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RESUMO 

A doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi. 

Relatórios da Organização Mundial da Saúde (OMS) calculam que 6 a 7 milhões de 

pessoas estão infectadas em todo o mundo. Na infecção chagásica, o parasita é 

capaz de prejudicar o funcionamento das células hospedeiras através de mudanças 

na comunicação celular. No entanto, essas junções não estão totalmente 

caracterizadas em macrófagos. Seus mecanismos reguladores ainda merecem 

esclarecimentos, principalmente antes de mudanças patológicas, como nos 

processos infecciosos e inflamatórios causados por T. cruzi. Assim, o objetivo 

principal deste estudo foi avaliar a modulação estrutural e funcional das junções 

comunicantes, formadas pela Conexina 43 em linhagens macrofágicas J774-G8 

após a ativação com fatores pró-imuno inflamatórios e na infecção com o T. cruzi.  

Os seguintes testes foram realizados: Imunoeletroforese (Western Blot) para  

analisamos a expressão da conexina 43. Imunofluorescência utilizando marcadores 

específicos para conexina 43 e F-actina; e ensaios de corante intracelular de 

microinjeção em células normais ativadas com Fator de Necrose Tumoral- (TNF-) 

e Interferon- (IFN-) e infectadas com o parasita em sua forma tripomastigota de 

cepa Y. Os resultados mostraram que células de linhagem macrofágica J774-G8 

apresentam alterações significativas em seu perfil de comunicação intercelular por 

junções comunicantes, quando submetidas ao microambiente estimulado com 

fatores pró-imune inflamatórios. Experimentos de injeções intracelulares de corante 

em culturas previamente tratadas com IFN- e TNF- de forma combinada, e em 

incubações de até 48h, aumentaram significativamente a comunicação mediada por 

junções comunicantes. E, ensaios de western blot mostraram que em 48h houve 

aumento significativo na comunicação mediada por junções comunicantes e a 

imunofluorescência em culturas infectadas com T. cruzi e em incubações de até 72h 

mostraram que a conexina 43 não estava presente na membrana e que, 

possivelmente, estaria retida no citoplasma. 

 

 

Palavras-chave: Junções comunicantes, Conexina 43, Macrófagos e 

Trypanosoma Cruzi.  
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ABSTRACT 

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. Reports from 

the World Health Organization (WHO) estimate that 6 to 7 million people are infected 

worldwide. In chagasic infection, the parasite is able to impair the functioning of host 

cells through changes in cellular communication. However, these junctions are not 

fully characterized in macrophages. Its regulatory mechanisms still deserve 

clarification, especially before pathological changes, as in the infectious and 

inflammatory processes caused by T. cruzi. Thus, the main objective of this study 

was a structural and functional modulation of the communications, formed by 

Connexin 43 in J774-G8 macrophages following an activation with pro-inflammatory 

factors and T. cruzi infection. The following tests were performed: 

Immunoelectrophoresis (Western Blot) to analyze the expression of connexin 43; 

Immunofluorescence using specific markers for connexin 43 and F-actin and 

intracellular microinjection dye assays in normal cells activated with Tumor Necrosis 

Factor-α (TNF-α) and Interferon- (IFN-) and infected with the parasite in its 

trypomastigote form of strain Y. The results showed that lineage cells macrophages 

J774-G8 present significant changes in their intercellular communication profile by 

communicating junctions when submitted to the microenvironment stimulated with 

inflammatory pro-immune factors. Experiments of intracellular dye injections in 

cultures previously treated with IFN- and TNF- combined, and in incubations of up 

to 48h, significantly increased the communication mediated by communicating 

junctions. And, western blot assays showed that in 48h there was a significant 

increase in the communication mediated by communicating junctions and the 

immunofluorescence in cultures infected with T. cruzi and in incubations of up to 72h 

showed that the conexin 43 was not present in the membrane and that, possibly, 

would be retained in the cytoplasm. 

 

 

Key words: Gap junctions, Connexin 43, Macrophages and Trypanosoma 

cruzi. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Tripanossomíase Americana, ou doença de Chagas, tem como agente 

etiológico o Trypanosoma cruzi que vive e se multiplica no interior das células de 

uma variedade de tecidos (DUMONTEIL and HERRERA, 2017). O parasito é 

transmitido, geralmente, através da contaminação da conjuntiva, das mucosas ou de 

lesões cutâneas com as fezes do hospedeiro invertebrado, espécies de hemípteros 

hematófagos pertencentes à família Ruduviidae e subfamília Triatominae, 

comumente conhecidos como “barbeiros”, como Triatoma infestans, Rhodnius 

proxilus e Panstrongylus megistus sendo os vetores mais comuns (NORMAN and 

LÓPEZ-VÉLEZ, 2013). 

Esta doença acomete 6 e 7 milhões de pessoas em todo o mundo, 

principalmente nas Américas, causando cerca de 12.000 mortes por ano (WHO, 

2015).  

Na infecção chagásica, diversos sistemas fisiológicos sofrem alterações e 

parte destas complicações está associada à alteração funcional das junções 

comunicantes que são canais transmembrana que permitem a comunicação direta 

nos tecidos (DHEIN, 1998).  

As junções comunicantes são formadas por uma família multigênica de 

proteínas transmembranares denominadas conexinas. Fazem parte da família 

destas proteínas 21 conexinas em humanos (SALAMEH and DHEIN, 2011). As 

conexinas compõem diversos sistemas fisiológicos, porém estas junções não estão 

inteiramente caracterizadas em alguns sistemas. Dentre estes, podemos destacar o 

sistema imunológico e, particularmente, os macrófagos que participam do processo 

de resposta inata (BENNET et al, 2003; SAEZ et al, 2003).  

A caracterização morfológica e funcional das junções comunicantes em 

macrófagos, em particular a conexina 43 - proteína presente neste sistema - tem 

sido alvo de estudo de diversos grupos, pois têm um papel-chave na homeostase 

dos tecidos, na inflamação e reparação (DE MAIO et al, 2002; CHANSON et al, 

2005), bem como na hematopoiese (MONTECINO-RODRIGUEZ et al, 2000), no 

entanto, seus mecanismos regulatórios ainda merecem esclarecimentos, 

principalmente diante de alterações patológicas, como nos processos infecto-

inflamatórios causados pelo T. cruzi.  
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Vários estudos têm indicado o envolvimento de junções comunicantes na 

interação entre as células do sistema imunológico (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, 

lipopolissacarídeo (LPS), Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interferon (IFN), podem 

influenciar a expressão de junções comunicantes, como demonstrado por HANDEL 

et al (2007). 

De acordo com diversos achados, ainda é possível inferir que as junções 

comunicantes tenham outros papéis potencialmente importantes na resposta 

imunológica, como por exemplo, o de "alertar" células vizinhas através de moléculas 

de sinalização, o que pode ajudar no recrutamento de componentes associados à 

resposta imunológica inata e adaptativa (HANDEL et al, 2007).  

Portanto, diante deste cenário, é importante entender possíveis mecanismos 

que possam ser utilizados para que o processo infecto-inflamatório causado pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi seja melhor compreendido e, assim, combatida com 

mais eficiência. Desta forma, ao estudar a comunicação juncional em macrófagos, 

será possível não só compreender a função das junções comunicantes neste tipo de 

célula migratória, como também vislumbrar perspectivas para a modulação destas 

estruturas o que, consequentemente, contribuirá para o desenvolvimento de 

ferramentas que melhorem o desempenho destas células nesta patologia. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1) DOENÇA DE CHAGAS 

2.1.1. Trypanosoma cruzi e Doença de Chagas 

 A Tripanossomíase Americana, ou Doença de Chagas, tem como o agente 

etiológico o Trypanosoma cruzi que vive e se multiplica no interior das células de 

uma variedade de tecidos e determina, no homem, quadros clínicos com 

características e consequências diversas (DURAN-REHBEIN et al., 2014).  

O parasita é transmitido, geralmente, através da contaminação da conjuntiva, das 

mucosas ou de lesões cutâneas com as fezes e urina de um hospedeiro 

invertebrado, espécies de hemípteros hematófagos pertencentes à família 

Reduviidae e subfamília Triatominae (comumente conhecidos como “barbeiros”), 

como Triatoma infestans, Rhodnius proxilus e Panstrongylus megistus sendo os 

vetores mais comuns (NORMAN and LÓPEZ-VÉLEZ, 2013) (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Imagem ilustrativa do parasito Trypanosoma cruzi e seu vetor, o barbeiro. Fonte: 

(Retirado e adaptado de TEIXEIRA et al, 2011).  

 

A doença foi descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Dr. Carlos Justiniano 

Ribeiro das Chagas (STEVERDING, 2014). Fato único na história da medicina, 

Chagas conseguiu estabelecer a etiologia e o ciclo parasitário, identificar os insetos 

vetores, os reservatórios domésticos e silvestres e descrever a doença e seu 

diagnóstico (LACERDA, 2009; TEIXEIRA et al., 2011).  
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Esta doença é reconhecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como 

uma das 13 doenças tropicais mais negligenciadas do mundo afetando entre 6 e 7 

milhões de pessoas em todo o mundo, principalmente na América, causando cerca 

de 12.000 mortes por ano (WHO, 2015) (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Mapa de prevalência estimada de Infecção por Trypanosoma cruzi. De acordo com o mapa, 

os países latino-americanos, principalmente o Brasil, possuem o maior índice de infecção com T. 

cruzi, (BERN, 2015).  

 

2.1.2. Ciclo Biológico do Trypanosoma cruzi 

O T. cruzi, assim como outros tripamossomatideos, apresenta um ciclo de 

vida heteroxênico, ou seja, com hospedeiros vertebrados mamíferos (que pode ser o 

homem) e insetos hemípteros (barbeiro) (TEIXEIRA et al, 2011). 
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          O ciclo de vida do T. cruzi é complexo, com várias formas de desenvolvimento 

nos insetos vetores e hospedeiros mamíferos (RASSI et al., 2010; RASSI et al., 

2012). De acordo com a Figura 3, a contaminação do barbeiro ocorre pela sucção 

de sangue de mamíferos infectados com parasitos na forma tripomastigota - formas 

infectivas - que vão para o estômago do inseto e se diferenciam em epimastigotas 

(RASSI et al., 2012).  

Quando as formas epimastigotas alcançam o intestino, começam a se 

multiplicar sucessivamente por divisão binária e aderem-se às membranas 

perimicrovilares que são secretadas pelas células intestinais. Esta adesão ocorre 

predominantemente pela região do flagelo (TEIXEIRA et al, 2011).  

Posteriormente, os epimastigotas se soltam e se movem para o intestino posterior, 

onde iniciam o processo de diferenciação em tripomastigotas metacíclicos 

(TEIXEIRA et al, 2011).  

A infecção de mamíferos ocorre quando eles entram em contato com as 

formas metacíclicas infecciosas dos parasitos eliminados com as fezes e urina dos 

triatomíneos infectados durante o ato de alimentação destes insetos (RASSI et al., 

2010). Os tripomastigotas metacíclicos acessam a circulação sanguínea, aderindo e 

invadindo uma gama de células nucleadas (BRENER, 1985) e, uma vez no 

citoplasma da célula eles se diferenciam em amastigotas (forma intracelular e 

replicativa) (DE SOUZA et al., 2010). Subsequentemente, os amastigotas se 

diferenciam em tripomastigotas que são liberados após ruptura das células. No meio 

extracelular, os tripomastigotas podem infectar novas células de tecidos distantes 

(TEIXEIRA et al, 2011), principalmente células musculares e ganglionares (RASSI et 

al., 2012) ou, enquanto na circulação, serem capturados pelo inseto vetor, 

reiniciando o ciclo (DE SOUZA, 2000). 

 



6 
 

 

Figura 3: Figura esquemática do ciclo biológico do Trypanosoma cruzi no barbeiro e no 

homem. O vetor triatomíneo, ao se alimentar de sangue de um mamífero infectado com T. cruzi, 

ingere as formas tripomastigotas circulantes. Os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, 

que se replicam no intestino vetor e, posteriormente, diferenciam-se em tripomastigotas metacíclicos 

infecciosos, que são eliminados com as fezes e urina do vetor. A infecção de mamíferos ocorre 

quando eles entram em contato com as formas metacíclicas infecciosas dos parasitos eliminados 

através de lesões cutâneas ou pela mucosa. Estas formas acessam a circulação sanguínea e 

invadem muitos tipos de células nucleadas. No citoplasma, as tripomastigotas se diferenciam na 

forma amastigota e se multiplica por fissões binárias sucessivas. No final deste período, os 

amastigotas são transformados em tripomastigotas, as rupturas das células hospedeiras e os 

tripomastigotas são libertados para a circulação. Os parasitas circulantes podem então invadir novas 

células e iniciar novos ciclos replicativos ou, infectar vectores que se alimentam no hospedeiro 

(BERN, 2015). 
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2.1.3. Aspectos clínicos da Doença de Chagas 

O parasito pode ser transmitido por diferentes formas: transmissão vetorial 

(parasito-hospedeiro) (GARCIA and DUARTE, 2016); por transfusão de sangue ou 

transplante de órgãos (COURA, 2015), transplacentária (da mãe para o filho em 

qualquer período da gestação) (GONTIJO et al, 2009; HOWARD et al, 2014), 

transmissão acidental, oral (em decorrência da ingestão de alimentos contaminados 

como o caldo de cana de açúcar, sucos de açaí e goiaba com formas 

tripomastigotas metacíclicas) (DE SOUZA, 2013; YOSHIDA, 2008; BARBOSA, 

2006), sexual e através de outros vetores (MONCAYO, 2003; DIAS et al, 2011).  

A entrada de T. cruzi em humanos pode ocorrer sem que apareçam sinais e 

sintomas, provavelmente devido ao pequeno numero de parasitos que invadem o 

hospedeiro (RASSI et al., 2000).  

A doença tem efetivamente duas fases clínicas (Figura 4) (CHATELAIN, 

2017): a fase aguda (fatal para 2-8% das pessoas infectadas) dura até oito semanas 

e geralmente é assintomática ou não reconhecida. É caracterizada por alta 

parasitemia e parasitismo tecidual (RASSI JR. et al., 2010). 

Os sintomas são geralmente leves e inespecíficos e incluem febre, mal-estar, 

hepatoesplenomegalia e linfocitose atípica. Em raros casos, um nódulo cutâneo 

(chagoma) ou edema de pálpebras prolongado indolor (sinal de Romaña) pode 

indicar o local da inoculação. (WHO, 2010; RASSI JR et al., 2010; BERN, 2011). Em 

menos de 1% das infecções, a fase aguda é grave e com risco de vida por causa de 

meningoencefalite ou miocardite (BERN, 2011).  

O sistema imunológico do hospedeiro é então ativado, resultando numa 

redução dramática na carga do parasita com controle subsequente da infecção 

(FREITAS et al., 2005) entrando na chamada fase crônica da doença que pode ser 

dividida em duas fases: a fase crônica assintomática (ou indeterminada), que é 

encontrada em cerca de 60% a 70% dos pacientes infectados e pode variar entre 

meses, anos ou décadas. Nesta fase a Infecção é controlada, mas o sistema 

imunológico não impede a progressão da doença (CHATELAIN, 2017). 

O estágio crônico, sintomática (ou determinada) se desenvolve em 10% a 

40% dos pacientes tipicamente após décadas (BERN, 2015). Os processos 

patológicos, que surgiram na fase aguda, não desaparecem por completo e a 
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infecção adquire um curso subagudo, causando cardiomiopatias (MACHADO et al, 

2012; DUTRA et al, 2014) e patologias do aparelho digestivo (PINAZO et al, 2010). 

