelas ambientais (MEIRELES, 2004). 

Em outros países também são encontrados altos níveis de infecção como 

30,9% em suínos da Holanda (VAN KNAPEN et al., 1995) e 38,5% em ovinos no 

Uruguai (FREYRE et al., 1999), o que demonstra a importância do consumo de 

carne como uma das fontes de contaminação humana, caso não haja cocção 

adequada do alimento (DUBEY, 1996b). Vários fatores estão envolvidos nas 

diferenças de positividades entre as espécies e regiões estudadas, mas o principal 

fator está relacionado com a forma de criação e alimentação fornecida durante a 

criação dos animais (SUARÉZ-ARANDA et al., 2000). 

Outra fonte possível e importante de contaminação é o leite e seus derivados, 

onde os parasitas de T. gondii permanecem viáveis por 20 dias no leite a 4oC e 

resistindo inclusive aos processos de manufatura do queijo, permanecendo viáveis 

por um período de 10 dias nas mesmas condições (HIRAMOTO et al., 2001). 

Os animais destinados ao consumo humano quando atingidos pela 

toxoplasmose, além de servirem como fontes de contaminação, também 

representam prejuízos econômicos aos seus criadores, devido a abortos e mortes 
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neonatais (BUXTON, 1998). Estima-se no Uruguai perda de 1,4-3,9% dos ovinos em 

fase gestacional, com um prejuízo em torno de US$ 1,4-4,7 milhões de dólares 

(FREYRE et al., 1999). 

 

1.3 Imunidade na toxoplasmose 

 

Os mecanismos de defesa do hospedeiro exercem um papel crucial no 

controle da atividade do T. gondii. Na fase inicial da infecção ocorre o processo de 

reconhecimento antigênico e ativação do sistema de defesa específica. O 

amadurecimento da resposta imunológica específica inibe eficientemente a 

replicação do T. gondii, porém não é capaz de destruí-lo. O parasita por sua vez 

apresenta mecanismos de escape do sistema imune, assumindo uma forma de 

baixa imunogenicidade formando cistos em tecidos, os quais se mantêm viáveis por 

toda a vida do hospedeiro (LANG et al., 2006). 

O papel das células B na infecção pelo T. gondii, não é totalmente 

esclarecida. A resistência à infecção está associada a um aumento na produção de 

anticorpos específicos, principalmente da subclasse IgG2a em camundongos. Os 

anticorpos persistem durante a vida do hospedeiro, mas seu papel permanece 

controverso, devido ao caráter intracelular do T. gondii. In vitro, anticorpos contra 

proteínas específicas (SAG1, GRA2 e GRA6), demonstraram ser eficientes no 

bloqueio da invasão dos parasitas (CHA et al., 2001), sendo que o mesmo efeito não 

foi observado in vivo, através da transferência passiva de anticorpos específicos, 

demonstrando a pouca eficiência protetora dos anticorpos, nos modelos estudados 

(PAVIA, 1986). Em modelos recentes, utilizando camundongos deficientes em 

células B, mas produtores de IFN-γ, foi possível observar um aumento na 
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sensibilidade a infecção aguda em relação aos animais selvagem (KANG et al. 

2000). Neste mesmo modelo a transferência de linfócitos B sensibilizados (CHEN et 

al., 2003a) ou anticorpos específicos (KANG et al., 2000) restaurou a resistência a 

infecção. 

O controle da infecção pelo T. gondii também é mediado por células, onde a 

ativação dessa defesa está relacionada com tipos celulares especializados que 

interagem entre si através da expressão de antígenos de superfície, de mediadores 

específicos (citocinas) e sua interação com receptores específicos. Desta maneira, a 

avaliação do perfil das citocinas produzidas durante a infecção, fornece evidências a 

respeito do grau e forma de ativação da imunidade celular. 

Diferentes perfis na produção de citocinas são observados durante distintas 

formas de infecção, resultando em diferentes respostas efetoras. A partir deste 

comportamento, padronizou-se um conceito de paradigma das respostas do tipo Th1 

e Th2. A resposta do tipo Th1 envolve células T helper e citotóxicas mediadas por 

citocinas como IFN-γ, IL-2 e TNF-α que são produzidas por infecções intracelulares. 

Já a resposta do tipo Th2, com produção preferencial de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, é 

dirigida a infecções extracelulares. As respostas Th1 e Th2 são contrabalanceadas 

por mecanismos de inibição, desta forma, citocinas Th1 inibem a expressão de 

citocinas Th2 e a ausência da estimulação Th1 levaria a produção da resposta Th2 

(JANKOVIC et al., 2001; SZABO et al., 2003). 

Na toxoplasmose, a principal citocina envolvida na resistência da infecção é o 

IFN-γ, o que demonstra ser uma resposta preferencialmente voltada para o tipo Th1. 

Sua produção é realizada por células T CD4+ e NK, sendo principalmente regulada 

pela produção de IL-12. Esta citocina é responsável pelo aumento da capacidade 

fagocítica contra o T. gondii, aumento da expressão de MHC classe II em células T e 
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também tem um importante papel na indução da conversão de taquizoítos para 

bradizoítos (BOHNE, et al., 1993). Esse efeito protetor do IFN-γ, apresenta 

mecanismos regulatórios ainda desconhecidos, porém sabe-se que linhagens de 

camundongos suscetíveis e resistentes à toxoplasmose, apresentam níveis séricos 

diferentes, sendo mais elevados em animais suscetíveis (McLEOD et al., 1989). 

Concentrações mais exacerbadas de IFN-γ estão relacionadas com infecções letais 

causadas por isolados de T. gondii altamente virulentos (MORDUE et al., 2001). 

Dentre as citocinas regulatórias a IL-10 é uma das citocinas mais importantes 

envolvidas no controle do efeito Th1 durante a toxoplasmose aguda (GADDI & YAP, 

2007). Sabe-se que a IL-10 tem papel inibitório sobre outras citocinas como: IL-2, 

IFN-γ e TNF-α, inibindo a resposta Th1, por supressão da IL-12 (O´GARRA & 

VIEIRA, 2007). Além das citocinas já descritas, outras podem participar da resposta 

imune contra o T. gondii, como IL-1, IL-2, GM-CSF (fator estimulador de colônias de 

granulócitos e monócitos), IL-4 e IL-5 (BEAMAN et al., 1992). 

IL-4 é uma citocina principalmente produzida por linfócitos Th2, e em menor 

por basófilos e mastócitos. Seu principal papel é a diferenciação de células T para o 

perfil Th2, bem como proliferação de linfócitos B. O seu papel é desfavorável durante 

a fase aguda da infecção, onde na ausência de IL-4, ocorre uma maior 

sobrevivência dos animais infectados e diminuição de lesões intestinais (NICKDEL et 

al., 2004). O papel da IL-4 é muito dependente do modelo usado, incluindo as 

linhagens de camundongos naturalmente resistentes ou suscetíveis a infecção e 

grau de virulência da cepa do parasita utilizada. 
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1.3.1 Sistema imune das mucosas na toxoplasmose 

 

Os avanços feitos na área do estudo e o entendimento do sistema 

imunológico das mucosas nos últimos anos tem sido de extrema importância para a 

compreensão dos mecanismos responsáveis pelo equilíbrio e relação entre saúde e 

doença. A mucosa intestinal possui particularidades muito interessantes do ponto de 

vista imunológico, onde, além das estratégias de defesa à entrada de patógenos, 

também apresenta um papel importante no reconhecimento e conseqüentemente na 

tolerância às proteínas alimentares e a microorganismos da flora comensal. 

O sistema imune de mucosas ou MALT (mucosa-associated lymphoid tissues) 

contribui com cerca de 80% de todas as células imunes, formando o maior sistema 

linfóide mamífero (HOLMGREN & CZERKINSKY, 2005). É composto de agregados 

de linfócitos, macrófagos, e outras células acessórias localizadas abaixo do epitélio 

mucoso, bem como linfócitos intra-epiteliais difusamente espalhados 

(KRAEHENBUHL & NEUTRA, 2000). As placas de Peyer são agregados 

anatomicamente definidos de tecido linfóide associado à mucosa, na lâmina própria 

do intestino delgado. O epitélio intestinal ao redor das placas de Peyer é 

especializado de modo a permitir o transporte de antígenos para o tecido linfóide e 

esta função é realizada por células epiteliais, denominadas células M. Essas últimas 

são capazes de capturar e internalizar antígenos, permitindo posteriormente, que 

células apresentadores de antígenos, processe esse material e apresente às células 

linfóides subepiteliais, desenvolvendo uma resposta imune local (BRAYDEN et al., 

2005). 

A necessidade de permeabilidade da superfície das mucosas cria uma 

vulnerabilidade a certas doenças e sua importância como principal via de entrada, 
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ainda não é totalmente entendida. As células intestinais entram em contato com o 

parasita durante a penetração intestinal e fornecem a primeira linha de defesa contra 

a invasão, envolvendo mecanismos celulares e humorais (KASPER et al., 2004). 

Toda a caracterização das estruturas e a dinâmica de invasão pode ser observada 

na Figura 2. 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática da mucosa intestinal e as vias de 

invasão do T. gondii. GC - Centro germinativo; DC - Células dendríticas; FAE – 

Epitélio associado ao folículo (Foto: FAGARASAN & HONJO, 2003, modificado 

por Andrés Jimenez Galisteo Jr.) 

 

A infecção pelo T. gondii é iniciada pela invasão dos enterócitos pelo parasita 

após a ingestão de cistos ou oocistos. A resposta inflamatória começa localmente na 

mucosa intestinal sendo, em seguida, disseminada por todo o corpo do hospedeiro. 

A infecção dos enterócitos pelo parasita desencadeia a produção das quimiocinas 

MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2 e RANTES que rapidamente recrutam células 

inflamatórias como neutrófilos, macrófagos, células T, NK e células dendríticas para 
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os sítios de infecção (DENKERS et al., 2004; KASPER et al., 2004). As células 

inflamatórias ativadas passam a secretar citocinas, que ampliam o recrutamento 

celular e produzem também citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-12). As células 

inflamatórias, ativadas pelo IFN-γ e TNF-α, empenham na toxoplasmose, um 

controle na replicação parasitária (SIBLEY et al., 1991), Muitos mecanismos para 

esse controle são descritos, como mecanismos oxidativos (MURRAY & COHN, 

1979), produção de nitratos que interferem em enzimas metabólicas essências do 

parasita (SCHARTON-KERSTEN et al., 1997), ativação de indoleamina 2,3 

deoxigenase, responsável pela degradação do triptofano e essencial para a 

sobrevivência do parasita (SILVA et al., 2002) e produção de proteínas GTP, cujo 

mecanismo de ação ainda é desconhecido (COLLAZO et al., 2001). 

Evolutivamente a mucosa intestinal se adaptou também com outros 

mecanismos muito particulares, como o peristaltismo, produção de muco e produção 

de anticorpos específicos que são liberados na luz intestinal. A imunoglobulina 

associada com o sistema de mucosas é a IgA secretora (S-IgA). No sangue, a IgA 

aparece como monômero, enquanto que nas mucosas ela é principalmente um 

dímero. IgA secretora gerada por transporte mediado por p-IgR (receptor de Ig 

polimérica) que bloqueia a adesão de microorganismos na mucosa, sendo a primeira 

linha no reconhecimento e defesa contra os patógenos (WEINER, 2001). 

A infecção pelo T. gondii provoca um aumento na produção de anticorpos 

específicos, preferencialmente S-IgA contra o parasita no intestino. Ensaios 

demonstraram que essa imunoglobulina pode inibir a infecção de enterócitos in vitro 

(MACK & McLEOD, 1992). Os linfócitos intra-epiteliais (IEL) do intestino participam 

da resposta imune através da liberação de várias citocinas como IL-2, IL-3, IL-5, 

TNF-  e IFN- . A transferência de IEL (CD8+) de camundongos infectados protege 
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animais desafiados por via oral, prevenindo a infecção aguda e a mortalidade 

(BUZONI-GATEL et al., 1997) e induzindo proteção por longos períodos (LEPAGE et 

al., 1998). 

