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RESUMO

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi.
Relatorios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) calculam que 6 a 7 milhdes de
pessoas estdo infectadas em todo o mundo. Na infeccdo chagéasica, o parasita é
capaz de prejudicar o funcionamento das células hospedeiras através de mudancas
na comunicagcdo celular. No entanto, essas juncdes ndo estdo totalmente
caracterizadas em macréfagos. Seus mecanismos reguladores ainda merecem
esclarecimentos, principalmente antes de mudancas patologicas, como nos
processos infecciosos e inflamatérios causados por T. cruzi. Assim, o objetivo
principal deste estudo foi avaliar a modulagdo estrutural e funcional das juncdes
comunicantes, formadas pela Conexina 43 em linhagens macrofagicas J774-G8
apos a ativacao com fatores pré-imuno inflamatérios e na infecgdo com o T. cruzi.
Os seguintes testes foram realizados: Imunoeletroforese (Western Blot) para
analisamos a expresséo da conexina 43. Imunofluorescéncia utilizando marcadores
especificos para conexina 43 e F-actina; e ensaios de corante intracelular de
microinjecdo em ceélulas normais ativadas com Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a)
e Interferon-y (IFN-y) e infectadas com o parasita em sua forma tripomastigota de
cepa Y. Os resultados mostraram que células de linhagem macrofagica J774-G8
apresentam alteracdes significativas em seu perfil de comunicacao intercelular por
juncdes comunicantes, quando submetidas ao microambiente estimulado com
fatores pré-imune inflamatérios. Experimentos de inje¢cBes intracelulares de corante
em culturas previamente tratadas com IFN-y e TNF-a de forma combinada, e em
incubacdes de até 48h, aumentaram significativamente a comunicacdo mediada por
juncdes comunicantes. E, ensaios de western blot mostraram que em 48h houve
aumento significativo na comunicacdo mediada por juncfes comunicantes e a
imunofluorescéncia em culturas infectadas com T. cruzi e em incubacdes de até 72h
mostraram que a conexina 43 ndo estava presente na membrana e que,

possivelmente, estaria retida no citoplasma.

Palavras-chave: Juncdes comunicantes, Conexina 43, Macréfagos 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-a (TNF-a) and Interferon-y (IFN-y) 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-y and TNF-a 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. INTRODUCAO

A Tripanossomiase Americana, ou doenca de Chagas, tem como agente
etioldgico 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 contaminac¢ao da conjuntiva, das mucosas ou de
lesbes cutaneas com as fezes do hospedeiro invertebrado, espécies de hemipteros
hematofagos pertencentes a familia Ruduvidae e subfamilia Triatominae,
comumente conhecidos como “barbeiros”, como Triatoma infestans, Rhodnius
proxilus e Panstrongylus megistus sendo os vetores mais comuns (NORMAN and
LOPEZ-VELEZ, 2013).

Esta doenca acomete 6 e 7 milhdes de pessoas em todo o mundo,
principalmente nas Américas, causando cerca de 12.000 mortes por ano (WHO,
2015).

Na infeccdo chagasica, diversos sistemas fisiologicos sofrem alteracdes e
parte destas complicacbes estd associada a alteracdo funcional das juncdes
comunicantes que sao canais transmembrana que permitem a comunicacéo direta
nos tecidos (DHEIN, 1998).

As juncbes comunicantes sdo formadas por uma familia multigénica de
proteinas transmembranares denominadas conexinas. Fazem parte da familia
destas proteinas 21 conexinas em humanos (SALAMEH and DHEIN, 2011). As
conexinas compdem diversos sistemas fisioldgicos, porém estas juncdes nao estao
inteiramente caracterizadas em alguns sistemas. Dentre estes, podemos destacar o
sistema imunoldgico e, particularmente, os macrofagos que participam do processo
de resposta inata (BENNET et al, 2003; SAEZ et al, 2003).

A caracterizacdo morfolégica e funcional das juncdes comunicantes em
macrofagos, em particular a conexina 43 - proteina presente neste sistema - tem
sido alvo de estudo de diversos grupos, pois tém um papel-chave na homeostase
dos tecidos, na inflamacéo e reparacdo (DE MAIO et al, 2002; CHANSON et al,
2005), bem como na hematopoiese (MONTECINO-RODRIGUEZ et al, 2000), no
entanto, seus mecanismos regulatérios ainda merecem esclarecimentos,
principalmente diante de alteracbes patolégicas, como nos processos infecto-

inflamatorios causados pelo T. cruzi.



