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RESUMO

COMUNICAQAO JUNCIONAL EM MACROFAGO: PAPEL E MUDUL@(}AO DA
JUNCAO COMUNICANTE NO MICROANBIENTE DA INFECCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) € o protozoario intracelular obrigatério responséavel
pela toxoplasmose, e acredita-se que este parasita tenha infectado um terco da populacéo
mundial causando grande morbidade e mortalidade.(Mahmoudi et al; 2017) As juncbes
comunicantes séo canais transmembrana que permitem a comunicacdo direta nos tecidos
(DHEIN, 1998) e estas juncdes possuem um papel de destaque em estudos associados as
infec¢cbes parasitarias.(CAMPOS DE CARVALHO et al, 1998) Os canais juncionais sao
responsaveis pela troca de ions e pequenos mensageiros que mantém a homeostase
tecidual (Adesse, et al.,, 2011), no entanto, ainda existem sistemas que n&o estdo
inteiramente caracterizados a respeito da comunicagdo juncional. Dentre eles podemos
destacar o sistema Imunolégico, particularmente os Macr6fagos que participam do processo
de resposta inata. A caracterizacdo morfolégica e funcional das jun¢cdes comunicantes em
macrofagos tem sido alvo de estudo de diversos grupos (Fortes et al.,, 2004), no entanto
seus mecanismos regulatérios ainda merecem esclarecimentos, principalmente diante de
alteracdes patoldgicas, como nos processos infecto-inflamatérios. Diante disto, o objetivo
principal deste estudo é avaliar a modulagdo estrutural e funcional das juncdes
comunicantes formadas pela Conexina 43 (Cx43) em linhagens macrofagicas tratadas com
fatores pro-imune-inflamatorios e apos a infeccdo com o Toxoplasma gondii. A metodologia
utiizada foi: (1) Cultura de células de linhagem macrofagica J774-G8; (2) Ensaios
imunoeletroforéticos de Western Blot; (4) Ensaios de imunofluorescéncia e andlise por
microscopia confocal; e (5) Ensaios de microinjecdo intracelular de corantes. As culturas de
células foram ativadas com fatores pro-imune inflamatérios (Fator de Necrose Tumoral-
o (TNF-a) e Interferon-y (IFN-y)) ou infectadas com o toxoplasma de cepa RH em sua forma
taquizoita. Os resultados revelaram que as células J774-G8 apresentaram alteracoes
significativas em seu crescimento e perfil de comunicac¢do juncional em experimentos de
injecdo de corantes, quando submetidas a microambientes com fatores pré-imune
inflamatérios combinados (LPS+IFN-y e IFN-y + TNF-a) em incubacbes de até 72 horas.
Imagens de imunofluorescéncia confocal evidenciaram marcacao para proteina conexina 43,
faloidina (marcador de filamentos de actina) em células de linhagem macrofagica J774-G8,
demonstrando uma possivel co-localizacdo entre as proteicas Cx43 e actina pela primeira
vez em células de linhagem macréfagica. Ja as imagens de imunofluorescéncia confocal
marcadas para proteina Cx43, faloidina em células de linhagem macrofagica J774-G8
infectadas com T. gondii, mostraram a significativa diminuicdo da marcacgéo para faloidina e
consequentemente a falta da marcacdo para Cx43. Os ensaios imunoeletroforeticom
evidenciaram o almento da expressao de Cx43 da linhagem celular macrofagica infectadas
comparadas ao controle. Concluindo que As células da linhagem macrofagica J774-G8
tratadas com fatores pré-imuno inflamatdrios combinados apresentaram alteragbes no
crescimento celular e as células tratadas com fatores combinados apresentaram sua
comunicagdo juncional modulada positivamente. As células da linhagem macroféagica J774-
G8 infectadas com o parasita Toxoplasma gondii apresentaram ndo sO alteracdes no
crescimento celular, como também demonstraram alteracdes morfolégicas, acompanhadas
de morte celular; A expressao proteica, por transferéncia imunoeletroforética, da Cx43 se
demonstrou alterada (aumentada) em células de linhagem macrofédgica J774-G8 infectadas
por 24 e 48 horas com o parasita Toxoplasma gondii, quando comparadas com as células
nao infectadas; As proteinas Cx43 e Faloidina interagem na membrana plasmatica de
linhagem macrofagica J774-G8 ndo infectadas com o parasita Toxoplasma gondii, mas
sofrem uma sensivel reducdo na membrana ap6s 72 horas de infecgéo.

Palavras chave: Macrofago, Juncdo comunicante, Toxoplasma gondii.



Abstract

JUNCTION COMMUNICATION IN THE MACROPHAGES: MODULATION OF THE
GAP JUNCTION IN THE MICROANBIENT OF INFECTION WITH Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii is a protozoan parasite responsible for toxoplasmosis, and it’s
believed that this parasite has infected one-third of the world population. In
immunocompromised individuals toxoplasmosis may be cause problems in the
central nervous and visual systems. Some of these complications are associated with
the change of intercellular communication mediated by Junctions Communicators.
However, there are still systems that aren’t fully characterized regarding the
junctional communication, including the innate immune system, represented by
Macrophages. In view of this, the aim of this study is to evaluate the structural and
functional modulation of gap junctions formed by Connexin 43 (Cx43) in macrophage
lines and peritoneal macrophages after infection with Toxoplasma gondii, and
treatments with pro-immune-inflammatory factors. The methodology used is: (1)
J774-G8 macrophage cell line culture; (2) Primary culture of peritoneal macrophages
of Swiss mice; (3) Western Blot Assays; (4) Immunofluorescence assays and
analysis by confocal microscopy; and (5) Intracellular dye microinjection (functional
assessment of gap junctions). The results showed that J774-G8 cells presented
significant changes in their growth and junctional communication profile in dye
injection experiments when submitted to microenvironments with combined
inflammatory pro-immune factors (LPS + IFN-y and IFN-y + TNF -[J) in incubations of
up to 72 hours. Confocal immunofluorescence images showed marking for connexin
43 protein, phalloidin (actin filament marker) in J774-G8 macrophage cells,
demonstrating a possible co-localization between Cx43 and actin proteins for the first
time in macrophage lineage cells. On the other hand, confocal immunofluorescence
images labeled for Cx43, phalloidin protein in T. gondii infected J774-G8
macrophages have shown a significant decrease in phalloidin labeling and
consequently lack of Cx43 labeling. Immunoelectrophoresis assays showed the
expression of Cx43 expression of the infected macrophage cell line compared to
control. Concluding that J774-G8 macrophage cells treated with combined pro-
inflammatory factors showed alterations in cell growth and cells treated with
combined factors presented their positively modulated junctional communication. The
cells of the J774-G8 macrophage line infected with the Toxoplasma gondii parasite
showed not only alterations in cell growth, but also demonstrated morphological
alterations, @ accompanied by cell death; Protein  expression, by
immunoelectrophoretic transfer, of Cx43 was altered (increased) in J774-G8
macrophage cells infected with the parasite Toxoplasma gondii for 24 and 48 hours
compared to uninfected cells; The Cx43 and Phalloidin proteins interact in the J774-
G8 macrophage plasma membrane uninfected with the parasite Toxoplasma gondii,
but suffer a significant reduction in the membrane after 72 hours of infection.

Key Words: Macrophages, Gap junction and Toxoplasma gondii.
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1) INTRODUCAO
O Toxoplasma gondii (T. gondii) € o agente causador da toxoplasmose.

Este protozodrio possui a caracteristica de ser intracelular obrigatério.
(LUDERA et al; 2001) Ele é capaz de infectar e se replicar em qualquer célula
nucleada de animais homotérmicos, incluindo o homem, e alguns animais
heterotérmicos. (OMATA et al; 2005)

A soro prevaléncia do T. gondii indicou que o Brasil (56% da populagéo
geral) possui 4 vezes mais exposicdo ao parasita que nos Estados Unidos
(13% da populacéo geral) (DUBEY et al ; 2012)

O presente parasita € um patdégeno com a infeccdo altamente bem
sucedida, tendo infectado cerca de 30% da populacdo humana global. (HIDE;
2016) Apesar da alta prevaléncia, a doenca apresenta-se na maioria dos casos
como assintomética, entretanto, em pacientes imunocomprometidos ou
individuos com o sistema imune imaturo, a infeccdo pode levar a
manifestacdes clinicas severas, como encefalites e em casos mais extremos
pode levar até a morte.

As juncBes comunicantes também executam um papel de destaque em
estudos associados as infec¢des parasitarias. (CAMPOS DE CARVALHO et al,
1998) Juncbes estas que sdo canais transmembrana que permitem a
comunicacao direta nos tecidos (DHEIN, 1998).

As juncdes comunicantes sdo formadas por uma familia multigénica de
proteinas transmembranares denominadas conexinas. Fazem parte da familia
destas proteinas 21 conexinas em humanos. (SOHL & WILLECKE, 2003;
HERVE, 2005). As conexinas compdem diversos sistemas fisioldgicos, porém
estas juncdes ndo estdo inteiramente caracterizadas em alguns sistemas.
Dentre estes, podemos destacar o sistema imunolégico, e particularmente os
macrofagos que participam do processo de resposta inata (BENNET, 2003;
SAEZ, 2003).

A caracterizacdo morfologica e funcional das jun¢gdes comunicantes em
macrofagos, e em particular formada pela conexina 43 (proteina presente neste
sistema) tem sido alvo de estudo de diversos grupos, pois possui um papel-
chave na homeostase dos tecidos, na inflamacéo e reparacdo (DE MAIO et al,

2002; CHANSON, 2005), bem como na hematopoiese (MONTECINO-

1
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RODRIGUEZ et al, 2000), no entanto, seus mecanismos regulatérios ainda
merecem esclarecimentos, principalmente diante de alteragBes patoldgicas,
como nos processos infecto-inflamatorios causados pelo T. gondii.

Varios estudos tém indicado o envolvimento de juncdes comunicantes
na interacdo entre as células do sistema imunologico (ALVES et al, 2000;
SAEZ et al, 2000; NIHEI et al, 2003; OVIEDO-ORTA & EVANS, 2004; WONG
et al, 2004) e que, moléculas sabidamente envolvidas com a resposta imune
tais como peptidoglicanos, lipopolissacarideo (LPS), Fator de Necrose Tumoral
(TNF) e Interferon (IFN), podem influenciar a expressdo de juncdes
comunicantes, como demonstrado por Handel (2007).

De acordo com diversos achados, ainda € possivel inferir que as juncées
comunicantes tenham outros papéis potencialmente importantes na resposta
imunologica, como por exemplo, o de "alertar" células vizinhas através de
moléculas de sinalizacdo, o que pode ajudar no recrutamento de componentes
associados a resposta imunoldgica inata e adaptativa.

O estudo em ratos apos a infecgcdo com o T. cruzi demonstrou que a
expressdo proteica da conexina 43 (Cx43) de células infectadas foi
substancialmente inferior 72h apds a infeccado, indicando que as alteragfes na
distribuicdo e funcionalidade de Cx43 estdo relacionadas com a presenca do
parasito na célula independente de fatores sollveis envolvidos (CAMPOS DE
CARVALHO et a.l, 1992).

Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisa, Campos de carvalho et al.
(1998) estudou as alteracdes em midcitos cardiacos durante a infec¢éo in vitro
com Toxoplasma gondii. Foi observado que o parasita é capaz de prejudicar o
funcionamento da célula hospedeira através de alteracbes na comunicacao
célula-célula.

Com isto, indagamos como estruturas de carater juncional em ceélulas
macrofagicas associadas com o sistema imunolégico se comportam na
presenca de fatores pro-imune inflamatoérios e no processo infecto-inflamatoério

causado pelo T. gondii.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TOXOPLASMOSE

Toxoplasma gondii (T. gondii) € um patégeno intracelular obrigatério
capaz de infectar e se replicar em qualquer célula nucleada de mamiferos e
aves, e € o agente etiologico da toxoplasmose, sendo este descoberto a mais
de 100 anos (Mahmoudi et al; 2017). Este parasita pertencente ao Filo
Apicomplexa, a Classe Sporozoea, a Sub-classe Coccidia, a Ordem
Eucoccidiida, a Familia Sarcocystidae e a Sub-familia Toxoplasmatinae
(LEVINE et al., 1980).

De acordo com Souza et al (2010) o Toxoplasma gondii foi descrito em
1908 por Nicolle e Manceaux em um roedor encontrado na Tunisia, Norte da
Africa, e por Splendore, no Brasil, em um coelho. O nome da espécie é
originario do roedor Ctenodactylus gundi, do qual foi isolado; e o género é
derivado do grego toxon (arco) e plasma (molde) devido ao seu formato
encurvado e crescente.

A descoberta de um método sorolégico com anticorpos especificos para o
T. gondii por Sabin-Feldman em 1948, levou a descoberta de que este parasita
tem a capacidade de infectar mundialmente qualquer animal de sangue quente
0 que permitiu associar as diferentes formas clinicas da doencga ao T. gondii.
(DUBEY, 2008; GUIMARAES et al, 2008)

A toxoplasmose faz parte do grupo de infec¢des parasitarias mais comuns
ao homem e a outros animais homeotérmicos, em que mais de 30 espécies de
aves e 300 de mamiferos ja tiveram sua infeccdo comprovada. (LUDERA et al;
2001). Desta forma, o T.gondii € um dos parasitas mais estudados por sua
importancia médica e veterinaria, bem como a sua adequagcdo em modelos de
estudo para biologia celular e estudos moleculares. (DUBEY, 2008)

Dubey et al (2012) demonstraram que no Brasil, 1 a cada 1000 criangas
nascidas esta infectada com o T. gondii, e anualmente 2649 criancas estéo
susceptiveis a nascer com toxoplasmose congénita. A maioria das criancas
infectadas podem desenvolver sinais e sintomas de toxoplasmose

clinicamente. Dentre as criancas infectadas congenitamente, varias morreram



logo ap6s o nascimento, onde 35% tinham doencas neuroldgicas, incluindo
hidrocefalia, microcefalia e retardo mental e 80% tinham lesdes oculares.

De acordo com Dubey et al. (1998) as fontes de infeccdo da
toxoplasmose sdo abundantes, e tem sido encontradas em grande numero de
animais domesticos e silvestres, dentre eles podem ser citados o céo, o gato, o
coelho, o porco, o carneiro, o boi, o rato, 0 pombo e outras aves silvestres.

Bahia-Oliveira et al. (2003) pesquisou a soro prevaléncia do T. gondii em
Campos dos Goytacazes, norte do estado do Rio de Janeiro, onde foi
observado que a porcentagem soropositiva era de 84% para populacdo da
classe socioecondmica baixa, comparado com 62% e 23% para 0 nivel
socioeconbmico médio e alto respectivamente. Indicando importancia da
transmissao de oocistos na 4gua nesta regiao.

Posteriormente Mangiavacchi et al. (2016) estudou a soro prevaléncia
geral para o T. gondii através de testes para anticorpos 1gG e/ou IgM testados
por ELISA em 476 individuos de Campos dos Goytacazes, o0s resultados
apresentaram uma porcentagem de 52, 3% da populacdo soropositiva para
este protozoario.

As fontes de T. gondii isoladas e genotipadas no Brasil sdo identificadas
no mapa abaixo (Figura 1), demonstrando a quantidade de casos nos estados
em que a doenca foi relatada (valores apresentados em milhdes de pessoas).
(Dubey et al; 2012)
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Figura 1- Mapa do Brasil com 5 regifes e distribuicdo da populagdo humana, demonstrando
fontes de Toxoplasma gondii isolados genotipados. Para a construgdo da imagem foram
consultados artigos originais Sorologicos, parasitologicos, informagdo clinica e genética
historica detalhada sobre as infec¢des do T. gondii em humanos e outros animais. Abreviacéo
dos estados —(populagdo em milhoes, %): AC — Acre (0,7; 0,38%), AL — Alagoas (3,1; 1,64%),
AM — Amazonas (3,4; 1,83%), AP — Amapa (0,6; 0,35%), BA — Bahia (14,0; 7,35%), CE —
Ceara (8,4; 443%), DF — Distrito Federal (2,5;1,35%), ES — Espirito Santo (3,5; 1,84%), GO —
Goias (6,0; 3,15%), MA — Maranh&o (6,5; 3,45%) MS — Mato Grosso do Sul (2,4; 1,28%) MG —
Minas Gerais (19,5; 10,27%), MT — Mato Grosso (3,0; 1,59%) PA — Para (7,5; 3,97%), PB —
Paraiba (3,7; 1,97%), PE — Pernambuco (8,7; 4,61%), Pl — Piaui (3,1; 1,63%), PR — Parana
(10,4; 5,48%), RN — Rio Grande do Norte (3,2; 1,66%), RJ — Rio de Janeiro (15,9; 8,38%), RO
— Rondonia (1,5; 0,82%), RR — Roraima (0,4; 0,24%), RS — Rio Grande do Sul (10,6; 5,60%),
SC - Santa Catarina (6,2; 3,28%) SE — Sergipe (2,0; 1,08%) SP — S&o Paulo (41,2; 21,63%)
TO — Tocantins (1,3; 0,73%). (Dubey et al; 2012)
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2.1.1. CICLO DE VIDA DO Toxoplasma gondii

O ciclo de vida do T. gondii & heteréxeno, tendo como hospedeiro
definitivo o felino, e neles é feita a producédo dos oocistos que marca o estagio
ambientalmente resistente do parasita, devido a fase sexuada de reproducéo
que ocorre exclusivamente nestes animais. Este & o hospedeiro mais
importante, do ponto de vista epidemiolégico, para a toxoplasmose humana.
(HILL & DUBEY, 2016)

De acordo com Dubey et al. (1998) existem trés estagios infecciosos no
ciclo de vida do T. gondii: forma Esporozoita (nos oocistos); forma Bradizoita
(nos cistos teciduais); e forma Taquizoita (replicacado assexuada).

O ciclo assexuado tem lugar nos inimeros hospedeiros intermediarios e
consiste em dois estagios de vida distintos dependendo da fase da infecc¢éo:
aguda ou cronica. (SOUSA et al., 2010)

As fontes de infeccdo da toxoplasmose sao abundantes, e tem sido
encontrados em grande numero de animais domésticos e silvestres, dentre
eles podem ser citados o céo, o gato, o coelho, o porco, o carneiro, 0 boi, o
rato, o pombo e outras aves silvestres. (DUBEY et al.,1998)

A forma taquizoita est4 presente nas manifestacfes clinicas da fase
aguda da toxoplasmose e possui alta taxa de proliferacdo, enquanto a forma
bradizoita possui proliferacao lenta (SOUSA et al., 2010)

Espécies do género Felix e Lynx, mas particularmente os gatos, sdo 0s
anicos hospedeiros nos quais o T. gondii pode realizar todo o ciclo de vida. De
acordo com Elmore et al. (2010) a soroprevaléncia estimada em gatos
domésticos (Felix catus), em todo o mundo, € de 30-40%. Na maioria das
vezes esse ciclo tem inicio com a ingestdo de cistos teciduais através do
carnivorissimo. (REY, 2008)

Como foi descrito por Dubey et al. (1998), no ambiente externo estes
oocistos esporulam, se tornando infeccioso e possuindo em seu interior
esporocistos, que contém a forma infectante esporozoita. Esta rota é a principal
via de transmissdo, e garante que 0s oocistos sejam distribuidos no meio
ambiente (cursos de agua, solo, alimentos para animais, consumo, etc.).