Como podemos notar, a principal via de acesso de inúmeros parasita é a via 

oral, portanto o epitélio intestinal, ao mesmo tempo em que serve como porta de 

entrada, deve promover uma barreira fisiológica e imunológica contra 

microrganismos e substâncias estranhas, sendo o principal local de defesa do 

organismo. Em geral, este sistema imune de mucosa é homeostático, apesar da 

considerável carga antigênica presente no intestino (BUZONI-GATEL et al., 2006). 

 

1.4 Vacinas para toxoplasmose 

 

Até o momento não existe nenhuma vacina comercial para a toxoplasmose 

humana, que previna a infecção congênita, ou a formação e reativação de cistos 

(GOTTSTEI, 1995). Foram testados diversos esquemas de imunização contra o T. 

gondii em animais, como antígenos isolados, parasitas inativados e cepas mutantes 

(ARAÚJO, 1994), porém os resultados obtidos não apresentaram níveis de proteção 

satisfatórios e até mesmo em alguns casos houve o comprometimento do sistema de 

defesa do agente. 

Pelas dificuldades de crescimento do parasita, muitos grupos direcionaram 

seus estudos para o desenvolvimento de uma vacina utilizando proteínas 

recombinantes. Tentativas utilizando apenas uma proteína recombinante não 

apresentaram resultados divergentes, provavelmente pela limitação da ação dos 

anticorpos gerados por essas imunizações (VELGE-ROUSSEL et al., 1994). 

Camundongos BALB/c, imunizados por via intranasal, com proteínas recombinantes 
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rROP2, rGRA5 e rGRA7, associadas com toxina colérica, apresentaram proteção 

parcial quando desafiados com cistos da cepa VEG (IGARASHI et al., 2008). 

Experimentos utilizando SAG3 recombinante, na presença de Quil A, também 

apresentaram proteção parcial quando BALB/c imunizados foram desafiados com 

cepa ME49 (LEE et al., 2007). Até o momento todas as tentativas de imunizações 

com proteínas híbridas não apresentaram resultados satisfatórios, sugerindo que a 

eficiência da imunização provavelmente esteja relacionada com uma apresentação 

mais semelhante dos antígenos do T. gondii. 

Existe neste momento apenas uma única vacina comercial para uso em 

ovelhas (TOXOVAX®), que está disponível na Grã Bretanha e Nova Zelândia, e 

utiliza taquizoítos da cepa S-48, que não persistem nos tecidos dos animais, 

reduzindo a perda de fetos (BUXTON, 1993) e apresentando uma proteção de 70%, 

porém com uma enorme dificuldade na logística da entrega das unidades vacinais 

em localidades mais distantes. 

A vacina ideal contra a toxoplasmose deve prevenir a infecção humana, e os 

alvos vacinais deverão ser os felinos, que são os responsáveis pela disseminação 

ambiental de oocistos que contaminam o homem e os animais de produção, cuja 

carne é fonte de contaminação. Este ciclo poderá ser interrompido se os gatos 

puderem ingerir a vacina efetiva por via oral em iscas ambientais, protegendo de 

qualquer infecção por presas contaminadas, interrompendo a rede causal da 

toxoplasmose, além de ser a via mais fácil de administração. No caso de animais 

carnívoros o uso de iscas como veículo para distribuição de imunógenos vem sendo 

utilizada com sucesso há alguns anos na vacinação contra a raiva (RABORAL VR-

G ). Esta vacina produzida nos Estados Unidos, utilizando um vetor viral já é 

utilizada a mais de dez anos. Estas iscas são produzidas com carne de peixe e 
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distribuídas em grandes áreas para a imunização de cães, gatos, raposas entre 

outros animais com efetiva segurança e resultados eficazes, contribuindo com o 

controle da raiva em muitos países (MACKOWIAK et al., 1999). 

Para este fim é fundamental entendermos o papel da imunidade de mucosa 

na toxoplasmose e imunizações por via oral necessitam de estudos mais detalhados, 

pois mimetizam a rota natural de entrada de diversos parasitas no hospedeiro, 

principalmente T. gondii e o uso da radiação ionizante pode ser uma ferramenta 

importante no desenvolvimento de uma vacina para uso comercial em animais, 

principalmente gatos, diminuindo assim a transmissão da toxoplasmose. 
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II OBJETIVOS 

 

Geral 

 

Estudar a imunidade sérica e intestinal contra o T. gondii em camundongos, 

induzida por taquízoitos irradiados com 255Gy, do ponto de vista celular e humoral. 

 

Específicos 

 

Avaliar a funcionalidade celular do parasita, após o trânsito estomacal, em 

camundongos imunizados por via oral. 

Avaliar a produção de IgG, IgA e IgM sérica, em camundongos imunizados 

por via oral ou parenteral 

Determinar as diferenças na produção de subclasses de IgG sérica em 

camundongos imunizados por via oral ou parenteral 

Avaliar a maturação e diferenças da avidez de IgG em camundongos 

imunizados por via oral ou parenteral. 

Avaliar a excreção fecal de IgG, IgA e IgM em camundongos imunizados por 

via oral ou parenteral. 

Determinar as diferenças de expressão das citocinas IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-10, 

em esplenócitos e células intestinais, de camundongos imunizados por via oral e 

parenteral. 
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Avaliar a diferença de proteção induzida em animais imunizados por via oral 

ou parenteral, com desafio com cepa cistogênica. 

Avaliar o comportamento e sobrevivência, em animais deficientes de IFN-γ, 

quando imunizados com taquizoítos irradiados de T. gondii. 

Determinar e quantificar a produção sérica das imunoglobulinas IgG, IgA e 

IgM, em animais IFN-γ-/-, imunizados por via oral ou parenteral. 

Avaliar e quantificar a excreção nas fezes das imunoglobulinas IgG, IgA e 

IgM, em animais IFN-γ-/-, imunizados por via oral ou parenteral. 
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III MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todos os sais e demais reagentes utilizados foram de qualidade pró-análise 

sendo a água deionizada purificada em sistema Milli-Q® (Millipore®), apresentando 

resistividade de 18,2 mega . Reagentes específicos têm sua fonte citada ao longo 

do texto. 

 

3.1 Parasitas. 

 

Os parasitas utilizados nos ensaios são mantidos rotineiramente no 

laboratório de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo (USP - 

Universidade de São Paulo). 

 

3.1.1 Cepa RH (virulenta). 

Taquizoítos da cepa RH (ATCC nº 50174) são mantidos por meio de 

passagens sucessivas em camundongos Swiss ou C57Bl/6j. Os animais 

previamente infectados são sacrificados por asfixia em câmara de CO2 e o peritônio 

lavado com solução salina ou solução salina tamponada com fosfato – NaCl 0,15 

M/tampão fosfato de sódio 0,01M pH 7,2 (PBS), contendo Penicilina Cristalina 2500 

UI/mL e Estreptomicina 10 mg/mL. 

Após quantificação em câmara de Neubauer, os taquizoítos são inoculados 

(i.p) em novos animais. 
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3.1.2 Cepa ME49 (cistogênica). 

Cistos da cepa ME49 (ATCC nº 50611) utilizada no desafio dos animais 

imunizados foram gentilmente cedidos ao laboratório pelo Prof. Dr. Fausto Araújo, 

(UCLA - University of California, Los Angeles). Esta cepa é mantida através de 

sucessivas passagens, com intervalos de 30 a 45 dias, em camundongos Swiss ou 

C57Bl/6j. Cada animal foi inoculado por via oral (v.o), com uma suspensão de 10 

cistos/animal, obtida após macerado de cérebro de camundongos previamente 

infectados, com 3,0 mL de PBS pH 7,2 estéril. 

Para a quantificação dos cistos, 25 μL da suspensão cerebral foram 

colocados entre lâmina e lamínula e observados ao microscópio de luz, sob objetiva 

de 40X, com determinação do número de cistos por cérebro analisado. 

 

3.2 Animais experimentais. 

 

Para os experimentos de imunização e desafio utilizamos camundongos 

machos C57Bl/6j e BALB/c (isogênicos), todos com peso variando entre 20 e 22g, 

fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina/USP. Foram mantidos em 

gaiolas de plástico com maravalha de pinho autoclavada, recebendo ração comercial 

Nuvital  e água ad libitum. 

Para alguns experimentos também utilizamos camundongos C57Bl/6j IFN- -/-, 

cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Luiz Augusto Corrêa Passos (CEMIB/UNICAMP) 

ao biotério do IPEN. 

Todos os animais utilizados foram eutanasiados em câmara de CO2 e a 

manipulação dos mesmos foi conduzida de acordo com as normas de cuidados de 

animais de laboratório (Clark, 1996) e com os “Princípios de ética em 
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experimentação animal” (COBEA – Colégio Brasileiro de Experimentação Animal). 

Nosso projeto também foi submetido e recebeu a aprovação pela Comissão de ética 

em pesquisa do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo. 

 

3.3 Irradiação dos taquizoítos de T. gondii. 

 

Para a obtenção das preparações vacinais, utilizamos taquizoítos 

previamente purificados de T. gondii da cepa RH. Esses parasitas foram retirados de 

animais previamente infectados, através da lavagem peritoneal com meio de cultura 

RPMI 1640 (Sigma®) e mantidos em banho de gelo durante todo o processo. 

Esses parasitas foram então quantificados e submetidos à irradiação, na dose 

de 255 Gy com blindagem de 90%, pela exposição a raios  de uma fonte de 60Co 

(GAMMACELL®, Atomic Energy of Canada, Ltd.), de forma homogênea, com uma 

taxa de dose de 3,84 KGy/h, em temperatura ambiente e na presença de oxigênio 

(HIRAMOTO et al., 2002). 

O grupo controle permaneceu na parte externa da fonte durante todo o tempo 

de irradiação, para avaliação das condições ambientais. Após a irradiação a 

viabilidade das amostras foi determinada utilizando o corante Azul de Tripano, sendo 

utilizados apenas lotes com viabilidade maior de 95%. 

Após a irradiação foi acrescentado, soro fetal bovino inativado (volume final 

50%) e 5% DMSO volume final (Synth®), e em seguida aliquotados no volume de 1 

mL (concentração final 1x108 taquizoítos/mL) em tubos plásticos de congelamento e 

mantidos à temperatura de -70 ºC durante 24 horas e após transferidas para o 

nitrogênio líquido (-196 ºC), onde permaneceram até o momento do uso. O mesmo 
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procedimento foi realizado com os parasitas não irradiados e utilizados como 

controle. 

 

3.4 Imunização dos animais. 

 

Camundongos C57Bl/6j, BALB/c e C57Bl/6j IFN-γ-/- foram divididos em grupos 

de 5 animais, imunizados com três doses de 1 x 107 parasitas/animal a cada 15 dias, 

com taquizoítos irradiados a 255 Gy, por via parenteral ou por via oral utilizando 

sonda gástrica e tendo como veículo hidróxido de alumínio (anti-ácido) (v/v). A 

adição de hidróxido de alumínio foi empregada para aumentar a viabilidade dos 

parasitas até a mucosa intestinal dos animais. Como grupos controle foram 

utilizados animais infectados com parasitas não irradiados, que receberam a mesma 

carga parasitária pelas mesmas vias de inóculos. 

 

3.5 Obtenção do antígeno de Toxoplasma gondii. 

 

Os parasitas obtidos do exsudato peritoneal de animais previamente 

inoculados foram inicialmente filtrados em membrana de policarbonato de 3.0 μm 

(ISOPORE™, Millipore®) para remoção de outros tipos celulares presentes após o 

lavado. 

Os parasitas purificados foram submetidos à sonicação (Sonic Dismembrator, 

Quigley-Rochester Inc., USA), a 40 ciclos por 5-10 períodos de 30 segundos, em 

banho de gelo, até a lise completa dos agentes. Em seguida, acrescentou-se 

solução de NaCl 0,3 M para isotonizar a suspensão, e após, submetido a 
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centrifugação a 10000g por 30 minutos a 4 ºC, sendo o sobrenadante utilizado como 

antígeno (CAMARGO et al., 1978). 