          Independentemente da forma clínica, existem fortes evidências da 

participação do sistema imune na patogênese da doença de Chagas (DUTRA and 

GOLLOB, 2008). A presença do parasito parece ser fundamental para o 

desencadeamento do processo de surgimento das lesões e estudos correlacionam a 

presença do parasito, ou pelo menos de seus antígenos ou DNA, com os focos 

inflamatórios teciduais (MENEZES, 2015). 

 

 

Figura 4: Progressão da doença de Chagas (adaptado de TARLETON, 2003). A infecção por 

Trypanosoma cruzi consiste em uma fase de doença aguda caracterizada por elevação da carga 

parasitária (verde). A resposta imune reduz a carga parasitária a níveis baixos / indetectáveis. A 

doença de Chagas então progride para a fase crônica, cuja gravidade (azul) depende do tempo 

desde a infecção e estado imunológico do hospedeiro ou antecedentes genéticos. Trinta a 40% dos 

pacientes chagásicos na fase crônica desenvolverão manifestações clínicas como cardiomiopatia ou 

megacólon; Os 60 a 70% restantes permanecerão assintomáticos (forma indeterminada da doença). 

M, mês; A, ano. 

 

2.1.4. Interação T.cruzi - Célula Hospedeira 

As formas tripomastigotas são capazes de infectar células cultivadas de 

mamíferos utilizando um processo que envolve duas etapas separadas (SOUZA, 

2002). Em primeiro lugar, o parasita liga-se à superfície da célula-alvo num processo 
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que é mediado principalmente por glicoconjugados expostos à superfície de 

parasitas e de células-alvo (COLLI and ALVES, 1999; ACOSTASERRANO et al., 

2001; VIEIRA et al., 2002) resultando na internalização do parasito na célula 

hospedeira.  

Estudos recentes mostraram que os filamentos de actina são importantes 

durante a invasão de tripomastigotas tanto em células fagocíticas profissionais ou 

não-profissionais (VIEIRA et al., 2002; NAGAJYOTHI et al., 2008). O tratamento 

prévio de células hospedeiras com citocalasina D, um fármaco que promove a 

despolimerização da actina, estimula a invasão do parasita (CALER et al., 2000). 

Além disso, descreve-se um fator solúvel proteolítico gerado pelos tripomastigotas 

para promover uma desmontagem do microfilamento cortical na célula hospedeira 

(RODRIGUEZ et al., 1995). Este evento permite a migração de lisossomas 

dependente de cinesina induzida por Ca2+ até o ponto de internalização do parasita 

(RODRIGUEZ et al., 1996). No entanto, no caso dos macrófagos, observações 

morfológicas precoces sugeriram uma internalização fagocitária com a formação de 

um vacúolo endocítico contendo o parasita (DE CARVALHO and DE SOUZA, 1989; 

VIEIRA et al., 2002). Além disso, as formas tripomastigotas experimentam uma 

diminuição acentuada nas suas taxas de internalização quando macrófagos são 

previamente tratados com fármacos despolimerizadores de microfilamentos (CALER 

et al., 2000) ou quando os ensaios de interação são feitos a temperaturas de 

arrefecimento, uma condição experimental em que a reorganização de 

microfilamentos de actina é prejudicada. 

Em cardiomiócitos embrionários de camundongos infectados pelo T. cruzi, 

sofreram alterações eletrofisiológicas e estruturais, tais como quebra de filamentos 

de citoesqueleto, incluindo miofibrilas (MELO et al., 2006; TANIWAKI et al., 2006) e 

perda de adesão focal (MELO et al., 2004). 

O íon cálcio é um importante segundo-mensageiro em células eucarióticas e 

diversos trabalhos já descreveram os efeitos da infecção pelo T. cruzi nos níveis e 

na dinâmica do cálcio na célula hospedeira. Um estudo pioneiro de infecção de 

células HeLa pelo T. cruzi realizado por OSUNA et al. (1990), demonstrou que 

houve um aumento de cálcio intracelular, e que este aumento esta relacionado com 

o processo de invasão da célula. 
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Este influxo de Ca2+ intracelular parece ser induzido por fatores solúveis 

secretados pelas formas tripomastigotas, criando um cenário favorável para a 

entrada do parasito na célula hospedeira: um aumento no cálcio citoplasmático 

libera mais cálcio estocado no reticulo endoplasmático via IP3 e induz a 

despolimerização de filamentos de actina, facilitando a migração de lisossomos 

necessária para a invasão da célula pelo parasito (VIEIRA et al., 2002; ADESSE, et 

al, 2010). Utilizando lisados proteicos de tripomastigotas, BARR E 

COLABORADORES (1996) verificaram um aumento nos níveis de cálcio em 

cardiomiócitos obtidos de cães, induzido por uma enzima processadora do agonista 

de cálcio, mais tarde chamada de oligopeptidase B (CALER et al., 1998). Quando 

ativado, este agonista se liga ao seu receptor na célula hospedeira ativando 

fosfolipase C e gerando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O IP3 se ligaria ao seu receptor 

na membrana do reticulo endoplasmático promovendo um aumento nos níveis de 

cálcio intracelular (CALER et al., 1998). 

Por outro lado, em cardiomiócitos murinos, apenas a adesão da forma 

tripomastigota à membrana do miócito induziu aumentos sustentados no cálcio 

intracelular, também essencial para a invasão da célula hospedeira (GARZONI et al., 

2003). Além de ter um papel na invasão do parasito, os níveis de cálcio 

citoplasmático parecem ter relevância para a multiplicação das formas amastigotas 

(ADESSE et al, 2010). 

 

2.2. JUNÇÕES COMUNICANTES 

2.2.1. Estrutura e Organização das Junções Comunicantes 

          As junções comunicantes (GJCs) ou gap junction, são canais intercelulares e 

hidrofílicos formados por proteínas transmembranares que permitem a troca de 

nutrientes, metabolitos (adenosina difosfato [ADP], glucose, lactato e Glutamato, 

entre outros), íons (permitindo o acoplamento elétrico), segundos mensageiros 

(adenosina monofosfato cíclico [AMPc] e trisfosfato de inositol [IP3], dentre outros) e 

moléculas de até ~ 1 kDa entre células adjacentes (GOODENOUGH and PAUL, 

2009; NIELSEN et al., 2012; GAJARDO-GÓMEZ et al, 2016). As GJCs têm papéis 

cruciais em muitos processos, incluindo diferenciação, atividade neuronal, 

desenvolvimento, respostas imunes e sincronização celular (GOODENOUGH and 

PAUL, 2003). Além disso, várias doenças humanas que possam vir a interromper a 
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homeostase em que o organismo humano se encontra são causadas por mutações 

nas conexinas, incluindo doenças neurodegenerativas, doenças da pele, surdez e 

anomalias do desenvolvimento (SAEZ et al, 2003; VILLANELO et al, 2017). 

As junções comunicantes consistem de dois hemicanais, denominados 

conexons, de estruturas heptalaminares, apresentando um padrão hexagonal de 

subunidades de 7 a 8nm de diâmetro (GOODENOUGH and PAUL, 2009), e com 

espaços de aproximadamente 2 a 4nm entre as membranas das células adjacentes 

(GOODENOUGH and PAUL, 2003). Cada um composta por seis monômeros de 

subunidade de conexina dispostas em torno de um poro central de diâmetro de 

1.5nm, permitindo que através do alinhamento dos hemicanais na membrana se 

tenha a comunicação entre as membranas das células adjacentes (GAIETTA et al, 

2002), como proposto na Figura 5 (MAKOVSKI et al., 1977). 
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Figura 5: Esquema da organização dos canais juncionais na membrana plasmática. As 

junções comunicantes consistem de dois hemicanais, denominados conexons. Estes, apresentam um 

padrão hexagonal com espaços de aproximadamente 2 a 4nm entre as membranas das células 

adjacentes. Cada um composta por seis monômeros de subunidade de conexina dispostas em torno 

de um poro central de diâmetro de 1.5nm permitindo que através do alinhamento dos hemicanais na 

membrana se tenha a comunicação entre as membranas das células adjacentes (MAKOVSKI et al., 

1977 adaptado por ALBERTS et al., 1994). 

 

Os conexons podem ser homoméricos, constituídos de conexinas iguais, ou 

heteroméricos, quando são formados por conexinas diferentes. Em relação aos 

canais juncionais podemos classificá-los em homotípicos, quando o canal e formado 

por dois hemicanais idênticos ou heterotípico quando o canal é formado por dois 

conexons diferentes (LAIRD, 2006; TALBOT and VERRECCHIA, 2012).  

Ainda, podemos classificar os canais em mono-heteromérico, quando há um 

conexon homomérico e um conexon heteromérico, ou bi-heteromérico, quando o 

canal e formado por dois conexons diferentes, e estes também são formados por 

conexinas diferentes, estando as conexinas de um conexon alinhadas com 

conexinas diferentes no outro conexon como mostra a Figura 6 (SOSINSKY, 1999; 

MORENO, 2004).  
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Figura 6: Esquema mostrando os tipos de conexons e canais juncionais formados por 

associação de conexinas iguais ou diferentes. Os conexons podem ser homoméricos, constituídos de 

conexinas iguais, ou heteroméricos, quando são formados por conexinas diferentes. Os canais 

juncionais podem ser homotípicos, quando o canal e formado por dois hemicanais idênticos ou 

heterotípico quando o canal é formado por dois conexons diferentes, ou ainda, mono-heteromérico, 

quando há um conexon homomérico e um conexon heteromérico, ou bi-heteromérico, quando o canal 

e formado por dois conexons diferentes, e estes também são formados por conexinas diferentes, 

estando as conexinas de um conexon alinhadas com conexinas diferentes no outro conexon 

(MORENO, 2004).  

 

2.2.2. Propriedades das Junções Comunicantes 

A atenção à densidade eletrônica levou à proposta que as GJCs poderiam 

existir em pelo menos dois estados diferentes: aberto e fechado. Mais tarde, UNWIN 

and ENNIS (1984) propuseram que o estado das GJC era sensível à concentração 

de Ca2+ e que estes cátions divalentes promoviam a alternância entre os dois 

estados do canal. Portanto, foi estabelecido pela primeira vez que as GJCs 

poderiam não só transportar solutos, mas também, regular a permeabilidade entre 

as células (VILLANELO et al, 2017). Isso ocorre porque os canais intercelulares das 

diferentes conexinas têm diferentes propriedades, incluindo canais condutâncias 

unitária, dada por Gj = Ij / V, e que varia em torno de 30 a 300 pS (pico-siemens – 

https://en.wiktionary.org/wiki/pico-siemens
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unidade de condutância elétrica) onde, Gj representa a condutância, Ij representa a 

intensidade de corrente que passa pelo canal juncional e Vj a voltagem 

transjuncional (VEENSTRA, 1999) e estados de condutância múltipla 

(GOODENOUGH and PAUL, 2009). 

          Vários fatores podem influenciar a condutância (Gj) das junções 

comunicantes. Um destes fatores seria a dependência de voltagem transjuncional, 

onde variações podem ser responsáveis pela abertura ou pelo fechamento do canal. 

Em canais homotípicos esta dependência de voltagem e simétrica, sendo a 

condutância juncional modificada quando se altera a voltagem em qualquer uma das 

duas células que estão sendo analisadas (SPRAY et al., 1984). Já em canais 

heterotípicos a mudança da condutância juncional depende de qual das duas células 

do par analisado terá a voltagem alterada (WERNER et al., 1989). A dependência de 

voltagem das junções comunicantes varia de acordo com a conexina que forma o 

canal juncional. Por exemplo, as conexinas 40 e 45 são mais sensíveis a variações 

de voltagem transjuncional do que outras conexinas como a conexina 43 (DHEIN, 

1998). Além dos fatores biofísicos, vários fatores bioquímicos podem modular a 

condutância juncional, dependendo em que conexina ou tecido estão atuando. 

         Além disto, como já citado, alguns íons como Ca2+, Mg2+ e H+, também 

influenciam na abertura ou no fechamento de canais. Os hemicanais livres são, na 

sua maioria, fechados sob condições fisiológicas (CONTRERAS et al., 2003), ou 

seja, porque têm baixa probabilidade de abertura (OP) devido a uma ou mais dos 

seguintes mecanismos: (i) um bloqueio por Ca2+ e Mg2+ extracelular em mM, (ii) um 

potencial de membrana negativo que fecha a maioria dos hemicanais e (iii) a 

modificação pós-tradução (ie, fosforilação) de alguns conexinas (CONTRERAS et 

al., 2003; JOHNSTONE et al., 2012). 

No entanto, os hemicanais podem abrir em condições fisiológicas permitindo 

a comunicação entre espaço extracelular e intracelular (SÁEZ et al., 2010). 

Evidências experimentais mostram que a abertura de hemicanais ativa caminhos 

ligados à liberação ou absorção de moléculas parácrinas e autocrinas, tais como: 

ATP (Figura 7), glutamato, PGE2, NAD+ e glutationa. Os hemicanais também 

podem mediar a absorção de glicose, bem como íons extracelulares (RETAMAL et 

al., 2015) 
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Figura 7. Representação da abertura e fechamento de canais. Em condições normais, os 

hemicanais apresentam uma probabilidade de baixa abertura (OP). Assim, quando os hemicanais são 

normalmente fechados (t0, PO baixo), não há troca com o meio extracelular. No entanto, quando os 

hemicanais abrem (t1, OP mais elevado), moléculas tais como ATP e Ca
2+

 podem fluir através deles. 

O cálcio pode ativar vias intracelulares e o ATP liberado da célula pode atuar como um sinal 

parácrino ou autocrino. Portanto, a célula está em um estado de comunicação (RETAMAL et al., 

2015).  

 

          Outros fatores podem influenciar a condutância das junções comunicantes 

como o pH, que interfere na condutância juncional (diminuição) através da 

acidificação intracelular (DELMAR et al., 1999; SPRAY et al, 2006), algumas drogas 

(La3+, mefloquina, carbenoxolona, octanol, heptanol, ácido aracdônico) ou peptídeos 

miméticos conexinas (Gap 26, 27) podem diminuir o grau de acoplamento, ou seja, a 

comunicação entre as células (XIA and NAWY, 2003; RETAMAL et al, 2015). 

 

2.2.3. Estrutura das Conexinas 

As junções comunicantes são formadas por uma família multigênica de 

proteínas transmembranares denominadas conexinas. Possui uma topologia 

estrutural com quatro domínios transmembrana apresentando uma estrutura em α-

hélice (TM1, TM2, TM3 e TM4); uma porção C-terminal (COOH); uma porção N-

terminal (NH2); duas alças extracelulares (E1 e E2), cada um com três resíduos de 

cisteína conservados e, por isso, podem estar envolvidos na iniciação da interação 

entre conexons de células adjacentes e uma alça intracelular ou citoplasmática (AC) 

entre as regiões transmembrana 2 e 3. Estes domínios citoplasmáticos variam entre 

conexinas (KUMAR and GILULA, 1996; DUFFY et al, 2002; WILLECKE et al, 2002).  
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Observou-se um elevado grau de homologia entre E1, E2 e a região de 

interface de AC e M3. Pelo contrário, os domínios COOH, NH2 e AC têm um menor 

grau de homologia. Estes diferentes graus de homologia são atribuídos a diferentes 

funções na regulação e às propriedades biofísicas dos GJCs (Figura 8) (HERVE et 

al, 2004; DESPLANTEZ, 2017).  

A análise das diferentes conexinas indica que o domínio transmembrana, M3, 

tem um carácter anfipático, sugerindo constituir a região central do canal juncional, 

aquele que forma as paredes do canal (KUMAR and GILULA, 1996). 