Ray, 2008 afirmou que os animais que se comportam como hospedeiros

intermediarios de T. gondii, ao serem cacados ou consumidos, s6 contaminam



a um ou poucos predadores, entretanto os hospedeiros definitivos conseguem
infectar através da contaminacdo fecal do solo, multiplicando as fontes de
possivel infeccdo. Isto é justificado pelo nimero de oocistos eliminados em
uma evacuacdo de um gato contaminado, sendo este na ordem de 20 a 20
milhdes (em 20 gramas de fezes). Sendo de grande importancia a disperséo
deste material pela chuva, vento ou pela fauna copréfila para aumentar o
potencial de disseminacdo do T. gondii.

A toxoplasmose também atinge seres humanos, em todo o mundo, sob
uma variedade de climas e circunstancias socio-econémicas. No caso dos
seres humanos, a infeccdo pode ocorrer pela ingestdo de alimentos (solo) e
adgua contaminados por oocistos, ingestdo de cistos teciduais em carne mal
cozida, manuseio de lixo de gatos e alimentacdo com vegetais nao lavados, por
transplante, transfusdo de sangue, acidentes laboratoriais ou pela infeccao
congénita. A partir disto, o parasita ira apresentar duas formas de diferenciacéo
de acordo com a fase da infec¢do, e se multiplicar assexuadamente (Figura 2).
(ELMORE et al., 2010; HIDE, 2016).

Pelos sintomas desenvolvidos, a infeccdo por oocisto independente da
quantidade em seres humanos, aparentando ser mais patogénica do que por
bradizoitas ou taquizoitas (DUBEY,2008)

Apds a ingestdo por hospedeiros intermediarios, os bradizoitas ou
esporozoitas se diferenciam rapidamente em taquizoitas, estes se disseminam
dentro do hospedeiro e levam a fase aguda da infeccdo. (FERREIRA DA SILVA
et al.,2008)

A forma taquizoita possui como caracteristica basica a rapida
multiplicacdo, e a forma bradizoita presente na fase crbnica da infeccdo tem
como caracteristica diferencial o metabolismo lento e esta presente em cistos
teciduais podendo permanecer por muito tempo no tecido. A forma taquizoita
também € a responsavel pela transmissao vertical para o feto via placenta. Sob
acdo do sistema imunolégico do hospedeiro, como método de evasdo, 0s
taquizoitas diferenciam-se em bradizoitas, que formam os cistos teciduais ou
tissulares, dando inicio a fase crbnica da infec¢do. (DUBEY et al.,1998).

Como relatado por Ferreira da Silva et al (2008), na fase crbénica da

infeccdo, uma das estratégias de evasado do T. gondii frente aos mecanismos



de defesa da célula hospedeira € o encistamento, no qual o parasita se
diferencia de taquizoitas para bradizoitas, formando cistos teciduais.

Descrito por Dubey & Frenquel (1976), na maioria das vezes esse ciclo
tem inicio com a ingestdo de cistos teciduais através do carnivorismo. Apoés a
ingestao, varios ciclos sucedem-se até a geracao de micro e macro gamontes,
cuja fusdo resulta nos oocistos que serdo eliminados com as fezes do
hospedeiro e disseminados no ambiente, infectando assim mamiferos
(inclusive o homem) e aves quando ingeridos através da agua ou alimentos, e
estes liberam esporozoitas no aparelho digestivo que, entédo, infectam células

epiteliais do intestino, dando origem aos taquizoitas da fase aguda da infec¢éo.
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Figura 2: Organizacdo esquematica descrevendo o ciclo de vida do Toxoplasma gondii.

(Acervo LTFCM)

Quando ingerido pelo hospedeiro definitivo, a parede do cisto é destruida

por enzimas proteoliticas do estbmago e do intestino, libertando os bradizoitas
gue, em seguida, penetram nas células intestinais e iniciam o desenvolvimento

de algumas geracdes de T. gondii.(Dubey et al, 1970).



Este periodo é denominado estagio Entero-epitelial, marcado pelo tempo
necessario para o derramamento de oocistos apds a infecgéo inicial, também
podendo ser chamado de periodo pré-patente. De acordo com Dubey et al.
(1998) o periodo pré-patente é de 3 a 10 dias ap0s a ingestdo de cistos nos
tecidos, 18 dias ap0s a ingestdo de oocistos, e 13 dias apds a ingestdo de
taquizoitas.

ApoOs o inicio do desenvolvimento de numerosas geracdes de T. gondii,
cinco tipos morfologicamente diferentes se desenvolvem em células epiteliais
do intestino antes gametogonia comecar. Estes estagios se estendem dos tipos
de A a E, como demonstrado na figura 3. (DUBEY et al., 1970, DUBEY &
FRENKEL, 1976 ; DUBEY et al., 1998, HILL & DUBEY, 2002).

Esta fase pode ser descrita pelos bradizoitas liberados dos cistos
invadindo os enterécitos do intestino delgado, e transformando-se em
esquizontes. A populacao de parasitas que se desenvolve nos enterécitos sofre
um ciclo coccidiano classico envolvendo vérias divisdbes e multiplicacbes
assexuadas, seguida da diferenciacdo em macro e microgamontes, para 0s
estagios dimorficos do desenvolvimento sexual. (DUBEY & FRENKEL, 1976;
HEHL et al., 2015)

Estes microgamontes fertilizam os macrogamontes, produzindo zigotos
diploides que em seguida se desenvolvem em oocistos ndo esporulados que
séo excretados nas fezes dos felinos. A fase sexual continua dentro do oocisto
a medida que se inicia a meiose, seguida por mitose para produzir esporozoitos
infecciosos, dentro dos oocistos. (DUBEY & FRENKEL, 1976)



Cisto tecidual Tempo de ocorréncia apds a

Bradizoita ingestdo do cisto tecidual
. 12 Horas
%)
0,
oy
S 2
~
24-54 Horas
O
Taquizoita . 32-54 Horas
" \Ye
©
c
£
0 . ~ 40 horas — 15 dias
o N\
i \
O \
- - |
Bradizoita I
em felinos / 3-15dias
/
g v
Microgamonte 3 - 15 dias
O
Macro gamonte 3 -15dias

Figura 3: Esquema do ciclo sexual do T. gondii iniciado com a ingestao do cisto que tera
a membrana rompida. No estagio de Enteroepitelia, os bradizoitas passaram pelos estagios de
diferenciagcédo A,B,C,D e E, com o decorrer do tempo, dando origem ao microgametocito que ira

originar os oocitos imaturos. (Dados retirados de Dubey et al.,1998)

Segundo Sousa et al.(2010) o desenvolvimento de cistos tissulares em
varios locais do corpo define a fase crénica do ciclo assexuado. Estes cistos
sao encontrados predominantemente no sistema nervoso central e nos tecidos
musculares esquelético e cardiaco, onde podem permanecer pelo resto da vida
do hospedeiro sem causar resposta inflamatéria. Os cistos tissulares séo a fase
terminal do ciclo assexuado nos hospedeiros intermediarios e uma fonte

importante de contaminacdo do homem, quando ingeridos na carne crua ou
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mal cozida de animais contaminados, uma vez que as formas bradizoitas séao
resistentes as enzimas presentes no suco gastrico. (DUBEY et al., 1998)

Apos isto os bradizoitas se diferenciam em taquizoitas, tornando-se
intracelulares, pois sdo capazes de invadir qualquer tipo de célula. Muitos tipos
de células circulantes, tais como macréfagos, estdo envolvidos na locomocéo
do parasita no corpo do animal ou homem. Eventualmente, o sistema
imunolégico do hospedeiro € capaz de gerar uma resposta ao parasita, € 0s
taquizoitas se transformam em bradizoitas. Neste ponto, os bradizoitas se
desenvolvem em um cisto de tecido, que pode persistir durante o tempo de
vida do hospedeiro. (Hide, 2016)

2.1.2. ASPECTOS CELULARES BASICOS

7

O filo Apicomplexa é caracterizado pela presenca do complexo apical,
composto de organelas secretorias especializadas, como réptrias e
micronemas, e de elementos do citoesqueleto, como 0s anéis polares e o
condide, este Ultimo apenas nos coccideos, subclasse que inclui T. gondii.
(SOUZA et al.,2010)

Rey (2008) descreveu que a glicose é a principal fonte de energia para o
taquizoita de T. gondii. Ela é oxidada segundo o esquema de Embden-
Meyerhof da glicose fosforilativa.

Nele o acucar € desdobrado em acido latico, acido &cetico e outros
produtos. Como foi apresentado no trabalho de Rey (2008), o oxigénio
consumido produz CO,, tendo um sistema citocromo que oxida o NADH. A
respiracdo € cianeto-sensivel. Em toxoplasmas livres e intracelulares, foram
encontradas reservas que parecem ser de glicogénio, sob a forma de
pequenos granulos, mais volumosos nos parasitos contidos em cistos.

Por outro lado no bradizoita a reducdo da taxa de crescimento global e
funcdo metabdlica, enzimas chave no metabolismo intermediario, incluindo
componentes da via glicolitica (lactato desidrogenase e enolase) experimentam
uma mudanca nas isoformas. (WATTS et al., 2015)

Toxoplasma gondii apresenta trés linhagens diferentes, designadas cepas
do tipo I, Il e Illl, classificadas de acordo com a viruléncia e a ocorréncia

epidemioldgica.
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O gendtipo | € menos encontrado, porem de maior patogenicidade, este é
considerado mais virulento e letal. O gendétipo Il é a mais frequente como causa
de doencas caracterizadas pela baixa viruléncia e alta capacidade de formar
cistos, esta relacionada com lesfes oculares ou com o retorno a fase aguda da
toxoplasmose na imunodeficiéncia humana adquirida. O genotipo Il ocorre
principalmente em animais. (SIBLEY et al., 2011; PAREDE-SANTOS et al.,
2013)

Ha trés tipos de estagios infecciosos do T.gondii: taquizoitas (“tachos” =
rapido em Grego), em grupos de clones; bradizoitas (“brady” = devagar em
Grego), em cistos teciduais, e; esporozoitas, em oocistos (MERCIER et al.,
2002).

2.1.2.1. O TAQUIZOITA

As formas do parasita em diferentes estagios no ciclo de vida apresentam
suas caracteristicas especificas, como demonstradas na figura 4 e 5. O
taquizoita de T. gondii € uma célula polarizada, de forma alongada,
apresentando a regido anterior afilada e a regiao posterior arredondada. Estes
possuem aproximadamente 5Sum de comprimento e 2um de largura.
(BOOTHROYD & BLACK, 2000)

Como descrito por Souza et al. (2010), na regido anterior ou apical do
taquizoita de T. gondii estdo localizados os anéis polares, o conodide, as
roptrias e os micronemas, estruturas que formam o complexo apical e auxiliam
a penetragdo do parasita na célula.

O nucleo celular localiza-se na regido mediana e acima deste esta o
complexo de Golgi e o apicoplasto. Compondo o envoltério nuclear e
ramificando-se pelo citossol, estdo presentes elementos do reticulo
endoplasmatico. A mitocondria € Unica e ramificada. Os granulos densos,
acidocalcissomas e granulos de amilopectina estdo presentes em numero e
localizagdo variaveis. O conjunto & envolvido pelo Complexo interno de
membrana e, abaixo desta, partindo do anel polar posterior, irradiam-se os
microtubulos subpeliculares que percorrem o corpo celular no eixo longitudinal

até cerca de dois tercos de sua extensao. (SOUZA et al., 2010)
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Dubey et al. (1998) colocou que as funcbes do condide, roptrias,
microporos, e micronemas nao séo totalmente conhecidas, mas provavelmente
estdo associados com a penetracdo na célula hospedeira e criagdo de um

ambiente adequado para parasita intracelular crescer e se desenvolver.
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Figura 4. Desenhos esquematicos de um taquizoito (& esquerda) e um bradizoito (&

direita) de T. gondii. (DUBEY et al.,1998)

O taquizoita consegue se deslocar por deslizamento, flexdo ondulante e
com movimentos rotatorios (gliding), ndo possuindo meios visiveis de
locomocédo como cilios, flagelos ou pseudopodes.(DUBEY et al.,, 1998) O T.
gondii se locomove através da associacdo da pelicula com os elementos do
citoesqueleto. A pelicula, estrutura trimembranar que envolve o taquizoita, é
formada pela membrana plasmética e pelo complexo membranar interno. Este
é formado pela associacdo intima de longas cisternas achatadas, interrompidas
em varios pontos de sua superficie. (SOUZA et al., 2010)

O parasita na forma taquizoita entra nas células hospedeiras por
penetracdo ativa através da membrana da célula hospedeira ou por fagocitose.
(DUBEY et al., 1998).
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O processo de invasao tem inicio quando o taquizoita entra em contato
com a superficie da célula hospedeira. Normalmente ocorre uma reorientacdo
do parasito, posicionando-se perpendicularmente a superficie celular através
do seu polo apical. (Dubremetz et al.,1998)

No momento da adeséo a superficie da célula hospedeira, ha secrecao
das proteinas dos micronemas e roptrias.(SOUZA et al., 2010)

Ja& no processo de entrada, o parasita exclui a maioria das proteinas da
superficie das células hospedeiras, que através de interacbes com o
citoesqueleto de base, e através de diferencas na ancoragem na membrana
plasmética que influenciam a fluidez da membrana. Esse processo é conhecido
por juncdo mével (SIMBLEY, 2011).

Depois de penetrar na célula hospedeira, 0 taquizoito torna-se oval e esta
rodeado pelo vacuolo parasitéforo. (DUBEY et al., 1998) Esse vacuolo tem
caracteristicas ndo fusogénicas, evitando a fusdo com os elementos das vias
sendo e exociticas da célula hospedeira e escapando, assim, de uma fuséo
com os lisossomas. As roptrias, no momento da adesdo e apds a invasao,
secretam seus conteudos na célula hospedeira através de vesiculas que irdo
se fundir com a membrana do vacuolo. (SOUZA et al., 2010)

Dubey et al. (1998) relatou que o taquizoita multiplica-se assexuadamente
no interior da célula hospedeira por endodiogenias repetidas, uma forma
especializada de reproducdo em que sao formadas duas células filhas do
parasita original. (Figura 5)

O inicio da endodiogenia se inicia pelo alongamento do complexo de
Golgi e do apicoplasto, seguida da divisdo do centrossomo na por¢ao posterior
ao nucleo e do complexo de Golgi. Em seguida, ocorre o aparecimento de dois
novos complexos apicais rudimentares, consistindo de conodide, anéis apicais e
anel polar posterior, que irdo nuclear os microtubulos subpeliculares e o
complexo interno de membrana. Essas estruturas membranares comecam a
definir as células filhas dentro do citoplasma da célula mae. (SOUSA et
al.,2010)

A divisdo nuclear ocorre por uma endomitose fechada, ou seja, o
envelope nuclear permanece intacto, desta forma o ndcleo adota a forma de
ferradura, com as pontas crescendo em direcdo aos conoides. Na medida em
gue vdo se formando dois nudcleos filhos independentes as estruturas
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membranosas crescem para trds, envolvendo cada um dos nucleos e
englobando outras organelas celulares. (BOOTHROYD & BLACK, 2000)

A mitocbndria é a Ultima organela a ser incorporada durante esse
processo e cada célula filha continua sua maturacdo até que o citoplasma e
todo o seu conteddo estejam divididos entre as duas proles. (SOUSA et
al.,2010)

A célula mé&e entdo se degenera e deixa livre os dois taquizoitas, que por
um tempo ainda se manterdo unidos pela extremidade posterior.
(BOOTHROYD & BLACK, 2000)

Figura 5: Diagrama simplificado do processo de divisdo do Toxoplasma gondii por
endodiogenia. No inicio da divisdo (1), dois complexos apicais comecam a se desenvolver no
meio da célula lembrando um condide rudimentar e um centro organizador de microtubulos. o
nlcleo assume formato de ferradura (2). A medida que o complexo interno se estende a partir
destas estruturas, o nlcleo, apicoplasto e a mitocéndria dividem-se entre as duas células filhas
em formacdo (3). Ao término, as células filhas brotam e s&@o envoltas pela membrana
plasmatica da célula mae até a cisdo completa(4). As células podem permanecer unidas por
um corpo residual (5) ou separar-se dando inicio ao novo ciclo. Imagem modificada de Sousa
et al.,, (2010).
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Os parasitas resultantes das divisbes celulares organizam-se na forma de
rosetas dentro do vacuolo parasitoforo e, apos sucessivas multiplicacdes,
atravessam ativamente a membrana do vacuolo e da célula hospedeira, que
acaba por romper-se, liberando novos taquizoitas capazes de infectar outras
células. (SOUSA et al.,2010)

Eles se replicam dentro de uma célula com um tempo de geracdo de 6 a 8
horas (in vitro), até que saem da célula para infectar células vizinhas.
(BOOTHROYD & BLACK, 2000)

2.1.2.2. O BRADIZOITA

No animal infectado, os taquizoitas se diferenciam em bradizoitas e
formam cistos teciduais que aparecem pela primeira vez de 7 a 10 dias apés a
infeccdo, marcando o estagio cronico da infeccdo. (BOOTHROYD & BLACK,
2000)

Os bradizoitas se diferem estruturalmente de taquizoitas. Eles tém um
ndcleo situado em direcdo a extremidade posterior, enquanto o nucleo dos
taquizoitas é mais central, além de possuir granulos de amilopectina. Eles sao
mais delgados do que os taquizoitas e sdo menos suscetiveis a destruicdo por
enzimas proteoliticas. (Figura 4) (DUBEY et al., 1998)

O termo bradizoita (bradi = lento em grego) foi criado por Frenkel para
descrever o organismo multiplicando-se lentamente dentro de um cisto de
tecido, mas os bradizoitas também sdo denominados cistozoitos. Os cistos
teciduais crescem no meio intracelular com os bradizoitas dividindo-se por
endodiogenia. Os cistos de tecido variam em tamanho; cistos de tecido novo
podem ser pequenos com 5um de diametro e contendo apenas dois
bradizoitas, enquanto as mais velhas podem conter centenas de organismos.
(Dubey & Frenkel, 1976) O numero de bradizoitos dentro do cisto de tecido n&o
varia com as diferencas no tamanho do cisto. (WATTS et al., 2015)

Apesar de cistos teciduais se desenvolverem em Orgaos viscerais,
incluindo os pulmdes, o figado e os rins, os tecidos que sdo mais prevalentes
sdo 0s neurais e musculares, incluindo o cérebro, olhos e musculos
(esqueléticos e cardiacos). (BOOTHROYD & BLACK, 2000)

Cistos teciduais intactos provavelmente ndo causam nenhum dano e

podem persistir durante a vida do hospedeiro, sem causar uma resposta
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inflamatoria do hospedeiro. Estes, geralmente sdo esferoidais e raramente
atingem um diametro igual a 70 um, enquanto os cistos intramusculares sé&o
alongados e podem ter 100 um de comprimento. (DUBEY et al., 1998)

Os bradizoitas ndo estdo dispostos em nenhuma orientacdo especifica
(a0 contrario das rosaceas de taquizoitas) dentro do cisto tecidual que €
delimitado por uma grossa parede rica em glicano montada sob a membrana
de vacuolo parasitéforo. Outra caracteristica da organiza¢do dentro do cisto é a
presenca de uma matriz de material levemente osmdfila entre os bradizoitos.
(WATTS et al., 2015)

2.1.2.3. O ESPOROZOITO

A esporulagdo ocorre no ambiente dentro de um periodo de 1 a 5 dias
apos a sua excrecdo, dependendo da temperatura e arejamento local.
Morfologicamente, os oocistos esporulados séo esferas que possuem de 10 a
12 um de diametro, e sob microscopia de luz, a parede do oocisto consiste em
duas camadas incolores. (DUBEY et al.,1970)

A ultraestrutura da parede do oocisto esporulado consiste em trés
camadas: uma camada densa exterior de eletro densa; uma camada de meio
elétron lucida; e uma camada interna de elétrons moderadamente densa. A
camada intermédia € composta de dois restos de membranas que, foram
estabelecidas entre as camadas interior e exterior durante a formacédo da
parede do oocisto. (SIBLEY, 2011).