A proteína total foi determinada utilizando o método de Bradford, tendo gama-

globulina humana como padrão (BRADFORD, 1976). O antígeno foi aliquotado e 

mantido à -80 ºC até o momento do uso nos ensaios. 

 

3.6 Microscopia eletrônica da mucosa intestinal. 

 

 Animais previamente imunizados por via oral com 107 parasitas com hidróxido 

de alumínio, foram sacrificados em diferentes tempos após inóculo. Segmentos 

iniciais do intestino delgado foram retirados e adicionados em 1,0 ml de aldeído 

glutárico a 1,5% com PBS e mantidas a 4 ºC. 

Em seguida as amostras foram misturadas a 20 µL de gelatina 2% diluída em 

tampão cacodilato de sódio 0,1 M e gelificados. O material foi novamente tratado 

com aldeído glutárico 1,5% + paraformaldeído 1% diluído em tampão cacodilato de 

sódio 0,08 M pH 7,4 + 2,5% de sacarose por 2 horas a 4 ºC com agitação de 5 em 5 

minutos. As amostras foram contrastadas em tetróxido de ósmio 1% diluído em 

tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 por 2 horas e posteriormente lavadas em solução 

fisiológica e deixadas em acetado de uranila por 18 horas, sendo então desidratadas 

e incluídas em resina Araldite®. Cortes ultrafinos foram observados em microscópio 

eletrônico ZEISS® EM-10-9 e micrografados (DUARTE et al., 1992). 
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3.7 Obtenção das amostras de soro dos animais imunizados. 

 

As amostras de sangue dos animais foram obtidas, semanalmente, por 

secção leve da extremidade da cauda e coletadas em papéis de filtro, com diâmetro 

de 5 mm (~5 µL) e estocadas secas a -20 ºC. Antes do uso, o soro foi extraído com 

100 µL de PBS sobre o papel por 18 horas a 4 ºC, sendo o eluato do papel 

considerado numa diluição 1/100 do soro. 

 

3.8 Detecção de anticorpos IgG, IgA e IgM, no soro dos animais imunizados, 

por ELISA. 

 

Placas de 96 poços de poliestireno foram sensibilizadas com 100 L (10 

g/mL) de antígeno salino de T. gondii, suspenso em tampão carbonato de sódio 0,1 

M pH 9,5, por 20hs à 4 ºC em câmara úmida. As placas foram lavadas três vezes 

com PBS contendo 0,02% de Tween 20 (PBST) por 5 minutos e bloqueadas com 

PBST + 3% leite desnatado (Molico®), durante 1 hora em estufa a 37 ºC.  

Após bloqueio, as amostras de soros (100 µL/poço), foram depositadas nas 

placas e incubadas a 37 ºC por 1 hora. Após quatro novas lavagens com PBST, 

foram aplicados 100 µL por poço de diluições de conjugado anti-IgG (1/20000), anti-

IgA (1/10000) ou anti-IgM (1/5000) de camundongo, conjugado a peroxidase 

(Sigma®), com incubação por 1 hora a 37 ºC. Após lavagens, a revelação da reação 

foi realizada pela adição de OPD (1 mg/mL, H2O2 0,03% em Tampão fosfato - citrato 

0,2 M pH 5,0) e interrompida após 30 minutos pela adição de HCl 4 N. 

As leituras das densidades ópticas (D.O.) foram realizadas em leitor 

automático de microplacas (Labsystems Multiskan MS®) a 492 nm (VENKATESAN & 
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WALKELIN, 1993). Os resultados foram expressos arbitrariamente em índice de 

reatividade (IR) seguindo a fórmula: 

 

IR = 
D.O da amostra 

D.O. do animal negativo 

 

3.9 Determinação das subclasses de IgG em camundongos C57Bl/6j e BALB/c. 

 

A análise das subclasses nos soros dos animais imunizados foi realizada 

através de ELISA, como já descrito anteriormente. Para a determinação das 

subclasses foram utilizados 100 µL por poço de conjugado anti-IgG1, anti-IgG2a ou 

anti-IgG2b de camundongo, conjugado a peroxidase (Southern Biotechnology 

Associates®), diluído 1/2000 em PBS, e incubado por 1 hora a 37 ºC. Após seis 

lavagens, a revelação da reação foi realizada pela adição de OPD (1 mg/mL, H2O2 

0,03% em tampão fosfato - citrato 0,2 M pH 5.0) e interrompida após 30 minutos pela 

adição de ácido cítrico 0,2 M. 

A leitura das densidades ópticas foi feita em leitor automático de microplacas 

a 450 nm (Dynatech MR4000®). Os resultados foram expressos arbitrariamente em 

índice de reatividade (IR), como já descrito anteriormente. 

 

3.10 Obtenção da suspensão fecal dos animais imunizados. 

 

Amostras de fezes dos camundongos, imunizados via oral e via 

intraperitoneal, foram coletadas três vezes por semana por todo o período da 

imunização, com determinação prévia do peso das amostras. 
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Os cíbalos dos animais foram macerados e homogeneizados em 5 mL de 

solução de PBS + PMSF (2 mM). Em seguida foram centrifugadas a 12000 g por 15 

minutos para a separação da fase sólida. O sobrenadante foi então estocado e 

mantido a -80 ºC (Li et al., 2001). 

Para concentração dos anticorpos o pool de extrato fecal, separado 

semanalmente, foi mantido em banho de gelo e adicionado o mesmo volume de 

tampão borato de sódio (0,1 M pH 7,4) em seguida foi lentamente acrescido sulfato 

de amônia saturado (v/v). O material foi em seguida centrifugado por 20 minutos a 

4000 g a 4 ºC. Após esse processo o sobrenadante foi desprezado e o pellet 

ressuspendido em PBS + PMSF (2 mM). As amostras permaneceram estocadas à -

80 ºC até o momento do ensaio (HUDSON & HAY, 1989). 

 

3.11 Detecção de anticorpos IgG, IgA e IgM, nas suspensões fecais, por ELISA. 

 

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 100 L (10 g/mL) de 

antígeno salino de T. gondii, suspenso em tampão carbonato de sódio 0,1 M pH 9,5, 

por 20hs à 4 ºC em câmara úmida. As placas foram lavadas três vezes com PBS 

contendo 0,02% de Tween 20 (PBST) por 5 minutos e bloqueadas com PBST + 3% 

de leite desnatado (Molico®), durante 1 hora em estufa a 37 ºC. Após bloqueio, as 

amostras de extratos fecais (100 µL/poço), foram depositadas nas placas e 

incubadas a 37 ºC por 1 hora. Após quatro novas lavagens com PBST, foram 

aplicados 100 µL por poço de diluições de conjugado anti-IgG (1/20000), anti-IgA 

(1/10000) ou anti-IgM (1/5000) de camundongo, conjugado a peroxidase (Sigma®), 

com incubação por 1 hora a 37 ºC. Após lavagens, a revelação da reação foi 
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realizada pela adição de OPD (1 mg/mL, H2O2 0,03% em Tampão fosfato - citrato 

0,2 M pH 5,0) e interrompida após 30 minutos pela adição de HCl 4 N.  

As leituras das densidades ópticas (D.O.) foram realizadas em leitor 

automático de microplacas (Labsystems Multiskan MS®) a 492 nm (VENKATESAN & 

WALKELIN, 1993). Os resultados foram expressos arbitrariamente em índice de 

reatividade. 

 

3.12 Avaliação da expressão relativa de IFN- , IL-2, IL-4 e IL-10, em 

esplenócitos e células intestinais de animais imunizados, por Real-Time PCR. 

 

3.12.1 Obtenção dos esplenócitos e células intestinais. 

 

As células esplênicas e intestinais foram obtidas de camundongos imunizados 

e não imunizados. As células foram retiradas de maneira estéril em fluxo laminar, 

sendo as células esplênicas e intestinais (placas de Peyer) dissociadas em peneira 

de aço inoxidável (mesh 50) (Sigma ) na presença de meio de cultura RPMI 1640 

(Gibco ) suplementado com 100 U/mL Penicilina, 100 g/mL Estreptomicina e 0,25 

g/mL Anfotericina B. No caso das células esplênicas, para remoção das hemácias 

foi utilizada uma solução de cloreto de amônio adicionado em igual volume, e então 

centrifugados a 1500 g por 15 minutos a 4 ºC, o sobrenadante foi desprezado e as 

células ressuspensas em 1 mL de meio de cultura. 

As células intestinais e os esplenócitos foram contados em câmara de 

Neubauer e ajustadas para concentração 2x107 células/mL, em RPMI 1640 com 

10% de SFB e antibióticos. As células foram então distribuídas em placas de cultura 

sensibilizadas numa concentração de 2x106 células/poço e foram mantidas em 
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estufa a 5% de CO2 a 37 ºC por 48 horas, na presença de antígeno de T. gondii (10 

µg/mL). 

 

3.12.2 Extração e quantificação de RNA. 

 

Após esse período as células foram homogeneizadas no reagente Trizol® 

(Invitrogen®) e mantidas até o momento da extração a -80 ºC. O RNA foi extraído 

seguindo as especificações do fabricante sendo suas concentrações determinadas 

por leitura da absorbância a 260, 280 e 320 nm em espectrofotômetro Ultrospec300® 

(Pharmacia Biotech®). 

 

3.12.3 Síntese de cDNA. 

 

As bibliotecas de cDNA foram sintetizadas por transcrição reversa a partir de 

5 μg de RNA total utilizando M-MLV RT e Oligo(dT)12-18 (Invitrogen®). As amostras 

de cDNA foram mantidas em freezer -20 °C até a realização dos ensaios de real-

time PCR. 

 

3.12.4 Confecção dos primers e eficiência de detecção. 

 

Todos os primers utilizados foram desenhados utilizando o software Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/) e as seqüências obtidas no banco de dados NCBI 

Nucleotide Databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para utilização no ensaio de 

real-time PCR, todos os primers foram testados e as reações padronizadas, sendo a 

eficiência da reação determinada pela fórmula: 
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E = (10(-1/slope)-1) x 100 

 

Todos os primers utilizados apresentaram eficiência igual ou superior a 90%, 

como pode ser observado na tabela abaixo: 

 

Tabela 1: Seqüência dos primers para IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10 e β-actina e respectiva 

eficiência da reação obtida na padronização do real-time PCR. 

Primers Seqüências 
Produto 

(bp) 
Eficiência 

IFN-γ 
Sense 5´-GTCCAGCGCCAAGCATTCAA-3´ 

391 90% 
Antisense 5´-GTCCCCCACCCCCAGATACA-3´ 

IL-2 
Sense 5´-TGGAGCAGCTGTTGATGGAC-3´ 

363 93% 
Antisense 5´-GAGGGCTTGTTGAGATGATGCT-3´ 

IL-4 
Sense 5´-ACCCCCAGCTAGTTGTCATC-3´ 

307 94% 
Antisense 5´-CGAAAAGCCCGAAAGAGTC-3´ 

IL-10 
Sense 5´-CTCAGTTCCCATTCTATTTATTCAC-3´ 

336 92% 
Antisense 5´-GGATCTCCCTGGTTTCTCTTC-3´ 

β-actina 
Sense 5´-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3´ 

349 91% 
Antisense 5´-TAAAACGCAGCACAGTAACAGTCCG-3´ 

 

3.12.5 Condições da reação e análise dos resultados. 

 

Os ensaios de real-time PCR foram realizados no ABI Prism 7300 Sequence 

Detection System® (Applied Biosystems®), utilizando Power SYBR® Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems®) seguindo protocolo do fabricante. O termociclador 

foi programado para realizar 95 ºC por 10 minutos, 40 repetições de 95 ºC por 15 

segundos e 60 ºC por um minuto e seguido de um passo de denaturação. Os 

resultados foram expressos em valores de Ct (cycle threshold – número de ciclos 

necessários para atingir o limiar de detecção). Todas as amostras foram testadas em 

duplicatas. Para a análise quantitativa foi adotada a mesma quantidade de cDNA em 
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todas as reações e utilizou-se a média dos valores de Ct obtidos das duplicatas. 