 

 

Figura 8: Modelo topológico da proteína juncional (conexina) na membrana plasmática. A 

conexina possui uma topologia estrutural com quatro domínios transmembrana apresentando uma 

estrutura em α-hélice (TM1, TM2, TM3 e TM4); uma porção C-terminal (COOH); uma porção N-

terminal (NH2); duas alças extracelulares (E1 e E2) e uma alça intracelular ou citoplasmática (AC) 

entre as regiões transmembrana 2 e 3 (Adaptado de KUMAR and GILULA, 1996).  

 

As pesquisas sobre a multigenicidade da família das conexinas tiveram início 

na década de 1980. Os primeiros genes de conexina foram isolados e a posterior 

análise do genoma humano revelou a existência de mais de 20 genes codificando 

diferentes paralogos de conexina. (CRUCIANI and MIKALSEN, 2006; FUSHIKI et al, 

2010).  

          A nomenclatura padrão das conexinas é baseada no peso molecular, em kDa, 

advindos das sequencias de cDNA. As conexinas também podem ser classificadas 
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nos subgrupos  e β ou  de acordo com a similaridade entre determinadas regiões 

da sequencia proteica primária da conexina (WILLECKE et al, 2002; SEGRETAIN 

and FALK, 2004; ABASCAL and ZARDOYA, 2013). 

          Atualmente, existem 21 isoformas de conexinas no genoma humano e 20 no 

genoma de roedores com ortólogos em outras espécies de vertebrados (Tabela 1.1) 

(ABASCAL and ZARDOYA, 2013; GAJARDO-GÓMEZ et al, 2016). 

 

TABELA 1. A tabela mostra a família multigênica das conexinas com 21 isoformas no genoma 

humano e 20 no genoma de roedores e sua nomenclatura padrão baseada no peso molecular (SOHL 

and WILLECKE, 2003). 

 

 

2.2.4. Funções das Conexinas 

Adicionalmente, a informação sobre a liberação in vivo de moléculas através 

de hemicanais é atualmente muito limitada. Entretanto, os dados disponíveis 

sugerem que os hemicanais estão de alguma forma envolvidos em diferentes 

processos fisiológicos, como o controle da adesão de monócitos em camundongos 
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(WONG et al., 2006), a liberação de neurotransmissores de astrócitos na amígdala 

basolateral (STEHBERG et al., 2012), a sinalização de Ca2+ em miócitos 

ventriculares adultos (LI et al., 2012), a atividade de neurônios sensoriais (RETAMAL 

et al., 2014) e a fisiologia e patologia de células ósseas (PLOTKIN, 2014). Além 

disso, os hemicanais podem também participar na liberação de ATP a partir de 

astrócitos para regular a transmissão sináptica basal glutamatérgica (CHEVER et al., 

2014), na cicatrização de feridas (TAKADA et al., 2014), na função renal (SIPOS et 

al., 2009), no fluxo iónico em células de lente (BEYER and BERTHOUD, 2014; 

MANDAL et al., 2015) e no processamento visual da retina (KAMERMANS et al., 

2001). 

Mutações nos genes das conexinas podem estar associadas a diversas 

patologias graves (MESE et al, 2007). Além disso, a associação das doenças com a 

conexina específica também enfatiza a singularidade de cada proteína, porque a 

perda de uma isoforma não pode ser compensada pela presença de outras 

conexinas no mesmo tecido ou tipo de célula levando a defeitos fisiopatológicos 

(HARRIS, 2001). 

Alterações nas conexinas 46 e 50 têm sido associadas ao desenvolvimento 

de diferentes tipos de cataratas, respectivamente congênita e senil (WHITE and 

BRUZZONE, 2000; BEYER and BERTHOUD, 2014).  

Mutações no gene conexina 26 estão associadas a surdez sindrômica (surdez 

mais doença de pele) e não-sindrômica (MARTÍNEZ et al., 2009). Atualmente, sabe-

se que várias mutações pontuais em Cx26 induzem distúrbios da pele e da audição, 

que juntos são conhecidas como síndrome de ceratite-ictiose-surdez (KID) (MEIGH 

et al., 2014; SANCHEZ et al., 2014).  

Outra doença, como a de Charcot-Marie-Tooth (CMTX), afeta nervos 

periféricos por demielinização e por conseguinte as funções de nervos sensoriais e 

motores. Segundo BERGOFFEN et al (1993), esta doença esta associada a 

mutações no gene codificante da conexina 32 devido à produção alterada de mielina 

por células de Schwann. 

A Displasia Oculodentodigital (ODDD) trata-se de uma desordem hereditária 

negativa dominante causada por mutações no gene de codificação da conexina 43. 

Os pacientes do ODDD apresentam anormalidades nos dedos das mãos, dos pés, 

dos olhos, do rosto e dos dentes. Os roedores que expressam mutações na 
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conexina 43 imitam o fenótipo observado em seres humanos (DOBROWOLSKI et 

al., 2007, KOZORIZ et al., 2013). 

As células cardíacas expressam Cx40, Cx43 e Cx45. Porém, a conexina 40 é 

expressa apenas em sistema de condução ventricular e atrial, enquanto a conexina 

43 é, principalmente, expressa em cardiomiócitos (BAI, 2014). Evidencias 

experimentais demonstraram que na fibrilação atrial crônica, a conexina 40 esta 

presente em quantidades maiores e com distribuição diferente do normal, tanto em 

ratos quanto em humanos (POLONTCHOUK et al., 2001; PATEL et al., 2014, SUN 

et al., 2014). 

Dados de GREEN and SEVERS (1993) demonstraram alterações na 

distribuição da proteína conexina 43 em corações de pacientes que desenvolveram 

o quadro de doença cardíaca isquêmica apos o infarto do miocárdio. O aumento da 

atividade de conexina 43 HC após infarto do miocárdio (JOHN et al., 1999, 

JOHANSEN et al., 2011) conduz ao mau funcionamento dos cardiomiócitos devido a 

uma entrada maciça de Ca2+ e Na+ (LI et al., 2001; RETAMAL et al, 2015). Além 

disso, também contribui para a fibrose cardíaca (LU et al., 2012) e aumento da 

insuficiência cardíaca. Em camundongos “Knockout”, mutações na conexina 43 

podem levar ao surgimento de malformações cardíacas que levam a diminuição da 

sobrevida do animal (SEVERS et al., 2004) 

A conexina 43, sob condições fisiológicas, também exerce função no sistema 

nervoso (SN), como por exemplo, em modulação (STEHBERG et al., 2012, 

CHEVER et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que algumas condições 

patológicas aumentam em particular a atividade dos hemicanais de astrócitos 

formados por conexina 43, os quais foram correlacionados com o mau 

funcionamento neuronal e morte (ORELLANA et al., 2012).  

As conexinas desempenham um papel fundamental na homeostase de 

órgãos e tecidos permitindo que citoplasmas de células adjacentes, troquem 

metabolitos e informações necessárias para a manutenção dos tecidos e de suas 

respectivas funções (HERVE et al, 2004).  

 

2.2.5. Conexinas na Formação e das Junções Comunicantes 

          As conexinas são sintetizadas pelos ribossomos no retículo endoplasmático 

(RE), sendo co-traduzidas integralmente na membrana do retículo endoplasmático 
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rugoso (SEGRETAIN and FALK, 2004; FALK et al, 2016). Após esta etapa, a 

conexina é fosforilada, podendo ser oligomerizada sob forma de conexons ainda no 

retículo endoplasmático rugoso e transportada para o complexo de Golgi (Cx26 e 

Cx32), ou primeiramente transportada e só depois oligomerizada no complexo de 

Golgi (Cx43) (SEGRETAIN and FALK, 2004; EVANS et al, 2006). Após a 

oligomerização, o conexon (dentro de vesículas exocíticas) é transportado do 

complexo de Golgi até a membrana plasmática da célula através de microtúbulos 

(Figura 9) (DHEIN, 1998, GAIETTA et al., 2002; SEGRETAIN and FALK, 2004).  

Através de ensaios com a proteína recombinante Cx43, utilizando técnicas de 

microscopia confocal e microscopia eletrônica de transmissão 

(Imunoeletromicroscopia), GAIETTA et al. (2002) observaram que as proteínas pré-

formadas são inseridas nas bordas das placas de junções comunicantes localizadas 

na membrana plasmática. Enquanto a placa é repovoada com conexinas novas, as 

conexinas antigas centralizam-se, até deixarem a placa dentro de vesículas 

endocíticas que irão se fundir com lisossomos e proteossomos (GAIETTA et al., 

2002; SEGRETAIN and FALK, 2004). 
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Figura 9. Representação esquemática das etapas que levam à síntese, montagem e 

degradação de canais de membrana de junção gap. A biossíntese e degradação da gap junction 

envolve (1) síntese de polipeptídios de conexina em membranas de retículo endoplasmático, (2) 

oligomerização de conexons homo- e heteromérico de gap junction (hemicanais), (3) passagem 

através das pilhas de Golgi, (4) armazenamento intracelular (6) inserção de conexões na membrana 

plasmática, (7) difusão lateral dos conexons na membrana plasmática, (8) agregação de canais de 

junção de lacunas individuais em placas, (9) Estabilização de extremidades mais elevadas dos 

microtúbulos periféricos através da ligação a das gap junctions com base em Cx43, (10) 

internalização da placa de canal que conduz a junções anulares citoplasmáticas e (11) degradação 

completa através de vias lisossômicas e proteossômicas. (adaptado de SEGRETAIN and FALK, 

2004). 

 

As conexinas são proteínas de curta duração. No coração de mamíferos, a 

produção de conexina 43 possui uma meia-vida de 2-4 horas (LAIRD, 2005; LAIRD, 

2006), mas é provável que haja variação. A conexina 49, por exemplo, expressa em 

tecido de lente ovina, tem uma meia-vida de 10 horas (BREIDERT et al, 2005). O 

tráfego e montagem das conexinas é rápida e altamente regulamentada varia de 3 a 
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30 minutos, com uma velocidade de formação de 1,3 canais por minuto (DHEIN, 

1998; BERTHOUD et al, 2004). 

Tradicionalmente, as conexinas foram consideradas como simples proteínas 

formadoras de poros que exibem pouca ou nenhuma interação com outros 

componentes celulares. Assim, grande parte dos trabalhos sobre junções foi 

centrado na estrutura e na função das conexinas (SPRAY et al, 1999). Hoje, é 

sabido que, as conexinas têm interações ricas com uma miríade de outras proteínas 

que podem revelar-se importantes em aspectos biológicos da abertura das junções, 

incluindo função, regulação e estrutura (Figura 10) (DUFFY et al, 2002). 

As funções das conexinas dizem respeito a onde se associam com proteínas 

acessórias durante o trânsito para a membrana plasmática. Sugere-se que, as 

proteínas interagem com a cauda C-terminal citoplasmática das conexinas incluindo 

as proteínas de junção aderentes: zonas ocludentes (ZO-1) -  proteína de andaime 

citoplasmático que interage diretamente com conexina 43 e outras conexinas 

através de seu domínio PDZ-2, ocludinas e claudinas (especificas para conexina 

32), tubulina e Src quinase - molécula efetora de vias de sinalização múltiplas, como 

as que envolvem MAPK e PKC  (DUFFY et al, 2002; EVANS et al, 2006; THÉVENIN 

et al., 2013). Outras proteínas associadas à conexina 43 estão continuamente sendo 

identificados, e agora incluem drebrin (BUTKEVICH et al, 2004), p120 catenina - 

envolvida na modulação de células em motilidade e CIP150 (AKIYAMA et al, 2005). 

Integrina α5 associada especificamente com a conexina 43  influencia o gating do 

canal durante tensão de cisalhamento (LAIRD, 2005; EVANS et al, 2006). A 

calmodulina é integrada na abertura das junções via biogenética (PERACCHIA, 

2004), sugerindo interação com conexinas. Outros estudos mostram que a 

calmodulina é importante Na oligomerização das conexinas (AHMAD et al, 2001). 

Além disso, estudo feito por PIEH et al. (2007) mostraram que filamentos de 

actina (corados com rodamina-faloidina) estão colocalizados com placas de junção 

de gap Cx43-GFP e vesículas de junção. Sugerindo o papel de estabilização e 

internalização da actina em junção gap (BUTKEVICH et al., 2004; FALK et al, 2016).  
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Figura 10. Esquema mostrando os parceiros de ligação conhecidos para conexinas. As 

funções das conexinas dizem respeito a onde se associam com proteínas acessórias durante o 

trânsito para a membrana plasmática. As proteínas que interagem com as conexina são proteínas de 

junção aderentes - zonas ocludentes (ZO-1) que interage diretamente com conexina 43 e outras 

conexinas através de seu domínio PDZ-2, ocludina e claudinas (especificas para conexina 32), 

tubulina e Src, p120 e filamentos de actina (DUFFY et al, 2002). 

 

2.3. SISTEMA IMUNOLÓGICO E INFLAMAÇÃO 

Imunidade refere-se à proteção ou resposta contra um micro-organismo ou 

uma substância estranha (antígeno) mediada por uma gama de moléculas, células e 

tecidos, chamados de sistema imune (CRUVINEL, 2010; ABBAS, 2011). A resposta 

imunológica se divide em imunidade inata ou natural e imunidade adaptativa ou 

adquirida. A primeira representa a linha de defesa inicial contra um agente 

patogênico, consistindo em mecanismos de defesa celulares e bioquímicos que já 

existiam antes do estabelecimento de uma infecção e que estão programados para 

responder rapidamente a infecções. A segunda é estimulada pela exposição a 

agentes infecciosos, ou seja, surge em resposta a infecção e se “adapta” a infecção 
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(Figura 11) (MEDZHITOV and JANEWAY JR, 2000; CRUVINEL et al, 2010; ABBAS 

et al, 2011).  

A Inflamação é uma reação complexa do tecido vascularizado à infecção, à 

exposição à toxina ou a lesão celular envolvendo acúmulo extravascular de 

proteínas plasmáticas e leucócitos. Reações inflamatórias estão envolvidas em 

várias condições patológicas, incluindo doenças agudas e crônicas. (CUZZOCREA, 

2005). É caracterizado pela liberação de citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento e pela transmigração de células inflamatórias, tais como neutrófilos, 

monócitos, macrófagos, complemento, citocinas e proteínas de fase aguda, do 

sangue para o tecido afetado. As respostas imunes adaptativas locais também 

podem promover inflamação (MEDZHITOV et al, 1997; CHEN and NUÑEZ, 2010). 

Embora a inflamação sirva a uma função protetora no controle de infecções e 

promoção de reparo tecidual (MOSSMAN and CHURG, 1998; ROSS, 1999; 

COUSSENS and WERB, 2002; WEINER and FRENKEL, 2006). 

 

 

Figura 11. Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial contra infecções e É 

caracterizado pela liberação de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento e pela transmigração 

de células inflamatórias, tais como neutrófilos, monócitos, macrófagos, complemento, citocinas e 

proteínas de fase aguda, do sangue para o tecido afetado.  A resposta imune adaptativa 

desenvolvesse posteriormente e consiste na ativação dos linfócitos T e linfócitos B. A resposta 

adaptativa tem memória, de modo que a exposição subsequente leva a uma resposta mais vigorosa e 

rápida, porém leva vários dias ou semanas para ser desenvolvida. (ABBAS et al, 2011). 
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        Durante os primeiros estágios da infecção ou dano tecidual, há liberação de 

citocinas de macrófagos ativados. As citocinas são polipeptídeos produzidos em 

resposta a micro-organismos e outros antígenos, mediando a regulação das 

respostas imunológicas e inflamatórias (ABBAS et al, 2011).  