Os oocistos esporulados sdo subesféricos a elipsoidais e possuem um
didmetro que varia de 11 a 13 micrometros. Cada oocisto contém dois
esporocistos elipsoidais que medem de 6 a 8 um. Nesta organizacédo, cada
esporocisto contém quatro esporozoitas. (SIBLEY, 2011)

A formacdo do esporozoito se da no citoplasma do oocisto esporulado
tem um grande nucleo com nucleoplasma e o zigoto é limitado por uma
unidade de membrana com alguns microporos. O nucleo divide-se duas vezes,
dando origem a quatro nucleos, que estéo situados na periferia do zigoto, nesta
fase, uma segunda membrana limitante € formada. (FERGUSON et al, 1978)

Em seguida, de acordo com Ferguson et al.,(1978), o citoplasma divide

em dois esporoblastos esféricos e sdo formados dois nucleos, os esporoblastos
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sao alongados e os esporocistos sdo formados. As duas membranas exteriores
dos esporoblastos tornam a camada exterior da parede do esporocisto. Este
esporocisto desenvolve quatro placas arqueadas para formar a camada mais
interna do esporocisto. As placas estéo interligadas por quatro suturas lipidicas
e com uma depressdo na superficie da parede de esporocisto no ponto de
uniao.

A formacdo do esporozoitos comeca quando as duas placas densas
aparece em ambas as extremidades do esporocisto. Um corpo residual de
destaque € deixado apo6s a formacgdo dos esporozoitos. (FERGUSON et al,
1978) (Figura 6)
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Figura 6: Desenho Esquematico do esporozoito. (DUBEY et al., 1998)

2.1.3. ASPECTOS CLINICOS DA TOXOPLASMOSE

O quadro clinico da doenca no homem varia consideravelmente,

sobretudo em fungéo da idade em que se dé a contaminacao. (DUBEY, 2008)
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Na toxoplasmose congénita, as mulheres que ndo apresentam
comprometimento do sistema imune, mas possui a infecgdo na fase cronica
causado pelo T. gondii ndo contaminam seus filhos durante o desenvolvimento
intrauterino, no entanto, as mulheres que contraem a doenca durante o periodo
de gestacdo estdo sujeitas a riscos de alta gravidade. (FERREIRA-DA-SILVA
et al., 2008)

Entretanto, ocorrem casos de toxoplasmose congénita em recém-
nascidos de méaes que ja possuem a infeccdo na fase cronica antes da
concepcao, em que provavelmente a reinfeccéo ocorreu pela ingestao de carne
contaminada (ELBEZ-RUBENSTEIN, 2009).

Em mulheres que contraem a doenca durante a gravidez, o parasita
atravessa a placenta e infecta o feto, justamente enquanto o sistema
imunologico do hospedeiro é modificado para impedir a rejeicdo do feto,
proporcionando uma oportunidade para o parasita atravessar a placenta (Hide;
2016). Com a acdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, os taquizoitas
diferenciam-se em bradizoitas, de multiplicacdo lenta e metabolismo baixo, que
formam os cistos teciduais ou tissulares que causa diversas deficiéncias no feto
(TIBAYRENE et al., 1991).

De acordo com Rey, (2008) geralmente os casos de toxoplasmose
congénita apresentam-se com decurso sub-agudo ou crbnico, em que 0s
parasitos invadem todos os 6rgdos, mas prevalecendo as lesbes do sistema
nervoso e da retina. As sindromes mais caracteristicas quando o feto sobrevive
€ a Corioretinite (90%), as calcificacdes cerebrais (69%), as perturbacdes
neuroldgicas (60%) e o hidrocéfalo interno ou microcefalia (50%).

Na toxoplasmose poés-natal pode haver a adenopatia, afetando os
ganglios cervicais e pode em alguns casos, simular o quadro de linfoma. Mas
ocorrem também formas graves com febre, mal-estar, dores musculares e
articulares, no inicio da infeccdo. Estes casos sdo acompanhados de
prostracdo, hepatite, esplenite, miocardite e por vezes, meningite e
encefalomielite. Dependendo da gravidade, o ébito sobrevém em uma semana.
(SOUZA et al., 2010)

A toxoplasmose em pacientes imunodeficientes é extremamente grave,
apresentando na maioria dos casos encefalite aguda, que mata em poucos

dias, mas em outras vezes a evolucdo pode ser prolongada, sendo possivel
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observar a toxoplasmose extra cerebral (ocular, pulmonar ou cardiaca).
(BOOTHROYD & BLACK, 2000)

O estudo de Porter & Sander (1992) relatou que a maioria dos pacientes
apresenta febre e dor de cabeca. A alteracao das funcdes cerebrais manifesta-
se por confusao, letargia, alucinacées ou psicose, perda de memoéria ou do
conhecimento e coma.

De acordo com Ray (2008) o diagnostico consiste na busca do parasita
em exsudatos e no liquor, em cortes de tecidos ou placenta, ou em impressfes
de 6rgaos. Também é realizado o diagndstico imunolégico, o PCR (reacdo em
cadeia de polimerase) e recentemente tem sido utilizada a semeadura em
cultura de tecidos.

O tratamento da toxoplasmose faz uso de quimioterapicos que Dubey
(2008) afirmou ter o carater supressivo, agindo sobre os taquizoitas, mas néo
afetando a fase crénica, pois os bradizoitas estdo protegidos pelas formacfes
cisticas.

Poucos medicamentos ja demonstraram ser eficazes efetivamente contra
a toxoplasmose aguda de pacientes adultos, estes sao antibiticos e
combinacgfes de sulfonamidas com pirimetamina. Mas as drogas efetivas séo
poucas e bastante toxicas, nas doses requeridas para o0 tratamento
(BOOTHROYD & BLACK, 2000; DUBEY, 2008).

A prevencdo se da pela diminuicdo do risco de exposicdo, e isto inclui
usar luvas durante a manipulacdo do solo, ao descartar as fezes de gato e
lavar as maos apos essas atividades. Também é importante: (1) ndo ingerir
carne mal cozida, pois podem ter cistos de tecido viaveis; (2) lavar facas de
cozinha depois de terem sido usados para cortar carne crua, frutas e legumes;
(3) congelamento de carne a 12 ° C durante 24 horas e/ou cozimento de carne
até atingir uma temperatura interna de 66°C; (4) bem como lavagem de maos
frequente. A contaminacdo ambiental por oocistos de T. gondii é uma
preocupacdo de saude publica, devido ao escoamento das fezes felinas
contendo oocistos de T. gondii entrarem no ecossistema aquatico. (JONES et
al., 2009; ELMORE et al., 2010)
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2.2.  JUNCOES COMUNICANTES

O estudo da comunicacédo intercelular, ao longo dos anos, é alvo de
estudos e descobertas importantes para um melhor entendimento tanto de
funcBes organicas indispensaveis a sobrevivéncia, quanto para compreensao
de doengas que possam vir a alterar a homeostase em que 0 organismo se
encontra.

No final da década de 50 Furshpan & Potter (1959) apresentaram o0s
primeiros indicios de comunicacao intercelular com os dados que evidenciaram
0 acoplamento elétrico em neurénios de lagostim.

Outros trabalhos demonstraram o acoplamento elétrico anteriormente
descrito em outros tipos celulares, porém sem conseguir afirmar que estrutura
seria responsavel por tais fendmenos. No final dos anos 60, experimentos de
microscopia eletrbnica de transmissdo em amostras tratadas previamente com
nitrato de lantanio permitiram a visualizagcdo de estruturas heptalaminares,
apresentando um padrao hexagonal de subunidades de 7 a 8nm de diametro, e
com espacos de aproximadamente 2nm entre as membranas das células
adjacentes (REVEL & KARNOVSKY, 1967).

Utilizando técnicas de difracdo de raios X, a estrutura juncional foi melhor
elucidada. As observacBes demonstraram que o canal era formado por seis
mondmeros que formam um poro de didametro de 1.5nm, permitindo que
através do alinhamento dos hemicanais na membrana se tenha a comunicacgéo
entre as membranas das células adjacentes, como proposto na Figura 7
(MAKOVSKI et al., 1977; Laird, 2006; Goodenough & Paul, 2009; KOVAL et
al., 2015).

Os hemicanais alinhados adquirem um formato tubular atingindo um
comprimento total de 100 — 150 A°, estando nas membranas das células a uma
distancia de aproximadamente 20 A° (DHEIN, 1998). Ap6s os achados
morfoldgicos, a correlacdo das jungdes com o acoplamento elétrico se tornou
mais evidente (GILULA et al.,, 1972). Além de representar uma via de baixa
resisténcia de propagacdo de impulsos elétricos em mamiferos, o canal
juncional permite o trafego de moléculas com peso de ate 1kDa (FLAGG et al.,
1979; KOVAL et al., 2015; KIM et al., 2016), possibilitando o intercambio de

ions e varias substancias organicas extremamente importantes, como
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aminoacidos, nucleotideos, AMPc e Inositol (SAEZ & SPRAY, 1991; DHEIN,
1998; HERVE, 2004).

Diante das varias formas de comunicagdo intercelulares existentes,
merece destaque a que ocorre através da Juncdo Comunicante ou “Gap
Junction”, caracterizada por canais transmembranares que permitem a

comunicacéo direta nos tecidos (DHEIN, 1998).

Membranas
Justapostas

Espago
2adnm

Hemicanal

Canal Juncional ou Conexon

ou Gap Junction

Figura 7: Esquema da organiza¢do dos canais juncionais na membrana plasmatica
(Makovski et al., 1977 adaptado por Alberts et al., 1994).

As juncbes comunicantes sdo formadas por uma familia multigénica de
proteinas transmembranares denominadas conexinas. Tais proteinas podem
ser divididas em nove dominios estruturais: quatro dominios transmembrana
apresentando uma estrutura em a-hélice (TM1, TM2, TM3 e TM4); uma porgao
C-terminal; uma porcdo N-terminal; duas alcas extracelulares (E1 e E2); uma
alca intracelular ou citoplasméatica entre as regides transmembrana 2 e 3,
caracterizada por representar a regido de menor similaridade e menor
conservagao entre as conexinas (AC) (Figura 8) (KUMAR & GILULA, 1996;
HERVE et al., 2004).

Os dominios transmembranares e as alcas extracelulares sdo as regides
que apresentam maior conservacao filogenética entre os integrantes da familia
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das conexinas, enquanto que o dominio carboxi-terminal e os demais
apresentam pouca conservacao filogenética (BENNETT et al., 1991; DHEIN,
1998). Por ser a regido mais anfipatica, supde-se que o dominio
transmembrana 3 constitua a regido central do canal juncional, aguele que
forma as paredes do canal.

As pesquisas sobre a multigenicidade da familia das conexinas tiveram
inicio com a comparacdo de sequéncias de aminoacidos de diferentes
proteinas (GROS et al., 1983). Um grande impulso aos estudos foi dado com a
clonagem das conexinas, sendo a conexina 32 a primeira delas a ser clonada
(PAUL, 1986).

Para diferenciar os componentes da familia das conexinas, foi utilizado
como um dos parametros os pesos moleculares, em kDa, advindos das
sequencias de cDNA, onde o total do numero de conexinas esta dividido em
dois ramos filogenéticos: Grupo |, formado por conexinas com um peso
molecular menor que 32 kDa; Grupo Il, constituido por conexinas com peso
molecular igual ou maior que 32 kDa (BENNETT et al., 1995; DHEIN, 1998;
SOSINSKY & NICHOLSON, 2005).

As conexinas também podem ser classificadas nos subgrupos o e 3 de
acordo com a similaridade entre determinadas regibes da sequencia proteica
primaria da conexina (GIMLICH et al., 1990; WILLECKE et al.,, 2002;
SEGRETAIN & FALK, 2004).

Fazem parte da familia destas proteinas 21 conexinas em humanos e 20
conexinas em roedores (Tabela 1) (SOHL & WILLECKE, 2003; HERVE, 2005).
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Figura 8: Organizagdo topologica da proteina juncional (conexina) na membrana plasmatica
(Kumar & Gilula, 1996).

Homem Camundongo
Conexina Peso Molecular Conexina Peso Molecular
(kDa) (kDa)
- - mCx23 23,013
hCx25 25,892 - -
hCx26 26,200 mCx26 26,411
hCx30 30,096 mCx29 28,981
hCx30.2 30,213 mCx30 30,366
hCx30.3 30,419 mCx30.2 30,219
hCx31 30,817 mCx30.3 30,388
hCx31.1 31,088 mCx31 30,901
hCx31.3 31,347 - -
hCx31.9 31,933 mCx31.1 31,194
hCx32 32,024 mCx32 32,003
- - mCx33 32,860
hCx36 36,248 mCx36 36,085
hCx37 37,413 mCx37 37,696
hCx40 40,140 mCx39 39,996
hCx40.1 40,438 mCx40 40,413
hCx43 43,008 mCx43 43,003
hCx45 45,482 mCx45 45,665
hCx46 46,655 mCx46 46,302
hCx47 47,427 mCx47 46,603
hCx50 48,173 mCx50 49 597
hCx59 58,842 - -
hCx62 61,871 mCx57 57,114

Tabela 1. Familia Multigénica das Conexinas (Sohl & Willecke, 2003)
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As conexinas estdo organizadas na membrana plasmatica sob a forma de
hexameros, constituindo o hemicanal juncional, comumente chamado de
conexon. Cada conexon e constituido por seis proteinas, arranjadas em forma
hexagonal, e possuindo uma organizacdo topolégica de membrana
caracteristica e semelhante para todas as conexinas (MAKOVSKI et al., 1977;
DERMIETZEL & SPRAY, 1993; KUMAR & GILULA, 1996; WHITE et al., 1999;
UNGER et al., 1999; SEGRETAIN & FALK, 2004; KIM et al.,2016; LILY at al.,
2016). Quando interagindo de forma ndo covalente com o conexon da célula
adjacente, forma-se um canal juncional completo (BENNETT et al., 1991).

Doze conexinas interagem para formar um canal juncional completo, seis
conexinas na membrana plasmatica de uma célula se encaixar com hexameros
compativeis em uma célula adjacente. (KOVAL et al., 2014) Ao se formarem,
0s conexons podem ser constituidos de conexinas iguais, por exemplo, todas
formadas pela conexina 43 (Cx43), sendo chamados de hemicanais
homomeéricos, ou caso sejam formados por conexinas diferentes sdo chamados
de hemicanais heteroméricos (WANG & PERACCHIA, 1998; LILY at al., 2016).

Em relacdo ao canal juncional completo, podemos classifica-lo das
seguintes formas: (1) homomérico — homotipico, onde o canal e formado por
dois hemicanais idénticos e formados pela mesma conexina; (2) homomérico—
heterotipico, o canal € formado por dois conexons diferentes, sendo que 0s
conexons em si sao formados pela mesma conexina, por exemplo um conexon
e formado pela conexina 43 e o0 outro e constituido pela conexina 37; (3)
heteromérico — homotipico, onde o canal e formado por dois conexons iguais,
sendo que estes sao formados por conexinas diferentes, estando as conexinas
de um conexon alinhadas com conexinas de mesmo tipo no outro conexon, por
exemplo Cx43 com Cx43, Cx37 com Cx37; (4) heteromérico — heterotipico ou
biheteromérico, onde o canal e formado por dois conexons diferentes, e estes
também sdo formados por conexinas diferentes, estando as conexinas de um
conexon alinhadas com conexinas diferentes no outro conexon (Figura 9)
(KUMAR & GILULA, 1996); (5) monoheteromérico, onde apenas um dos
conexons e heteromérico (Figura 10) (SOSINSKY IN PERACCHIA, 2000;
KOVAL et al., 2015). A figura 11 fornece um guia razoavel para a

compatibilidade heteromérica entre conexinas (KOVAL et al., 2014).
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Figura 9: Tipos de conexons e canais juncionais formados por associagdo de
conexinas iguais ou diferentes (Kumar & Gilula, 1996).

mﬁm mﬁ
)

Canal Monoheteromeérico

Figura 10. Tipo de canal juncional formado pela associacdo das conexinas em
esquema proposto por Sosinsky in Peracchia, 2000.
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Compatibilidade Heteromérica Compatibilidade Heterotipica

Figura 11. Compatibilidade heterotérica e heterotipica. Interac¢Bes heteroméricas
indicadas pelo diagrama aponta onde ha conexinas conhecidas por formarem canais
heteroméricos, e estes estdo ligadas por linhas tracejadas. A linha divisoria sélida separa as
conexinas para indicar uma falta de compatibilidade heteromérica. Interacdes heterotipicas
indicadas pelo diagrama onde conexinas conhecidas por formarem canais heteroméricos sdo
conectados por linhas tracejadas. Existem dados conflitantes sobre os canais heterotipicos
Cx30 e Cx31. A linha sélida mostram trés grupos de compatibilidade putativos que nao se

alinham com os grupos de homologia de amino&cidos totais. (KOVAL et al., 2014)

2.2.1. FORMACAO DAS JUNCOES COMUNICANTES

As conexinas sao sintetizadas pelos ribossomos no reticulo
endoplasmatico (RE), sendo co-traduzidas integralmente na membrana do
reticulo endoplasmatico rugoso (LOEWENSTEIN, 1981; SEGRETAIN & FALK,
2004; LAIRD, 2006; KIM et al.,2016; LILY at al., 2016). Apds esta etapa, a
conexina é fosforilada, podendo ser oligomerizada sob forma de conexons
ainda no reticulo endoplasmatico rugoso e transportada para o complexo de
Golgi (Cx26 e Cx32), ou primeiramente transportada e sé depois oligomerizada
no complexo de Golgi (Cx43) (Das Sarma et al, 2001; Segretain & Falk, 2004).
ApOs a oligomerizacdo, o conexon (dentro de vesiculas exociticas) é
transportado do complexo de Golgi até a membrana plasmatica da célula,
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através de microtubulos (Figura 12) (Musil & Goodenough, 1993; Dhein, 1998,
Gaietta et al., 2002; Segretain & Falk, 2004; LAIRD 2006).

A Cx43 é estabilizada como mondémeros no RE e s6 se oligomeriza ap6s
o transporte para o complexo de Golgi. Parte desta via é regulada por uma
proteina de controle, ERp29, que se liga ao segundo dominio extracelular e
estabiliza uma conformacédo que favorece a Cx43 monomérica em todos 0s
tipos celulares testados até o momento. Contudo, a arginina 153 na interface
para o dominio transmembranar 3 é também necessaria para manter o Cx43
monomeérico no RE. (KOVAL et al., 2014)

Através de ensaios com a proteina recombinante Cx43, utilizando
técnicas de microscopia confocal e microscopia eletrbnica de transmissao
(Imunoeletromicroscopia), Gaietta et al. (2002) observaram que as proteinas
pré-formadas sao inseridas nas bordas das placas de juncbes comunicantes
localizadas na membrana plasmatica. Enquanto a placa € repovoada com
conexinas novas, as conexinas antigas centralizam-se, até deixarem a placa
dentro de vesiculas endociticas (Gaietta et al. 2002).