Para o cálculo da expressão gênica relativa foi utilizado o método 2-ΔΔCt, onde o valor 

do ΔΔCt foi obtido pela diferença entre o ΔCt dos animais imunizados e o ΔCt dos 

animais do grupo controle, como descrito por LIVAK et al., 2001. 

 

3.13 Desafio dos animais imunizados e quantificação do número de cistos. 

 

Para a obtenção dos cistos de T. gondii, foram utilizados camundongos 

C57Bl/6j cronicamente infectados com cepa ME49. Os cérebros dos animais foram 

retirados e homogeneizados em Hank´s (HBSS) com 30% de dextran, centrifugados 

a 3000 g a 4 ºC por 10 minutos e o pellet re-suspendido em HBSS, a quantidade de 

cistos foi verificada por microscopia óptica convencional (BOOTH et al., 1996). 

Os camundongos imunizados foram desafiados após 15 dias da última dose 

com 10 cistos (v.o). Grupos controles, com camundongos não imunizados, foram 

inoculados com as mesmas quantidades de cistos. A mortalidade dos animais foi 

acompanhada diariamente e após um período de 30 dias, os camundongos foram 

sacrificados, por narcose com CO2, e os cérebros homogeneizados em solução 

fisiológica (3mL), sendo uma alíquota (25μL) colocada entre lâmina e lamínula. O 

número de cistos foi determinado por microscopia óptica convencional e o resultado 

expresso em cistos/cérebro. 
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3.14 Análise estatística. 

 

Todas as análises estatísticas foram realizados utilizando o software 

GraphPad Prism 3.0. 

A análise de sobrevivência dos animais foi feita utilizando a curva de 

sobrevivência de Kaplan-Meier, com comparações duas a duas. 

A comparação do número de cistos cerebrais entre os grupos de animais 

imunizados foi feita utilizando o teste ANOVA (Análise de variância), com 

comparação por Bonferroni, para identificação da diferença entre os grupos. 
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IV RESULTADOS 

 

4.1 Microscopia eletrônica da mucosa intestinal de camundongos imunizados 

com taquizoítos irradiados de T. gondii. 

 

 Para o estudo da integridade do preparado vacinal, através do trato digestivo, 

realizamos a avaliação por microscopia eletrônica, como descrita em métodos. 

Podemos notar que após a administração por via oral dos parasitas 

irradiados, não foi observado comprometimento da integridade da mucosa intestinal 

com total ausência de focos de inflamação ou necrose. A integridade das micro-

vilosidades e dos enterócitos foi observada em todas as amostras, durante todo 

período avaliado. Todos os parasitas observados no interior da mucosa 

apresentaram estruturas preservadas como núcleo e principalmente a região do 

complexo apical, com suas estruturas características. Podemos observar na Figura 

3, que após 30 minutos do inóculo dos taquizoítos irradiados, estes já se 

apresentavam no interior do epitélio intestinal. 

No período de 4 horas e 30 minutos, notamos também o parasita muito bem 

conservado no interior da mucosa intestinal e a formação de uma estrutura 

característica ao redor do parasita, o vacúolo parasitóforo, como pode ser observado 

na Figura 4. 
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Figura 3 – Micrografia eletrônica da porção inicial do intestino delgado de 

camundongo C57BL/6j. A seta mostra um taquizoíto de T. gondii, no interior da 

mucosa intestinal, após 30 minutos do inóculo oral de parasitas irradiados a 255 Gy 

com hidróxido de alumínio. (30000X). 
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Figura 4 – Micrografia eletrônica da porção inicial do intestino delgado de 

camundongo C57BL/6j. A seta mostra um taquizoíto de T. gondii, no interior da 

mucosa intestinal, após 4 horas e 30 minutos do inóculo oral de parasitas irradiados a 

255 Gy com hidróxido de alumínio. (50000X). 
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4.2 Determinação dos anticorpos IgG, IgA e IgM, no soro de camundongos 

C57Bl/6j e BALB/c, imunizados com taquizoítos de T. gondii irradiados a 255 

Gy 

 

 Grupos de 5 animais (C57Bl/6j e BALB/c), foram imunizados com 107 

taquizoítos irradiados por via i.p (sem veículo) e v.o (com hidróxido de alumínio), em 

intervalos quinzenais. O sangue caudal foi utilizado para a determinação das classes 

de anticorpos IgG, IgA e IgM por ELISA. 

 O ELISA para os camundongos C57BL/6j, mostrou que a produção de IgG 

sérico foi maior nos animais imunizados por via parenteral. Quando avaliamos a 

resposta de IgA sérica no mesmo grupo, notamos que apesar de menos intensa em 

relação a resposta de IgG, o perfil de resposta foi semelhante em ambas as vias de 

imunização. Após as três doses, o grupo imunizado por via parenteral também 

apresentou a maior produção da resposta para IgM, sendo insignificante a produção 

dessa imunoglobulina nos animais imunizados por via oral (Figura 5). 

 Nos camundongos BALB/c, inoculados via oral e via parenteral, podemos 

notar que, quando avaliamos a resposta IgG no soro desses animais, observamos 

que novamente o grupo imunizado i.p apresentou os maiores níveis em relação aos 

animais imunizados por via oral. Na avaliação da produção de IgA foi possível notar 

que o grupo imunizado por via oral apresentou níveis bem mais intensos em relação 

a imunização parenteral. Na produção de IgM, houve uma resposta mais 

evidenciada nos animais que receberam o inóculo parenteral, apesar dos animais 

que receberam o inóculo por via oral apresentarem um pequeno aumento na 

produção dessa imunoglobulina (Figura 5). Toda a evolução da produção dessas 

imunoglobulinas pode ser observada no Anexo 1. 
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Figura 5 – Comparação da produção de anticorpos, no soro de camundongos 

C57Bl/6j e BALB/c, detectados após 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. gondii RH 

irradiados a 255 Gy, imunizados por v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem 

veículo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a produção basal das 

imunoglobulinas. 

 

 

4.3 Determinação das subclasses de imunoglobulina G 

 

 Através do ELISA específico de subclasses, foi possível determinar a 

proporção das diferentes subclasses de IgG produzida nos soros dos camundongos 

C57Bl/6j e BALB/c, imunizados com taquizoítos irradiados, por via oral ou parenteral. 

Nos grupos dos animais C57Bl/6j, foi possível notar a maior produção dos 

níveis da subclasse IgG2b, porém o grupo imunizado via oral apresentou níveis 

menores quando comparados com o grupo intraperitoneal. Nos grupos dos 

camundongos BALB/c, observamos um aumento na produção das subclasses IgG1 

e IgG2b em ambas as vias de inoculação, mas também com diferença entre os 

grupos que receberam inóculo oral e intraperitoneal (Figura 6). 
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Figura 6 – Determinação das subclasses de IgG, IgG1(A), IgG2a(B) e IgG2b(C), 

produzidas no soro de camundongos C57Bl/6j e BALB/c, imunizados com parasitas 

irradiados T. gondii (3 doses), por diferentes vias. 
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4.4 Avidez no soro após imunização 

 

 Os resultados do ELISA para determinação da avidez de anticorpos IgG anti-

T. gondii em soro dos animais imunizados com parasitas irradiados, por via oral ou 

parenteral, estão demonstrados na Figura 7. Podemos notar que todos os grupos 

imunizados apresentaram níveis de avidez semelhantes ou superiores aos animais 

infectados agudamente com cistos de ME49. Os grupos imunizados por via 

parenteral apresentaram maiores índices de avidez quando comparados com o 

grupo que recebeu o inóculo por via oral, porém vale ressaltar que os animais 

C57Bl/6j apresentaram uma maturação da resposta mais rápida em relação aos 

grupos de animais BALB/c. 

 

 

Figura 7 – Avidez sérica dos camundongos C57Bl/6j e BALB/c, após imunização por 

via oral ou via intraperitoneal, com parasitas irradiados de T. gondii. 
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4.5 Determinação dos anticorpos IgG, S-IgA e S-IgM, nas fezes de 

camundongos C57Bl/6j e BALB/c, imunizados com parasitas irradiados a 255 

Gy 

 

 Para o estudo da produção de anticorpos pela mucosa intestinal dos animais 

imunizados (C57Bl/6j e BALB/c), foi realizado ELISA das fezes dos camundongos 

imunizados com 107 parasitas por via oral ou parenteral. Como podemos notar os 

animais C57Bl/6j, imunizados por via parenteral, não apresentaram excreção 

significante de IgG e S-IgA, sendo detectado apenas um pequeno aumento de S-

IgM. Nos animais C57Bl/6j, imunizados por via oral, notamos uma excreção mais 

intensa com relação à imunização parenteral, com uma excreção mais intensa de 

IgG e S-IgA (Figura 8). 

 Quando avaliamos a produção dessas imunoglobulinas em animais BALB/c, 

podemos notar que em ambas as vias de inoculação, ocorreu um aumento na 

excreção de todas as imunoglobulinas estudadas e superiores nos animais 

imunizados pela via parenteral. No entanto, os animais BALB/c imunizados por via 

oral apresentaram os maiores níveis de excreção de IgG e S-IgA. A evolução da 

excreção fecal dessas imunoglobulinas, nos modelos estudados, pode ser 

observada no Anexo 2. 
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Figura 8 – Comparação da excreção de anticorpos, nas fezes de camundongos 

C57Bl/6j e BALB/c, detectados após 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. gondii RH 

irradiados a 255 Gy, imunizados por v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem 

veículo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a produção basal das 

imunoglobulinas. 

 

 

4.6 Quantificações relativas por real-time PCR, das citocinas (INF-γ, IL-2, IL-4 e 

IL-10), em esplenócitos e células intestinais, de camundongos imunizados com 

taquizoítos de T. gondii irradiados 

 

 Para a detecção da expressão de citocinas nas células esplênicas e 

intestinais dos camundongos imunizados, foi realizado o real-time PCR para a 

detecção das citocinas IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-10. Todos os valores foram obtidos em 

curvas de determinação da qualidade de cópias (Ct) e em seguida foi calculada a 

variação da expressão gênica através da comparação com a expressão de β-actina. 

Como podemos observar, todos os grupos imunizados apresentaram 

expressão muito significativa de IFN-γ, por estímulo do antígeno de T. gondii por 

células esplênicas, expressão esta menos intensa apenas no grupo C57Bl/6j 

imunizado por via oral. Nos grupos imunizados por via intraperitoneal, observamos 
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um aumento da expressão de IL-4 e IL-10, sendo mais evidenciada no grupo 

BALB/c, via oral, a produção de IL-4 em relação aos demais grupos. Os grupos 

imunizados por via oral apresentaram níveis de expressão de IL-4 e IL-10, inferiores 

ao encontrado no grupo controle infectado com ME49 (Figura 9). 

 Quando avaliamos a expressão dessas citocinas pelas células intestinais 

(placas de Peyer), podemos notar que a maior produção de IFN-γ e IL-2 por estímulo 

do antígeno foi encontrada nos grupos imunizados por via oral (Figuras 10B e 10D), 

apesar do grupo C57Bl/6j apresentar também um pequeno aumento na expressão 

de IL-4 em relação ao grupo BALB/c. Neste mesmo material, mas em grupos 

imunizados por via parenteral, os camundongos C57Bl/6j apresentaram um maior 

aumento na expressão de IL-4 em relação as outras citocinas (Figura 10A), já no 

grupo BALB/c a maior expressão foi de IL-10, com uma acentuada diminuição de 

IFN-γ (Figura 10B). O grupo infectado cronicamente com ME49 apresentou baixa 

produção em todas as citocinas estudadas, sendo um pouco mais significante a 

expressão de IFN-γ (Figura 10E), menos que nos animais imunizados. 
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Figura 9 – Quantificação relativa da expressão de citocinas por esplenócitos de 

camundongos imunizados com taquizoítos irradiados de T. gondii, após 48 horas de 

estimulação in vitro com antígeno de T. gondii. (A) C57Bl/6j i.p, (B) C57Bl/6j v.o, (C) 

BALB/c i.p, (D) BALB/c v.o e (E) camundongo cronicamente infectado com ME49. 
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Figura 10 – Quantificação relativa da expressão de citocinas em células intestinais 

(placas de Peyer) de camundongos imunizados com taquizoítos irradiados de T. 

gondii, após 48 horas de estimulação in vitro com antígeno de T. gondii. (A) C57Bl/6j 

i.p, (B) C57Bl/6j v.o, (C) BALB/c i.p, (D) BALB/c v.o e (E) camundongo cronicamente 

infectado com ME49. 
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4.7 Desafio com cistos da cepa ME49 nos animais imunizados com taquizoítos 

irradiados 

 

Os diferentes níveis de proteção entre as diferentes linhagens de 

camundongos, imunizados com taquizoítos irradiados a 255 Gy e inoculados por via 

oral e por via parenteral foram determinados pela contagem de cistos cerebrais em 

animais sobreviventes. 