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

De acordo com diversos achados, ainda é possivel inferir que as juncdes
comunicantes tenham outros papéis potencialmente importantes na resposta
imunolégica, como por exemplo, o de "alertar" células vizinhas através de moléculas
de sinalizacdo, o que pode ajudar no recrutamento de componentes associados a
resposta imunoldgica inata e adaptativa (HANDEL et al, 2007).

Portanto, diante deste cenério, € importante entender possiveis mecanismos
que possam ser utilizados para que o processo infecto-inflamatério causado pelo
protozoéario Trypanosoma cruzi seja melhor compreendido e, assim, combatida com
mais eficiéncia. Desta forma, ao estudar a comunicacao juncional em macrofagos,
sera possivel ndo s6 compreender a funcao das juncées comunicantes neste tipo de
célula migratéria, como também vislumbrar perspectivas para a modulacdo destas
estruturas o que, consequentemente, contribuird para o desenvolvimento de

ferramentas que melhorem o desempenho destas células nesta patologia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1) DOENCA DE CHAGAS
2.1.1. Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana, ou Doenca de Chagas, tem como o agente

etioldgico o Trypanosoma cruzi que vive e se multiplica no interior das células de
uma variedade de tecidos e determina, no homem, quadros clinicos com
caracteristicas e consequéncias diversas (DURAN-REHBEIN et al., 2014).
O parasita é transmitido, geralmente, através da contaminacdo da conjuntiva, das
mucosas ou de lesbes cutaneas com as fezes e urina de um hospedeiro
invertebrado, espécies de hemipteros hematéfagos pertencentes a familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae (comumente conhecidos como “barbeiros”),
como Triatoma infestans, Rhodnius proxilus e Panstrongylus megistus sendo os
vetores mais comuns (NORMAN and LOPEZ-VELEZ, 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 doenca foi descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Dr. Carlos Justiniano
Ribeiro das Chagas (STEVERDING, 2014). Fato Unico na historia da medicina,
Chagas conseguiu estabelecer a etiologia e o ciclo parasitario, identificar os insetos
vetores, os reservatérios domésticos e silvestres e descrever a doenca e seu
diagnéstico (LACERDA, 2009; TEIXEIRA et al., 2011).



Esta doenca é reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
uma das 13 doencgas tropicais mais negligenciadas do mundo afetando entre 6 e 7

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

de 12.000 mortes por ano (WHO, 2015) (Figura 2).
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Figura 2: Mapa de prevaléncia estimada de Infec¢éo por Trypanosoma cruzi. De acordo com o mapa,
0s paises latino-americanos, principalmente o Brasil, possuem o maior indice de infeccdo com T.

cruzi, (BERN, 2015).

2.1.2. Ciclo Bioldgico do Trypanosoma cruzi
O T. cruzi, assim como outros tripamossomatideos, apresenta um ciclo de

vida heteroxénico, ou seja, com hospedeiros vertebrados mamiferos (que pode ser o

homem) e insetos hemipteros (barbeiro) (TEIXEIRA et al, 2011).



O ciclo de vida do T. cruzi é complexo, com varias formas de desenvolvimento
nos insetos vetores e hospedeiros mamiferos (RASSI et al.,, 2010; RASSI et al.,
2012). De acordo com a Figura 3, a contaminacédo do barbeiro ocorre pela succao
de sangue de mamiferos infectados com parasitos na forma tripomastigota - formas
infectivas - que vao para o estdbmago do inseto e se diferenciam em epimastigotas
(RASSI et al., 2012).

Quando as formas epimastigotas alcancam o intestino, comecam a se
multiplicar sucessivamente por divisdo binaria e aderem-se as membranas
perimicrovilares que sdo secretadas pelas células intestinais. Esta adeséo ocorre
predominantemente pela regido do flagelo (TEIXEIRA et al, 2011).

Posteriormente, 0os epimastigotas se soltam e se movem para o intestino posterior,
onde iniciam o processo de diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos
(TEIXEIRA et al, 2011).