Ao longo deste processo acredita-se que a integridade da conexina e do
estado oligomerizado do conexon sejam mantidos por pontes ndo covalentes,
sugerindo-se a existéncia de pontes dissulfeto intramoleculares e né&o
intermoleculares (JOHN & REVEL, 1991; LAIRD, 2006). Estudos vém
demonstrando que a estrutura multimérica do conexon que se encontra na
membrana plasmatica, parece ja existir nesta conformacdo desde o reticulo
endoplasmatico rugoso (YEAGER ET AL., 1998).
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Figura 12. Esquema demonstrando a sintese, montagem e degradacédo das juncdes

comunicantes dentro da célula (adaptado de Segretain & Falk, 2004).

O tempo para inicio de formacéo da jungéo varia de 3 a 30 minutos, com
uma velocidade de formagéo de 1,3 canais por minuto (DHEIN, 1998; LAIRD,
2006). O canal juncional forma-se através da interacdo das algas extracelulares
El e E2, sendo este processo facilitado por proteinas de adesdo, como as
caderinas, pois estas mantem as células em contato (MUSIL &
GOODENOUGH, 1993). Apés o tempo de permanéncia da conexina na
membrana plasmatica, o dodecamero e internalizado e eliminado por vias que
envolvem vesiculas endociticas, que irdo se fundir com lisossomos e
proteossomos (YEAGER et al.,, 1998; GAIETTA et al., 2002; SEGRETAIN &
FALK, 2004). Sendo a meia vida da Cx43 de aproximadamente 1-2 h apds sua
sintese (Laird, Puranam, & Revel, 1991; SEVERS et al, 2006, LAIRD 2006).

2.2.2. FUNCOES DAS JUNCOES COMUNICANTES

Como comentado anteriormente, as jungdes comunicantes possuem
como caracteristica e funcdo principal permitir que citoplasmas de células
adjacentes, troguem metabolitos e informagBes necessérias para a
manutencao dos tecidos e de suas respectivas funcdes (FLAGG-NEWTON et
al., 1979; HERVE et al., 2004). Hansson and Skidldebrand (2015)

apresentaram diversas estruturas no corpo humano que possui redes de
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células acopladas por juncbes gap que expressam sistemas de sinalizacao
para Cx43 e Ca*, relacionando a modificacdo destas redes a patologias do
organismo. (Figura 13)
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Figura 13: llustragdo esquematica de trés células acopladas em rede e condigBes
fisioldgicas. As células sdo acopladas por juncdes gap para formar uma extensa rede celular.
Receptores, bombas de ions, transportadores de glutamato, filamentos de actina (bandas
brancas), liberacdo de citocinas e sinalizacdo de Ca”" sdo mostrados. O Ca”" citosdlico
desempenha func¢des-chave como um segundo mensageiro e um sensor de ca® celular
detecta alteragcbes no microambiente. Existem duas vias de comunicagdo: as principais vias
intercelulares de jungdes comunicantes compreendendo a Cx43. Os receptores na superficie
das células sdo acoplados as proteinas G e liberam Ca® do reticulo endoplasmatico via
Fosfolipase C (PLC) e inositol trifosfato (IP3). As elevacdes de Ca®* sdo seguidas pela
propagacdo de ondas Ca®* intercelulares através das juncdes comunicantes, que s&o também
permedveis a moléculas de até 1kDa, tais como Ca®, IP3 e cAMP. (HANSSON AND
SKIOLDEBRAND, 2015)

Os hemicanais formados pela Cx43 sao expressos em grandes
guantidades em diversas células, como por exemplo, a microglia, astrocitos e
endotélio, e sdo muito sensiveis a (Padrbes Moleculares Associados a Danos)
DAMPs e (Padrées moleculares associados a patégenos) PAMPs
(CONTRERAS et al., 2004; Hansson and Skidldebrand, 2015). Considerando

gue os hemicanais Cx43 sdo rigorosamente controlados sob condi¢cdes de
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repouso, a presenca de DAMPs e PAMPs pode desencadear a abertura de
poros. Os canais, quando tornam-se ativos sob condi¢cdes de stress mecanico
ou isquémico e permitem a liberacdo de moléculas como ATP, glutamato, ou
NAD™, provocando diferentes respostas fisiologicas.(LILLY et al., 2015; KIM et
al.,2016)

A célula microglial em homeostase tem uma morfologia ramificada com
um baixo nivel de Cx43 (GARG et al., 2005). No entanto, estimulos como
danos cerebrais ou infecgbes ativam a microglia e aumentam a expressao da
Cx43 (EUGENIN et al., 2001; KIM et al., 2016). As alteracdes na expressao de
Cx43 podem ser atribuidas a presenca de moléculas da cascata inflamatéria.
(LIU et al., 1994, WANG et al., 1994)

Em alguns tipos celulares, como em astricitos, a Cx43 é expressa
abundantemente sob condi¢cdes basais (GIAUME & MCCARTHY, 1996). Em
midcitos cardiacos, musculo liso ou neurbnios, tal forma de comunicacao
intercelular também foi bem descrita e possui um papel funcional claro
(SEVERS et al., 2004). No tecido cardiaco esta estrutura e de extrema
importancia, pois representa uma via de baixa resisténcia elétrica, facilitando a
propagacdo do impulso elétrico e permitindo o sincronismo de contracao
cardiaca essencial para o bombeamento de sangue (WEIDMANN, 1972).

Alteracbes na quantidade e na distribuicdo das jun¢cdes comunicantes
podem estar associadas a patologias cardiacas graves. Evidencias
experimentais demonstraram que na fibrilacdo atrial crbnica, a conexina 40
esta presente em quantidades maiores e com distribuicdo diferente do normal,
tanto em ratos quanto em humanos (POLONTCHOUK et al., 2001; LAIRD,
2006; KIM et al., 2016).

Dados de Green & Severs (1993) demonstraram alteragbes na
distribuicdo da proteina Cx43 em coragfes de pacientes que desenvolveram o
quadro de doenca cardiaca isquémica apos o infarto do miocardio. Com base
nestes estudos, a conexina43 estava em maior quantidade na borda lateral dos
cardiomiécitos e ndo nos discos intercalares, como encontrado em coracdes
normais.

Ao longo do estudo das conexinas, descobertas relacionadas a

mutacOes destas proteinas vem sendo de extrema importancia para o
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entendimento de varias patologias. Mutacfes na conexina 43 podem levar ao
surgimento de malformagfes cardiacas que levam a diminuigdo da sobrevida
do animal, como vem sendo demonstrado em camundongos “Knockout” para
Cx43 (SEVERS et al., 2004).

Em humanos, os portadores de mutacdes na Cx43 desenvolvem
defeitos, como por exemplo, o da sindrome de heterotaxia visceroatrial
caracterizada pela lateralidade e transposicdo de grandes artérias (BRITZ-
CUNNINGHAN et al., 1995; CASEY et al., 1995; BRUZZONE et al., 1996).

No cristalino a expressao adequada das conexinas € essencial, pois por
ser um tecido pouco vascularizado, ele precisa realizar trocas metabdlicas com
0o humor aquoso mantendo o sincicio celular nutrido, funcionante e
principalmente sem opacidade. Neste tecido estdo presentes as conexinas 46 e
50, responsaveis pelas trocas metabdlicas e pela comunicacdo entre as
células, e que ao apresentarem mutacdes levam ao desenvolvimento da
catarata, respectivamente congénita e senil (GOODENOUGH, 1992; GONG et
al.,, 1997; WHITE & PAUL, 1999; WHITE & BRUZZONE, 2000; EVANS &
MARTIN, 2002).

2.2.3. PROPRIEDADES DAS JUN(;OES COMUNICANTES

Os canais juncionais, como todos os canais idnicos, alternam entre dois
estados: aberto e fechado (UNWIN & ZAMPIGHI, 1980; KOVAL et al., 2014).
Para um maior entendimento dos fendmenos de abertura e fechamento do
canal, comecaram a ser empregadas técnicas de eletrofisiologia, mais
precisamente ensaios de patch clamp, fazendo uso da configuracdo de double
whole cell, onde pares de células sdo analisados (WHITE et al., 1985).

De acordo com o protocolo de DHEIN 1998, para a realizacdo do
experimento, uma das células tem seu potencial de membrana mantido em um
valor fixo que se chama potencial de holding (V1), que por exemplo pode estar
em -40mV, enquanto a outra célula do par tem seu potencial modificado ao
longo do experimento, variando de -90mV a +10mV (V2).

Ao variar a voltagem de uma das células do par mede-se o fluxo de
corrente da célula de voltagem modificada para a célula de voltagem fixa
através do amplificador de patch clamp, que injeta corrente suficiente para que
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nao haja variacdo de voltagem na célula que tem seu potencial mantido fixo.
Esta corrente medida e igual e contraria a que passa através das juncdes
comunicantes, chamada de corrente juncional ou |j(DHEIN, 1998).

Através do double whole cell patch clamp em células pouco acopladas ou
desacopladas transientemente por tratamento farmacoldgico, pode se
caracterizar a condutancia unitaria dos canais juncionais, dada por G;= 1/ V, e
que varia em torno de 30 a 300 pS dependendo da conexina que forma o
canal. Gjrepresenta a condutancia, ljrepresenta a intensidade de corrente que
passa pelo canal juncional e Vja voltagem transjuncional (VEENSTRA, 2000).

Vérios fatores podem influenciar a condutancia (Gj) das juncbes
comunicantes. Um destes fatores seria a dependéncia de voltagem
transjuncional, onde variacfes podem ser responsaveis pela abertura ou pelo
fechamento do canal. Em canais homotipicos esta dependéncia de voltagem é
simétrica, sendo a condutancia juncional modificada quando se altera a
voltagem em qualquer uma das duas células que estdo sendo analisadas
(SPRAY et al., 1991). Ja em canais heterotipicos a mudanca da condutancia
juncional depende de qual das duas células do par analisado tera a voltagem
alterada (WERNER et al., 1989).

A dependéncia de voltagem das juncdes comunicantes varia de acordo
com a conexina que forma o canal juncional. Por exemplo, as conexinas 40 e
45 sdo mais sensiveis a variacdes de voltagem transjuncional do que outras
conexinas como a Cx43 (JONGSMA et al., 1993; DHEIN, 1998). Além dos
fatores biofisicos, varios fatores bioquimicos podem modular a condutancia
juncional, dependendo em que conexina ou tecido estao atuando.

Vias relacionadas a proteina quinase C (PKC), proteina quinase A (PKA),
proteina quinase G (PKG), MAP-quinase e tirosina quinases estédo intimamente
ligadas a regulacéo das juncdes comunicantes (DHEIN,1998).

Em miocitos cardiacos, estudos utilizando um ativador da via da PKC,
denominado TPA (ester de 12-tetradecanoilforbol-13-acetato), demonstraram
que o acoplamento elétrico entre as células aumentou, mas a passagem de
corante para as células adjacentes utilizando a técnica de injecdo de corantes
sofreu decréscimo (SPRAY & BURT, 1990). Tal resultado foi explicado por
Kwak et al. (1995), demonstrando que ao ser ativada a via da PKC, a

frequéncia de ocorréncia das condutancias de canal unitario de 90 pS era
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diminuida, mas aumentava muito as frequéncias de condutancias menores, por
conseguinte aumentando o acoplamento elétrico, mas com estreitamento da
luz do canal, diminuindo a passagem de moléculas maiores.

Ainda em cardiomiocitos, foram utilizados o GMPc e seus analogos a fim
de estudar qual a influencia da via da PKG na G;. através de técnicas
eletrofisiologicas foram observadas a diminuicdo do acoplamento elétrico e
modificacdes na frequéncia de distribuicAo das condutédncias de canais
unitarios nas células (PERACCHIA, 2004).

Com relacdo a via da PKA, muitos estudos tém observado que a
estimulacdo desta via pode aumentar o acoplamento de juncdes comunicantes
formadas por conexina43 em cardiomiocitos (BURT & SPRAY, 1988). J4 em
células HelLa transfectadas com a conexina 45, ao se utilizar 8-bromo-cAMP,
ocorreu uma sensivel diminuicdo do acoplamento elétrico e por corante (VAN
VEEN et al., 2000).

Outros fatores podem influenciar a condutancia das juncdes
comunicantes além destes ja citados, como por exemplo, alguns fons: Ca?*,
Mg** e H*. Concentracdes elevadas de Ca** em cardiomiécitos proporcionam a
diminuicdo do acoplamento elétrico celular (LOEWENSTEIN, 1966), mas se o
pH intracelular for mantido constante tal resposta ndo € encontrada,
acreditando-se em uma acdo sinérgica entre H* e o Ca** (NOMA & TSUBOI,
1987). O aumento das concentracdes intracelulares de Mg?*, em torno de 0,5
mM, também leva ao desacoplamento celular, sendo que as concentracdes
para que isto ocorra sdo bem maiores do que os niveis fisiologicamente
toleraveis (NOMA & TSUBOI, 1987; PERACCHIA, 2004).

Outro fator importante, descrito na regulacdo das jungcdes comunicantes,
€ o pH, que interfere na condutancia juncional (diminuicdo) através da
acidificacdo intracelular. Ao realizar técnicas de eletrofisiologia, analisando
canais formados pela Cx43, Delmar et al. (2000) demonstraram que a interacéo
da porgdo carboxi-terminal com uma regido em separado da conexina é
responsavel pela sensibilidade do canal juncional a diminuicdo do pH celular.
Ratificando os dados anteriores, neste mesmo trabalho, foi utilizada uma
proteina Cx43 com a auséncia da regido carboxi-terminal, o que resultou na
formacao de canais juncionais funcionais em microambientes com baixo pH,

demonstrando a diminui¢do da sensibilidade da conexina a diminuicdo do pH.
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Associadas a formas ainda desconhecidas de atuacdo nas juncdes
comunicantes, algumas drogas podem regular o acoplamento celular,
diminuindo o grau de acoplamento, ou seja a comunicagdo entre as células.
Estudos in vitro, utilizando por exemplo: octanol, heptanol, acido aracdonico,
carbenoxolone entre outras drogas lipofilicas (DHEIN, 1998; XIA & NAWY,
2003), demonstraram que o0 acoplamento via jungbes comunicantes era
reduzido drasticamente. Ao serem utlizados, o heptanol e o octanol
incorporam-se a bicamada lipidica celular, diminuindo a fluidez dos dominios
ricos em colesterol da membrana plasmatica em que a juncdo comunicante
esta inserida e a probabilidade de abertura do canal (DHEIN, 1998), reduzindo

assim o grau de acoplamento e a comunicagao celular.

2.3. SISTEMA IMUNOLOGICO E INFLAMACAO

Imunidade refere-se a protecdo ou resposta contra um micro-organismo
ou uma substancia estranha (antigeno) mediada por uma gama de moléculas,
células e tecidos, chamados de sistema imune. A resposta imunoldgica se
divide em imunidade natural, que representa a linha de defesa inicial contra um
agente patogénico, consistindo em mecanismos de defesa celulares e
bioquimicos que ja existiam antes do estabelecimento de uma infeccédo e que
estdo programados para responder rapidamente a infec¢des; E em imunidade
adquirida estimulada pela exposicado a agentes infecciosos, ou seja, surge em
resposta a infecgdo e se “adapta” a infecgédo (Figura 14) (ABBAS, 2011).

A inflamacédo € uma reacdo complexa do tecido vascularizado a infec¢ao,
a exposicao, a toxina ou a lesdo celular envolvendo acumulo extravascular de
proteinas plasmaticas e leucoécitos. Suas caracteristicas basicas sdo marcadas
por dor, rubor, calor, edema e perda de funcdo. (CUZZOCREA, 2005)

A inflamagédo aguda é um resultado comum de respostas imunes inatas.
As respostas imunes adaptativas locais também podem promover inflamacao
(CHEN, 2010). Embora a inflamacao sirva a uma funcéo protetora no controle
de infeccbes e promocdo de reparo tecidual, também pode causar lesdo e
doenca (COTRAN et al., 1994; MOSSMAN, 1998; WEINER, 2006 ROSS, 1999;
COUSSENS, 2002; MURPHY et al., 2010)
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Figura 14: Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial contra

infeccdes. A resposta imune adaptativa desenvolvesse posteriormente e consiste na ativacao

dos linfécitos. (ABBAS, 2011)

A resposta inflamatéria € mediada por varios tipos diferentes de
moléculas, denominadas de mediadores quimicos. Os principais mediadores
inflamatorios ligados a resposta imunoldgica sdo as citocinas e quimiocinas,
que vao contribuir para a imunopatogénese da inflamacéo (CHEN, 2010).

As citocinas séo proteinas secretadas pelas células da imunidade natural
e adquiridas que medeiam muitas das funcbes dessas células, sao
polipeptideos produzidos em resposta a micro-organismos e outros antigenos,
auxiliando a regulacdo das respostas imunolégicas e inflamatorias. As
principais citocinas envolvidas na imunopatogénese do processo inflamatorio
sdo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon-gamma (IFN-y) e a
interleucina 1 (IL-1). O TNF-a é o principal mediador da resposta inflamatoria
aguda, é produzido por fagocitos mononucleares ativados, células NK (natural
killer) e mastécitos em resposta a PAMPs. (ABBAS, 2011)

Essa citocina estimula neutréfilos e monécitos a migrarem para o sitio de
infeccdo e induz a expressdo de moléculas de adesdo pelas células do
endotélio vascular, permitindo assim a migracdo de células para os tecidos.
Também induz macréfagos e células endoteliais a produzirem quimiocinas e

fagocitos mononucleares produzir IL-1 que funciona em conjunto com o TNF-a
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na resposta inflamatdéria aguda aumentando a expressdo de moléculas de
adesdo. IL-1 é produzida por fagdcitos mononucleares, neutréfilos, células
epiteliais e células endoteliais. (CUZZOCREA, 2005) Sua producdo também é
induzida por PAMPs. (CHEN, 2010; TAKEUCHI, 2010)

Os componentes da imunidade natural reconhecem estruturas que sao
caracteristicas de patdgenos microbianos, produtos frequentemente essenciais
para a sua sobrevivéncia (PAMPs) e os receptores que se ligam a essas
estruturas sdo chamados de receptores de reconhecimento de padrbes. Os
receptores de reconhecimento padrdao do sistema imune inato sdo codificados
na linhagem germinativa. Diferentes classes de microorganismos (ex.: virus,
bactérias gram-positivas, bactérias gram-negativas, fungos, protozodrios)
expressam diferentes PAMPs. Além de produtos microbianos, o sistema imune
natural também pode reconhecer células do hospedeiro estressadas ou
lesadas, que expressam moléculas que ndo sdo encontradas em abundancia
nas células sadias (MURPHY, 2010).

As quimiocinas sdo citocinas de uma grande familia estruturalmente
homologas, que estimula o movimento leucocitario e regula a migracdo de
leucocitos do sangue aos tecidos (ABBAS, 2011).

Os neutrdéfilos e mondcitos migram dos vasos sanguineos para o tecido
inflamado pela quimiotaxia, e entdo removem 0s agentes patolégicos através
da fagocitose e da degranulacdo. O primeiro passo nha fagocitose é o
reconhecimento do agente pelo fagdcito. Os fagdcitos possuem receptores de
alta afinidade por moléculas de anticorpo, proteinas do complemento e os
receptores de reconhecimento padrao que atuam para ativar fagécitos (ABBAS,
2011).

As principais citocinas produzidas por macrofagos ativados e suas
fungbes séo IL-1 (ativa endotélio vascular, ativa linfocitos, destruigdo local do
tecido, aumenta o acesso de células efetoras, pode causar febre), TNF-a (ativa
endotélio vascular e aumenta permeabilidade vascular, pode causar febre,
mobilizacdo de metabdlitos e choque), IL-6 (ativa linfocitos e aumenta a
producdo de anticorpo, pode ocasionar febre e induz a producédo de proteinas
da fase aguda), IL-8 (quimiocinas que recrutam neutrofilos, basofilos e células

T para o local da infeccdo) IL-12 (ativam células NK, induz a diferenciacdo de
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células CD4+ para o perfil TH1). A destruicdo de microorganismos ocorre pela
acao de moléculas microbicidas (MURPHY, 2010).