Nos grupos controles após 15 dias do último inóculo, os animais (n=10) 

receberam cistos de ME49, por via oral. Não foi observada nenhuma morte em 

nenhum grupo imunizado, apenas 2 mortes no grupo C57BL/6j (não imunizado) na 

primeira semana do desafio, porém todos os demais animais apresentavam sinais 

clínicos de infecção com maior atividade no micro-isolador e eriçamento de pêlos. 

Em ambos os grupos imunizados, foi possível notar eficientes níveis de 

proteção quando comparados com o grupo controle (P<0.05), além de níveis 

semelhantes de proteção entre eles, como pode ser observado na Figura 16. Os 

camundongos BALB/c apresentaram os maiores níveis de proteção. Apesar do 

grupo BALB/c controle apresentar uma quantidade de cistos menor quando 

comparado com o grupo controle dos camundongos C57Bl/6j, o nível de proteção 

chegou a mais de 90%, sendo observados raros cistos em alguns animais de cada 

grupo imunizado, como mostra a Figura 11. 
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Figura 11 – Número de cistos cerebrais, identificados por microscopia de contraste de 

fase, após 30 dias do desafio oral com 10 cistos de ME49, em camundongos (A) 

C57Bl/6j e (B) BALB/c, imunizados via oral e via intraperitoneal, com parasitas 

irradiados de T. gondii. 

 

4.8 Imunização e desafio dos animais geneticamente deficientes de IFN-γ 

 

 Como forma de avaliarmos o processo de imunização e a segurança das 

preparações vacinais, realizamos a imunização por via oral e intraperitoneal em 

camundongos IFN-γ-/- (n=10), com parasitas irradiados de T. gondii. Não foi 
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observada nenhuma morte durante os 45 dias de imunização dos animais, bem 

como, nenhuma outra alteração comportamental em nenhum dos grupos, 

independentemente das vias empregadas. 

 Após o período de imunização dos animais, todos os grupos receberam 10 

cistos de ME49 (via oral). Notamos que entre o período do 10º ao 12º dia ocorreu a 

morte de todos os animais IFN-γ-/- do grupo controle. Os demais grupos imunizados 

também apresentaram algumas mortes entre o período do 10º ao 15º dia, mas em 

ambos os grupos 20% dos animais sobreviveram até o final do experimento (30 

dias), como podemos observar na Figura 12. Todos os grupos, imunizados e 

posteriormente desafiados, apresentaram significância (P<0.05) em relação aos 

grupos controles. 

 

 

Figura 12 – Sobrevida dos camundongos C57Bl/6j IFN-γ-/-, imunizados por via oral ou 

intraperitoneal, com parasitas irradiados de T. gondii (3 doses) e desafiados com 10 

cistos de T. gondii da cepa ME49.  
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4.9 Determinação dos anticorpos IgG, IgA e IgM, no soro de camundongos IFN-

γ
-/-, imunizados com parasitas irradiados a 255 Gy. 

 

 Grupos de 10 animais (C57Bl/6j IFN-γ-/-) foram imunizados com 107 

taquizoítos irradiados por via parenteral (sem veículo) e por via oral (com hidróxido 

de alumínio), em intervalos quinzenais. O sangue caudal foi utilizado para a 

determinação dos níveis de IgG, IgA e IgM por ELISA. 

 Como podemos notar na Figura 13, os animais C57Bl/6j IFN-γ-/-, imunizados 

por via parenteral, apresentaram maiores níveis de IgG em comparação com os 

animais imunizados por via oral. Esses níveis foram semelhantes ao grupo de 

animais não deficientes e imunizados pela mesma via e foram superiores aos 

animais IFN-γ-/- imunizados por via oral. Quando avaliamos a produção de IgA no 

soros dos animais, observamos uma produção significante em todos os grupos 

analisados, com uma menor produção pelos animais IFN-γ-/- imunizados por via oral. 

Na avaliação da produção de IgM nos soro dos grupos imunizados, notamos uma 

produção significante apenas nos animais imunizados por via parenteral, com uma 

produção mais acentuada nos animais IFN-γ-/- (Figura 13). Toda a evolução da 

produção dessas imunoglobulinas pode ser observada no Anexo 3. 
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Figura 13 – Comparação da produção de anticorpos, no soro de camundongos 

C57Bl/6j IFN-γ-/- e C57Bl/6j, detectados após 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. gondii 

RH irradiados a 255 Gy, imunizados por v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem 

veículo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a produção basal das 

imunoglobulinas. 

 

 

4.10 Determinação dos anticorpos IgG, S-IgA e S-IgM, nas fezes de 

camundongos IFN-γ-/-, imunizados com parasitas irradiados a 255 Gy 

 

 Para avaliarmos a produção de imunoglobulinas excretadas nas fezes dos 

animais C57Bl/6j IFN-γ-/- imunizados com taquizoítos irradiados de T. gondii, 

realizamos ELISA nas amostras de suspensões fecais dos grupos. 

 Na avaliação da excreção de IgG nas fezes, notamos que todos os grupos 

apresentaram excreção dessa imunoglobulina, sendo menos evidenciada no grupo 

C57BL/6j imunizado por via parenteral e mais evidenciada no mesmo grupo 

imunizado por via oral. A produção de S-IgA e S-IgM apresentaram um aumento 

substancial de excreção nos animais deficientes de IFN-γ, após as imunizações 

(Figura 14). Toda a evolução, por todo o período da imunização, da excreção dessas 

imunoglobulinas pode ser observada no Anexo 4. 
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Figura 14 – Comparação da excreção de anticorpos, nas fezes de camundongos 

C57Bl/6j IFN-γ-/- e C57Bl/6j, detectados após 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. gondii 

RH irradiados a 255 Gy, imunizados por v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem 

veículo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a produção basal das 

imunoglobulinas. 

 

4.11 Desafio com cistos da cepa ME49 dos animais IFN-γ-/- imunizados com 

taquizoítos irradiados 

 

Após o período de imunização, os animais foram submetidos ao desafio oral 

com 10 cistos de T. gondii da cepa ME49. Podemos observar que em ambos os 

grupos houve um aumento na sobrevida dos animais, sendo levemente maior nos 

animais imunizados pela via parenteral. Após o 15º dia do desafio, 20% dos animais 

não apresentavam nenhum sinal da doença e permaneceram vivos até o 30º dia 

após o desafio, onde foram sacrificados e o número de cistos em seus cérebros 

determinados. 

O grupo C57Bl/6j IFN-γ-/- que recebeu a imunização por via parenteral foi o 

grupo com a menor quantificação de cistos no cérebro, após o desafio (P<0.05). Os 

animais que receberam o inóculo por via oral apresentaram uma quantidade maior 

de cistos cerebrais, semelhantes aos animais não imunizados e sem deficiência de 

IFN-γ, como podemos observar na Figura 15. 



Andrés Jimenez Galisteo Jr. 

 

57 

 

 

 

Figura 15 – Determinação, por microscopia de contraste de fase, da quantidade de 

cistos cerebrais em camundongos IFN-γ-/- imunizados e sobreviventes, após 30 dias 

do desafio com 10 cistos da cepa ME49. 
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V DISCUSSÃO 

 

 Como já havia sido comprovado anteriormente pelo nosso grupo, não houve 

alteração das características de biologia celular do T. gondii, após o processo de 

radiação ionizante a 255 Gy, bem como houve preservação de sua capacidade de 

invasão “in vivo” das células intestinais. Esses achados confirmam os encontrados 

por HIRAMOTO e col. (2002), onde os parasitas apresentavam suas características 

de invasão “in vitro” preservadas, mesmo após irradiação a 255 Gy, em células LLC-

MK2 e fibroblasto humano. Nossos dados são importantes porque ainda não havia 

sido confirmada a manutenção dessas características, durante o processo natural de 

invasão “in vivo”. 

 Há poucos estudos de imunidade utilizando parasitas de T. gondii por via oral, 

porém algumas tentativas utilizando oocistos irradiados, na dose igual ou superior a 

0,25 KGy, quando inoculados por via oral, apresentavam proteção contra a formação 

de cistos nos cérebros de camundongos desafiados com oocistos viáveis (DUBEY et 

al., 1996b). Tentativas de imunizações orais, utilizando antígenos isolados de T. 

gondii, já foram realizadas no passado por nosso grupo, porém não foi possível 

obter uma produção de anticorpos satisfatória, ou proteção contra a formação de 

cistos (dados não mostrados). Contudo, outros grupos utilizando imunizações com 

antígenos de T. gondii em associação com toxina colérica, induziram uma melhor 

qualidade da resposta imune sistêmica e de mucosa, mas sem proteção quando 

foram desafiados com cistos da cepa 76K, apresentando baixos níveis de proteção 

(BOURGUIN et al., 1993). 

Em estudos anteriores, realizados por nós, com taquizoítos irradiados e 

administrados por via oral, foi possível observar uma intensa resposta sérica e 
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intestinal contra o T. gondii, com proteção parcial da formação de cistos em 

camundongos C57Bl/6j (GALISTEO Jr et al., 2005), no entanto, essa resposta 

poderia ser  desencadeada por restos imunogênicos dos taquizoítos digeridos pelo 

estômago dos camundongos. 

Pela observação por microscopia eletrônica, podemos notar a qualidade da 

proteção dos parasitas pelo hidróxido de alumínio, demonstrando que o uso desse 

veículo não interfere na penetração das células pelos parasitas e ainda mantém 

todas as condições para que os taquizoítos ultrapassem as barreiras do trato 

digestivo, da forma mais íntegra possível. Essa abordagem é muito importante, 

porque para o sucesso da imunização oral, é necessária uma efetiva apresentação 

dos antígenos nos sítios de indução imune na mucosa intestinal, como nas placas 

de Peyer e epitélio intestinal (CRIPPS et al., 2001). A integridade do parasita e sua 

capacidade de penetração em células intestinais são essenciais para a produção de 

uma resposta imune protetora adequada, sendo esta abordagem, a mais próxima do 

que ocorre na natureza (HIRAMOTO et al., 2002). 

Todas as linhagens de camundongos imunizados apresentaram níveis 

detectáveis e um aumento progressivo na produção de IgG sérica. Os níveis de IgG 

detectados nos soros das diferentes linhagens de camundongos imunizados com 

taquizoítos irradiados a 255 Gy, foram menores nos animais imunizados via oral. 

Esses resultados foram observados anteriormente em camundongos C57Bl/6j, 

quando imunizados com taquizoítos irradiados e utilizada como via a inoculação oral 

(GALISTEO Jr et al., 2005). Vale notar que a exposição dos antígenos no trato 

gastrointestinal é capaz de induzir uma resposta humoral sistêmica, porém com 

menor intensidade do que quando a exposição é feita por via parenteral (OGRA & 

METECKY, 1994). Este fato foi muito bem observado quando analisamos os níveis 
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de IgG produzidos em nosso modelos. Perfil semelhante de resposta foi observado 

em outros modelos utilizando partículas de lipossomos contendo antígenos de 

Escherichia coli, e quando administrado por via oral, apresentou níveis de IgG 

elevados no soro, e conseqüente diminuição da infecção por E. coli (Tana et al., 

2003). 