As principais citocinas envolvidas na imunopatogênese do processo 

inflamatório são o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a interleucina 1 (IL-1). O 

TNF-α é o principal mediador da resposta inflamatória aguda, é produzido por 

fagócitos mononucleares ativados, células natural killer (NK) e mastócitos em 

resposta a padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (ABBAS et al, 

2011). Essa citocina estimula neutrófilos e monócitos a migrarem para o sítio de 

infecção e induz a expressão de moléculas de adesão pelas células do endotélio 

vascular, permitindo assim a migração de células para os tecidos (VON ANDRIAN 

and MACKAY, 2000). Também induz macrófagos e células endoteliais a produzirem 

quimiocinas e fagócitos mononucleares produzir IL-1 que funciona em conjunto com 

o TNF-α na resposta inflamatória aguda aumentando a expressão de moléculas de 

adesão. IL-1 é produzida por fagócitos mononucleares (monócitos), neutrófilos, 

células epiteliais e células endoteliais (CUZZOCREA, 2005).  Sua produção também 

é induzida por PAMPs (CHEN and NUÑEZ, 2010; TAKEUCHI and AKIRA, 2010). Os 

neutrófilos e monócitos migram dos vasos sanguíneos para o tecido inflamado via 

quimiotaxia, e então removem os agentes patológicos através da fagocitose e da 

degranulação (TROWBRIDGE and EMLING, 1996).  

 

2.3.1. Macrófagos 

          O sistema imune tem como uma de suas características marcantes possuir um 

sistema de células responsáveis pela fagocitose e pela apresentação de antígenos 

que irão dar origem a resposta orgânica a vários tipos de situações de invasão 

sistêmica por micro-organismos (JAWETZ et al.,1995). 

A diferenciação de macrófagos depende inicialmente da formação de 

monócitos que ocorre na medula óssea. Monócitos são diferenciados a partir de 

células tronco hematopoiéticas precursoras (GUIMARÃES and DA GAMA FILHO, 

2009). Estruturalmente os macrófagos estão organizados da seguinte maneira: (1) o 

núcleo detém um aspecto ovoide, apresentando sua cromatina condensada; (2) 

membrana plasmática pregueada, formando reentrâncias e saliências, conferindo 
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um aspecto superficial irregular; (3) lisossomas primários que derramam o seu 

conteúdo dentro de vacúolos que contém o material englobado pela célula, 

formando agora o que se chama de lisossomas secundários ou fagossomas, nos 

quais se processa a digestão (Figura 12) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).  

          Ao longo do seu desenvolvimento o macrófago pode assumir diferentes 

morfologias, dependendo da sua necessidade de atuação. Quando estimulados, 

sendo agora denominados macrófagos ativados, os macrófagos passam a ter uma 

maior capacidade de secretar diversas substancias que participam do processo de 

defesa, o que faz com que o numero de vacúolos, de lisossomas e de outras 

estruturas internas aumente, modificando sua morfologia, ou ate mesmo se 

fusionem com outros macrófagos formando as denominadas células gigantes 

multinucleadas (JAWETZ et al., 1995; JUNQUEIRA and CARNEIRO, 2013; 

GUIMARÃES and DA GAMA FILHO, 2009). 

 

 

Figura 12. Micrografia eletrônica de um macrófago, apresentando a membrana pregueada e núcleo 

ovoide. L= Lisossomas, N= Núcleo, Nu= Nucléolo e Vacúolo fagocítico (Junqueira e Carneiro, 2013). 

 

2.3.2. Funções e Interação Celular 

          Os macrófagos detêm como funções principais: (1) a capacidade de eliminar 

micro-organismos através de fagocitose; (2) são células apresentadoras de 
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antígenos (APCs), processam e apresentam antígenos via moléculas de MHC 

estimulando, assim, a resposta mediada por Linfócito T (CRUVINEL et al, 2010; 

ABBAS et al, 2011).  

A fagocitose tem inicio com o reconhecimento dos micro-organismos pelos 

macrófagos ou pela interação com o interferon- (IFN-), produzido por células 

natural killer, ocorrendo pelo estímulo de receptores presentes na membrana desta 

célula, desencadeando reações intracelulares (CERWENKA and LANIER, 2001). 

Dentre os receptores de membrana presentes nos macrófagos estão: (1) os 

receptores com sete domínios transmembrana em -hélice (ADEREM and 

UNDERHILL, 1999); (2) os receptores de manose; (3) receptores Toll-like 4 (TLR4) – 

reconhece LPS (lipolissacarídeo) (AKIRA and TAKEDA, 2004; CRUZ-MACHADO, 

2010). 

A morte dos micro-organismo ocorre por uma combinação de dois 

mecanismos: através da formação de fagolisossoma pela junção do fagossoma e 

dos lisossomas presentes no citoplasma contendo enzimas ou a conversão catalítica 

do oxigênio molecular, onde os fagolisossomas contendo micro-organismos 

englobados associam-se a intermediários reativos do oxigênio (ROIs) e oxido nítrico, 

fazendo com que o pH dentro deste local se torne acido, eliminando o micro-

organismo capturado (MACMICKING et al., 1997; PARKIN and COHEN, 2001). 

A ingestão e a morte de organismos são mais eficazes se a partícula é 

primeiro opsonizada com anticorpo e complemento específico (C3b). Uma vez que o 

anticorpo se liga à superfície da bactéria, o fagócito pode se ligar ao fragmento Fc e 

C3b do anticorpo e ingerir a bactéria através de formação de pseudópodes (Figura 

13). Alguns organismos encapsulados, tais como pneumococos e haemophilus, não 

são susceptíveis à fagocitose de neutrófilos a menos que primeiro sejam revestidos 

com anticorpo (TROWBRIDGE and EMLING, 1996; PARKIN and COHEN, 2001). 
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Figura 13. Desenho esquemático mostrando a ligação do fagócito à bactéria.  A ingestão e a morte 

de micro-organismos são mais eficazes se a partícula é primeiro opsonizada com anticorpo e 

complemento específico (C3b). Uma vez que o anticorpo se liga à superfície da bactéria, o fagócito 

pode se ligar ao fragmento Fc e C3b do anticorpo e ingerir a bactéria através de formação de 

pseudópodes (Adapt.de biologia-ap.no.comunidades.net/mecanismos-de-defesa-especificos. Acesso: 

10/03/2017 as 19:36h).  

 

Diferentes classes de micro-organismos (ex.: vírus, bactérias gram-positivas, 

bactérias gram-negativas, fungos, protozoários) expressam diferentes PAMPs. 

Essas estruturas incluem os ácidos nucléicos (RNA de dupla hélice encontrado nos 

vírus em replicação ou sequências CpG de DNA não metiladas encontradas em 

bactérias), características de proteínas com iniciação N-formilmetionina,  

lipopolissacarídeos (LPS) em bactérias gram-negativas, ácidos teicóicos em 

bactérias gram-positivas e oligossacarídeos ricos em manose encontrados em 

glicoproteínas microbianas (ABBAS et al, 2011). 

          Os componentes da resposta imune inata interagem de diferentes maneiras 

com a resposta imune adaptativa fornecendo sinais que agem com o antígeno para 

estimular a proliferação e a diferenciação de linfócitos T e B (Figura 14). Embora as 

principais células envolvidas na resposta imune adquirida sejam os linfócitos, as 

células apresentadoras de antígenos (APCs) desempenham papel fundamental em 

sua ativação, apresentando antígenos associados a moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC) para os linfócitos T (DELVES and ROITT, 2000; 

CRUVINEL et al, 2010). 

          Após o reconhecimento dos antígenos pelos linfócitos-T, e a migração destas 

células para sítios de inflamação, e produzido pelos linfócitos-T CD4+ o interferon- 

(IFN-), que interagindo com os macrófagos faz com que estes produzam a 

interleucina-12 (IL-12). Além da ativação pela produção de IFN-, a ligação da 
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molécula CD-40L, presente na membrana dos linfócitos-T CD4+, em moléculas CD-

40 na membrana dos macrófagos também aumenta a produção de IL-12 (BOEHM et 

al., 1997). 

Em resposta a ativação dos macrófagos, várias funções passam a se tornar 

constantes no sistema imune infectado. Paralelamente aos eventos que envolvem a 

fagocitose, a produção de citocinas, que irão desencadear respostas celulares 

imediatas, também se encontra aumentada, e substancias como o TNF- e 

interleucinas-1 e 12, irão estimular a proliferação e diferenciação de linfócitos-T, 

amplificando a resposta imune favorecendo o processo de resolução da infecção 

e/ou reparação tecidual (SCHAIBLE et al., 1998). 

 

 

Figura 14. Desenho esquemático da resposta inflamatória a agentes microbianos por fagocitose. A 

fagocitose tem inicio com o reconhecimento dos micro-organismos pelos macrófagos ou pela 

interação com o interferon- (IFN-), produzido por células natural killer, ocorrendo pelo estimulo de 

receptores presentes na membrana desta célula, desencadeando reações intracelulares e ativando 

mecanismos de resposta a estes micro-organismos. O macrófago expõe em sua superfície 

fragmentos do micro-organismo capturado para que seja, então, apresentado aos linfócitos-T que 

migrarão para o sítio de inflamação, e produzira IFN-. Também se encontra aumentada substancias 

como o TNF- e interleucinas-1 e 12, irão estimular a proliferação e diferenciação de linfócitos-T, 

amplificando a resposta imune (Retirado e Adaptado de 

http://centrotecnico.shinsei.com.br/fisiopatologia-dos-granulomas Acesso: 11/03/2017 as 10:23h) 
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2.4. Junções Comunicantes em Macrófagos 

Especificamente, estudos acerca da presença de junções comunicantes em 

macrófagos tiveram inicio na década de 70, quando macrófagos advindos de 

explantes de timo, rim e fígado foram avaliados experimentalmente por ensaios de 

fagocitose e apresentação de antígenos, eletrofisiologia, microscopia eletrônica de 

transmissão e de varredura. Na microscopia eletrônica de transmissão foi observada 

uma orientação em cadeia linear dos macrófagos, onde haviam regiões de grande 

contato entre as células, sendo denominadas close junctions. Com relação aos 

dados eletrofisiológicos, foi registrado o acoplamento elétrico entre os macrófagos 

que estavam orientados de forma linear (LEVY et al., 1976). 

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

transmissão em células progenitoras de macrófagos, advindas da medula óssea de 

cães, permitiram a analise e a identificação de regiões com a presença de junções 

comunicantes (PORVAZNISK and MACVITTIE, 1979). Entretanto, no inicio da 

década de 80, questionamentos acerca da existência de junções comunicantes em 

macrófagos começaram a surgir. Estudos utilizando ensaios de cooperação 

metabólica em macrófagos peritoneais ativados, tanto in vitro quanto in vivo, não 

observaram a transferência de partículas marcadas radioativamente de uma célula 

para outra, tanto entre macrófagos como entre macrófagos e outros tipos celulares 

(KANE and BOLS, 1980). Contudo, mesmo com tais resultados, não foi descartada a 

comunicação entre macrófagos. Corroborando estes resultados, DEAN et al., em 

1988, demonstraram através de injeções do corante Lúcifer yellow a ausência de 

acoplamento entre macrófagos peritoneais elicitados de camundongos ou entre co-

culturas de fibroblastos com macrófagos. Neste mesmo trabalho foi observada a 

passagem de corante FITC-dextran entre células adjacentes, e que segundo 

argumento dos autores se deve a formação de vacúolos exocíticos e endocíticos nas 

membranas dos macrófagos. 

          Em 1991 e em 1993, BEYER and STEINBERG demonstraram que 

macrófagos elicitados de camundongo e células da linhagem macrofágicas J774 

possuíam mensagem e expressão para conexina 43, utilizando respectivamente 

técnicas de Northen blot e Western blot (transferência eletroforética de ácidos 

nucleicos e de proteínas, respectivamente).  
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          Ainda em 1993, POLACEK et al. demonstraram através de ensaios de 

Northern blot a expressão da conexina 43 em células endoteliais, mas não em 

macrófagos peritoneais de camundongos e macrófagos humanos periféricos. O 

acoplamento entre as células foi avaliado através de injeções de corante, resultando 

em não acoplamento entre células endoteliais e macrófagos em co-cultura, vindo a 

ocorrer apenas entre células endoteliais adjacentes.  

          Contudo, macrófagos espumosos (com acúmulo de colesterol) advindos de 

lesões arterioescleroticas humanas apresentavam mRNA para conexina 43 em 

experimentos de hibridização in situ (POLACEK et al.,1993). Em 1996, ALVES et al. 

estudaram a presença e a funcionalidade deste tipo de comunicação celular em 

macrófagos peritoneais de camundongos e células de linhagem macrofágicas J774-

A1. De acordo com os dados obtidos tanto os macrófagos quanto as células J774-

A1 expressavam conexina 43, porém ao serem realizados experimentos de injeção 

de corantes não foi observada a passagem de corante para as células adjacentes. 

Com o uso de técnicas de eletrofisiologia também não foi detectada a passagem de 

corrente entre as células. Este trabalho concluiu que a proteína do complexo 

juncional estava presente, mas caso estivesse formando um canal, este não seria 

funcional. 

          Entretanto, em 1998 dados divergentes surgiram quando MARTIN et al. 

demonstraram que linhagens macrofágicas P388D1 e J774-A1, quando co-

cultivadas com células epiteliais intestinais, se apresentavam acopladas entre si ou 

com as próprias células epiteliais, sugerindo que alguns fatores desta co-cultura 

poderiam determinar a formação de junções comunicantes funcionais. Em 

concordância com os dados acima mencionados, SAEZ et al. (2000), utilizando a 

linhagem macrofágica J774-A1 observaram o acoplamento celular através de 

injeção de corantes. No entanto, este efeito só foi observado após um tratamento 

prévio com um meio de cultura condicionado, sugerindo que este meio, obtido da 

cultura de células endoteliais da microcirculação de cérebro de rato, deveria conter 

fatores que modulariam a comunicação juncional em macrófagos. 

          No ano seguinte, EUGENIN et al (2001), através das técnicas de western blot, 

Imunofluorescência e injeção intracelular de corantes, demonstraram que culturas de 

microglia advinda de cérebros de ratos apresentavam junções comunicantes 
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funcionais, apenas quando estas culturas eram incubadas com IFN- (interferon-) e 

TNF- (Fator de Necrose Tumoral-) e com IFN- e lipopolissacarídeo (LPS). 

          No entanto, EUGENIN et al. (2003) observaram que monócitos/ macrófagos 

oriundos do sangue de humano, apresentam junções comunicantes funcionais apos 

24 horas de incubações com interferon- e TNF- e com interferon- e 

lipopolissacarídeo (LPS), igualmente aos dados encontrados por este mesmo grupo 

em experimentos semelhantes com microglia, em 2001. Entretanto, pode-se inferir 

que estes dados conflitantes demonstrados até o presente momento podem estar 

relacionados ao fato dos macrófagos utilizados nos experimentos de diferentes 

grupos de pesquisa terem sido obtidos de fontes diferentes (peritônio, sangue e 

cérebro). 

Em 2004, FORTES et al. demonstrou através de ensaios de RT-PCR (PCR 

em tempo real - ensaio de analise de expressão gênica), western blot, 

Imunofluorescência e injeção de corantes, que células da linhagem macrofágica 

J774-G8 e macrófagos peritoneais advindos de camundongos suíços expressam 

junções comunicantes funcionais formadas pela proteína conexina 43, sem a 

necessidade de qualquer tratamento com citocinas. 

De acordo com diversos achados, ainda é possível inferir que as junções 

comunicantes tenham outros papéis potencialmente importantes na resposta 

imunológica como, por exemplo, o de "alertar" células vizinhas através de moléculas 

de sinalização tais como peptidoglicanos, lipopolissacarídeo (LPS), Fator de 

Necrose Tumoral (TNF) e Interferon (IFN), que podem influenciar a expressão de 

junções comunicantes e ajudar no recrutamento de componentes associados à 

resposta imunológica inata e adaptativa (HANDEL et al, 2007).  