Os componentes da resposta imunoldgica natural interagem de diferentes
maneiras com a resposta imune adaptativa. A resposta imunologica natural
fornece sinais que agem para estimular a proliferacdo e a diferenciacdo de
linfécitos T e B para antigenos especificos (Figura 15). A interagcédo ocorre pelas
células apresentadoras de antigenos (APCs); Com os fagécitos na imunidade
mediada por células T, onde os macréfagos sdo mais eficientes na destruicdo
de microorganismos fagocitados, e na imunidade humoral, pela opsonizacéo
(MURPHY, 2010).

Citocinas

( IL-12)

Linfocito T

ATIVAGAO DE
MACROFAGO

Outros
mediadores
Macréfago Inflamatérios

INFLAMAGAO

Figura 15: Organizacdo esquematica demonstrando a ativacdo do macréfago pelo IFN-

g, fazendo com que o mesmo: (1) fagocite microorganismo; (2) libere interleucinas; e (3) faca a

apresentacdo do antigeno ao linfécito do tipo T (ABBAS, 2011).

A resposta inflamatéria, consequentemente, esta presente em todos o0s
momentos da resposta imunologica, no inicio e efetivacdo da resposta inata
como ja descrito, na imunidade adaptativa humoral pela ativacdo do
complemento, na resposta adaptativa celular quando células T CD4+ ativadas
por APCs liberam TNF-a intensificando ainda mais o processo inflamatério, que
por sua vez tende a favorecer as células auxiliares seguir um perfil TH1; e no

processo de resolucéo da infeccdo e/ou reparacao tecidual (MURPHY, 2010).
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2.4. MACROFAGOS

O sistema imune tem como uma de suas caracteristicas marcantes
possuir um sistema de células responsaveis pela fagocitose e pela
apresentacado de antigenos que irdo dar origem a resposta organica a Varios
tipos de situacdes de invasédo sistémica por microorganismos (JAWETZ et al.,
1995).

O conjunto de células fagocitarias do sistema imune e originado na
medula 6ssea, na qual Stem Cells ou Células Tronco se diferenciam em
monoblastos, que dao origem aos monadcitos, que ja presentes na circulacdo
sanguinea diferenciam-se em macrofagos (JAWETZ et al.,1995; ABBAS,
2011).

O macrofago € a célula mais diferenciada do sistema mononuclear
fagocitico (VAN FURTH, 1972) com medida tipica entre 25 a 50 um de
diametro. Sua superficie apresenta grande numero de projecoes,
pseuddpodes e invaginacdes, e o citoplasma grande com namero de vesiculas
e vacuolos, que podem ser de secrecdo ou de reserva (SANTOS & DE
SOUZA, 1983).

Os macrofagos estdo organizados estruturalmente com: (1) o nudcleo
detém um aspecto ovoide ou em forma de rim, apresentando sua cromatina
condensada; (2) membrana plasmatica pregueada, formando reentrancias e
saliéncias, conferindo um aspecto superficial irregular; (3) lisossomas primarios
gue derramam o seu conteddo dentro de vacuolos que contem o material
englobado pela célula, formando agora o que se chama de lisossomas
secundarios ou fagossomas, nos quais se processa a digestao. (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 1998) (Figura 16)

Filamentos de actina e microtibulos estdo espalhados pelo citoplasma
com forte concentracdo préximo a superficie celular e estdo envolvidos na
mobilidade dos pseuddpodos (DE SOUZA & BENCHIMOL, 1985), bem como
no trafico vesicular e de organelas (ALLISON et al., 1971).

Na microscopia 6ptica, 0 macrofago possui um nacleo mais regular, com
formato uniforme. A cromatina encontra-se dispersa. Lisossomos estao

presentes espalhados pelo citoplasma, e a regido do Complexo de Golgi € bem
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desenvolvida, posicionando-se ao redor do centriolo. O reticulo
endoplasmatico rugoso também é bem desenvolvido, estando geralmente perto
do nucleo e do Complexo de Golgi (lan, 1973). As mitocondrias encontram-se
em grande numero irradiando da regido perinuclear para a periferia celular
(CARVALHO & DE SOUZA, 1989).

Ao longo do seu desenvolvimento o macrofago altera sua morfologia,
dependendo da necessidade de atuagdo. Quando estimulados, sendo agora
denominados macrofagos ativados, os macréfagos passam a ter uma maior
capacidade de secretar diversas substancias que participam do processo de
defesa, o que faz com que o numero de vacuolos, de lisossomas e de outras
estruturas internas aumente, modificando sua morfologia, ou ate mesmo se
fusionem com outros macréfagos formando as denominadas células gigantes
multinucleadas (JAWETZ ET AL., 1995; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1998).

Figura 16: Micrografia eletrbnica de um macrofago, apresentando a membrana
pregueda e nucleo ovoide. L= Lisossomas, N= Nucleo, Nu= Nucléolo e Vacuolo fagocitico
(Junqueira & Carneiro, 1998).
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2.4.1. MACROFAGOS: FUNCOES E INTERACAO CELULAR

Os macrofagos, ou células acessorias, detém como fungdes principais: (1)
a capacidade de eliminar microorganismos através de fagocitose; (2)
apresentar ao sistema imune os antigenos que devem ser combatidos, portanto
caracterizadas como células apresentadoras de antigenos (APCs), utilizando o
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e ativar os outros tipos
celulares envolvidos com a resposta imune celular. Desta forma, os
macréfagos estdo envolvidos com a resposta imune inata e adaptativa
(ABBAS, 2011).

Na resposta imune inata esta presente na primeira linha de defesa do
organismo, em que este tipo de resposta dos macréfagos tem como principal
funcdo fagocitar os microorganismos presentes na invasdo do organismo e
ativar mecanismos de resposta a estes microorganismos (ABBAS, 2011).

A ativacdo de macréfagos pode ser definida como sendo a aquisicdo da
capacidade de realizar funcbes complexas (ADANS & HAMILTON, 1984),
funcdes essas que o macrofago residente ndo realiza. Sabe-se que a ativacao
dos macrofagos esté relacionada a resposta imunolégica inata ou especifica na
qual o antigeno (patégeno) inoculado é apresentado a linfécitos T que
secretam citocinas, como o interferon-y (IFN-y), que irdo ativar os macréfagos
podendo, estes, serem mais ativados se entrarem em contato com
lipopolissacarideo ou TNF-a (ADANS & HAMILTON, 1984).

A fagocitose tem inicio com o reconhecimento dos microorganismos pelos
macrofagos ou pela interacdo com o IFN-y, produzido por células natural killer,
ocorrendo pelo estimulo de receptores presentes na membrana desta célula,
desencadeando reacgdes intracelulares. Dentre os receptores de membrana
presentes nos macréfagos estdo: (1) os receptores com sete dominios
transmembrana em o-hélice (ADEREM & UNDERHILL, 1999); (2) os
receptores de manose; (3) a proteina que reconhece o LPS. (ABBAS, 2011).

Apos esta fase e iniciada a eliminagdo do microorganismo, com a juncao
do fagossoma e dos lisossomas presentes no citoplasma contendo enzimas
proteoliticas que irdo digerir as bactérias presentes neste fagolisossoma. Outro
mecanismo de eliminacdo microbiana esta ligado a converséo catalitica do

oxigénio molecular, onde os fagolisossomas contendo microorganismos
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englobados associam-se a intermediarios reativos do oxigénio (ROIs) e 6xido
nitrico, fazendo com que o pH dentro deste local se torne acido, eliminando o
microorganismo capturado (MACMICKING et al., 1997).

Na resposta imune adaptativa estdo presentes os mecanismos de defesa
secundarios, ou seja, existe uma resposta direcionada e intensa para a
infeccdo presente no organismo através da atividade celular ou humoral,
devido a existéncia de um contato prévio do sistema imune com a infec¢cdo em
andamento (ABBAS, 2011).

Apods o reconhecimento dos antigenos pelos linfocitos-T, e a migracao
destas células para sitios de inflamac&o, e produzido pelos linfécitos-T CD4" o
interferon-y (IFN-y), que interagindo com os macrofagos faz com que estes
produzam a interleucina-12 (IL-12). Além da ativacéo pela producéo de IFN-y, a
ligacdo da molécula CD-40L, presente na membrana dos linfécitos-T CD4", em
moléculas CD-40 na membrana dos macréfagos também aumenta a producao
de IL-12 (BOEHM et al., 1997).

Em resposta a ativacdo dos macrofagos por estes fatores, varias funcées
passam a se tornar constantes no sistema imune infectado. Através da
ativacdo, os macrofagos aumentam sensivelmente sua capacidade de
eliminacdao de microorganismos através da fagocitose, onde consequentemente
os fagolisossomas associados a enzimas, a ROIs e/ou éxido nitrico com o
objetivo de destruir os microorganismos com maior avidez (ABBAS, 2011).

Paralelamente aos eventos que envolvem a fagocitose, a producédo de
citocinas ou coestimuladores do tipo B7, que irdo desencadear respostas
celulares imediatas, também se encontra aumentada, e substancias como o
TNF-a e interleucinas-1 e 12, irdo estimular a proliferacéo e diferenciagdo de
linfécitos-T, amplificando a resposta imune. (SCHAIBLE et al., 1999)

Para que o macréfago possa apresentar ao sistema imune 0s antigenos
responsaveis pela infeccdo, este devera expressar 0 que se chama de
complexo de histocompatibilidade principal ou MHC caracterizado por
moléculas proteicas que se associam a peptideos antigénicos originados da
fagocitose de microorganismos e que serdo demonstrados a células de defesa.

As moléculas de MHC estdo divididas em 2 classes, as de classe | e as de
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classe Il, onde as ultimas estdo presentes nas células apresentadoras de
antigenos, entre elas os macrofagos (ABBAS, 2011).

Inicialmente o0s antigenos extracelulares sdo fagocitados pelos
macrofagos, sendo expostos a enzimas presentes nas vesiculas
endolisossomais intracelulares, denominadas catepsinas. Ao mesmo tempo, no
reticulo endoplasmatico as moléculas de MHC Il séo sintetizadas, passando ao
complexo de Golgi onde serdo empacotadas. As vesiculas originadas no Golgi
fundem-se com os endolisossomos, onde ocorre a degradacao proteolitica da
cadeia invariante (proteina que esta ligada ao MHC, e que impede gue esta se
ligue a outros sitios diferentes dos peptideos advindos dos microorganismos
fagocitados), liberando um sitio para ligagcdo do peptideo antigénico. Apés o
acoplamento do peptideo, o MHCII completo e transportado e expresso na
membrana plasmatica do macrofago, entrando em contato com o receptor da
célula de defesa (linfécito-T CD4+), apresentando o antigeno (ABBAS, 2011).

A resposta imune bem sucedida requer comunicagdo entre muitos tipos
de células diferentes. Esta comunicacdo ocorre por meio de proteinas de
sinalizacao solUveis em agua, tais como quimiocinas ou citocinas (BALKWILL,
1989), pela formacao de sinapses entre as células (FRIEDL et al.,, 2005) e a

distribuicdo de proteinas de superficie celular (DAVIS, 2007).

2.4.2.MACROFAGOS E JUNCOES COMUNICANTES

Estudos acerca da presenca de jun¢des comunicantes em macréfagos
tiveram inicio na década de 70, quando macréfagos advindos de explantes de
timo, rim e figado foram avaliados experimentalmente por ensaios de
fagocitose e apresentacao de antigenos, eletrofisiologia, microscopia eletronica
de transmisséo e de varredura. (LEVY et al., 1976).

Em imagens de microscopia eletrbnica de transmissédo foi
observada uma orientacdo em cadeia linear dos macréfagos, onde
havia regifes de grande contato entre as células, sendo denominado
close junctions. Com relagdo aos dados eletrofisiologicos, foi

registrado o acoplamento elétrico entre os macrofagos que estavam
orientados de forma linear (LEVY et al., 1976).

No final da década de 70, estudos utilizando microscopia eletrénica de

transmissdo em células progenitoras de macréfagos, advindas da medula
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O0ssea de cdaes, permitiram a analise e a identificacdo de regibes com a
presenca de juncdes comunicantes (PORVAZNISK & MACVITTIE, 1979).

Entretanto, no inicio da década de 80, questionamentos acerca da
existéncia de juncbes comunicantes em macréfagos comecaram a surgir.
Estudos utilizando ensaios de cooperacdo metabdlica em macrofagos
peritoneais ativados, tanto in vitro quanto in vivo, ndo observaram a
transferéncia de particulas marcadas radioativamente de uma célula para
outra, tanto entre macréfagos como entre macrofagos e outros tipos celulares
(KANE & BOLS, 1980).

Corroborando estes resultados, Dean et al., em 1988, demonstraram
através de injecbes do corante Lucifer yellow a auséncia de acoplamento entre
macrofagos peritoneais elicitados de camundongos ou entre co-culturas de
fibroblastos com macréfagos. Neste mesmo trabalho foi observada a passagem
de corante entre células adjacentes, e que segundo argumento dos autores se
deve a formacdo de vacuolos exociticos e endociticos has membranas dos
macrofagos.

Em 1991 e em 1993, Beyer & Steinberg demonstraram que macréfagos
de camundongo e células da linhagem macrofagicas J774 possuiam
mensagem e expressdo para conexina43, utilizando respectivamente técnicas
de Northen blot e Western blot (transferéncia eletroforética de acidos nucleicos
e de proteinas, respectivamente).

Ainda em 1993 Polacek et al. demonstraram através de ensaios de
Northern blot a expressédo da conexina 43 em células endoteliais, mas ndo em
macrofagos peritoneais de camundongos e macrofagos humanos periféricos. O
acoplamento entre as células foi avaliado através de injecbes de corante,
resultando em ndo acoplamento entre células endoteliais e macréfagos em
cocultura, vindo a ocorrer apenas entre células endoteliais adjacentes.

Em 1996, Alves et al. estudaram a presenca e a funcionalidade deste tipo
de comunicagdo celular em macrofagos peritoneais de camundongos e células
de linhagem macrofagicas J774-Al. De acordo com os dados obtidos tanto os
macrofagos quanto as células J774-Al expressavam Cx43, porem ao serem
realizados experimentos de injecéo de corantes nao foi observada a passagem
de corante para as células adjacentes. Com o0 uso de técnicas de
eletrofisiologia também néo foi detectada a passagem de corrente entre as
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células. Este trabalho concluiu que a proteina do complexo juncional estava
presente, mas caso estivesse formando um canal, este ndo seria funcional.

Entretanto, em 1998 dados divergentes surgiram quando Martin et al.
demonstraram que linhagens macrofagicas P388D1 e J774-Al, quando co-
cultivadas com células epiteliais intestinais, se apresentavam acopladas entre
si ou com as préprias células epiteliais, sugerindo que alguns fatores desta co-
cultura poderiam determinar a formacao de jun¢cdes comunicantes funcionais.

Em concordancia com os dados acima mencionados, Saez et al. (2000),
utilizando a linhagem macrofagica J774-A1 observaram o acoplamento celular
atraves de injecdo de corantes. No entanto, este efeito s6 foi observado apos
um tratamento prévio com um meio de cultura condicionado, sugerindo que
este meio, obtido da cultura de células endoteliais da microcirculacdo de
cérebro de rato, deveria conter fatores que modulariam a comunicacéo
juncional em macrofagos.

No ano seguinte, Eugenin et al (2001), através das técnicas de western
blot, imunofluorescéncia e injecao intracelular de corantes, demonstraram que
culturas de microglia advinda de cérebros de ratos apresentavam juncdes
comunicantes funcionais, apenas quando estas culturas eram incubadas com
interferon-y + TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-o) e interferon-y +
lipopolissacarideo (LPS).

No entanto, Eugenin et al. (2003) observaram que mondcitos/macréfagos
oriundos do sangue de humano, apresentam juncdes comunicantes funcionais
apos 24 horas de incubacdes com interferon-y + TNF-o e interferon-y +
lipopolissacarideo (LPS), igualmente aos dados encontrados por este mesmo
grupo em experimentos semelhantes com microglia, em 2001. Entretanto,
podemos inferir que estes dados conflitantes demonstrados até o presente
momento podem estar relacionados ao fato dos macréfagos utilizados nos
experimentos terem sido obtidos de fontes diferentes (peritbnio, sangue e
céerebro).

No entanto, Fortes et al. (2004) demonstrou através de ensaios de RT-
PCR, western blot, imunofluorescéncia e injecdo de corantes, que células da
linhagem macrofdgica J774-G8 e macrofagos peritoneais advindos de
camundongos suicos expressam juncdes comunicantes funcionais formadas
pela proteina conexina43, sem a necessidade de qualquer tratamento com
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citocinas. Assim, foi caracterizada a presenca deste tipo de comunicacdo em
macrofagos.

De acordo com diversos achados, ainda é possivel inferir que as jungdes
comunicantes tenham outros papeéis potencialmente importantes na resposta
imunologica, como por exemplo, o de "alertar" células vizinhas através de
moléculas de sinalizacdo, o que pode ajudar no recrutamento de componentes

associados a resposta imunoldgica inata e adaptativa.

2.5. JUNCOES COMUNICANTES X TOXOPLASMOSE

As juncdes comunicantes também executam um papel de destaque em
estudos associados as infec¢des parasitarias. (CAMPOS DE CARVALHO et al,
1998)

Estudos que envolvem a interacdo de macréfagos com T. gondii tem
demonstrado que o parasita também possui capacidade de inibir a ativacdo de
macréfagos (SANTOS et al., 2011) e reduz o acoplamento e a expressao de
conexina entre astrocitos e células da leptomeninge parasitadas, levando a crer
que esta pode ser uma resposta celular geral a infeccdo com parasitas
intracelulares (CAMPOS DE CARVALHO et al, 1998)

Este parasita possui diversos mecanismos de escape e promove
alteracdes na célula parasitada para promover a manutencdo de sua sobrevida,
como demonstrado por Seabra et al. (2002), em que macrofagos de
camundongo ativados com IFN-y e LPS infectados com taquizoitas de T. gondii
tem a producdo de NO inibida devido a reducédo da expressao da INOS no
processo de infec¢do. Além disso, foi demonstrada a presenca de mecanismos
de escape da acdo microbicida de macréfagos ativados envolvendo a
exposicdo de Fosfatidilserina (FS), mimetizando a apoptose e facilitando a
infeccéo (Santos et al 2011).

Campos de Carvalho et al, (1998) afirmou que tanto o T. gondii quanto o
Trypanosoma cruzi (T.cruzi) influenciam as jungdes comunicantes de uma
forma semelhante, sugerindo que a diminuicdo na comunicag¢ao juncional
poderia ser resultado de mudancas secundarias no metabolismo celular devido
a infeccdo. Estudos com o protozoario T. cruzi demonstrando que a infecgdo

parasitaria alterou ndo so6 a producdo de citocinas, como também o padréo de
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atividade de comunicacdo intercelular por jungbes comunicantes. Este
demonstrou a modificagdo do padrdao estrutural da organizacdo das
comunicacao juncional, bem como o seu perfil funcional (GOLDENBERG et al;
2000).