O mesmo padrão de resposta foi observado quando avaliamos a produção de 

IgA no soro das linhagens estudadas. Apenas nos animais da linhagem BALB/c, 

imunizados por via oral, foram observados os maiores níveis, desde o primeiro 

inóculo. Sabe-se que a IgA sérica tem um importante papel em bacteremias, 

evitando a septicemia e a doença (VAN EGMOND et al., 2001), é a segunda mais 

abundante imunoglobulina produzida no soro, com cerca de 20% do total e 

apresenta atividade pró-inflamatória (VAN EGMOND, et al., 2001). Atualmente a 

vacina comercial para Giardia (GiardiaVax®, Fort Dodge Animal Health), 

desenvolvida com antígenos de trofozoítos, demonstrou uma alta imunidade 

protetora em cães. Esse fato está relacionado principalmente pelos altos níveis de 

IgG e IgA presentes no soro e na mucosa dos animais vacinados, demonstrando 

mais uma vez a importância dessa imunoglobulina na proteção sistêmica contra 

parasitas (OLSON et al.,1997; OLSON et al., 1996). Estudos recentes de imunização 

com proteína recombinante rCWP2 de Giardia duodenalis, mostraram que altos 

níveis de IgA sérica, também foram muito importantes na inibição da liberação de 

cistos, diminuindo assim a transmissão da doença (LAROCQUE et al., 2003). Esses 

e nossos dados sugerem que a IgA sérica tem uma importante função como uma 

das linhas de defesa sistêmicas do organismo contra o T. gondii, como já descrito 

pela inibição na invasão de enterócitos, pela S-IgA (MACK & McLEOD, 1992). 
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Quando avaliamos a produção de IgM sérico nessas amostras, notamos que 

apenas houve uma produção mais significante nos animais imunizados por via 

intraperitoneal, demonstrando mais uma vez a diferença de resposta quando 

utilizamos vias de imunizações diferentes. Dados já comprovaram que altos níveis 

de IgA e IgM no soro de ratos, auxiliam na resistência a infecções por T. gondii, 

demonstrando dessa forma a importância dessas imunoglobulinas no combate a 

infecção (GODARD et al., 1990). Outros autores demonstraram que bons níveis de 

IgM tem um importante papel no controle da disseminação sistêmica de taquizoítos, 

durante a fase aguda da infecção por T. gondii (COUPER et al., 2005). Em nossos 

ensaios houve uma queda após a terceira dose, este fato pode estar relacionado 

com a sustentação dos níveis maiores de IgG e IgA, o que pode ocorrer através do 

processo de switching de classes, onde no decorrer da maturação da resposta 

imunológica, por rearranjos gênicos, as células B passam a produzir anticorpos mais 

específicos e com maior afinidade como IgA e IgG (CERUTTI, A., 2008).  

O resultado das subclasses de IgG mostraram padrões semelhantes entre os 

grupos, porém os animais imunizados via parenteral apresentaram os maiores níveis 

em todos os tipos de subclasses. Quando analisamos a rota oral de imunização, 

notamos que a produção de subclasses de IgG, apesar de presente, apresentou 

níveis mais baixos, mas a diferença está apenas na intensidade e não na proporção 

das subclasses. Este fator está relacionado com a via de estimulação onde 

imunizações sistêmicas refletem um maior sinal sérico quando comparado com uma 

estimulação na mucosa intestinal. Outro fato observado é a baixa produção de 

IgG2a pelos animais C57Bl/6j, isso segue características próprias desta linhagem 

que apresenta deficiência no gene que controla a produção dessa subclasse 

(MARTIN & LEW, 1998; MORGADO et al., 1989), porém, podemos perceber 
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claramente que a resposta tipo Th1 é mais intensa nos animais C57BL/6j, ao passo 

que nos animais BALB/c a resposta tende para um balanço entre Th1/Th2. 

Caracteristicamente os animais C57Bl/6j apresentam uma resposta tipo Th1 e os 

animais BALB/c apresentam uma resposta basal voltada para o tipo Th2 (PINCHUK 

et al., 2008), com isso podemos notar que após o processo de imunização, os 

animais do tipo BALB/c, adquirem um perfil voltado preferencialmente para uma 

resposta Th1, mas ainda mantendo níveis aumentados de IgG1. Este tipo de perfil 

também foi encontrado em estudos de imunização utilizando vacina de DNA (AMA1) 

onde os camundongos apresentaram, após imunização, um balanço na resposta 

Th1/Th2, sendo encontrado em animais BALB/c, os melhores índices de proteção na 

fase aguda (DAUTU et al., 2007). 

Avaliando a maturação dos anticorpos IgG no soros dos animais imunizados, 

notamos que em todos os grupos, os anticorpos encontrados foram de baixa avidez, 

porém os níveis foram iguais ou superiores aos animais infectados agudamente com 

cistos de ME49. Este fato deve estar relacionado ao tempo da maturação da 

resposta imune em camundongos. Nosso ensaio foi realizado após 6 semanas, o 

que deve ter dificultado a obtenção de maiores índices de avidez, já que em outros 

modelos, utilizando a maturação de vírus, os índices de avidez demoram meses 

para atingir níveis como os da infecção natural (SOUZA et al., 1997). Alguns autores 

descrevem índices de avidez iguais ou superiores a 40%, por volta da décima 

semana do início da imunização (CHEN et al., 2003a). As reações de avidez 

apresentaram difícil padronização dada a qualidade de antígeno e o tipo e 

concentração do caotrópico utilizado, dificultando comparações entre dados de 

autores diferentes (HEDMAN et al., 1989) Podemos notar também que apesar da 

imunização oral apresentar menores níveis de IgG no soro, esses anticorpos 
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apresentaram índices de avidez consideráveis quando comparamos com os níveis 

encontrados na fase aguda da doença. Isto pode ser explicado pelo tipo de 

imunização utilizado, já que em geral, os índices de avidez são determinados em 

vacinas vivas atenuadas, que simulam os resultados de uma infecção natural e não 

para antígenos com apresentação cíclica, como os utilizados em nossos modelos. 

Na infecção natural, T. gondii é normalmente adquirido por ingestão de cistos 

ou oocistos, proporcionando assim uma importante fonte de estímulo sistêmico e 

principalmente na mucosa, por esse motivo é muito importante saber o verdadeiro 

papel das imunoglobulinas no bloqueio inicial da infecção. No estudo das 

imunoglobulinas excretadas/secretadas, na mucosa intestinal, podemos observar 

que apenas o grupo C57Bl/6j (i.p) apresentou os menores níveis de produção dos 

três tipos de imunoglobulinas nas fezes, todos os demais grupos apresentaram altos 

níveis de produção, em especial as classes IgG e S-IgA. 

Níveis significativos de IgG já haviam sido observados por outros autores em 

estudos utilizando imunizações orais com antígenos sonicados em associação com 

toxina colérica (BOURGUIN et al., 1991) e essa imunoglobulina, em conjunto com S-

IgA, produzidas em intestinos de gatos infectados, atuaram na diminuição da 

penetração de T. gondii em fibroblastos, demonstrando a importância da IgG fecal 

na prevenção da infecção (OMATA et al., 1997). Como já havia sido comprovado os 

anticorpos IgA anti-T. gondii secretados no leite demonstraram ser muito eficientes 

na proteção contra a toxoplasmose quando o desafio ocorre de forma natural, por 

via oral (McLEOD & MACK, 1986). Os mesmos autores também conseguiram 

comprovar que a S-IgA, diminui a infecção de enterócitos em 75% “in vitro” (MACK & 

McLEOD, 1992), demonstrando mais uma vez a importância dessa imunoglobulina 

no bloqueio da invasão do T. gondii, nas células intestinais. Os níveis de S-IgM são 
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substancialmente menores que a S-IgA, pela dificuldade de transporte da IgM, essa 

imunoglobulina apresenta normalmente uma produção menor nas mucosas de 

maneira geral. Além disso, a S-IgM não pode substituir totalmente S-IgA em termos 

funcionais, devido à sua maior sensibilidade às enzimas proteolíticas, e sua 

capacidade de ativar, em nível tecidual, a cascata de complemento com potenciais 

danos colaterais. Interessante notar que em pacientes deficientes em IgA, a IgM 

pode substituir aquela imunoglobulina em suas funções secretoras na mucosa 

(NORHAGEN, et al., 1989) Apesar da baixa afinidade, anticorpos de mucosa do 

isotipo IgA e IgM exibem alta avidez devido a vários sítios de ligações com antígenos 

(quatro para dímeros de IgA e 10 para pentâmeros de IgM) resultando no reforço da 

sua capacidade de interagir com antígenos inertes e para neutralizar biologicamente 

antígenos ativos, sendo desta forma duas imunoglobulinas importantes na proteção 

local contra patógenos (WOOF & MESTECKY, 2005). 

 Para o estudo da expressão gênica de citocinas esplênicas dos animais 

imunizados, realizamos a avaliação através do real-time PCR. Podemos notar uma 

diferença na expressão de citocinas entre os grupos, com um aumento significante 

de IFN-γ e IL-10 nos grupos imunizados por via intraperitoneal. IL-10 já demonstrou 

ter um papel importante no controle da morte de animais infectados com T. gondii ou 

T. cruzi, onde nesses modelos, apesar do controle da infecção, a morte é causada 

pelo aumento descontrolado na produção de citocinas pró-inflamatórias. Em células 

animais, células efetoras Th1 produzem IL-10 como meio de prevenção de danos 

colaterais, como um mecanismo de autocontrole, porém esse mecanismo também 

pode ser utilizado como escape por agentes patogênicos (TRINCHIERI, 2007). 

Embora em células humanas a polarização extrema da resposta tipo Th1, junto da 

presença de altos níveis de IL-12, induzirem o aumento dos níveis de IL-10 e IFN-γ 
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(GEROSA et al., 1996), em animais a IL-12 não apresenta esse papel em células 

Th1 de camundongos infectados por T. gondii, onde o próprio parasita durante a 

infecção, controla a expressão de IL-10 (TRINCHIERI, 2007). Apesar do aumento de 

IFN-γ nos animais imunizados por via oral, não foi possível observar o mesmo efeito 

de aumento da IL-10 em células esplênicas. 

 A expressão dessas citocinas na mucosa intestinal apresentou um 

comportamento distinto do apresentado pelas células esplênicas. Na estimulação 

das placas de Peyer, podemos notar que não houve uma produção tão intensa de 

IFN-γ. Isto pode ser devido a diferentes populações celulares encontradas nestas 

placas, quando comparadas ao baço. As populações celulares intestinais estão em 

parte envolvidas com a tolerância aos antígenos, quer seja por alteração na 

apresentação de antígeno por células dendríticas profissionais (FARIA & WEINER, 

2005) quer pela presença maior de subpopulações linfocíticas com receptores tipo 

, envolvidos em mecanismos de tolerância imunológica (MOWAT, 2003). A maior 

produção local de IL-10 em animais imunizados lembra este mecanismo de controle 

da imunidade, já que esta seria uma das principais citocinas envolvidas na indução 

de tolerância (MOWAT, 2003), mas é interessante notar que a produção foi mais 

intensa nos modelos de imunização parenteral. Nas células linfóides intestinais 

estimuladas a produção de IFN-γ foi muito menos marcante que nas células 

esplênicas, sugerindo que a população que foi estimulada não pertencia ao grupo 

CD8 de citotoxicidade clássico (DEROUIN, 1992), talvez envolvida com a produção 

local de plasmócitos e resposta do tipo Th2, evidenciada pela maior produção de 

anticorpos IgA e IgM para excreção nas fezes. 