 

2.5. Junções Comunicantes na Doença de Chagas 

As junções comunicantes também executam um papel de destaque em 

estudos associados com infecções parasitárias. Estudos de alterações em miócitos 

cardíacos durante a infecção in vitro com Trypanosoma cruzi indicam que o parasita 

é capaz de prejudicar o funcionamento da célula hospedeira através de alterações 

na comunicação célula-célula (DE CARVALHO et al., 1992) onde a manutenção de 

contrações sincrônicas requer junções comunicantes funcionais (DUFFY et al, 

2006). 
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          Em estudo realizado por ADESSE et al (2010), foram examinados a taxa de 

batimento espontâneo de ratos infectados por T. cruzi e cardiomiócitos de rato 

encontrando efeitos opostos nas duas espécies de murídeo (DE CARVALHO et al., 

1992; BERGDOLT et al, 1994; CARVALHO et al., 1994) em células de 

camundongos infectados, os batimentos foram maiores, enquanto que em miócitos 

de ratos infectados, os batimentos eram mais lentos e menos rítmicos. 

          Estudos em cardiomiócitos de ratos após a infecção com cepas de Y ou de T. 

cruzi Tulahuan (DE CARVALHO et al, 1992; ADESSE et al, 2008) demonstraram 

que a Conexina 43 de células infectadas foi substancialmente inferior a 72 h após a 

infecção; acoplamento entre células não parasitados em infectado não foi afetada, 

indicando que os fatores segregados para o meio não são susceptíveis de ser 

responsável pela diminuição da Cx43 (DE CARVALHO et al, 1998). Este trabalho 

indicou que as alterações na distribuição e funcionalidade de Cx43 estão 

relacionadas com a presença do parasito na célula independente de fatores solúveis 

envolvidos na infecção (DE CARVALHO et al, 1992). Além disso, astrócitos e células 

da meninge (pia-máter e aracnoide) quando infectados in vitro e in vivo por T. cruzi 

(Talahuen) e Toxoplasma gondii, também apresentaram redução no acoplamento 

celular e na marcação para Cx43 e Cx26.  

Os autores argumentam que estes resultados conflitantes poderiam ser 

explicados por uma possível alteração no transporte da conexina 43 para a 

membrana plasmática ou porque a região de conexina 43 que o anticorpo reconhece 

estaria mascarada devido a alterações conformacionais da proteína.  
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3. OBJETIVOS 

 O objetivo geral do presente estudo é avaliar a modulação estrutural e 

funcional das junções comunicantes formadas pela Conexina 43 (Cx43) em 

linhagens macrofágicas J774-G8 após a infecção com o parasito Trypanosoma cruzi 

e em tratamentos destas células com fatores pró-imune-inflamatórios – IFN- e TNF-

α - que mimetizem ambientes infectados em um intervalo de 24h, 48h e 72h.  

Os objetivos específicos deste estudo são: 

1) Avaliar o crescimento e a morfologia celular de células de linhagem 

macrofágica J774-G8 tratadas com fatores pró-imune inflamatórios IFN- e TNF-α ou 

infectadas com o  parasita T. cruzi em intervalos de 24h, 48h e 72h 

2) Analisar o perfil de comunicação celular de células de linhagem macrofágica 

J774-G8 tratadas com fatores pró-imune inflamatórios IFN- e TNF-α ou infectadas 

com o  parasita T. cruzi em intervalos de 24h, 48h e 72h através de injeção de 

corantes; 

3) Estudar a expressão proteica da Cx43 em células de linhagem macrofágica 

J774-G8 infectadas com o parasita Trypanosoma cruzi por transferência 

imunoeletroforética em intervalos de 24h, 48h e 72h; 

4) Analisar a expressão e a localização da proteína Cx43 em células de 

linhagem macrofágica J774-G8 infectadas com o parasita Trypanosoma cruzi por 

imunofluorescência em intervalos de 24h, 48h e 72h. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. CULTURA DE CÉLULAS 

4.1.1. Células da Linhagem Macrofágica J774-G8 

A linhagem de células macrofágicas J774-G8 (UNKELESS et al, 1979), 

derivada da linhagem americana original J774-A1 obtida de camundongo (Banco de 

Células do Rio de Janeiro – BCRJ, Rio de Janeiro), foi cedida pelo Dr. Leonardo da 

Cunha Boldrini Pereira, do Laboratório de Bioengenharia Tecidual – Labio - Inmetro. 

As culturas foram crescidas em meio DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s 

medium), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (V/V) (GIBCO) 1% de 

penicilina e estreptomicina (Sigma). As células foram mantidas em estufa de CO2 

(Cuture CO2 Incubator, modelo CCL-170B-8, Sigapore) a 37 ºC.  

 As células foram plaqueadas, com uma densidade inicial de 1x106 células/ 

mL, em garrafas de plástico de 25 cm2 (CORNING / USA), em lamínulas de vidro 

número 1 (Fisherbrand / Fisher Scientific) ou em placas de cultura de plástico de 35 

mm de diâmetro (Kasvi / China). 

 

4.1.2. Obtenção das formas tripomastigotas de T. cruzi, cepa Y 

 Formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi foram cedidas pelo Laboratório 

de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer - Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho 

(IBCCF – UFRJ). Os parasitos, em sua forma tripomastigota, foram mantidos em 

culturas de células LLCMK-2 em meio DMEM suplementado com 2% de soro fetal 

bovino (GIBCO) por seis dias em estufa de CO2 (Cuture CO2 Incubator, modelo CCL-

170B-8, Sigapore) a 37 ºC. (ANDREWS and COLLI, 1982). Após o 6º dia da 

infecção, quando ocorre o pico de liberação das formas tripomastigotas, os parasitos 

foram coletados do sobrenadante das células LLCMK-2 e centrifugados a 2332 x g 

por 10 minutos (Centrífuga Nova Técnica, modelo NT 810, São Paulo). 

As interações parasito-célula foram feitas em garrafas de plástico de 25cm2 

(CORNING / USA) e em lamínulas de vidro número 1 (Fisherbrand Fisher Scientific), 

ou em placas de cultura de plástico de 35 mm de diâmetro com células de linhagem 

macrofágica J774-G8, em seu estado de confluência, na proporção de cinco 

parasitos por célula (5:1) - segundo protocolo de RAMIREZ E COLABORADORES 

(1993) – em janelas de 24h, 48h e 72h. 



36 
 

A manutenção e o plaqueamento das células foi idêntico para as células 

J774-G8 controle. 

 

4.1.3. Tratamento com fatores pró-Imune inflamatórios 

Através do protocolo determinado por SEABRA et al. (2002), ensaios de 

interação foram realizados com células de linhagem macrofágica J774-G8, em seu 

estado de confluência, ativados com 50 ng/mL de interferon- recombinante de 

camundongo (IFN-; Sigma) e 50 ng/mL Fator de Necrose Tumoral-α (TNF- α; 

Sigma) de forma combinada ou isolada numa janela de 24h, 48h e 72h. 

As interações foram feitas em garrafas de plástico de 25cm2 (CORNING / 

USA) e em lamínulas de vidro número 1 (Fisherbrand/ Fisher Scientific), ou em 

placas de cultura de plástico de 35 mm de diâmetro (Kasvi/ China).  

A manutenção e o plaqueamento das células foi idêntico para as células 

J774-G8 controle. 

 

4.2. Avaliação do crescimento celular e dos aspectos morfológicos  

   As culturas de células J774-G8 controle, tratadas com fatores pró-imune 

inflamatórios (IFN- e TNF- α) e infectadas com T. cruzi em intervalos de 24h, 48h e 

72h foram submetidas a uma avaliação de crescimento celular e de sua morfologia 

por meio de imagens obtidas no microscópio invertido (Axiovert 40 CFL, ZEISS, 

Alemanha) nos aumentos de 100x e 400x.   

  Nestes tempos, a aglomeração celular, desprendimento das células e aspecto 

geral da monocamada celular foram monitorados. 

  Os aglomerados celulares podem variar em número de células, dimensão da 

célula e núcleo celular e no empacotamento ou disposição espacial das células 

(LIMA, 2008). 

  Neste trabalho foi determinado como grumos celulares duas ou mais células 

unidas por seus núcleos, citoplasmas ou membranas. Foram selecionados cinco 

imagens de cada grupo (controle, tratadas e infectadas) e os grumos celulares foram 

contados pelo cálculo da média e o desvio padrão das imagens. 

  Para a análise da morfologia celular foi observado que os macrófagos são 

células grande que possui diâmetro entre 25 a 50μm. Seu núcleo é grande e central 

e apresenta cromatina frouxa e presença de grumos elétron-densos. 
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O citoplasma contém complexo de Golgi desenvolvido e uma grande quantidade de 

vesículas pinocíticas, lisossomos e vacúolos. Também são encontradas vesículas 

em processo de fusão com fagossomos formando os fagolisossomos. 

O citoesqueleto formado por filamentos de actina e microtúbulos é bem organizado e 

confere a superfície da célula um aspecto ondulado, o citoesqueleto desempenha 

importante função no desenvolvimento de pseudópodes durante os eventos 

fagocíticos e de locomoção da célula (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). 

 

4.3. Imunoeletrotransferência 

 A concentração de proteína foi determinada pelo método de BRADFORD 

(1976), que detecta concentrações da ordem de mg/mL de proteína. Cinco mililitros 

de reagente de Bradford, composto por Comassie Brilliant Blue G-250 10% (P/V) 

(Vetec), etanol 5% (Vetec), ácido fosfórico 10% (Vetec) e água, foram adicionados à 

amostra a ser dosada. As alíquotas foram distribuídas em triplicatas nas diferentes 

concentrações. Estas foram homogeneizadas e comparadas a uma curva padrão 

obtida com albumina bovina sérica (1mg/mL) (Sigma). As leituras de densidade 

óptica foram realizadas em comprimento de onda (ʎ) de 595nm em 

espectrofotômetro (SHIMADZUR, modelo UV-2450, Japão). 

 Em seguida, as células foram lavadas e retiradas por raspagem com uma 

solução de PBS 1% (phosphate buffered saline) com bicarbonato de sódio, pH 8,3 

na concentração de 1 mM. Após a raspagem, as células foram centrifugadas a 428 x 

g durante 10 minutos (Centrífuga Nova técnica, modelo NT 810, São Paulo). O 

sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi ressuspenso em 3 mL de 

solução Tween-20 1% (Sigma), centrifugado a 428 x g (Centrífuga Nova técnica, 

modelo NT 810, São Paulo) durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

material precipitado foi ressuspenso e armazenado em solução de bicarbonato de 

sódio, pH: 8.3 na concentração de 1 mM e um 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; 0-fenantrolina – 200 mM) (Sigma).   

A separação das proteínas presentes nas células J774-G8 foi feita através da 

técnica de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

(LAEMMLI, 1970). Os géis foram preparados em duplicatas, em placas de 1,5 mm 
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de espessura. O gel de empacotamento (stacking gel) foi feito na concentração de 

4% e o gel de corrida (running gel) na concentração a 10% em todos os tipos 

celulares estudados. As amostras foram solubilizadas em tampão de amostra (Tris-

Cl, 125 mM (Vetec); SDS, 4% (GE); glicerol, 20% (GE); β-mercaptoetanol, 10% 

(GE); azul de bromofenol, 0,4%; pH 6,8 (Sigma)) e mantidas à temperatura ambiente 

por cerca de 1 hora antes de sua aplicação no gel. A corrida eletroforética foi 

realizada na voltagem constante de 100 mV por 2 horas (sistema BIO-RAD) (Fonte 

de eletroforese GSR, Modelo 200 STD).  

Após a corrida eletroforética o gel foi colocado em contato com um papel de 

nitrocelulose em solução tampão (Tris-OH, 25mM; glicina, 192mM; metanol, 20%; 

pH 8,3) e a transferência realizada sob uma corrente constante de 360 mA por 1 

hora por sistema semi-seco (Transiluminador UV Biosystem, modelo TFP-L/ WL, 

França). Em seguida, o gel foi incubado em tampão TBS (Tris-buffered saline), 

contendo leite em pó desnatado MolicoR a 5%, e Tween 20 a 0.5% (Sigma)) por 30 

min, seguindo-se de lavagens com TBS-T (contendo tampão TBS e Tween 20 a 

0,5% (Sigma)) por três vezes durante 10 minutos por vez.  

O papel de nitrocelulose foi incubado por 17 horas a 4°c com anticorpo 

policlonal produzido em coelho imunizado com peptídeo sintético correspondente à 

sequência de aminoácidos 362-382 de humanos (Anti-connexin 43/ GJA1 antibody 

(ab11370), Abcam) diluído na proporção de 1:1000 em TBS (contendo leite em pó 

desnatado MolicoR a 3%). Após a incubação, o papel de nitrocelulose foi lavado com 

TBS-T como descrito anteriormente sendo, logo depois, incubado com anticorpo 

secundário anti rabbit conjugado HRP diluído na proporção de 1:5000 em TBS 

(contendo leite em pó desnatado MolicoR
 a 3%) por 2h. 

Após nova lavagem com TBS-T, foi feita incubação com solução de ECL 

(substrato de peroxidase para quimioluminescência) acrescida ao peróxido de 

hidrogênio, por 10 minutos para revelação no sistema ChemiDoc MP imaging system 

BIO-RAD, e avaliado pelo programa Image lab 5.1. 

 

4.4. IMUNOFLUORESCÊNCIA 

As células foram fixadas com formaldeído 4% (Vetec) durante 1h em 

temperatura ambiente. Após esta etapa, as células foram lavadas com PBS-TRITON 

X-100R (Sigma) em uma concentração de 1%, três vezes durante 10 minutos e, logo 
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em seguida, incubadas com albumina sérica bovina (BSA - Bovine Serum Albumin, 

Sigma) isenta de imunoglobulinas, diluída em PBS a 2% por 30 minutos. Após o 

bloqueio, as células foram incubadas com anticorpo policlonal anti-Cx43 (Anti-

connexin 43/ GJA1 antibody (ab11370), Abcam) em uma diluição de 1:100 por 24h 

(over night) a 4 ºc. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS, três vezes 

durante 10 minutos e incubadas com anticorpo secundário ALEXA 488 (Goat anti-

Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antiboby, Alexa Fluor 488 (A-11008), 

ThermoFisher) na diluição de 1:400 por 2 horas em estufa de CO2 (Cuture CO2 

Incubator, modelo CCL-170B-8, Sigapore) a 37 ºC. Após a lavagem com PBS, como 

descrito anteriormente, as células foram incubadas com o marcador de citoesqueleto 

Faloidina (F-actina) 546 (Alexa Fluor® 546 phalloidin (A22283), Life Technology) em 

uma diluição de 1:400, por 2 horas em estufa de CO2 (Cuture CO2 Incubator, modelo 

CCL-170B-8, Sigapore) a 37 ºC. Após a incubação, as células foram lavadas com 

PBS, três vezes durante 10 minutos e, após as lavagens, as lamínulas foram 

marcadas com DAPI (4',6 diamidino-2-phenylindole) para revelar o núcleo das 

células. Em seguida, as lamínulas foram montadas sobre lâminas que continham 

uma solução de 10 µl de Prolong goldR
 (Invitrogen), para diminuição do tempo de 

decaimento da fluorescência. 

As lâminas foram observadas no microscópio confocal LSM 710 QUASAR 

(Carl ZEISS, Oberkochen, Alemanha).  