Astrocitos e células da meninge (pia-mater e aracnoide) quando
infectadas in vitro e in vivo por T. cruzi e T. gondii, também apresentaram
reducdo no acoplamento celular e na marcagéo para Cx43 e Cx26, entretanto
0S niveis totais de proteina Cx43 ndo sdo significativamente alterados,
sugerindo que a infeccdo interrompe o trafico e a montagem da proteina em
canais funcionais na membrana plasmatica. (CAMPOS DE CARVALHO et al,
1998)

Estudos em ratos e cardiomiécitos de ratos apés a infeccdo por T. cruzi
demonstraram que a Cx43 de células infectadas foi substancialmente inferior a
72 h apoés a infecgdo. Entretanto o acoplamento entre células ndo parasitadas
nao foi alterado pelas células infectadas, indicando que os fatores segregados
para o meio ndo sao susceptiveis de ser responsavel pela diminui¢do da Cx43,
indicando que as alteracfes na distribuicdo e funcionalidade de Cx43 estdo
relacionadas com a presenca do parasito na célula independente de fatores
soltveis envolvidos na infec¢cdo (CAMPOS DE CARVALHO et al., 1992).

Recentemente Nogueira et al. (2015) demonstrou que a infeccéo por T.
gondii induz mudancas no complexo juncional de células epiteliais de pigmento
da retina, alterando as junc¢des de adesdo. Mostrando mais uma vez que este
parasita promove alteracbes na homeostase celular, gerando alteracdes no

complexo juncional presentes nas patologias causadas pela infeccéo.
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3. OBJETIVO GERAL:

Estudar possiveis alteracbes da expressao das juncdes comunicantes
formadas pela conexina 43 (Cx43) em células de linhagem macrofagica em

situacdes de ativacéo inflamatoria e infec¢do parasitaria.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o crescimento e a morfologia celular de células de linhagem
macrofagica J774-G8 tratadas com fatores pro-imuno inflamatorios combinados
ou infectadas com o parasita Toxoplasma gondii;

- Analisar o perfil de comunicacdo celular de células de linhagem
macrofagica J774-G8 tratadas com fatores pro-imuno inflamatorios combinados
através de injecao de corantes;

- Estudar a expressdo proteica da Cx43 em células de linhagem
macrofagica J774-G8 infectadas com o parasita Toxoplasma gondii por
transferéncia imunoeletroforética;

- Analisar a expressdo e a localizacao da proteina Cx43 em células de
linhagem macroféagica J774-G8 infectadas com o parasita Toxoplasma gondii

por imunofluorescéncia;
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4. MATERIAIS & METODOS

4.1. CULTURA DE CELULAS DE LINHAGEM MACROFAGICA
J774-G8

A linhagem de células macrofagicas J774-G8 (UNKELESS ET AL,
1979), derivada da linhagem americana original J774-A1 obtida de
camundongo (American Type Culture Collection - ATCC, Rockville, MD), foi
cedida pelo Laboratério de Pesquisa em Timo na Fundacdo Oswaldo Cruz -
Instituto Oswaldo Cruz. As células foram plagueadas, com uma densidade
inicial de 1x10° células/mL, em garrafas de plastico de 25 cm? (CORNING /
USA), em laminulas de vidro nimero 1 (Fisherbrand / Fisher Scientific).

As culturas foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (V/V)
(GIBCO), penicilina 1000UIl/mL e estreptomicina 100Ul/mL (Sigma- Aldrich). As
células foram mantidas a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO.,.

4.2. OBTENCAO DE TAQUIZOITA DE T. gondii

Taquizoitas de T. gondii (cepa RH), foram cedidos pelo Laboratério de
Tecnologia em Cultura de Células (LTCC) do Centro Universitario Estadual da
Zona Oeste (UEZO), chefiado pelo Prof Sérgio H. Seabra.

A obtencéo e manipulacao dos parasitas foram descritas por Padrao et al.
(2014).

4.3. INTERACAO PARASITO-CELULA

As células foram plaqueadas em garrafas de plastico de 25 cm? ou em
laminulas de vidro (namero 1) organizadas na placa de 24 pocos. Apés 48h a
cultura atingiu a confluéncia (Freshney, 2005). O taquizoita de T. gondii foi
ressuspendido em meio DMEM e colocado em contato com a célula na
proporcdo 10 parasitas para cada célula. Este foi mantido 1 hora em estufa
37°C em atmosfera imida a 5% de CO, Em seguida, o meio foi descartado e
substituido por DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, penicilina
1000UI/mL e estreptomicina 100UI/mL e foram mantidas a 37°C em atmosfera
Uumida a 5% de CO no periodo de 24, 48 e 72 horas.
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4.4. TRATAMENTO COM FATORES PRO IMUNO-
INFLAMATORIOS

Os ensaios de tratamento com os fatores pro-imuno inflamatérios foram
feitos em garrafas de plastico de 25cm? (CORNING / USA) e em laminulas de
vidro namero 1 (Fisherbrand Fisher Scientific), ou em placas de cultura de
plastico de 35mm de diametro com células de linhagem macrofagica J774-G8
ativadas com 1 ng/mL de interferon-y recombinante de camundongo (IFN-y;
Sigma) e 1ng/ml de TNF-a numa janela de 24h, 48h e 72h. (SEABRA, 2002)

Os ensaios foram feitos com os fatores de forma combinada ou de forma

isolada, da seguinte forma: IFN-y, TNF-a € TNF-a + IFN-y.

4.4, DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(1976), que detecta concentracbes da ordem de mg/mL de proteina. Cinco
mililitros de reagente de Bradford, composto por Comassie Brilliant Blue G-250
10% (P/V), etanol 5%, acido fosforico 10% e &gua, foram adicionados a
amostra a ser dosada. As aliquotas séo distribuidas em triplicatas de diferentes
concentracbes. Estas foram homogeneizadas e comparadas a uma curva
padrdo obtida com albumina bovina sérica (Img/mL). As leituras da densidade
Otica foram realizadas em comprimento de onda (A) de 595nm em
espectrofotometro (SHIMADZER, modelo UV-2450).

4.5. IMUNOELETROTRANSFERENCIA

As células estudadas pela técnica de transferéncia imunoeletroforética
ou Western Blot foram lavadas e raspadas em uma solucéo de bicarbonato de
sédio, pH: 8,3, e centrifugadas a 10000 x g durante 10min. Foi adicionado 3 mL
de Tween 20 1% e homogeinizado com o auxilio do vortex. O material foi
centrifugados a 10000 x g durante 5 min e ressuspenso e armazenadas em
solugcdo de bicarbonato de soédio, pH: 8,3 com o coquetel de inibidores de
proteases (Inibidores de protease: PMSF — 50 mM em etanol; Leupeptina — 5
mg/ml; EDTA - 200 mM; Aprotinina — 10 mg/mL; E-64 — 1 mM; Pepstatina — 1
mg/ml; Antipaina — 10 mM; O-fenantrolina — 200 mM). . O material foi

armazenado a -20°C.
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A separacao das proteinas presentes na célula J774-G8 foi feita atraves
da técnica de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970). Foi adicionado 23 pg de proteina nos géis que foram
preparados em duplicatas, em placas de 1.5 mm de espessura. O gel de
empacotamento (stacking gel) foi feito numa concentracdo a 4% e o gel de
corrida (running gel) foi feito numa concentracdo a 10%. As amostras foram
solubilizadas em tamp&o de amostra (Tris-Cl, 125 mM; SDS, 4%,; glicerol, 20%;
B-mercaptoetanol, 10%; azul de bromofenol, 0,4%; pH 6,8) e mantida a
temperatura ambiente por cerca de 60 minutos antes de sua aplicacédo no gel.
A corrida eletroforética foi realizada a voltagem constante de 150 mV por 2
horas (sistema BIO-RAD).

ApoOs a corrida eletroforética o gel foi colocado em contato com a
membrana de nitrocelulose em solugcdo tampéao (Tris-OH, 25mM; glicina,
192mM; metanol, 20%; pH 8,3) e a transferéncia realizada sob uma corrente
constante de 300 mA por 2 horas (sistema BIO-RAD). A transferéncia ocorreu a
100V por 1h e o gel foi corado para se avaliar o grau de transferéncia e a
nitrocelulose, em seguida, foi incubada em tampéo TBS (Tris Buffer Saline)
contendo leite em p6 desnatado Molico® a 5%, e Tween 20 a 0.5% por 30 min,
seguindo-se de lavagens com TBS contendo Tween 20 a 0.5% (TBS-T) por 5
vezes durante 5 minutos por vez.

A membrana foi incubada por 17 horas a 4°C sob agitacdo com anticorpo
policlonal produzido em coelho imunizado com peptideo sintético
correspondente a sequencia de aminoacidos 346-360 da regido carboxi-
terminal da conexina43 (Anti-connexin 43/ GJAL antibody (ab11370)(Abcam))
diluido na proporcdo de 1:1000 em TBS-T contendo leite em p6é desnatado
Molico® a 3%. Apds a incubacéo lavamos a nitrocelulose com TBS-T como
descrito anteriormente, sendo logo depois incubada com anticorpo secundario
diluido na proporcdo de 1:5000 em TBS-T contendo leite em p6é desnatado
Molico® a 3%, este estd ligado a horseradish peroxidase para
quimioluminescéncia, por 2 horas. Ap6s nova lavagem com TBS-T, a
nitrocelulose foi incubada com a solucéo de ECL (Substrato de peroxidase para
guimioluminescéncia) acrescentada a Peroxido por 10 minutos para revelacéo
no sistema ChemiDoc MP imaging system BIO-RAD, e avaliado pelo programa
Image lab 5.1.
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4.6. IMUNOFLUORESCENCIA

As células foram fixadas com formaldeido 4% durante 1h em
temperatura ambiente. Apds esta etapa, as células foram lavadas com PBS-
TRITON X-100R em uma concentracdo de 0,3%, trés vezes durante 30
minutos, e logo em seguida incubadas com albumina sérica bovina (BSA-
Bovine Serum Albumin, SIGMA) isenta de imunoglobulinas, diluida em PBS a
2% por 30 minutos. ApGs o bloqueio as células foram incubadas com o
marcador de citoesqueleto Faloidina (F-actina) (Alexa Fluor® 546
phalloidin (A22283), Life Technologies) conjugado com o fluorocromo ALEXA
546 em uma diluicdo de 1:100 por 2 horas. Apoés a incubacao, as células foram
lavadas com PBS, trés vezes por 10 minutos e incubadas com anticorpo
policlonal anti-Cx43 descrito na se¢do de transferéncia imunoeletroforética, em
uma diluicdo de 1:100 por 2 horas.

ApOs esta etapa, as células foram lavadas com PBS, trés vezes por 10
minutos, e incubadas com anticorpo secundario ALEXA 488 (na diluicdo de
1:400 (A-11008, invitrogen). Apdés a lavagem com PBS, como descrito
anteriormente, as laminulas foram marcadas com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) para marcar o nucleo das células. Elas foram montadas sobre
laminas que continham 10 pL de Prolong gold®, uma solucdo que reduz o
decaimento da fluorescéncia.

As marcagfes nas laminas foram observadas em um microscopio de
epifluorescencia AXIOVERT 40 Plus Carl ZEISS (Photo microscope), excitadas
com iluminacao por lampada de mercurio de alta pressdo, HBO 50W, (A = 490
nm) sendo a emissao monitorada utilizando um conjunto de filtros de emisséo
para fluorescéncia de fluoresceina (A = 525nm). A especificidade da
imunoreatividade foi avaliada na auséncia do anticorpo primario.

Os experimentos foram submetidos a observacdo e analise simples ou
de seccdes no plano Z (reconstrucao tridimensional) utilizando o microscopio
confocal LSM 710 QUASAR (Carl ZEISS, Oberkochen, Germany).

A especificidade das imunomarcacdes foi avaliada utilizando o mesmo

protocolo acima, substituindo os anticorpos primarios nas incubagfes por
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solucbes de PBS com albumina sérica bovina a 0,1%. Nenhuma marcacao foi

observada nestas condigoes.

4.7. INJECAO DE CORANTE

A permeabilidade das junc¢des comunicantes para moléculas de baixo
peso molecular (até 1KDa) foi avaliada quantitativa e qualitativamente através
de microinjecédo intracelular nas células cultivadas com o corante Lucifer Yellow
CH (PM: 457,2 Da, SIGMA) por meio de pulsos de corrente hiperpolarizante
aplicados a microeletrédios com resisténcia em torno de 5mQ contendo
solucéo a 5% (P/V) de Lucifer Yellow CH (PM: 457.2 Da, SIGMA) em 150 mM
de LiCl (Cloreto de Litio).

Os campos injetados foram fotografados com uma maquina fotografica
digital Magnafire, em exposi¢cdo automatica para campo claro, e exposicado de
20 segundos para os campos com fluorescéncia, 1 minuto e 30 segundos apos
a injecao intracelular de corante. Os experimentos foram feitos em placas de
Petri de 35mm, sendo estas utilizadas por um tempo maximo de 60 minutos.

As células foram observadas em um microscopio de epifluorescéncia
AXIOVERT 100 Carl ZEISS (Photo microscope), excitadas com iluminacao por
lampada de mercurio de alta pressdo, HBO 50W, (A= 490nm) sendo a emissao
monitorada utilizando um conjunto de filtros de emisséo para fluorescéncia de

fluoresceina (A= 525nm).

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Para comparar o namero de grumos durante os tratamentos pro-
inflamatério o teste de Chi-quadrado (X?) foi utilizado. Para comparar a andlise
de variancia de uma via foi utilizado o One-way ANOVA com pos-teste de
Tukey. Todas as analises estatisticas foram feitas através do software
Graphpad Prism, v6.0. O nivel de significancia atendeu a um valor inferior a
0,05.

53



5. RESULTADOS

5.1. FATORES PRO-IMUNOINFLAMATORIOS: CRESCIMENTO
CELULAR E ASPECTOS MORFOLOGICOS

A Linhagem Macrofagica J774-G8 foi submetida ao tratamento com os
fatores pré-imune-inflamatérios IFN-y e TNF-o, e de forma combinada
associando o TNF-a + IFN-y a fim de analisar o perfil da comunicagéo juncional
em um microambiente que tente reproduzir um ambiente inflamatério. Para
tanto, foram feitos tratamentos em tempos de 24, 48 e 72 horas de incubacéo
com os fatores.

Antes de realizar a analise funcional da comunicagéo intercelular, foram
feitos estudos que pudessem demonstrar possiveis mudancas dinamicas no
crescimento celular, que envolve o tempo de crescimento das células e a
morfologia das células quando tratadas com os fatores em comparacdo a
situacao controle (sem tratamento).

Na figura 17 é possivel observar micrografias de contraste de fase do
crescimento das células J774-G8 no periodo em que as culturas atingiram 24
horas de incubacdo com os fatores, sendo comparadas com as culturas do
grupo controle (figura 17 A): IFN-y (figura 17 B), TNF-a (figura 17 C) e TNF-a +
IFN-y (figura 17 D).

Na figura 18 sdo demonstradas as micrografias de contraste de fase das
células J774-G8 incubadas durante 48 horas com os fatores: IFN-y (figura 18
B), TNF-a (figura 18 C) e TNF-a + IFN-y (figura 18 D). O grupo controle esta
representado na figura 18 A.

Em 72 horas (figura 19), € demonstrado o grupo controle (figura 19 A) e
os tratamentos com: IFN-y (figura 19 B), TNF-a (figura 19 C) e TNF-a + IFN-y
(figura 19 D).

Todas as micrografias foram realizadas em aumentos de 100X (objetiva
de 10X), com o objetivo de apresentar um panorama do crescimento geral da
cultura.

Com base nos resultados obtidos, observamos que em incubacdes
envolvendo o periodo de 48 horas, as células J774-G8 apresentaram um
consideravel crescimento celular com a formacao de grupos celulares (grumos
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de células) apos tratamento com TNF-a + IFN-y, quando comparadas com as
culturas que foram incubadas em tempos diferentes (24 e 72 horas).

Este resultado pode nos indicar que a organizacdo celular em grupos
deva indicar uma maior necessidade de troca de informagfes, uma vez que o
ambiente esta sendo ativado, mesmo que ndo estejamos mimetizando um

microambiente completo.

Célula J774-G8 (24 horas)
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FIGURA 17: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular
Macrofagica J774-G8 apOs o tratamento com fatores pré-imuno inflamatorios. Esta sendo
demonstrado o perfil de crescimento celular nos grupos controle (A) e apos a incubagédo de 24
horas com os fatores: IFN-y (B), TNF-a (C) e TNF-a + IFN-y (D). A ponta da seta indica os
grumos celulares. Barra de calibragdo 50pm. Aumentos de 100X (Objetiva de 10X).
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Célula J774-G8 (48 horas)

FIGURA 18: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular

Macrofagica J774-G8 apds o tratamento com fatores pré-imuno inflamatérios. Esta sendo
demonstrado o perfil de crescimento celular nos grupos controle (A) e ap6s a incubacgéo de 48
horas com os fatores: IFN-y (B), TNF-a (C) e TNF-a + IFN-y (D). A ponta da seta indica os
grumos celulares. Barra de calibragdo 50pum. Aumentos de 100X (Objetiva de 10X).
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Célula J774-G8 (72 horas)
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FIGURA 19: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular

Macrofagica J774-G8 apOs o tratamento com fatores pré-imuno inflamatorios. Esta sendo
demonstrado o perfil de crescimento celular nos grupos controle (A) e ap6és a incubagéo de 72
horas com os fatores: IFN-y (B), TNF-a (C) e TNF-a + IFN-y (D). A ponta da seta indica os

grumos celulares. Barra de calibragdo 50um. Aumentos de 100X (Objetiva de 10X).

Na figura 20 as micrografias de contraste de fase mostram os aspectos
morfolégicos das células J774-G8 nos grupos controle (figura 20 A) e tratado
com: IFN-y (figura 20 B), TNF-a (figura 20 C) e TNF-a + IFN-y (figura 20 D)
apos a incubacéo das culturas por 24 horas. O mesmo foi aplicado a figura 21

e a figura 22 mostrando o grupo controle (figura 21 e 22 A) e tratados com:
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IFN-y (figura 21 e 22 B), TNF-a (figura 21 e 22 C) e TNF-a + IFN-y (figura 21 e
22 D) em 48 e 72 horas respectivamente.

Comparando os grupos controle e tratado, observamos que nao houve
alteracdes morfolégicas das células nos tempos avaliados (24, 48 e 72 horas),
no entanto € possivel observar a formacdo dos grupos celulares com mais
detalhes. Foram utilizados aumentos de 400X (Objetiva de 40X).

A figura 23 apresenta o grafico comparativo gerado a partir da anélise do
ndmero de grumos observados durante o tratamento com os fatores pré-imuno
inflamatorios em todos os horarios de tratamento. Observou-se que a maior
quantidade de grumos em cultura esteve presente no horario de 48h apdés o
tratamento com IFN-y, decaindo no horario de 72h. No tratamento com TNF-a a
maior quantidade de grumos é observada em 48h, apresentando decréscimo
de formacgdo de grumos no periodo também de 72h.

Os fatores conjugados apresentaram uma maior formacédo de grumos
em 24h de tratamento, sendo este o maior pico comparado a todos os horarios
e tratamentos utilizados, o que pode ser explicado por uma acdo aguda e
combinada destes fatores, como ocorre em microambientes inflamatérios. Com
o avancar dos tempos de incubacdo, os grumos formados nas placas
diminuiram em namero, mas apresentaram um volume de concentragéo celular

maior.
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Célula J774-G8 (24 horas)

FIGURA 20: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular

Macrofagica J774-G8 apds o tratamento com fatores pré-imuno inflamatérios. Esta sendo
demonstrado o perfil morfolégico celular nos grupos controle (A) e apos a incubacdo de 24
horas com os fatores: IFN-y (B), TNF-a (C) e TNF-a + IFN-y (D). A ponta da seta indica os
grumos celulares. Barra de calibragdo 20um. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X).
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Célula J774-G8 (48 horas)
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FIGURA 21: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular
Macrofagica J774-G8 apds o tratamento com fatores pré-imuno inflamatérios. Est4d sendo
demonstrado o perfil morfologico celular nos grupos controle (A) e apos a incubacdo de 48
horas com os fatores: IFN-y (B), TNF-a (C) e TNF-a + IFN-y (D). A ponta da seta indica os
grumos celulares. Barra de calibragdo 20pum. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X).