Analisando as respostas em conjunto, podemos sugerir que uma imunização 

parenteral resulta numa resposta imune voltada para proteger o hospedeiro contra 
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agressores que já invadiram o sistema, pela produção de células CD8 e produção 

maciça de IFN-γ ativador de macrófagos. Já a resposta imune induzida pela 

imunização oral também induz esta resposta em baço, embora de menor 

intensidade, mas também induz uma imunidade intestinal voltada para a produção 

de citocinas de proliferação como a IL-2, que indica a produção de células para a 

resposta efetora como linfócitos B para produção de anticorpos ou células CD8  

especializadas na migração luminal e combate externo ao agente. Estas células 

CD8  não estão relacionadas com produção de interferon na produção de 

imunidade efetora em infecções semelhantes (FRANCO et al., 1997) e tem sido uma 

difícil tarefa elucidar sua função (JIANG et al., 2008), embora seja a célula CD8 mais 

produzida do organismo e muito efetiva (ROCHA, 2007). 

Quando submetemos os diferentes grupos de animais imunizados aos 

esquemas de desafio com a cepa ME49 de T. gondii, notamos que em todos os 

grupos houve uma proteção significante em relação ao grupo controle. Em todos os 

esquemas vacinais, o nível de resposta foi muito próximo dos já encontrados 

anteriormente por nós, utilizando camundongos C57Bl/6j, tanto quando imunizados 

i.p ou via oral (HIRAMOTO et al., 2002; GALISTEO Jr. et al., 2005). Porém, os 

camundongos BALB/c foram os que apresentaram níveis mais elevados de 

proteção, com diminuição contra a formação de cistos, em cerca de 80% dos 

animais após o desafio com a cepa ME49, chegando a não detectarmos cistos por 

microscopia convencional, na maioria dos casos. Imunizações utilizando uma 

mistura de 3 adenovírus modificados, que expressam proteínas de superfície de T. 

gondii (SAGs), apresentaram uma redução de 80% da carga parasitária de cistos 

após o desafio com a cepa P-Br, porém não foi observado a ausência de cistos em 

nenhum dos animais avaliados (CAETANO et al., 2006). Além dos animais BALB/c 
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apresentarem naturalmente uma resistência genética aos cistos de ME49 (SUZUKI 

et al.,1995), provavelmente essa maior proteção esteja relacionada ao fato destes 

apresentarem uma resposta mais voltada para um balanço entre Th1/Th2, 

influenciada por uma maior produção de IL-10 (HSIEH et al., 1995) e por 

apresentarem também uma maior produção de IgG e S-IgA nas fezes, promovendo 

assim condições mais favoráveis para uma melhor proteção da mucosa intestinal. 

 Animais com deficiência de IFN-γ foram submetidos à imunização com os 

parasitas irradiados, por via oral e intraperitoneal. Podemos observar que não houve 

nenhuma morte ou evidência da doença, em nenhum grupo, durante o processo de 

imunização. Animais com deficiência na produção de IFN-γ, não produzem uma 

resposta sistêmica completa e efetiva contra o T. gondii, fato que leva os mesmos a 

morte em no máximo 10 dias após serem infectados com cistos de ME49 (CARMO, 

2006). Diversos autores demonstraram que apenas um parasita viável é capaz de 

instalar a infecção, levando os camundongos a morte após alguns dias. Em nossos 

achados, os animais IFN-γ-/- sobreviveram por 45 dias, durante todo período da 

imunização, sem qualquer comprometimento ou óbito de nenhum animal. Esses 

resultados demonstram que nosso preparado vacinal apresenta excelente nível de 

segurança, podendo ser utilizado como imunógeno em animais. 

Após o período de imunização podemos notar uma produção efetiva de 

anticorpos no soro e nas fezes de todos os grupos estudados, mostrando que 

mesmo na ausência de IFN-γ, os animais conseguiram produzir uma resposta 

humoral contra nosso imunógeno. Fato semelhante foi observado em modelos 

utilizando imunizações com esporozoítos atenuados geneticamente de P. berghei 

em camundongos C67Bl/6j IFN-γ-/-, onde houve a produção de uma resposta 

específica de anticorpos (MUELLER et al., 2007). Após o período de imunização, os 
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animais receberam o desafio oral com cistos da cepa ME49 e em ambos os grupos 

notamos um aumento na sobrevida dos animais, chegando a uma proteção de 20% 

(n=4). Nesses animais sobreviventes, foi possível observar, a presença de cistos 

cerebrais, sendo em maior quantidade, nos animais imunizados por via oral. Nossos 

dados sugerem que em animais deficientes de IFN-γ, após imunização prévia, a 

proteção foi provavelmente sustentada por anticorpos específicos presentes no soro 

e nas fezes, no entanto sua eficiência parece ser limitada, pelo fato desses animais 

não ficarem protegidos contra a formação de cistos cerebrais. 

Como já relatado por outros autores o IFN-γ tem um importante papel na 

proteção da infecção e controle da proliferação do T. gondii (GAZZINELLI et al., 

1994), mas outros fatores podem estar presentes, evidenciado na ausência dessa 

quimiocina. Alguns autores reportam que a resistência em camundongos deficientes 

de IFN-γ, seja dada através da via CD40-CD154, onde ocorre o favorecimento da 

ativação de células apresentadoras de antígeno e ativação de células T CD4+ e 

CD8+, como um importante papel na resposta imunológica a patógenos 

intracelulares (SUBAUSTE & WESSENDARP, 2006). Nossos dados de anticorpos 

mostram que a produção de S-IgA e S-IgM foi maior nestes animais, o que corrobora 

esta afirmação, relacionada ao efeito de células T reguladoras, que dependem de 

IFN-γ para sua ação. 

Interessante notar que, pelos resultados por nós obtidos, a resposta celular 

apresenta um papel muito importante no controle da infecção e na diminuição da 

formação de cistos, porém vale ressaltar a importância da resposta humoral, tanto 

sérica e principalmente a intestinal, no combate inicial do bloqueio da invasão do 

parasita no hospedeiro. Esses dados sugerem que esse tipo de abordagem favorece 

muito imunização de felinos, pois podemos iniciar o combate da infecção já no 
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momento da ingestão dos parasitas por esses animais, impedindo assim a aquisição 

da infecção e num segundo momento à eliminação de oocistos na natureza. Além do 

mais, combate preventivo contra o parasita, impedindo que ele através de 

mecanismos de escape se instale no hospedeiro, parece ser a forma de maior 

sucesso contra a instalação da infecção no hospedeiro até o momento. 

O uso de parasitas viáveis, mas bloqueados em seu mecanismo de 

reprodução, favorece a apresentação correta dos antígenos e deixa a abordagem a 

mais próxima da forma natural da infecção, que induz proteção eficiente em 

imunocompetentes, pelo menos quanto ao desenvolvimento de doença (HIRAMOTO 

et al., 2002, REMINGTON et al., 2005). Outro fator adicional é o uso da radiação 

ionizante, que age diretamente nas proteínas, promovendo a oxidação e tornando-as 

mais facilmente captadas por macrófagos, através de receptores scavengers 

específicos, aumentando sua imunogenicidade (PINHO et al., 1995; CARDI et al., 

1998). 

Outro aspecto pouco levantado em anos recentes é a eficiência da radiação 

ionizante como ferramenta na produção de parasitas viáveis, mas sem capacidade 

de reprodução, em especial para parasitas mais complexos, com divisão sexuada, 

como protozoários do filo Apicomplexa (HIRAMOTO et al., 2002; NUSSENZWEIG et 

al., 1969) e helmintos (WALES & KUSEL, 1992), ideais para vacinas. Helmintos 

produzem uma imunidade concomitante, impedindo novas infestações após a 

instalação de um parasita em um hospedeiro. Esta imunidade é a ideal para prevenir 

novas infestações e tem sido proposta com sucesso em esquistossomose 

(McMANUS & LOUKAS, 2008). A ciência não deve esquecer os potenciais de 

processos preconceituosamente considerados como perigosos e o uso cada vez 

maior da radiação na esterilização de materiais para uso humano e alimentos mostra 



Andrés Jimenez Galisteo Jr. 

 

70 

 

este aspecto. A radiação é uma ferramenta poderosa e perigosa, mas temer não 

significa não estudar ou usar, se não ainda estaríamos sem utilizar o fogo, que 

queima. O estudo, e o uso criterioso, da radiação ionizante em agentes biológicos 

podem resultar em inúmeras formas de produção de insumos úteis para a 

humanidade. Cabe apenas a nós prover o conhecimento para este uso seguro da 

radiação e não compartilhar do temor visceral do desconhecido. 

Quando pensamos em animais com carne de consumo humano, como suínos 

e ovinos, as formas de controle da infecção estão relacionadas com as boas práticas 

de manejo, como controle de roedores e felinos nas instalações, educação sanitária 

e vacinação. O desenvolvimento de uma vacina para imunização desses animais, 

principalmente de felinos domésticos e selvagens, é a estratégia de controle que tem 

como objetivo reduzir as perdas econômicas em animais de produção e o número de 

cistos teciduais na carne destes animais. Dessa forma, pode-se diminuir o risco de 

infecção ao homem pela ingestão de cistos em carne crua ou mal cozida de animais 

infectados e ainda prevenindo a eliminação de oocistos pelos felídeos. Tentativas 

utilizando uma cepa termo-sensível de T. gondii (ts-4), demonstrou que animais 

imunizados e desafiados com a cepa M-7741, apresentaram uma sobrevida de 88%, 

porém não se tem relatos da determinação do número de cistos e o grau de lesão no 

cérebro desses animais (WALDELAND et al., 1983). Estudos apontam que a 

imunização com esse tipo de cepa apresentou alta virulência em animais jovens, o 

que dificulta seu uso como vacina, por perdas fetais e em animais jovens de 

diferentes espécies (PINCKNEY et al., 1995; JUNGERSEN et al., 2001). Atualmente 

a única vacina comercialmente utilizada é a Toxovax®, produzida a partir de 

parasitas da cepa S48, isolada de membranas fetais de um aborto ovino e, após 

3.000 passagens em camundongos, perdeu a sua habilidade de desenvolver cistos 



Andrés Jimenez Galisteo Jr. 

 

71 

 

teciduais. Esta vacina viva é amplamente utilizada no Reino Unido e Nova Zelândia, 

prevenindo o abortamento ovino e garantindo uma proteção durante 18 meses, mas 

se recomenda a revacinação anual (BUXTON, 1993). Porém a utilização dessa 

vacinas apresenta problemas de logística, como transporte e conservação das 

amostras. O uso limitado da Toxovax® deve-se ao fato da necessidade de 

imunização imediata de todo o rebanho no momento da chegada das amostras, o 

que passa a ser inviável sua utilização e manipulação em outros países. 

Outro fator importante é a questão do comprometimento ocular causado pela 

toxoplasmose. O grau de lesão e seu comprometimento variam muito de acordo com 

a região atingida. Em estudos realizados por nosso grupo, podemos observar que 

hamsters, previamente imunizados com taquizoítos irradiados, foram eficientes na 

prevenção do comprometimento ocular, com diminuição de focos de lesões na retina 

de animais desafiados (CURSINO, 2007), sugerindo que uma vacina sem cistos não 

induzirá no futuro lesões de imunidade cruzada ocular. 

Além de todos os problemas causados pela toxoplasmose e aqui levantados, 

existem estudos que sugerem que a infecção pelo T. gondii pode promover 

alteração no comportamento do hospedeiro infectado. Diversos trabalhos, com 

populações humanas, já demonstraram alterações comportamentais entre grupos 

soro positivos para o T. gondii entre grupos controles negativos, como maior 

incidência de acidentes de trânsito e alteração de personalidade (FLEGR, 2007; 

FLEGR et al., 1996). O mesmo estudo também já foi realizado em animais, onde foi 

possível observar modificação da ansiedade e processo cognitivo (WEBSTER, 

2007), o que os torna mais suscetíveis aos predadores (LAMBERTON et al., 2008). 

Se confirmados, esses dados podem transformar a toxoplasmose em um grande 

problema de saúde pública no futuro, mas impedindo o uso de uma vacina humana, 
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pois será necessário esclarecer o mecanismo de desencadeamento destas 

alterações de comportamento antes de permitir o uso de vacina em humanos.  