 

4.5. Injeção de corante 

A permeabilidade das junções comunicantes para moléculas de baixo peso 

molecular (até 1KDa) foi avaliada quantitativa e qualitativamente através de 

microinjeção intracelular nas células cultivadas com o corante Lucifer Yellow CH 

(PM: 457.2 Da, SIGMA) por meio de pulsos de corrente hiperpolarizante aplicados a 

microeletródios com resistência em torno de 5mΩ contendo solução a 5% (P/V) de 

Lucifer Yellow CH em 150 mM de LiCl (Cloreto de Lítio) (Sigma), e com o corante 

Rodamina Dextran (PM: 40 KDa, SIGMA), na concentração de 2,5% (P/V) em 150 

mM de LiCl (cloreto de lítio) (Sigma). Os dois corantes estavam presentes no mesmo 

microeletródio.  

Os campos injetados foram fotografados com uma máquina fotográfica digital 

Magnafire, em exposição automática para campo claro, e exposição de 20 segundos 

para os campos com fluorescência, 1 minuto e 30 segundos após a injeção 
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intracelular de corante. Os experimentos foram feitos em placas de Petri de 35mm, 

sendo estas utilizadas por um tempo máximo de 60 minutos. 

As células foram observadas em um microscópio de epifluorescência 

(AXIOVERT 100, Carl ZEISS (Photo microscope), Alemanha), excitadas com 

iluminação por lâmpada de mercúrio de alta pressão, HBO 50W, (ʎ= 490nm) sendo 

a emissão monitorada utilizando um conjunto de filtros de emissão para 

fluorescência de fluoresceína (ʎ= 525nm) e de rodamina (ʎ= 580nm). 

 

4.6. Análise estatística 

A análise estatística foi plotada no programa GraphPad  Prism 6. Os testes 

Qui-quadrado e One Way Anova foram utilizados para a análise inferencial em um 

nível de significância inferior a 0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Tratamento com fatores pró-imune inflamatórios: crescimento 

celular e aspectos morfológicos 

A Figura 15 apresenta o gráfico comparativo gerado a partir da análise do 

número de grumos observados durante o tratamento com os fatores pró-imuno 

inflamatórios em todos os tempos de tratamento. Observou-se que a maior 

quantidade de grumos em cultura esteve presente no tempo de 48h após o 

tratamento com IFN-, decaindo no de 72h. No tratamento com TNF- a 

maior quantidade de grumos é observada em 48h, apresentando decréscimo 

de formação de grumos no período também de 72h.  

Os fatores conjugados apresentaram uma maior formação de grumos 

em 24h de tratamento, sendo este o maior pico comparado a todos os tempos 

e tratamentos utilizados, o que pode ser explicado por uma ação aguda e 

combinada destes fatores, como ocorre em microambientes inflamatórios. Com 

o avançar dos tempos de incubação, os grumos formados nas placas 

diminuíram em número, mas apresentaram um volume de concentração celular 

maior. 
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FIGURA 15: Gráfico comparativo do número de grumos celulares nas culturas da 

Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 controle e após o tratamento com fatores pró-imuno 

inflamatórios IFN-, TNF- e TNF- + IFN-, em períodos de 24, 48 e 72 horas. Foi possível observar 

grumos celulares com um maior número de células em 24 horas de incubação com os fatores 

combinados. Desvio Padrão: 3,475. Estastisticamente P<0,05 por T de student. Total de 

experimentos: 3.  

 

A Linhagem Macrofágica J774-G8 foi submetida ao tratamento com fatores 

pró-imune inflamatórios isolados (TNF- e IFN-) e combinados (TNF- + IFN-) em 

uma concentração de 50 ng/mL para que pudéssemos analisar o perfil de 

comunicação juncional em um microambiente que reproduza a ativação 

macrofágica. Foram feitos tratamentos em tempos de 24, 48 e 72 horas de 

incubação com os fatores. 

No entanto, antes de fazer a análise funcional e morfológica da comunicação 

intercelular é imperativo estudar as possíveis mudanças que podem ocorrer na 

dinâmica de crescimento celular, que envolve a velocidade de crescimento e a 

morfologia das células quando tratadas ou em situação controle (sem tratamento). 

Na Figura 16 observam-se micrografias de contraste de fase do crescimento 

das células J774-G8 no tempo de 24 horas em culturas do grupo controle (Figura 16 

a) e tratadas com: IFN- (Figura 16 b), TNF- (Figura 16 c) e TNF- + IFN- 

(Figura 16 d). Na Figura 17 as micrografias de contraste de fase de células J774-
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G8 foram obtidas com a incubação de 48 horas em grupos controle (Figura 17 a) e 

em culturas tratadas com: IFN- (Figura 17 b), TNF- (Figura 17 c) e TNF- + IFN- 

(Figura 17 d). Em 72 horas (Figura 18), observa-se o grupo controle (Figura 16 a) e 

os tratamentos com: IFN- (Figura 18 b), TNF- (Figura 18 c) e TNF- + IFN- 

(Figura 18 d). Todas as figuras foram realizadas em aumentos de 100X (objetiva de 

10X), com o objetivo de indicar o crescimento celular. 

Com base nos resultados obtidos, podemos observar por microscopia de 

contraste de fase que, em incubações envolvendo o período de 24 horas, as células 

J774-G8 apresentaram um considerável crescimento com a formação de grumos 

celulares após tratamento com TNF- + IFN-, quando comparadas com as culturas 

que foram incubadas em tempos diferentes (48 e 72 horas). Este resultado pode 

indicar que a organização celular em grumos aponta para uma maior necessidade 

de troca de informações, uma vez que o ambiente está sendo ativado, mesmo que 

não tenha sido observado o microambiente completo. 
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FIGURA 16: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica J774-

G8 após o tratamento com fatores pró-imuno inflamatórios. Está sendo demonstrado o perfil de 

crescimento celular nos grupos controle (a) e após a incubação de 24 horas com os fatores: IFN- (b), 

TNF- (c) e TNF- + IFN- (d). Células J774-G8 não apresentaram alteração no crescimento celular. 

Aumentos de 100X (Objetiva de 10X). Barra de Calibração: 20m 
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FIGURA 17: Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 por contraste de fase das culturas após o 

tratamento com fatores pró-imuno inflamatórios. Perfil de crescimento celular nos grupos controle (a) 

e após a incubação de 48 horas com os fatores: IFN- (b), TNF- (c) e TNF- + IFN- (d). J774-G8 

apresentaram um considerável crescimento com a formação de grupos celulares após tratamento 

com TNF- + IFN-, Aumentos de 100X (Objetiva de 10X). Barra de Calibração: 20m. 
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FIGURA 18: Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 por contraste de fase das culturas após o 

tratamento com fatores pró-imuno inflamatórios. Perfil de crescimento celular nos grupos controle (a) 

e após a incubação de 72 horas com os fatores: IFN- (b), TNF- (c) e TNF- + IFN- (d).  Células 

J774-G8 apresentaram um decréscimo de formação de grumos neste horário. Aumentos de 100X 

(Objetiva de 10X). Barra de Calibração: 20m. 

 

Na Figura 19 observa-se por contraste de fase a morfologia das células J774-

G8 nos grupos controle (Figura 19 A) e tratados com IFN- (Figura 19 B), TNF- 

(Figura 19 C) e TNF- + IFN- (Figura 19 D) após a incubação das culturas por 24 

horas. O mesmo foi aplicado à Figura 20 e à Figura 21 mostrando o grupo controle 

(Figura 20 e 21 A) e tratados com IFN- (Figura 20 e 21 B), TNF- (Figura 20 e 21 

C) e TNF- + IFN- (Figuras 20 e 21 D) em 48 e 72 horas, respectivamente. 

Comparando os grupos controle e tratado, observamos que não houve 

alterações morfológicas das células nos tempos avaliados (24, 48 e 72 horas), no 

entanto é possível observar a formação dos grumos celulares com mais detalhes. 

Foram utilizados aumentos de 400X (Objetiva de 40X). 
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FIGURA 19: Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 em contraste de fase após o tratamento com 

fatores pró-imuno inflamatórios.  Perfil morfológico nos grupos controle (a) e após a incubação de 24 

horas com os fatores: IFN- (b), TNF- (c) e TNF- + IFN- (d). Células J774-G8 não apresentaram 

alteração em sua morfologia. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). Barra de Calibração: 20m 
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FIGURA 20: Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 em contraste de fase após o tratamento com 

fatores pró-imuno inflamatórios.  Perfil morfológico nos grupos controle (a) e após a incubação de 48 

horas com os fatores: IFN- (b), TNF- (c) e TNF- + IFN- (d). Células J774-G8 não apresentaram 

alteração em sua morfologia, porém observa-se um acentuado aumento na formação de grumos 

celulares. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). Barra de Calibração: 20m 
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FIGURA 21: Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 em contraste de fase após o tratamento com 

fatores pró-imuno inflamatórios.  Perfil morfológico nos grupos controle (a) e após a incubação de 72 

horas com os fatores: IFN- (b), TNF- (c) e TNF- + IFN- (d). Células J774-G8 não apresentaram 

alteração em sua morfologia. Nota-se um decréscimo no crescimento e sobrevivência das células. 

Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). Barra de Calibração: 20m 

 

5.2. Tratamento com fatores pró-imune inflamatórios: comunicação 

celular  

Os gráficos presentes nas Figuras 22, 23 e 24 representam, 

respectivamente, o acoplamento celular nos períodos de 24, 48 e 72 horas de 

incubação com os fatores pró-imune inflamatórios corroborando os achados 

destacados nas micrografias.  

Com 24 horas de incubação, utilizando os fatores pró-imuno inflamatórios 

(Figura 22), destacamos o aumento no acoplamento das células à célula injetada 

com o corante, quando comparadas com as células controle. Este aumento ocorre, 

principalmente, quando as culturas passam pelo tratamento combinado com TNF- 

+ IFN-, em que 50% das células injetadas estavam acopladas a um número de 7 a 

8 células. 
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FIGURA 22: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle 

ou incubadas por 24 horas com IFN-, TNF-ou TNF-+ IFN-, injetadas com o corante 

Lucifer Yellow. O grau de acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada 

à célula injetada; (1---2) 1 a 2 células acopladas a célula injetada com o corante; (3---4) de 3 a 4 

células acopladas à célula injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas à célula injetada; (7---8) 7 a 8 

células acopladas à célula injetada; (>9) células acopladas à célula injetada. Um total de 90 células 

J774-G8 em cada uma das condições foi injetado, e mais de 20% das células tratadas injetadas 

incubadas TNF-+ IFN-estavam acopladas a mais de 10 células. Estatisticamente p<0,05 por X2. 

 

O acoplamento ascendente continuou a ser observado em 48 horas de 

incubação com os fatores inflamatórios, merecendo destaque também o grupo 

experimental utilizando os fatores combinados (TNF- + IFN-) em que quase 

60% das células estão acopladas a mais de 9 células (Figura 23). 
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FIGURA 23: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle ou incubadas 

por 48 horas com IFN-, TNF- ou TNF- + IFN-, injetadas com o corante Lucifer Yellow. O grau de 

acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada à célula injetada; (1---2) 1 

a 2 células acopladas à célula injetada com o corante; (3---4) de 3 a 4 células acopladas à célula 

injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas à célula injetada; (7---8) 7 a 8 células acopladas à célula 

injetada; (>10) células acopladas à célula injetada. Um total de 90 células J774-G8 em cada uma das 

condições foi injetado, e mais de 50% das células tratadas injetadas incubadas TNF- + IFN- 

estavam acopladas a mais de 10 células. Estatisticamente p<0,05 por X
2
. 

 

Em 72 horas de incubação com os fatores pró-imune inflamatórios, o 

índice de acoplamento celular começou a sofrer um decréscimo, principalmente 

quando observados a quantidade de células acopladas à célula injetada nas 

classes de 7 a 8 células (20%), ou mais de 9 células (5%) (Figura 24). 
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FIGURA 24: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle 

ou incubadas por 48 horas com IFN-, TNF- ou TNF- + IFN-, injetadas com o corante 

Lucifer Yellow. O grau de acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada 

à célula injetada; (1---2) 1 a 2 células acopladas à célula injetada com o corante; (3---4) de 3 a 4 

células acopladas à célula injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas à célula injetada; (7---8) 7 a 8 

células acopladas à célula injetada; (>9) células acopladas à célula injetada. Um total de 90 células 

J774-G8 em cada uma das condições foi injetado, e menos de 40% das células tratadas injetadas 

incubadas TNF- + IFN- estavam acopladas a mais de ente 5 e 6 células. Estatisticamente p<0,05 

por X2. 

 

A fim de estudar o acoplamento intercelular através de junções comunicantes 

em macrófagos foram realizados experimentos de injeção de corante em culturas da 

Linhagem Macrofágicas J774-G8 controle, 24, 48 e 72 horas após o tratamento com 

IFN-, TNF- e TNF- + IFN-. Este ensaio nos permite testar a funcionalidade das 

junções comunicantes através de injeções intracelulares de moléculas fluorescentes 

de baixo peso molecular. Especificamente, neste estudo, injetamos o corante 

“Lucifer Yellow” (peso molecular: 457.2 Da) nas células J774-G8. 

A Figura 25 ilustra microinjeções de corante realizadas em linhagens 

macrofágicas J774-G8 após 48 horas de tratamento. As células controle, (Figuras 
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25 A – B), encontram-se acopladas e, quando tratadas com fatores pró-imuno 

inflamatórios isolados, permanecem com o mesmo grau de acoplamento, como pode 

ser observado nas Figuras 25 C – F). No entanto, após o tratamento com os fatores 

de forma conjugada (TNF- + IFN-), observamos uma ordem crescente de células 

acopladas à célula injetada, como demonstrado nas micrografias representadas 

pelas Figuras 25 G - H. 
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FIGURA 25: Micrografias de contraste de fase à esquerda (a, c, e e g) e fluorescência à direita (b, d, 

f e h) de culturas da linhagem celular macrofágica J774-G8 controle ou incubadas IFN-, TNF- ou 

TNF- + IFN-, no período de 48h, injetadas com o corante “Lucifer Yellow”. Podemos observar que 

as células incubadas com os fatores de forma combinada (TNF- + IFN-) 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 Calibração: 50m. Total de experimentos: 3 
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5.3. Infecção com o T. cruzi: crescimento celular e aspectos 

morfológicos 

A Figura 26 apresenta o gráfico comparativo gerado a partir da análise do 

número de grumos observados durante a infecção com T.cruzi nos períodos de 24h, 

48h e 72h. Observou-se que a maior quantidade de grumos em cultura esteve 

presente no tempo de 24h após a infecção com o parasito. Os grumos celulares 

diminuíram significativamente no período de 72h.  

A infecção com T. cruzi apresentou uma diminuição na formação de grumos 

em 72h, o que pode ser explicado pela diminuição do acoplamento celular o 

aumento na parasitemia e a diminuição no crescimento e sobrevivência celular.  

 

 

FIGURA 26: Gráfico comparativo do número de grumos celulares nas culturas da 

Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 controle e após infecção com T. cruzi, em períodos de 24, 48 

e 72 horas. Foi possível observar grumos celulares com um menor número de células em 72 horas de 

incubação com T. cruzi. Desvio Padrão: 5,562. Estastisticamente P<0,05 por T de student. Total de 

experimentos: 2.  

 

A linhagem macrofágica J774-G8 foi infectada na proporção de 1:5 

parasitas por célula a fim de se analisar como o perfil de comunicação juncional é 

alterado no microambiente de infecção aguda gerado pelo parasita T. cruzi 

durante 24, 48 e 72 horas. É possível observar as mudanças celulares 

que ocorrem no processo de infecção, envolvendo a manutenção da sobrevida 
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do parasita no meio intracelular, comparadas com as células controle (sem 

parasita).  