60



Célula J774-G8 (72 horas)

Controle

FIGURA 22: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular
Macrofagica J774-G8 apds o tratamento com fatores pré-imuno inflamatérios. Estd sendo
demonstrado o perfil morfolégico celular nos grupos controle (A) e ap6s a incubacdo de 72
horas com os fatores: IFN-y (B), TNF-a (C) e TNF-a + IFN-y (D). A ponta da seta indica os
grumos celulares. Barra de calibracdo 20um. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X).
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FIGURA 23: Gréafico comparativo do namero de grumos celulares nas culturas da
Linhagem Celular Macrofagica J774-G8 controle e apds o tratamento com fatores pré-imuno
inflamatdrios IFN-y, TNF-o e TNF-a + IFN-y, em periodos de 24, 48 e 72 horas. Total de

experimentos: 3.
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5.2. TRATAMENTO COM OS FATORES PRO-IMUNO
INFLAMATORIOS: COMUNICACAO CELULAR

Com o objetivo de estudar o acoplamento intercelular através de jungdes
comunicantes em macréfagos foram realizados experimentos de injecdo de
corante em culturas da Linhagem Macrofagicas J774-G8 controle, 24, 48 e 72
horas apds o tratamento com IFN-y, TNF-a. € TNF-a + IFN-y. Este ensaio nos
permite testar a funcionalidade das juncfes comunicantes através de injecfes
intracelulares de moléculas fluorescentes de baixo peso molecular.
Especificamente em nosso estudo injetamos o corante “Lucifer Yellow” (peso
molecular: 457.2 Da) nas células J774-G8.

Os graficos presentes na figura 24, figura 25, e figura 26 representam,
respectivamente, o acoplamento celular no periodo de 24, 48 e 72 horas de
incubacdo com os fatores pro-imune inflamatorios.

Com 24 horas de incubacéo utilizando os fatores pré-imuno inflamatorios
(figura 24), podemos destacar o aumento no acoplamento das células a célula
injetada com o corante, quando comparadas com as células controle. Este
aumento se da principalmente quando as culturas passam pelo tratamento
combinado com TNF-a + IFN-y, em que 50 % das células injetadas estavam
acopladas a um numero de 7 a 8 células.

O acoplamento ascendente continuou a ser observado em 48 horas de
incubacdo com os fatores inflamatorios, merecendo destaque também o grupo
experimental utilizando os fatores combinados (TNF-a + IFN-y) em que quase
60% das células estdo acopladas a mais de 9 células (figura 25).

Em 72 horas de incubagcdo com os fatores pro-imune inflamatorios, o
indice de acoplamento celular comecgou a sofrer um decréscimo, principalmente
guando observados os numeros de células acopladas a célula injetada nas
classes de 7 & 8 células (20%), ou mais de 9 células (5%) (figura 26).

A figura 27 ilustra o experimento de injegcdo de corante realizado em
linhagens macrofagicas J774-G8. As células controle, de acordo com a figura
27 A e B, encontram-se acopladas, e quando tratadas com fatores pro-imuno
inflamatorios isolados permanecem com o grau de acoplamento celular
semelhante, como pode ser observado nas figuras 27C, 27D, 27E e 27F. No

entanto, apds o tratamento com os fatores de forma conjugada (TNF-a + IFN-
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% de acoplamento

y), podemos observar uma ordem crescente de células acopladas a célula
injetada, como demonstrado nas micrografias representadas pelas figuras 27 G

e H, corroborando com a analise grafica demonstrada anteriormente.

Comunicacao Celular J774-G8 (24h)
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Células acopladas a célula injetada

FIGURA 24: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle
ou incubadas por 24 horas com IFN-y, TNF-o ou TNF-a + IFN-y, injetadas com o corante
“Lucifer Yellow”. O grau de acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula
acoplada a célula injetada; (1---2) 1 a 2 células acopladas a célula injetada com o corante; (3---
4) de 3 a 4 células acopladas a célula injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas a célula injetada;
(7---8) 7 a 8 células acopladas a célula injetada; (>9) células acopladas a célula injetada. Um
total de 90 células J774-G8 em cada uma das condicdes foi injetado, e mais de 20% das
células tratadas injetadas incubadas TNF-a + IFN-y estavam acopladas a mais de 10 células.

Estatisticamente p<0,05 por X°.
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FIGURA 25: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle
ou incubadas por 48 horas com IFN-y, TNF-a ou TNF-a + IFN-y, injetadas com o corante
“Lucifer Yellow”. O grau de acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) henhuma célula
acoplada a célula injetada; (1---2) 1 a 2 células acopladas a célula injetada com o corante; (3---
4) de 3 a 4 células acopladas a célula injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas a célula injetada;
(7---8) 7 a 8 células acopladas a célula injetada; (>9) células acopladas a célula injetada. Um
total de 90 células J774-G8 em cada uma das condi¢des foi injetado, e mais de 50% das
células tratadas injetadas incubadas TNF-a + IFN-y estavam acopladas a mais de 10 células.

Estatisticamente p<0,05 por X°.
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FIGURA 26: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle
ou incubadas por 72 horas com IFN-y, TNF-a ou TNF-a + IFN-y, injetadas com o corante
“Lucifer Yellow”. O grau de acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) henhuma célula
acoplada a célula injetada; (1---2) 1 a 2 células acopladas a célula injetada com o corante; (3---
4) de 3 & 4 células acopladas a célula injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas a célula injetada;
(7---8) 7 a 8 células acopladas a célula injetada; (>9) células acopladas a célula injetada. Um
total de 90 células J774-G8 em cada uma das condi¢8es foi injetado, e menos de 40% das
células tratadas injetadas incubadas TNF-a + IFN-y estavam acopladas a mais de ente 5 e 6

células. Estatisticamente p<0,05 por X2,
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Figura 27: Micrografias de contraste de fase a esquerda (A, C, E e G) e fluorescéncia a
direita (B, D, F e H) de culturas da linhagem celular macrofagica J774-G8 controle ou
incubadas IFN-y, TNF-a ou TNF-a + IFN-y, injetadas com o corante “Lucifer Yellow”. Podemos
observar que as células incubadas com os fatores de forma combinada (TNF-o + IFN-y)
apresentam um grau de acoplamento maior do que o observado nas células controle ou
tratadas com os fatores de forma isolada. As setas denotam a célula injetada. Barra de

Calibracdo: 50um. Total de experimentos: 3
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5.3. INFECCAO COM O T. gondii: CRESCIMENTO CELULAR E
ASPECTOS MORFOLOGICOS

A linhagem macrofagica J774-G8 foi infectada na propor¢cdo de 10
parasitas por célula a fim de analisar como o perfil de comunicacao juncional é
alterado no microambiente de infeccdo aguda gerado pelo parasita T. gondii
durante 24, 48 e 72 horas. Neste € possivel observar as mudancas celulares
gue ocorrem no processo de infecgéo, envolvendo a manutencao da sobrevida
do parasita no meio intracelular, comparadas com as células controle (sem
parasita).

A figura 28 mostra micrografias de contraste de fase do processo de
infeccdo das células J774-G8 no tempo de 24, 48 e 72 horas em culturas do
grupo controle (figura 28 Al, B1 e C1) e infectado (figura 28 A2, B2 e C2). Com
o decorrer do tempo podemos observar 0s danos crescentes causados pelo
aumento da parasitemia e interacao parasito-célula, provocando uma sensivel
diminuicdo na quantidade de células viaveis. Todas as micrografias foram
realizadas em aumentos de 100X (objetiva de 10X), com o objetivo de
apresentar um panorama dos danos gerais da cultura.

Com base nos resultados obtidos, observamos que houve alteracées em
todos os horéarios de incubacdo, com a formacdo de grumos celulares e o
desprendimento das células da garrafa de cultivo, levando a diminuicao do
namero de células em cultura e o0 aumento na quantidade de parasitas livres
pela lise celular. Durante a interacdo, no periodo de 72 horas, foi observado o
maior dano quando comparado ao outros horarios de interacao (24 e 48 horas)
e ao controle, pois as ceélulas infectadas foram lisadas pelo parasita

aumentando assim a quantidade deste livre em cultura.
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Na figura 29 as micrografias de contraste de fase mostram os aspectos
morfolégicos das células J774-G8 nos grupos controle (figura 29 Al, B1 e C1)
e infectado (figura 29 A2, B2 e C2), ap0s a interacao parasito-célula por 24, 48
e 72 horas. Comparando os grupos controle e tratado, observamos que houve
alteracdes morfoldgicas nas células nos tempos avaliados (24, 48 e 72 horas),
sendo possivel observar o desprendimento celular, a alteracdo na forma
celular, formacao de poucos grupos celulares e 0 aumento da quantidade de
parasitas livres na cultura com mais detalhes. Foram utilizados aumentos de
400X (Objetiva de 40X).
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Figura 29: Micrografias em microscopia Optica (contraste de fase) utilizando células da

Linhagem Macrofagica J774—G8 controle (nUmero 1) e infectadas com T. gondii na propor¢céo
de dez parasitas por célula (nimero 2). Nos horarios de 24, 48 e 72 horas (respectivamente A,
B e C). Altera¢des morfoldgicas nas células J774-G8 sdo evidentes, como pode ser observado
nas fotos A2, B2 e C2 (ponta de seta dando destaque). Com o aumento do tempo de infeccéo
a quantidade de parasitas aumentou o que pode explicar o dano celular e a morte de células.
Barra de calibragdo 20pum. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X).
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5.4. INFECCAO COM O T. gondii: LOCALIZACAO DA
CONEXINA43 E INTERACAO COM O CITOESQUELETO

A fim de avaliar o posicionamento da proteina Conexina 43 (Cx43) em
macréfagos de linhagem J774-G8, foram realizados experimentos de
imunofluorescéncia (figura 30). Foi feita a marcacdo simultanea das células
com os anticorpos anti-conexina 43 e Faloidina, que se liga a filamentos de F-
actina, bem como a incubagdo com o corante DAPI, que marca o nucleo
celular.

Ao analisar o experimento no sistema de microscopia confocal LSM710
Quasar, podemos observar a marcacao do nucleo das células com DAPI (figura
30 A). Os resultados da figura 30B indicaram a localizacdo da Cx43
essencialmente na membrana plasmatica das células J774-G8, que se 0 que
corrobora os dados de acoplamento dos experimentos de injecdo de corantes
em células controle.

Paralelamente, foi feita a imunomarcacao das células com a Faloidina
(anti-F-actina), demonstrando que os filamentos de actina estéo distribuidos de
forma homogénea pelas células J774-G8, sendo observados principalmente na
membrana plasmatica (figura 30C). Com isso podemos observar a organizacao
do citoesqueleto e a manutencao do arcabouco da membrana plasmética das
células J774-G8, uma vez que a infeccdo com os parasitas pode alterar a
organizacao celular.

Na figura 30D foi constatada a co-localizacdo entre as duas proteinas
Cx43 e Faloidina (pontos amarelos resultantes da interagcdo colorimétrica do
verde e do vermelho dos dois anticorpos), indicando que a conexina 43 esta
interagindo com o citoesqueleto em um possivel processo de ancoramento,

sendo decisivo para a formag&o dos canais juncionais funcionais.
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Figura 30: Imunofluorescéncia demonstrada em Microscopia Confocal (LSM710, Zeiss,

Germany), evidenciando a marcacao para proteina Conexina43 e Faloidina (marcador de
filamentos de actina) em células de linhagem macrofagica J774-G8. A marcacao especifica
para Cx43 (verde) e Faloidina (vermelho) pode ser observada na membrana plasmatica das
células (B e C). Em A podemos observar o nucleo das células marcado com o corante nuclear
DAPI. Na micrografia D é demonstrada a interposicdo de imagens, demonstrando uma possivel
co-localizacdo entre as proteinas Cx43 e Actina (pontos destacados em amarelo). Barra de

calibracéo: 50um.

Experimentos de imunofluorescéncia também foram realizados em
culturas de células infectadas com o parasita T. gondii, na propor¢cdo de dez
parasitas por célula, a fim de avaliar possiveis alteracbes causadas pela
interacdo parasito-célula no complexo juncional e na estrutura celular, em 72h

de infecgao.
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Ao analisar a figura 31A é possivel observar a marcacdo do nucleo
celular pelo DAPI em azul e a marcacdo do nucleo do protozoario T. gondii
indicado pela seta. Na figura 31B podemos destacar a auséncia da marcacao
para conexina 43, bem como a marcacao para Faloidina (figura 31C) que
mostra um sensivel decréscimo sua presenca nas células e uma possivel
desorganizacao de seu citoesqueleto, podendo entdo sugerir a ligacao entre o
citoesqueleto e a conexina 43 na linhagem macroféagica J774-G8.

Na figura 31D, consequentemente, ndo foi possivel observar a co-
localizac&o entre as proteinas Cx43 e Faloidina como demonstrado no controle,

indicando que o citoesqueleto interage com a conexina 43.
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Figura 31: Imunofluorescéncia demonstrada em Microscopia Confocal (LSM710, Zeiss,
Germany). Nas setas apresentadas em A e D demonstra-se infeccdo com parasita. Nesta
experiéncia, a marcacdo com Cx43 e F-actina ndo esté presente na membrana plasmatica das
células J774-G8 apos a infeccao (B, C). Em D, a colocalizagdo entre Cx43 e F-actina

desaparece da membrana plasmatica. Barra de calibragédo: 50um.

5.5. INFECCAO COM O T. gondii: EXPRESSAO DA CONEXINA
43

A expressdo dos niveis proteicos da conexina43 foi analisada através
de ensaios de imunoeletrotransferéncia utilizando células J774-G8 controle e
infectadas nos horéarios de 24 e 48 horas. Em cada poco do gel de SDS-PAGE
a 10% colocamos quantidades iguais (22,5ug) de proteina total dos extratos

das células estudadas.

75



Observamos que a Cx43 foi expressa nao so6 nas células controle, como
também nas células infectadas em todos os tempos de incubagéo analisados
no experimento (24 e 48 horas), como destacado na figura 32A.

Entretanto, a banda representando a interacdo com o parasita em um
periodo de incubacdo de 24 horas apresentou uma maior expressdo de Cx43
do que nas células controle (ndo infectadas), como pode ser observado ndo s6
na figura 32A, como também na imagem em 3 dimensdes da membrana
marcada com o anticorpo (figura 32B).

Os mesmos achados foram revelados em 48 horas de infecgdo, com a
expressdo da Cx43 em valores maiores que o0s encontrados nas células
controle, no entanto com valores menores do que 0s encontrados em 24 horas
de infec¢éo (figuras 32A e B).

Os dados densitométricos confirmaram os achados visiveis

representados na membrana marcada com o anticorpo (figura 32C).
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Figura 32: Em A e B, respectivamente, imagem em 2 e 3 dimensfes de um dos
experimentos representativos de Imunoeletrotransferéncia de culturas de linhagem celular
macrofagica J774-G8 controle (ndo-infectada) ou infectada (periodo de 24 e 48 horas),
respectivamente. A marcacao em 43 kDa é resultado da utilizacdo do anticorpo policlonal para
a Conexina43. Quantidades iguais de proteina foram carregadas no gel SDS-PAGE a 10%. O
anticorpo anti-Cx43 detectou a presenca da proteina Cx43 nas células J774-G8 controle e nas
J774-G8 infectadas com incubacédo de 24 e 48 horas. Nota-se 0 aumento da expressédo da
Cx43 em relagdo ao controle, nas células J774-G8 infectadas em 24 e 48 horas, no entanto é
possivel notar a diminuicdo da expressdo de Cx43 se comparada ao horario de 24 horas. Em C
temos o grafico densitométrico representativo das bandas observadas na imagem do Western
blot de culturas das células J774-G8. P<0,0001 One Way Anova. A barra indica o desvio

padrdo. Total de experimentos: 3.
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6. DISCUSSAO
6.1. FATORES PRO-IMUNE INFLAMATORIOS.

As juncbes comunicantes sdo formadas por uma familia multigénica de
proteinas transmembranares denominadas conexinas. Estes canais
transmembrana permitem o trafego de ions, segundos mensageiros e outras
moléculas com até 1kDa entre células adjacentes (KOVAL et al., 2015)

Fisiologicamente os canais juncionais desempenham um importante papel
no desenvolvimento dos organismos multicelulares. Particularmente no sistema
imune, onde a expressdo da Cx43 pode modular a formacdo de células
linfoides, como as células B e T. (MONTECINO-RODRIGUEZ et al., 2000)

Hansson and Skidldebrand (2015) afirmaram que diversas estruturas no
corpo humano possuem redes de células acopladas por juncées comunicantes,
formadas principalmente pela Cx43. Tais ceélulas s@o alvo de eventos
inflamatorios, que podem ser iniciados apdés uma lesdo ou doenca, e a
modificacdo destas esta associada a diversas redes de patologias do
organismo (EUGENIN et al., 2003).

Acredita-se que em alguns tipos celulares a Cx43 é expressa em niveis
basais altos e em outras ndo. Em astrocitos, por exemplo, a Cx43 é expressa
abundantemente sob condi¢cbes basais (GIAUME & MCCARTHY, 1996),
entretanto GARG et al. (2005) demonstraram que as células microgliais em
homeostase tem um baixo nivel de Cx43. Em consonancia, estudos apontaram
que estimulos inflamatorios e a presenca de moléculas da cascata inflamatéria
(Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a); e Interferon-y (IFN-y)) podem ativar
células do sistema imune, como a micréglia, aumentando a expressao da Cx43
(EUGENIN et al., 2001).

No entanto, o papel das conexinas em diversas situagdes fisiologicas e
patologicas precisa de muitos esclarecimentos e estudos. Diversas doencas ja
estdo associadas ao comportamento inadequado das conexinas,
principalmente pelas formadas pela Cx43 (KOVAL et al., 2014), mas muitas

outras patologias necessitam de explicagdes.
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Diante deste cenario, resolvemos buscar entendimentos iniciais de como
a Cx43 poderia estar sendo modulada em um ambiente em que ha um estimulo
inflamatorio, mesmo in vitro.

O comportamento das células macrofagicas J774-G8 no microambiente
de estimulo inflamatorio foi analisado nos experimentos das figuras 17, 18 e 19,
e nos demonstraram que de forma combinada (TNF-a + IFN-y) os fatores pro-
imune inflamatorios sdo capazes de induzir uma reorganizacdo do arranjo das
células em cultura. Este fato pode ser corroborado com o grafico presente na
figura 23, que indica uma formacdo abrupta de grumos celulares no tempo de
24 horas de incubacéo, em relacdo as células controle e tratadas com o0s
fatores isolados.

Assim, esta maior formagao de grumos celulares em 24 horas (figuras 17
e 23) pode nos sugerir que a organizacao celular em grumos deva indicar uma
maior necessidade de troca de informacfes, uma vez que o ambiente esta
sendo ativado por citocinas como o TNF-a, que € importante para a ativacao de
macrofagos na resposta imunoldgica inata e consequente para aumento da
capacidade celular em apresentagdo de antigenos aos linfocitos T CD4", que
produz IFN-y, utilizado em nossos estudos, e que ira retroalimentar a ativagédo
macrofagica (Langston et al. 2017; ABBAS, 2011; ADANS & HAMILTON,
1984).