Estudos realizados nos Estados Unidos, utilizando gatos vacinados com 

bradizoítos livres da cepa mutante T-263, reduziram a exposição do T. gondii em 

suínos, demonstrando a importância da vacinação dos gatos na prevenção da 

transmissão da doença (MATEUS-PINILLA et al.,1999). A interrupção da cadeia de 

transmissão para animais de produção, em geral herbívoros e dependentes da 

ingestão de oocistos produzidos por gatos, seria a melhor forma de evitar a 

toxoplasmose humana. Esta seria bloqueada sem evitar a ingestão de carne que 

não pode ser evitada por problemas nutricionais e também ocorreria uma diminuição 

progressiva da contaminação de águas potáveis, pela menor disponibilidade de 

oocistos produzidos por felinos livres. O tratamento da água em grandes cidades 

envolve processos de decantação e sedimentação, mas os oocistos são flutuantes e 

não são sensíveis a cloração habitual das águas, mais voltada para agentes virais e 

bacterianos (GAJADHAR et al., 2006; SMITH & NICHOLS, 2006). 

Todos estes dados mostram a aplicação prática de desenvolvimento de uma 

vacina oral para toxoplasmose para uso em felinos. Esta vacina poderia ser utilizada 

como iscas atrativas para os gatos livres do ambiente, como os de rua ou de vida 

livre selvagem, promovendo uma diminuição da excreção de oocistos por eles e 

assim reduzindo a transmissão ambiental da toxoplasmose, sem os riscos de 

intervenção direta nas populações humanas. No caso de animais carnívoros o uso 

de iscas como veículo para distribuição de imunógenos vem sendo utilizada com 

sucesso há alguns anos na vacinação da raiva (RABORAL VR-G ). Esta vacina 

produzida nos Estados Unidos utiliza um vetor viral recombinante e farinha de peixe 

ou comida para cão como veículos. Estas iscas são distribuídas em grandes áreas 
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para a imunização de cães, gatos, raposas entre outros animais com efetiva 

segurança e resultados eficazes, contribuindo com o controle da raiva em muitos 

países (MACKOWIAK et al., 1999). Porém vale ressaltar que esse tipo de 

abordagem não favorece animais ruminantes, por apresentarem um sistema 

digestivo compartimentado, sendo a imunização intranasal uma alternativa para 

imunização de mucosas nesses modelos. 

Estudos de conservação do parasita e distribuição das vacinas no ambiente 

devem ser realizados com o objetivo de atingir o maior número de animais 

selvagens, que seguramente em médio prazo, será responsável pela interrupção do 

ciclo da doença e conseqüentemente uma melhoria na qualidade de vida das 

populações, reduzindo a transmissão ambiental e perdas econômicas. 
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VI CONCLUSÕES 

 

Geral 

 

Nossos resultados mostraram que a imunização, com taquizoítos irradiados a 

255 Gy, induziu resposta imune protetora em camundongos, com produção de 

citocinas e anticorpos, com participação do IFN-γ na proteção a infecção. 

 

Especificamente, quanto ao uso de imunização oral com taquizoítos deT. 

gondii irradiados. 

 

A funcionalidade celular do parasita irradiado é mantida no processo de 

vacinação oral, mesmo após a ação das enzimas estomacais, com invasão dos 

enterócitos e subseqüente morte do parasita. 

Há sempre produção significante de IgG sérica específica após imunização 

oral, embora em níveis inferiores ao da imunização parenteral. 

Houve sempre produção significativa de anticorpos IgA específicos no soro de 

camundongos imunizados por via oral, sendo semelhante ou maior que a 

imunização parenteral. 

Houve menor produção de IgM sérica após imunização por via oral nos 

modelos estudados, diferentemente do que ocorreu na imunização parenteral. 

A IgG2b foi a subclasse mais produzida de IgG após imunização oral, 

semelhante a imunização parenteral. 
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A maturação da avidez de IgG foi mais lenta na imunização por via oral que 

na imunização parenteral. 

Houve excreção de IgG, IgA e IgM nas fezes dos animais imunizados por via 

oral, em geral mais intensa que em animais imunizados por via parenteral. 

Na imunidade celular envolvida na imunização por via oral, houve um 

aumento na produção de IFN-γ por células esplênicas, com níveis menores de 

produção de IL-2, IL-10 e IL-4. 

Na imunidade celular intestinal em animais imunizados por via oral, houve 

padrão diferente de produção de citocinas, com menor produção de IFN-γ e 

produção maior de IL-2. 

Os animais imunizados e desafiados com agentes viáveis apresentaram 

proteção significativa com diminuição de número de cistos cerebrais, em especial os 

animais BALB/c. 

Por estudos em animais geneticamente deficientes de IFN-γ, a vacinação oral 

induz uma proteção parcial com maior número de cistos cerebrais e maior tempo de 

sobrevivência dos animais. 

Houve produção de IgG e IgA específicos no soro dos animais IFN-γ-/-, 

sugerindo participação destes anticorpos na proteção parcial utilizada. 

Houve excreção de IgA e IgM nas fezes de animais IFN-γ-/- imunizados. 
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ANEXOS 
 

 



 

Anexo 1 – Produção de anticorpos IgG (A/B), IgA (C/D) e IgM (E/F), no soro de 

camundongos C57Bl/6j e BALB/c, inoculados com 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. 

gondii RH irradiados a 255 Gy, v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem veículo), 

detectada por ELISA. As setas indicam as datas dos inóculos. 

 



 

Anexo 2 – Excreção de anticorpos IgG (A/B), IgA (C/D) e IgM (E/F), nas fezes de 

camundongos C57Bl/6j e BALB/c, inoculados com 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. 

gondii RH irradiados a 255 Gy, v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem veículo), 

detectada por ELISA. As setas indicam as datas dos inóculos. 

 



 

Anexo 3 – Produção de anticorpos IgG (A), IgA (B) e IgM (C) no soro de 

camundongos IFN-γ
-/-, inoculados com 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. gondii RH 

irradiados a 255 Gy, v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem veículo), detectada 

por ELISA. As setas indicam as datas dos inóculos. 



 

Anexo 4 – Excreção de anticorpos IgG (A), S-IgA (B) e S-IgM (C) nas fezes de 

camundongos IFN-γ
-/-, inoculados com 3 doses de 1x107 taquizoítos de T. gondii RH 

irradiados a 255 Gy, v.o (com hidróxido de alumínio) ou i.p (sem veículo), detectada 

por ELISA. As setas indicam as datas dos inóculos. 



Anexo 5 – Variação da expressão gênica de citocinas esplênicas por Real-Time 

PCR, em camundongos C57Bl/6j e BALB/c, imunizados com T. gondii 

irradiado a 255Gy, mensurado por Real-time PCR. Valores de Ct e 

respectivas análises de expressão pelo método 2-ΔΔCt. 

 

Grupos Ct IFN-γ Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 22.18 22.32 22.25 13.91 14.04 13.98 8.28 -7.70 139.64 

C57Bl6/j (v.o) 29.21 28.66 28.94 17.35 16.55 16.95 11.99 -3.99 12.91 

BALB/c (i.p) 21.80 22.01 21.91 13.65 13.62 13.64 8.27 -7.70 140.09 

BALB/c (v.o) 22.35 22.90 22.63 14.24 13.91 14.08 8.55 -7.42 117.04 

ME49 23.63 23.08 23.36 13.82 14.04 13.93 9.43 -6.55 66.75 

 

Grupos Ct IL-2 Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 26.13 26.53 26.33 13.91 14.04 13.98 12.36 -1.33 2.39 

C57Bl6/j (v.o) 28.88 28.75 28.82 17.35 16.55 16.95 11.87 -1.82 3.30 

BALB/c (i.p) 26.41 26.34 26.38 13.65 13.62 13.64 12.74 -0.94 1.86 

BALB/c (v.o) 27.18 26.83 27.01 14.24 13.91 14.08 12.93 -0.75 1.64 

ME49 27.19 27.82 27.51 13.82 14.04 13.93 13.58 -0.10 1.07 

 

Grupos Ct IL-4 Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 24.43 25.16 24.80 13.91 14.04 13.98 10.82 -2.42 4.97 

C57Bl6/j (v.o) 27.75 30.15 28.95 17.35 16.55 16.95 12.00 -1.24 2.27 

BALB/c (i.p) 21.41 21.52 21.47 13.65 13.62 13.64 7.83 -5.41 36.06 

BALB/c (v.o) 25.98 26.12 26.05 14.24 13.91 14.08 11.98 -1.27 2.31 

ME49 23.55 24.12 23.84 13.82 14.04 13.93 9.91 -3.34 9.12 

 

Grupos Ct IL-10 Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 21.11 20.95 21.03 13.91 14.04 13.98 7.06 -4.18 15.23 

C57Bl6/j (v.o) 27.57 27.59 27.58 17.35 16.55 16.95 10.63 -0.60 1.48 

BALB/c (i.p) 19.45 19.71 19.58 13.65 13.62 13.64 5.95 -5.29 31.42 

BALB/c (v.o) 23.95 24.06 24.01 14.24 13.91 14.08 9.93 -1.30 2.34 

ME49 22.31 22.04 22.18 13.82 14.04 13.93 8.25 7.92 7.01 

 



Anexo 6 – Variação da expressão gênica de citocinas intestinais por Real-Time 

PCR, em camundongos C57Bl/6j e BALB/c, imunizados com T. gondii 

irradiado a 255Gy. Valores de Ct e respectivas análises de expressão pelo 

método 2-ΔΔCt. 

 

Grupos Ct IFN-γ Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 28.96 28.36 28.66 16.90 16.67 16.79 11.88 0.05 0.97 

C57Bl6/j (v.o) 25.73 28.97 28.85 15.57 15.38 15.48 10.38 -1.45 2.53 

BALB/c (i.p) 38.87 38.86 38.87 23.84 23.37 23.61 15.27 2.08 0.26 

BALB/c (v.o) 28.22 28.24 28.23 15.91 15.90 15.91 12.33 -0.87 1.74 

ME49 27.86 28.03 27.95 16.24 16.18 16.21 11.74 -0.09 1.06 

 

Grupos Ct IL-2 Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 27.97 27.84 27.91 16.90 16.67 16.79 11.12 0.46 0.74 

C57Bl6/j (v.o) 26.24 25.92 26.08 15.57 15.38 15.48 10.61 -0.06 1.04 

BALB/c (i.p) 37.20 36.80 37.00 23.84 23.37 23.61 13.40 0.31 0.82 

BALB/c (v.o) 27.48 28.08 27.78 15.91 15.90 15.91 11.88 -1.22 2.22 

ME49 27.76 27.85 27.81 16.24 16.18 16.21 11.60 0.93 0.54 

 

Grupos Ct IL-4 Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 30.45 29.79 30.12 16.9 16.67 16.79 13.34 -0.11 1.07 

C57Bl6/j (v.o) 29.05 27.56 28.31 15.57 15.38 15.48 12.83 -0.61 1.50 

BALB/c (i.p) 35.53 35.53 35.53 23.84 23.37 23.61 11.93 0.30 0.82 

BALB/c (v.o) 28.6 30.52 29.56 15.91 15.9 15.91 13.66 2.03 0.26 

ME49 30.13 30.77 30.45 16.24 16.18 16.21 14.24 0.80 0.59 

 

Grupos Ct IL-10 Média Ct β-actina Média ΔCt ΔΔCt 2-ΔΔCt 

C57Bl6/j (i.p) 27.04 26.65 26.85 16.9 16.67 16.79 10.06 0.85 0.57 

C57Bl6/j (v.o) 25.19 25.38 25.29 15.57 15.38 15.48 9.81 0.60 0.68 

BALB/c (i.p) 36.0 34.37 35.19 23.84 23.37 23.61 11.58 -0.82 1.71 

BALB/c (v.o) 28.49 28.6 28.55 15.91 15.9 15.91 12.64 0.24 0.86 

ME49 26.34 26.18 26.26 16.24 16.18 16.21 10.05 0.84 0.58 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