A Figura 27 mostra por contraste de fase o processo de infecção das células 

J774-G8 no tempo de 24, 48 e 72 horas (Figura 27 B, 27 C e 27 D, 

respectivamente) em relação ao grupo controle (Figura 27 A). Com o decorrer do 

tempo podemos observar os danos crescentes causados pelo aumento da 

parasitemia e interação parasito-célula, provocando uma sensível diminuição na 

quantidade de células viáveis. 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 alterações em 

todos os tempos de incubação, com a formação de grumos celulares e o 

desprendimento das células da garrafa de cultivo, levando a diminuição do 

número de células em cultura e o aumento na quantidade de parasitas livres pela 

lise celular. Durante a interação, no período de 72 horas, foi observado o 

maior dano quando comparado com os outros tempos de interação (24 e 48 horas) e 

o controle, pois as células infectadas foram lisadas pelo parasita 

aumentando assim a quantidade deste livre em cultura. 
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Figura 27: Microscopia óptica (contraste de fase) utilizando células da Linhagem Macrofágica J774–

G8 controle (a) e infectadas com T. cruzi em 24h (b), 48h (c) e 72h (d). Na proporção de cinco 

parasitas por célula. É possível observar a alteração do comportamento das células infectadas em 

relação à sua ocupação do microambiente, formando agregados celulares (setas).  O aumento do 

tempo de infecção diminui a quantidade de grumos celulares quando comparadas com as células 

controle. Aumentos de 100X (Objetiva de 10X). Barra de calibração 20µm.  

 

A Figura 28, por contraste de fase, mostra a morfologia das células J774-G8 

nos grupos controle (Figura 28 A) e infectado (Figura 28 B, 28 C e 28 D), após a 

interação parasito-célula por 24, 48 e 72 horas. Comparando os grupos controle e 

tratado, observamos que houve alterações morfológicas nas células nos tempos 

avaliados (24, 48 e 72 horas), sendo possível observar o desprendimento celular, a 

alteração na forma, formação de poucos grupos celulares e o aumento da 

quantidade de parasitas livres na cultura com mais detalhes. Foram utilizados 

aumentos de 400X (Objetiva de 40X). 
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Figura 28: Micrografias em microscopia óptica (contraste de fase) utilizando células da 

Linhagem Macrofágica J774–G8 controle (a) e infectadas com T. cruzi em 24h (b), 48h (c) e 72h (d) 

na proporção de cinco parasitas por célula. Alterações morfológicas nas células J774-G8 são 

evidentes, como pode ser observado nas fotos b, c e d (ponta de seta dando destaque). Com o 

aumento do tempo de infecção a quantidade de parasitas aumentou o que pode explicar o dano 

celular e a morte de células. Barra de calibração 20µm. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). 

 

5.4. Infecção com o T. cruzi: expressão da conexina 43 

A expressão dos níveis proteicos da conexina 43 foi analisada através 

de ensaios de imunoeletrotransferência utilizando células J774-G8 controle e 

infectadas nos tempos de 24 e 48 e 72 horas. Em cada poço do gel de SDS-PAGE a 

10% colocamos quantidades iguais (22,5µg) de proteína total dos extratos das 

células estudadas. Observamos que a Cx43 foi expressa não só nas células 

controle, como também naquelas infectadas em todos os tempos de incubação 

analisados no experimento (24, 48 e 72horas), como destacado na Figura 29.  

A banda representando a interação com o parasita em um 

período de incubação de 24 horas apresentou uma menor expressão de Cx43 

do que nas células controle (não infectadas). Porém, a banda que representa 48 
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horas de infecção, revelou uma maior expressão da Cx43 em relação às células 

controle e a infecção de 24h (Figura 29).  

Entretanto, em 72h, a banda apresentou uma menor expressão de Cx43 em 

relação à 48h. Todavia, teve sua expressão maior em relação às células controle e 

24h de infecção (Figura 29).  

Os dados densitométricos confirmaram os achados visíveis representados na 

membrana marcada com o anticorpo para Conexina 43 (Figura 30). 

 

 

Figura 29: Experimentos de Western Blot de culturas de linhagem de células macrofágicas 

J774-G8 controle (não-infectada) ou infectada (período de 24, 48 e 72 horas, respectivamente). A 

marcação em 43 kDa: utilização do anticorpo policlonal para Conexina 43. Quantidades iguais de 

proteína foram carregadas no gel SDS-PAGE a 10%. O anticorpo anti-Cx43 detectou a presença da 

proteína Cx43 nas células J774-G8 controle e nas células J774-G8 infectadas com incubação de 24, 

48 e 72 horas. Nota-se uma diminuição da expressão da Cx43 em relação ao controle, nas células 

J774-G8 infectadas em 24 horas, no entanto é possível notar um aumento da expressão de Cx43 em 

48 horas se comparado ao horário de 24 horas. Em 72 horas, novamente, há uma diminuição da 

expressão de Cx43 se comparado a 48 horas. Porém, ainda maior em relação ao controle e 24h 

horas de infecção. 
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Figura 30: Gráfico densitométrico das bandas de Western blot de culturas das células J774-G8 

controle e infectadas nos tempos de 24 e 48 e 72 horas. É possível notar uma diminuição da 

expressão da Cx43 em 24 horas de infecção e um aumento significativo desta proteína em 48 horas 

em relação ao controle. Em 72 horas há uma diminuição da expressão de Cx43 se comparado a 48 

horas. Porém, ainda maior em relação ao controle e 24h horas de infecção. p<0,0001 One Way 

Anova. A barra indica o desvio padrão. Total de experimentos: 2. 

 

5.5. Infecção com T. cruzi: localização da conexina 43 e interação 

com o citoesqueleto 

A fim de avaliar a expressão da proteína Conexina 43 (Cx43) nos 

macrófagos de linhagem J774-G8, foram realizados experimentos de 

Imunofluorescência (Figura 31). Foi utilizado anticorpo anti-conexina 43 (verde) 

para observar se a Cx43 estaria sendo expressa na membrana plasmática 

das células e se estaria sendo expressa da mesma forma após infecção com 

o parasita Trypanosoma cruzi. 

Simultaneamente, foi feita a marcação com o anticorpo F-actina 

conjugado a Faloidina (vermelho) que detecta filamentos de F-actina, a fim 

verificar a organização do citoesqueleto das células J774-G8, uma vez que as 

incubações com os fatores e a infecção com os parasitas podem alterar a 

organização celular. O núcleo foi marcado com o corante DAPI (azul). Ao 

analisar o experimento no sistema de microscopia confocal LSM710 Quasar, 
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podemos observar a marcação do núcleo das células com DAPI (Figura 31 A). Os 

resultados da Figura 31 B indicam a localização da Cx43 nas células J774-G8, que 

se encontram essencialmente na membrana plasmática, o que corrobora os dados 

de acoplamento dos experimentos de injeção de corantes (Figura 25).  

Paralelamente, no mesmo experimento, foi feita a imunomarcação das células 

com o anticorpo F-actina conjugado a Faloidina demonstrando que os 

filamentos de actina estão distribuídos de forma uniforme pelas células J774-

G8, sendo observados principalmente na membrana plasmática, podendo 

servir de ancoramento para outras proteínas (Figura 31 C). Com isso podemos 

observar a organização do citoesqueleto e a manutenção do arcabouço da 

membrana plasmática das células J774-G8, uma vez que a infecção com os 

parasitas pode alterar a organização celular.  

Na Figura 31 D, foi constatada a colocalização entre as duas proteínas Cx43 

e marcação com Faloidina (pontos amarelos resultantes da interação colorimétrica 

do verde e do vermelho dos dois anticorpos), indicando que o citoesqueleto interage 

com proteínas que desempenham as mais diversas funções na membrana 

plasmática, como é o caso das conexinas, principalmente em células do sistema 

migratório. 
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Figura 31: Imunofluorescência das células macrofágicas J774-G8 controle com Microscopia Confocal 

(LSM710, Zeiss, Germany), evidenciando a marcação para proteína Conexina 43 e Faloidina 

(marcador de filamentos de actina) em células de linhagem macrofágica J774-G8. A marcação 

específica para Cx43 (verde) e Faloidina (vermelho) pode ser observada na membrana plasmática 

das células (B e C, respectivamente). Em A podemos observar o núcleo das células marcado com o 

corante nuclear DAPI (azul). Na micrografia D é demonstrada a sobreposição de imagens, indicando 

uma possível co-localização entre as proteínas Cx43 e Actina (pontos destacados em amarelo). Barra 

de calibração: 50m. 

 

Experimentos de imunofluorescência também foram realizados em culturas de 

células infectadas com o parasita T. cruzi, na proporção de cinco parasitas por 

célula, a fim de avaliar possíveis alterações causadas pela interação parasito-célula 

no complexo juncional e na estrutura celular, em 72h de infecção (Figura 32).  

É possível observar na Figura 32 A a marcação do núcleo da célula J774-

G8e a marcação do núcleo do protozoário pelo DAPI (azul) indicado pela seta. 
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Na Figura 32 B podemos destacar a ausência da marcação para conexina 43 

na membrana, bem como a marcação para Faloidina (Figura 32 C) que mostra um 

sensível decréscimo inferindo uma possível desorganização de seu citoesqueleto, 

sugerindo que haveria uma ligação entre o citoesqueleto e a conexina 43 nas células 

de linhagem macrofágica J774-G8.  

Na Figura 32 D, podemos observar a marcação da conexina 43 (verde) no 

citoplasma, porém, nestas mesmas células não há marcação de faloidina (vermelho) 

indicando que estas marcações não estão co-localizadas como demonstrado no 

controle, indicando que a infecção com o T. cruzi poderia alterar a organização do 

citoesqueleto. 
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Figura 32: Imunofluorescência das células macrofágicas J774-G8 por Microscopia Confocal 

(LSM710, Zeiss, Germany). As setas A indicam que há infecção com T. cruzi.  B -C: marcação para 

Cx43 (verde) e F-actina (Faloidina – vermelho) não estão presentes na membrana plasmática das 

células J774-G8. A marcação para Cx 43 encontra-se no citoplasma.  D: não há co-localização entre 

Cx43 e F-actina como demonstrado no controle. As células que possuem marcação para Cx 43 no 

citoplasma, não possuem marcação para F-actina. Barra de calibração: 50μm 
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6. DISCUSSÃO  

6.1. fatores pró-imune inflamatórios 

As conexinas constituem uma família de proteínas transmembranares 

envolvidas na formação de junções comunicantes que são canais que permitem a 

passagem de íons, segundos mensageiros e moléculas pequenas de até 1kDa entre 

células adjacentes (SUN et al., 2014). 

Fisiologicamente, os canais juncionais desempenham um importante papel no 

desenvolvimento dos organismos multicelulares. Particularmente no sistema imune, 

onde a expressão da Cx43 pode modular a formação de células linfoides, como as 

células B e T (MONTECINO-RODRIGUEZ, 2000).  

A presença deste tipo de comunicação intercelular em macrófagos pode 

ter uma grande importância fisiológica podendo mediar reações imuno-inflamatórias 

através da transmissão e recepção de sinais, que podem envolver as junções 

comunicantes (OVIEDO-ORTA and EVANS, 2004; EUGENIN et al., 2003).  

GARCIA-DORADO et al. (2004) afirmaram que, sob condições patológicas, as 

junções comunicantes podem expandir a lesão celular / morte celular para as células 

saudáveis. Por outro lado, as junções comunicantes podem, também, agir de forma 

protetora, fornecendo nutrientes e metabólitos essenciais, evitando lesões ou morte 

de células vizinhas saudáveis (DECROCK et al., 2009).  

Estudos feito por EUGENIN et al. (2001) apontaram que utilizando células de 

microglia (macrófagos do Sistema Nervoso Central) procedentes de lesões, 

demonstraram que as junções comunicantes estavam presentes e funcionais, porém 

somente quando as culturas eram incubadas com interferon-+ TNF-α + 

lipopolissacarídeo (LPS). 

No infarto cardíaco, a isquemia desencadeia uma diminuição na comunicação 

juncional como resultado de acidose, aumento da concentração intracelular de Ca2+ 

e níveis de fosforilação e nitrosilação alterados. Isso, juntamente com alterações em 

outros canais iónicos, leva a uma condução de impulso elétrico retardada e aumento 

do risco de arritmias (CASCIO et al., 2005; DHEIN, 2006; DHEIN et al., 2014). 

O papel das conexinas em diversas situações fisiológicas e patológicas 

necessita, ainda, de muitos esclarecimentos. Portanto, no presente trabalho, 

aprofundamos os estudos relacionados à comunicação juncional em macrófagos e 

células de linhagem macrofágicas J774, e que tiveram início em trabalhos do nosso 
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grupo em 2004 (FORTES et al.), abordando a presença e a funcionalidade das 

junções comunicantes.  

Neste estudo, buscamos entender, inicialmente, como a Cx43 poderia estar 

sendo modulada, in vitro, em um ambiente em que há um estimulo inflamatório, visto 

que existem várias situações em que os macrófagos são ativados por várias 

substâncias endógenas e em concentrações variáveis.  

O crescimento das células macrofágicas J774-G8 em um microambiente 

de estimulo inflamatório foi analisado nos experimentos (Figuras 16 - 18) que 

demonstraram que, de forma combinada (TNF- + IFN-) os fatores pró-imune 

inflamatórios são capazes de induzir uma reorganização das células em cultura. 

Este fato pode ser corroborado com o gráfico presente na Figura 15, que indica uma 

formação abrupta de grumos celulares no tempo de 24 horas de incubação, em 

relação às células controle e tratadas com os fatores isolados, sugerindo que a 

organização celular em grumos pode indicar uma maior necessidade de troca de 

informações, uma vez que o ambiente está sendo ativado por citocinas como o TNF-

, que é importante para a ativação de macrófagos na resposta imunológica inata e 

consequente para aumento da capacidade celular em apresentação de antígenos 

aos linfócitos T CD4+, que produz IFN- e que irá retroalimentar a ativação 

macrofágica (ADAMS and HAMILTON, 1984; ABBAS et al, 2011). 

Nas Figuras 19 a 21 observamos que não houve alterações morfológicas 

significativas das células J774-G8 em todos os tempos de incubação com os fatores 

pró-imune inflamatórios, sendo possível observar a formação dos grumos celulares 

com mais detalhes.  

Além das análises de crescimento celular e do perfil morfológico, foram 

realizadas análises funcionais com injeção de corantes, a fim de avaliar 

funcionalmente as junções comunicantes que estão presentes em células 

macrofágicas. Nossos resultados demonstraram que as células de linhagem 

macrofágica J774-G8 apresentavam junções comunicantes funcionais quando 

realizadas injeções de corante, uma vez que o corante de baixo peso 

molecular, Lucifer Yellow, é transferido para as células adjacentes (Figura 

22), e corroborado estatisticamente nas Figuras 22 a 24, em tempos de 

cultura diferentes (24, 48 e 72 horas), em que mais de 90% das células está 

acoplada a, pelo menos, uma célula adjacente. A Figura 25H mostra o aumento da 
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comunicação juncional em incubações de células com fatores combinados (TNF-α + 

IFN-) por 48 horas. É possível observar no gráfico da Figura 23 um percentual de 

mais 50% das células injetadas acopladas com mais de 9 células o que poderia 

estar associado ao conjunto de ações que tentam reproduzir o processo inflamatório 

agudo, uma vez que é necessário uma constante troca de informações para que o 

processo inflamatório agudo consiga conter a lesão provocada pelo agente 

patogênico (CUZZOCREA, 2005). 

Este dado corrobora com trabalhos que demonstram a ação das citocinas na 

ativação macrofágica, fazendo com que estas células alterem sua estrutura e 

capacidade de sinalização para que possa adquirir a capacidade de realizar funções 

complexas de destruição e apresentação de antígenos (ADAMS and HAMILTON, 

1984). 