No entanto, em 48 horas de incubacdo com os fatores combinados foi
possivel observar grumos celulares com um maior nimero de células (figura
18), o que pode estar associado ao conjunto de acdes que tentem reproduzir o
processo inflamatdrio agudo, uma vez que € necessario manter uma constante
troca de informacdes para que o processo inflamatério agudo consiga conter a
lesdo provocada pelo agente patogénico (CUZZOCREA, 2005; SELDERS et
al.,2017)

Nas figuras 20, 21 e 22 observamos que nao houve alteracbes
morfologicas significativas das células J774-G8 em todas as possibilidades de
incubacdo com os fatores inflamatorios, sendo possivel observar a formacéo
dos grupos celulares com mais detalhes. No entanto, conseguimos observar a
formacdo de grumos celulares com mais células no tempo de 48 horas de

incubacdo com TNF-a + IFN-y (figura 21D). Este dado é corroborado por
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trabalhos que demonstram a acdo das citocinas na ativacdo macrofagica,
fazendo com que estas células alterem sua estrutura e capacidade de
sinalizacdo para que possa adquirir a capacidade de realizar funcdes
complexas de destruicdo e apresentacdo de antigenos (ADANS & HAMILTON,
1984). (SCHAIBLE et al., 1999, SELDERS et al.,2017)

ApOs a etapa de andlise de crescimento celular e de perfil morfologico,
foram feitas as analises de injecdo de corantes, a fim de avaliar funcionalmente
as juncdes comunicantes que poderiam estar presentes em células
macrofagicas.

No entanto, trabalhos relacionados a ensaios de cooperacdo metabdlica,
tanto in vitro quanto in vivo, ndo demonstraram a transferéncia de particulas
entre culturas primarias de macréfagos peritoneais, e entre macrofagos e
outros tipos celulares (KANE & BOLS, 1980). No final dos anos 80 estes dados
foram confirmados em experimentos de injecdo intracelular do corante Lucifer
Yellow, reforcando a auséncia de acoplamento via jungdes comunicantes
(DEAN et al., 1989).

Entretanto, nossos resultados demonstraram que as células de linhagem
macrofagica J774-G8 apresentavam juncdes comunicantes funcionais quando
realizadas injecbes de corante, uma vez que o corante de baixo peso
molecular, Lucifer Yellow, é transferido para as células adjacentes (figuras
27B), e corroborado estatisticamente nas figuras 24, 25 e 26 em tempos de
cultura diferentes (24, 48 e 72 horas), em que mais de 90% das células esta
acoplada a pelo menos uma célula adjacente.

Vale ressaltar que a analise da funcionalidade das jun¢gBes comunicantes
foi observada por Saez et al. (2000) através de injecdes de corante em
linhagem celular macrofagica J774-Al tratadas previamente com meio
condicionado, Eugenin et al. (2001), ao utilizarem células da micréglia
demonstraram que as jun¢des comunicantes formadas por Cx43 estavam
presentes e funcionais, porém somente quando as culturas eram incubadas
com Interferon-y (IFN-y) + Fator de Necrose Tumoral — a (TNF-a) e IFN-Y +
LPS (Lipopolissacarideo) ativando a linhagem celular.

Este mesmo grupo relatou, em 2003, que existe comunicacao funcional

entre juncdes comunicantes mediadas por Cx43 somente em macréfagos
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humanos tratados com TNF-a e IFN-y, e a expressao de Cx43 foi detectada em
macrofagos presentes nos locais de inflamacdo (EUGENIN et al. 2003).

No entanto, nossos resultados corroboraram com Fortes et al (2004), em
gue ndo é necessario o pré-tratamento com fatores inflamatérios para que se
tenha a formacdo de jungbes comunicantes funcionais em células
macrofagicas. Neste respectivo estudo, foram estudadas células da linhagem
macrofagica J774-G8 e macrofagos peritoneais de camundongos suicos que
expressaram juncdes comunicantes funcionais formadas pela proteina Cx43.

Porém, atualmente, conseguimos demonstrar que estas estruturas podem
ter a sua atividade modulada em meio a um microambiente inflamatdrio,
guando tratadas com fatores. Os dados demonstrados na figura 27H vao de
encontro a esta modulacdo das juncBes comunicantes, uma vez que € nitido
aumento da comunicacédo juncional, o que pode ser corroborado nos graficos
presentes nas figuras 24, 25 e 26, principalmente quando se tratando da
incubacdo das células por 48 horas (figura 25) com o TNF-a combinado ao
IFN-y, representando um percentual de mais 50% das células injetadas
acopladas com mais de 9 células. Vale ressaltar que mesmo com o pico de
acoplamento ocorrendo em 48 horas de incubacdo, houve o0 aumento
significativo do acoplamento juncional entre as células que passaram pela
mesma incubagdo com fatores (TNF-a + IFN-y), quando comparadas com o
controle nos tempos de incubagéo de 24 e 72 horas (figuras 24 e 26).

Estes achados corroboram mais uma vez que a ativagdo macrofagica com
os fatores combinados como, por exemplo, o IFN-y administrado em conjunto
com TNF-a provocara uma ativagdo macrofagica intensa (ADANS &
HAMILTON, 1984). Assim, seria possivel inferir que a jun¢cdo comunicante, de
fato, € um componente importante para a manutencéo da atividade de resposta
imunologica, podendo ser associado ao papel fundamental na comunicacao
celular ja descrito da Cx43 na homeostase tecidual, na inflamacé&o e reparacéo
(DE MAIO et al, 2002; CHANSON, 2005), assim como na hematopoiese
(MONTECINO-RODRIGUEZ et al, 2000; Madhumita Jagannathan-
Bogdan and Leonard, 2013).
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6.2. INFECCAO COM T.gondii x COMUNICACAO CELULAR

O T. gondii é o agente causador da toxoplasmose. Este protozoario
possui a caracteristica de ser intracelular obrigatério, e € capaz de infectar e se
replicar em qualquer célula nucleada de animais homeotérmicos, incluindo
assim os homens. (LUDERA et al; 2001)

Contudo, o quadro clinico da doenca no homem varia consideravelmente
(DUBEY, 2008), incluindo em pacientes imunocomprometidos casos de
encefalite aguda, que mata em poucos dias. Em outras vezes a evolugao pode
ser prolongada, sendo possivel observar a toxoplasmose extracerebral (ocular,
pulmonar ou cardiaca) (BOOTHROYD & BLACK, 2000). No quadro de
toxoplasmose poés-natal, pode haver a adenopatia, corioretinite, hepatite,
esplenite, miocardite e por vezes, meningite e encefalomielite, e dependendo
da gravidade, o 6bito sobrevém em uma semana (SOUZA et al.,2010).

Diante desta situacdo, diversos estudos tém sido realizados a fim de
conseguir responder as aclOes da toxoplasmose, bem como as suas
complicacBes. Dentre os varios sistemas envolvidos com esta doenca,
podemos destacar o envolvido com a comunicacgao juncional, uma vez que
estas também ocupam um papel de destaque em estudos associados as
infecgbes parasitarias (DE CARVALHO et al, 1998).

Desta forma, em nosso trabalho procuramos estudar ndo sO as
alteracdes relacionadas com crescimento celular e os aspectos morfoldgicos
associados aos macrofagos (Linhagem Celular J774-G8), infectados com o
Toxoplasma gondii como também o comportamento estrutural das juncdes
comunicantes. Assim seria possivel analisar um possivel perfil de comunicagéo
juncional em um microambiente de infeccdo aguda gerado pelo parasita T.
gondii.

Em nossos resultados foi possivel observar uma severa diminuicdo no
crescimento e sobrevivéncia celular ao longo do processo de infeccdo (24, 48 e
72 horas) (figuras 28A2, B2 e C2), associada a manutengdo da sobrevida do
parasita no meio intracelular, quando comparadas com as células controle
(ndo-infectadas) (figuras 28 A2, B2 e C2).

Tais modificagBes observadas corroboram com os achados associados a

inducdo de alteracdes em vias bioquimicas e estruturais celulares promovidas
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pelo parasita, para que assim 0 mesmo consiga manter a sua sobrevida. Uma
destas ac¢Bes esta associada a inibicdo da producdo de Oxido Nitrico (NO) em
macréfagos peritoneais e em linhagem macroféagica J774-Al, apos a infecgcéo
com T. gondii (SEABRA et al., 2004; PADRAO et al., 2014), o que desativa sua
capacidade microbicida de destruicdo do patdgeno. (SANTOS et al., 2011)
demonstrou que o T. gondii possui a capacidade de inibir a ativacdo de
macrofagos.

Em maior aumento percebemos a formacdo de grumos celulares e o
desprendimento das células da garrafa de cultivo, associadas com alteracdes
morfolégicas causadas pelo aumento da parasitemia e consequentemente da
interacdo parasito-célula, provocando assim a diminuicdo na quantidade de
células viaveis em cultura (figura 29).

Estes dados podem ser justificados pela multiplicacdo assexuada do T.
gondii por endodiogenia no interior da célula hospedeira, dando origem a
inumeras células-filhas (DUBEY et al.,1998), o que explica o aumento na
parasitemia com o decorrer do tempo de infeccdo durante a interacdo no
periodo de 72 horas (figura 29C2), onde foi observado o maior dano quando
comparado ao outros horarios de interacdo em 24 e 48 horas (figuras 29A2 e
29B2) e ao controle (figuras 29A1, 29B1 e 29C1).

Diante destes achados, e a fim de avaliar se a infeccdo com o T. gondii
seria capaz de alterar a organizacdo espacial da proteina Cx43 nas células
J774-G8, realizamos experimentos de imunofluorescéncia (figura 30), utilizando
a marcacao simultanea com os anticorpos anti-Cx43 e Faloidina (anti-F Actina).

Os resultados da figura 30B indicaram a localizagdo da Cx43
essencialmente na membrana plasmatica das células J774-G8, o que
corrobora com o0s nossos dados de acoplamento em experimentos de injecéo
de corantes (figura 27), bem como com literatura (FORTES et al.,2004).

Paralelamente, foi feita a imunomarcacdo das células com a Faloidina
(anti-F-actina), demonstrando que os filamentos de actina estéo distribuidos de
forma homogénea pelas células J774-G8, sendo observados principalmente na
membrana plasmatica (figura 30C). Estes dados estdo em completa
consonancia com De Souza & Benchimol (1985), no qual em células
macrofagicas os filamentos de actina e microtubulos estdo espalhados pelo

citoplasma das células e com forte concentracdo proxima a superficie celular
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(membrana plasmatica) e estdo envolvidos na mobilidade dos pseuddpodes,
bem como no tréafico vesicular e de organelas (ALLISON et al., 1971).

Complementando os nossos achados, conseguimos demonstrar pela
primeira vez na literatura a co-localizacdo entre as proteinas Cx43 e F-actina
em células migratérias do sistema imunolégico, indicando que a Cx43 esta
interagindo com o citoesqueleto em um possivel processo de ancoramento,
sendo este decisivo para a formacgédo de canais juncionais funcionais (figura
30D).

Os hemicanais juncionais (conexons) sdo transportados do complexo de
Golgi até a membrana plasmética da célula, através de microtubulos, e
precisam desta estrutura para que possam se inserir na membrana plasmatica
(Musil & Goodenough, 1993; Dhein, 1998, Gaietta et al., 2002; Segretain &
Falk, 2004). No entanto, até o presente momento nenhum trabalho fez esta
associacdo em células que possuem um comportamento dindmico, como as
células macrofégicas.

Giepmans (2004) demonstrou um modelo de organizacdo estrutural e
molecular das juncbes celulares envolvidas com adesdo e comunicacdo
celular, esta Ultima por intermédio de jungBes comunicantes formadas
particularmente pela Cx43. Dentre as proteinas envolvidas neste esquema
merecem destaque a a-catenina e a-actinina, estando estas envolvidas com a
formacdo do citoesqueleto celular e insercdo da conexina na membrana
plasmatica, como podemos observar na figura abaixo e que foi modificada da
revisdo de Giepmans (figura 33). De acordo com Giepmans (2004), a proteina
a-catenina esta presente no complexo de proteinas que estdo associadas com
a proteina de adesao E-caderina, que esta co-localizada e co-imunoprecipitada
com a Cx43. Segundo Fujimoto et al (1997), as a-cateninas estdo co-
localizadas com a Cx43 no inicio da formacao da placa juncional na membrana
plasmatica celular, sendo essenciais para o0 enderecamento e insercao da
conexina na membrana, como foi observado em ensaios de microscopia

confocal.

84



) extracollular
-:~*'_l'.. .\Trwv‘rvTrIns‘(‘M]--rrv'vv-Tvv~v-~
e wWILB U R RS R N LAIN AR AR AL
intracellular

*vvaWVv‘-vw"'w‘\' .

| ! 14
Ad N Wl N

vinculin

Figura 33- Esquema demonstrando as proteinas que possivelmente estdo envolvidas com a

insercdo da Cx43 na membrana plasmética. (adaptado de Giepmans, 2004).

Os mesmos experimentos de imunofluorescéncia também foram
realizados em culturas de células infectadas com o parasita T. gondii, e 0s
resultados obtidos indicaram para uma sensivel diminuicdo da marcacéo para a
proteina Cx43 (figura 31B), associada com a evidente diminuigdo da marcacao
para a Faloidina (figura 31C). Tais resultados estdo alinhados com Campos de
Carvalho et al. (1998), que demonstrou alteracdes estruturais em midcitos
cardiacos durante a infeccdo in vitro com T. gondii, bem como neste mesmo
estudo foi observado que o parasita é capaz de prejudicar o funcionamento da
célula hospedeira através de alteracdes na comunicacéao célula-célula.

Deste modo, além de observar a diminuicdo da expressdo da Cx43 na
membrana plasmatica de células macrofagicas J774-G8, foi possivel observar
que a infeccdo com os parasitas pode alterar a organizagdo celular, como
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destacado por Seabra et al.(2004) ao relacionar a inibicdo da produgéo de NO
com a infeccdo por T. gondii, sendo capaz de despolimerizar as proteinas F-
actina no processo de infec¢do, e desorganizar o citoesqueleto celular.

Assim, podemos indicar que o citoesqueleto interage intimamente com a
Cx43 neste modelo, pelo fato da proteina Cx43 néo estar presente na
membrana das células infectadas da linhagem J774-G8, e que apresentam a
desorganizacao no citoesqueleto, com a auséncia da marcagao para F-actina
(Faloidina). Esta hip6tese pode ser elucidada na figura 33, que nos demonstra
a intima relacéo entre as proteinas de citoesqueleto na manutencao e insercao
das proteinas do complexo juncional na membrana plasmética (GIEPMANS,
2004).

Ainda estudando as possiveis alteracdes relacionadas com a
comunicacado celular no modelo de infeccdo de células macrofagicas com o T.
gondii, foram realizadas as analises dos niveis de expresséo proteica da Cx43.
Os niveis de expressdo de Cx43 se mantiveram presentes nas células controle
(figura 32A e 32B), o que fortalece os achados de nossos resultados de injecao
de corantes e imunofluorescéncia (respectivamente, figuras 27 e 30).

No entanto, os niveis de expressdo de Cx43 apos 24 horas de infeccéo
foram significativamente maiores do que 0s expressos pelas células nao
infectadas (figura 32A e 32B), o que foi evidenciado pela densitometria
representada pela analise estatistica do grafico da figura 32C.

Processos infecto-inflamatérios desencadeiam a producdo de diversas
citocinas e interleucinas que sdo capazes de ativar diversas células do sistema
imunoldgico, em particular os macréfagos (DE MAIO et al, 2002; CHANSON,
2005). Este processo de ativacdo pode gerar o aumento da comunicagéo entre
as células, principalmente caso as informacdes necessitem ser passadas a
diante, como ocorre na apresentacdo de antigenos para as células
responsaveis pela memoéria imunolégica (ABBAS, 2004). Esta comunicacdo
também pode se dar por jungdes comunicantes, como apresentado ndo so por
nossos achados neste trabalho, como também por outros autores (EUGENIN et
al. 2003).

No entanto, mesmo diante de todo o processo de liberacédo de citocinas, é

observada a alteracdo do arcabouco celular em casos de infec¢@o parasitéria,
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com a desorganizacdo do citoesqueleto demonstrada por nossos dados e que
é corroborado por diversos autores (SEABRA et. al, 2004).

Desta forma, poderiamos inferir através dos dados achados nos
experimentos imunoeletroforéticos (Western blot) que nas primeiras 24 horas
de infeccdo com o T. gondii, ha a sinalizacdo para que o macréfago tente
melhorar o seu perfil de comunicacao celular, elevando a producdo de Cx43 o
gue poderia permitir a formagéo de jungcdes comunicantes eficazes no processo
de infec¢do aguda. No entanto, os niveis de expressdo decrescem em 48 horas
de infeccdo (figuras 32A, 32B e 32C), praticamente desaparecendo em 72
horas pés-infeccdo, como demonstrado em imunofluorescéncia (figura 31B), o
gue acompanha o desaparecimento da organizagdo do citoesqueleto.

No entanto, € possivel que em 24 horas de infeccdo ndo ocorra mais ao
acoplamento funcional através das jun¢des comunicantes formadas pela Cx43
em macrofagos, uma vez que as alteragcbes no citoesqueleto, ligadas a
despolimerizacdo da F-actina, ja se tornam evidentes apés 2 horas de infec¢éo
com o T.gondii, em experimentos in vitro (SEABRA et. al, 2004).

Para tanto, experimentos de microscopia por imunofluorescéncia e
injecOes de corante se fazem pertinentes para que possamos de fato afirmar
que a comunicacao juncional nesta situacdo ndo estd se fazendo presente
apos 24 e 48 horas de infeccdo com o parasita.

A partir destes achados, podemos inferir gue a comunicacao juncional em
macrofagos pode ter um papel importante no microambiente inflamatério, uma
vez que pode ser modulada por fatores que ativam a resposta imunoldgica
inata, bem como tem a sua expressdo alterada em diversos momentos da
infeccdo parasitaria, o que pode nos remeter a um papel de destaque no

ambiente infecto-inflamatorio.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos em nossos estudos, podemos concluir
que:

6.1. As células da linhagem macrofagica J774-G8 tratadas com fatores
pré-imuno inflamatérios combinados apresentaram alteracdes no crescimento
celular, formando colonias (grumos) de células, mas ndo demonstraram

alteracdes morfolégicas;

6.2. As ceélulas da linhagem macrofagica J774-G8 infectadas com o
parasita Toxoplasma gondii apresentaram ndo sO alteracbes no crescimento
celular, como também demonstraram alteracées morfolégicas, acompanhadas

de morte celular;

6.3. As células de linhagem macrofagica J774-G8 tratadas com fatores
pré-imuno inflamatérios combinados apresentaram sua comunica¢ao juncional

modulada positivamente;

6.4. A expressao proteica, por transferéncia imunoeletroforética, da Cx43
se demonstrou alterada (aumentada) em células de linhagem macrofagica
J774-G8 infectadas por 24 e 48 horas com o parasita Toxoplasma gondii,

quando comparadas com as células néo infectadas;

6.5. As proteinas Cx43 e Faloidina interagem na membrana plasmatica de
linhagem macrofagica J774-G8 né&o infectadas com o parasita Toxoplasma
gondii, mas sofrem uma sensivel reducdo na membrana apdés 72 horas de

infeccéo.
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