Em 2003, EUGENIN e colaboradores, mostraram que existe comunicação 

funcional entre junções comunicantes mediadas por Cx43 somente em macrófagos 

humanos tratados com TNF-α e IFN-y, e a expressão de Cx43 foi detectada em 

macrófagos presentes nos locais de inflamação. No entanto, os resultados deste 

trabalho ratificaram os dados de FORTES et al. (2004), em que se afirma não ser 

necessário o pré-tratamento com fatores inflamatórios para que se tenha a formação 

de junções comunicantes funcionais em células de linhagem macrofágica J774-G8. 

Porém, conseguimos demonstrar que estas estruturas podem ter a sua atividade 

modulada em meio a um microambiente inflamatório quando tratadas com fatores 

pró-imune inflamatórios de forma isolada ou combinada e que, com base nestes 

resultados e em trabalhos utilizando estes tratamentos, observamos que o 

acoplamento celular foi regulado positivamente. 

Assim, seria possível inferir que a junção comunicante, de fato, é um 

componente importante para a manutenção da atividade de resposta imunológica, 

podendo ser associado ao papel fundamental na comunicação celular, já descrito da 

Cx43, na homeostase tecidual, na inflamação e reparação (DE MAIO et al, 2002; 

CHANSON et al., 2005), assim como na hematopoiese (MONTECINO-RODRIGUEZ, 

2000). Desta forma, a expressão das junções comunicantes em macrófagos 

modulada positivamente, poderia ser importante na resposta imunológica, por 

permitir a passagem de moléculas importantes para a ativação destas células em 

processos de infecção.   
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6.2. Infecção com T.cruzi x Comunicação celular  

O protozoário parasita intracelular Trypanosoma cruzi causa Doença de 

Chagas em humanos (KOBERLE, 1968; ANDRADE et al, 2014). A infecção é 

caracterizada por uma fase aguda resultando em parasitemia alta que se resolve 

após a aparição de uma resposta imune eficaz (CARDILLO et al., 2002). No entanto, 

a resposta imune induzida durante a infecção aguda não é suficiente para erradicar 

completamente o patógeno (ALBAREDA et al., 2006).  

Na infecção chagásica, o parasita é capaz de prejudicar o funcionamento das 

células hospedeiras através de alterações na comunicação celular. Porém, estas 

junções não estão inteiramente caracterizadas no sistema imunológico e, em 

particular, nos macrófagos que participam da resposta inata. A caracterização 

morfológica e funcional das junções comunicantes em macrófagos tem sido alvo de 

estudo de diversos grupos, no entanto, seus mecanismos regulatórios ainda 

merecem esclarecimentos, principalmente diante de alterações patológicas, como 

nos processos infecto-inflamatórios causados pelo T. cruzi. 

Diante desta situação, diversos estudos têm sido realizados a fim de se 

conseguir responder às ações do T. cruzi, bem como possíveis mecanismos 

envolvidos na potencialização e/ ou controle da resposta imune durante a infecção 

por T. cruzi (CARDILLO et al, 2015). 

Desta forma, este trabalho procurou estudar não só as alterações 

relacionadas com crescimento celular e os aspectos morfológicos associados aos 

macrófagos (Linhagem Celular J774-G8), infectados com o T. cruzi como também o 

comportamento estrutural das junções comunicantes. Assim, seria possível analisar 

o perfil de comunicação juncional em um microambiente de infecção aguda gerado 

pelo parasita T. cruzi. 

Os resultados apresentaram uma diminuição significativa no crescimento e 

sobrevivência celular ao longo do processo de infecção (72 h) (Figuras 27 B- D) 

quando comparadas com as células controle (não-infectadas) (Figura 27 A).  

Quando observamos a morfologia das células infectadas, percebemos a 

formação de grumos celulares em 24h (Figura 28 C) e uma diminuição na 

quantidade de células viáveis em cultura em 72h (Figura 28 D) de infecção que 

estaria associada com alterações morfológicas causadas pelo aumento da 

parasitemia (Figura 28). Isso ocorre porque os macrófagos infectados por T. cruzi 
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produzem IL-12, responsável pela síntese inicial de IFN- pelas células NK. O IFN- 

tem um papel importante na ativação de macrófagos. Eles produzem altos níveis de 

óxido nítrico (NO) que controlam a replicação do parasito na fase aguda da infecção 

(CARDILLO et al., 1996; SARDINHA et al., 2006). Entretanto, de acordo com 

SAEFTEL et al (2001), ao final da fase aguda, este efeito desaparece.  

ARANTES et al (2004), mostraram que quantidades excessivas de NO têm 

efeitos prejudiciais devido à sua atividade pró-inflamatória durante a fase aguda. 

Estudos em modelo murino demonstraram que quantidades exarcebadas de NO 

produzida ao longo da infecção pelo T. cruzi, provocam dano no DNA das células do 

coração e baço, causando a destruição das mesmas, danificando tecidos e órgãos 

durante a fase aguda (RIBEIRO et al, 2007). O que poderia explicar o aumento na 

parasitemia e a diminuição no crescimento e sobrevivência celular com o decorrer 

do tempo de infecção durante a interação no período de 72 h (Figura 28 D), quando 

foi observado o maior dano quando comparado ao controle e aos tempos de 24h e 

48h (Figuras 28 B-C). Entretanto, o mecanismo de ação pelo qual o NO realiza seu 

efeito citotóxico contra o T. cruzi não está completamente esclarecido. 

Por outro lado, o influxo de Ca2+ intracelular induzido por fatores solúveis 

secretados pelas formas tripomastigotas, cria um cenário favorável para a entrada 

do parasito na célula hospedeira: um aumento no cálcio citoplasmático libera mais 

cálcio estocado no retículo endoplasmático via IP3 e induz a despolimerização de 

filamentos de actina, facilitando a migração de lisossomos necessária para a invasão 

da célula pelo parasito (VIEIRA et al., 2002; ADESSE et al., 2010). O Ca2+ promove 

a ativação de diversas enzimas que, ativadas, promovem a inativação do ATP 

(ATPases), lise das membranas celulares (fosfolipases), lise das proteínas 

estruturais e das membranas (proteases) e fragmentação da cromatina 

(endonucleases). 

Diante destes achados e a fim de avaliar possíveis alterações relacionadas 

com a comunicação celular no modelo de infecção de células macrofágicas com o 

T.cruzi, foram realizadas análises dos níveis de expressão proteica da Cx43.  

Os níveis de expressão de Cx43 se mantiveram presentes nas células 

controle (Figura 29), o que fortalece os achados de nossos resultados de injeção de 

corantes e imunofluorescência (respectivamente, Figuras 25 e 31). 
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No entanto, os níveis de expressão de Cx43 após 48 h de infecção 

foram significativamente maiores do que os expressos pelas células não infectadas. 

E, em 72 h, esses níveis decrescem e praticamente desaparecem em 72 h pós-

infecção (Figura 29) sendo evidenciado pela densitometria representada pela 

análise estatística do gráfico da Figura 30. 

Os processos infecto-inflamatórios desencadeiam a produção de diversas 

citocinas e interleucinas que são capazes de ativar diversas células do sistema 

imunológico, em particular os macrófagos (DE MAIO et al, 2002; CHANSON et al, 

2005). Esse processo de ativação pode gerar o aumento nos níveis comunicação 

entre as células, principalmente caso as informações necessitem ser passadas a 

diante, como ocorre na apresentação de antígenos para as células responsáveis 

pela memória imunológica (ABBAS et al, 2011). Esta comunicação pode, também, 

ocorrer por junções comunicantes, de acordo com os achados de FORTES et al., 

2004.  

Desta forma, poderíamos inferir através dos dados achados nos 

experimentos imunoeletroforéticos (Western blot) que haveria uma sinalização para 

que o macrófago tentasse melhorar o seu perfil de comunicação celular, elevando a 

produção de Cx43, o que poderia permitir a formação de junções comunicantes 

eficazes no processo de infecção aguda. No entanto, é possível que, em 48 horas 

de infecção, não ocorra mais o acoplamento funcional através das junções 

comunicantes formadas pela Cx43 em macrófagos, uma vez que as alterações no 

citoesqueleto, ligadas a despolimerização da F-actina, já se tornam evidentes.  

No entanto, apesar do processo inflamatório que ocorre na tentativa de 

combater o parasito, podemos observar que existe uma a alteração do arcabouço 

celular em casos de infecção parasitária. 

A fim de avaliar se a infecção pelo T. cruzi seria capaz de alterar a 

organização espacial da proteína Cx43 nas células J774-G8, realizamos 

experimentos de imunofluorescência (Figuras 31 - 32), utilizando a marcação 

simultânea com os anticorpos anti-Cx43 e Faloidina (anti F-Actina). Os resultados 

encontrados (Figura 31 B) indicaram a localização da Cx43 

essencialmente na membrana plasmática das células J774-G8, o que 

corrobora com os nossos dados de acoplamento em experimentos de injeção 

de corantes (Figura 25), bem como com a literatura (FORTES et al.,2004).  
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Paralelamente, foi feita a imunomarcação das células com anticorpo F-actina 

conjugado a faloidina demonstrando que os filamentos de actina estão distribuídos 

de forma homogênea pelas células J774-G8, sendo observados, principalmente, 

próximo à membrana plasmática (Figura 31 C). Estes dados estão em completa 

consonância com ALLISON et al (1971), indicando que os filamentos de actina e 

microtúbulos estão espalhados pelo citoplasma e com forte concentração próxima à 

superfície celular (membrana plasmática) e estariam envolvidos na mobilidade dos 

pseudópodes, bem como no tráfico vesicular e de organelas.  

Estudos recentes mostraram que os filamentos de actina são importantes 

durante a invasão de tripomastigotas nas células hospedeiras. A despolimerização 

da actina estimularia a invasão do parasita (CALER et al., 2000; VIEIRA et al., 2002; 

NAGAJYOTHI et al., 2008). 

Complementando os nossos achados, conseguimos demonstrar, pela 

primeira vez, a co-localização das proteínas Cx43 e F-actina em células migratórias 

do sistema imunológico, indicando que a Cx43 estaria interagindo com o 

citoesqueleto em um possível processo de ancoramento, sendo este decisivo para a 

formação de canais juncionais funcionais (Figura 31 D). Os hemicanais juncionais 

(conexons) são transportados do complexo de Golgi até a membrana plasmática, 

através de microtúbulos, e precisam desta estrutura para que possam ser inseridos 

na membrana plasmática (MUSIL and GOODENOUGH, 1993; DHEIN, 1998, 

GAIETTA et al., 2002; SEGRETAIN and FALK, 2004). No entanto, até o presente 

momento, nenhum trabalho fez esta associação em células que possuem um 

comportamento dinâmico, como as células macrofágicas.   

GIEPMANS and MOOLENAR (1998) demonstraram que as junções 

comunicantes formadas pela Cx43 também interagem com outras proteínas. Através 

de experimentos de imunoprecipitação e imunofluorescência, demonstraram que a 

região carboxiterminal da conexina43 pode interagir com o 2º domínio PDZ da 

proteína ZO1 (Zona Ocludens 1), uma proteína associada às junções do tipo Tight 

(Tight Junction) e que, segundo estes estudos estariam envolvidas com o 

ancoramento das conexinas na membrana plasmática. Além disso, MATSUSHITA et 

al. (1999) demonstraram que a Cx43 também poderia estar relacionada com outras 

proteínas celulares, como por exemplo, integrina, desmoplaquinas (proteínas 
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formadoras de desmossomos), caderinas (proteínas formadoras de junções de 

aderência) e laminina.  

GIEPMANS (2004) demonstrou um modelo de organização estrutural e 

molecular das junções celulares envolvidas com adesão e comunicação 

celular, esta última por intermédio de junções comunicantes formadas 

particularmente pela Cx43. Dentre as proteínas envolvidas neste esquema 

merecem destaque a -catenina e -actinina, estando estas envolvidas com a 

formação do citoesqueleto e inserção da conexina na membrana plasmática, como 

podemos observar na Figura 33.  

 

 

Figura 33.  Esquema indicando as proteínas que possivelmente estariam envolvidas na inserção da 

Cx43 na membrana plasmática (adaptado de Giepmans, 2004). 

 

De acordo com GIEPMANS (2004), a proteína -catenina está presente no 

complexo de proteínas que estão associadas com a proteína de adesão E-caderina, 

co-localizada e co-imunoprecipitada com a Cx43. Segundo FUJIMOTO et al (1997), 
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as -cateninas estariam co-localizadas com a Cx43 no início da formação da placa 

juncional na membrana plasmática, sendo essenciais no endereçamento e inserção 

da conexina na membrana, como foi observado em ensaios de microscopia 

confocal. 

Os mesmos experimentos de imunofluorescência também foram 

realizados em culturas de células infectadas com o parasita T. cruzi no perido de 72 

h (FIGURA 32) e os resultados obtidos indicaram que a marcação para a proteína 

Cx43 não ocorria na membrana, mas encontrava-se no citoplasma (Figura 32 B) e 

que houve uma evidente diminuição da marcação com a Faloidina (Figura 32 C).   

Na Figura 32 D observamos que as células marcadas para Cx43 no 

citoplasma não apresentaram marcação para faloidina indicando que a 

desorganização no citoesqueleto poderia estar impedindo as células de se 

comunicarem uma vez que a proteína Cx43 fica confinada no citosol e não consegue 

ser inserida na membrana da célula. Considerando que as moléculas de actina (que 

no macrófago corresponde à F-actina) e que, segundo GIEPMANS (2004), é 

importante para inserção da conexina na membrana, haja visto que as vesículas 

contendo a proteína conexina ao sairem do complexo de Golgi utilizam os 

microtúbulos como via de endereçamento proteico para membrana plasmática 

(SEGRETAIN and FALK, 2004). 

Deste modo, além de notar uma diminuição da expressão da Cx43 na 

membrana plasmática de células macrofágicas J774-G8, foi possível observar 

que a infecção com os parasitas pode alterar a organização celular. 

A partir destes achados, podemos inferir que a comunicação juncional em 

macrófagos pode ter um papel importante no microambiente inflamatório, uma vez 

que é capaz ser modulada por fatores que ativam a resposta imunológica inata, bem 

como tem a sua expressão alterada em diversos momentos da infecção parasitária, 

o que nos remeter a um papel de destaque no ambiente infecto-inflamatório. 

Para tanto, é necessário que se façam experimentos de microscopia com 

imunofluorescência e injeções de corante para que possamos de fato afirmar que as 

células J774-G8 não fazem comunicação juncional após infecção com o T. cruzi.  
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7. CONCLUSÕES 

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

7.1. As células da linhagem macrofágica J774-G8 tratadas com fatores 

pró-imuno inflamatórios combinados apresentaram alterações no crescimento 

celular, formando grumos de células, mas não demonstraram alterações 

morfológicas;  

7.2. As células da linhagem macrofágica J774-G8 infectadas com o 

parasita T. cruzi apresentaram não só alterações no crescimento celular, como 

também demonstraram alterações morfológicas, acompanhadas de morte celular;  

7.3. As células de linhagem macrofágica J774-G8 tratadas com fatores 

pró-imuno inflamatórios combinados apresentaram sua comunicação juncional 

modulada positivamente;  

7.4. A expressão proteica de Cx43, analisada por western blot, mostrou-se 

aumentada em células de linhagem macrofágicas J774-G8 infectadas em 48 horas 

com o T. cruzi, quando comparadas com as células não infectadas;  

7.5. As proteínas Cx43 e F-actina estão co-localizadas na membrana 

plasmática de linhagem macrofágica J774-G8;  

7.6. As células J774-G8 infectadas com o T. cruzi sofrem uma sensível 

redução nas proteínas Cx43 e F-actina localizadas na membrana, após 72 horas de 

infecção. 
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