A infeccdo de mamiferos ocorre quando eles entram em contato com as
formas metaciclicas infecciosas dos parasitos eliminados com as fezes e urina dos
triatomineos infectados durante o ato de alimentacdo destes insetos (RASSI et al.,
2010). Os tripomastigotas metaciclicos acessam a circulacdo sanguinea, 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 sao liberados apds 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 circulacdo, serem capturados pelo inseto vetor,
reiniciando o ciclo (DE SOUZA, 2000).
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Figura 3: Figura esquemética do ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi no barbeiro e no
homem. O vetor triatomineo, ao se alimentar de sangue de um mamifero 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 metaciclicos
infecciosos, que sdo eliminados com as fezes e urina do vetor. A infecgdo de mamiferos ocorre
guando eles entram em contato com as formas metaciclicas infecciosas dos parasitos eliminados
através de lesdes cuténeas ou pela mucosa. Estas formas acessam a circulagdo sanguinea e
invadem muitos tipos de células nucleadas. No citoplasma, as tripomastigotas se diferenciam na
forma amastigota e se multiplica por fissbes binarias sucessivas. No final deste periodo, os
amastigotas sdo transformados em tripomastigotas, as rupturas das células hospedeiras e os
tripomastigotas sédo libertados para a circulagdo. Os parasitas circulantes podem entéo invadir novas
células e iniciar novos ciclos replicativos ou, infectar vectores que se alimentam no hospedeiro
(BERN, 2015).



2.1.3. Aspectos clinicos da Doenca de Chagas

O parasito pode ser transmitido por diferentes formas: transmissao vetorial
(parasito-hospedeiro) (GARCIA and DUARTE, 2016); por transfusdo de sangue ou
transplante de 6rgdos (COURA, 2015), transplacentaria (da mée para o filho em
qualguer periodo da gestacdo) (GONTIJO et al, 2009; HOWARD et al, 2014),
transmissao acidental, oral (em decorréncia da ingestao de alimentos contaminados
como o caldo de cana de acucar, sucos de acai e goiaba com formas
tripomastigotas metaciclicas) (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 aparegam sinais e
sintomas, provavelmente devido ao pequeno numero de parasitos que invadem o
hospedeiro (RASSI et al., 2000).

A doenca tem efetivamente duas fases clinicas (Figura 4) (CHATELAIN,
2017): a fase aguda (fatal para 2-8% das pessoas infectadas) dura até oito semanas
e geralmente é assintomatica ou ndo reconhecida. E caracterizada por alta
parasitemia e parasitismo tecidual (RASSI JR. et al., 2010).

Os sintomas sao geralmente leves e inespecificos e incluem febre, mal-estar,
hepatoesplenomegalia e linfocitose atipica. Em raros casos, um nédulo cutaneo
(chagoma) ou edema de palpebras prolongado indolor (sinal de Romafia) pode
indicar o local da inoculagéo. (WHO, 2010; RASSI JR et al., 2010; BERN, 2011). Em
menos de 1% das infec¢bes, a fase aguda é grave e com risco de vida por causa de
meningoencefalite ou miocardite (BERN, 2011).

O sistema imunolégico do hospedeiro é entdo ativado, resultando numa
reducdo dramédtica na carga do parasita com controle subsequente da infeccao
(FREITAS et al., 2005) entrando na chamada fase cronica da doenca que pode ser
dividida em duas fases: a fase cronica assintomatica (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 Infeccdo € controlada, mas o sistema
imunologico ndo impede a progressao da doenca (CHATELAIN, 2017).

O estagio crbnico, sintomatica (ou determinada) se desenvolve em 10% a
40% dos pacientes tipicamente apds décadas (BERN, 2015). Os processos

patolégicos, que surgiram na fase aguda, ndo desaparecem por completo e a



infeccdo 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 clinica, existem fortes evidéncias da
participacdo do sistema imune na patogénese da doenca de Chagas (DUTRA and
GOLLOB, 2008). A presenca do parasito parece ser fundamental para o
desencadeamento do processo de surgimento das lesdes e estudos correlacionam a
presenca do parasito, ou pelo menos de seus antigenos ou DNA, com os focos
inflamatorios teciduais (MENEZES, 2015).
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Figura 4: Progressdo da doenca de Chagas (adaptado de TARLETON, 2003). A infeccdo por
Trypanosoma cruzi consiste em uma fase de doencga aguda caracterizada por elevagdo da carga
parasitaria (verde). A resposta imune reduz a carga parasitaria a niveis baixos / indetectaveis. A
doenca de Chagas entdo progride para a fase crdnica, cuja gravidade (azul) depende do tempo
desde a infec¢do e estado imunolégico do hospedeiro ou antecedentes genéticos. Trinta a 40% dos
pacientes chagasicos na fase cronica desenvolverdo manifestagfes clinicas como cardiomiopatia ou
megacolon; Os 60 a 70% restantes permanecerdo assintomaticos (forma indeterminada da doenca).

M, més; A, ano.

2.1.4. Interagéo T.cruzi - Célula Hospedeira

As formas tripomastigotas sdo capazes de infectar células cultivadas de
mamiferos utilizando um processo que envolve duas etapas separadas (SOUZA,

2002). Em primeiro lugar, o parasita liga-se a superficie da célula-alvo num processo
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que é mediado principalmente por glicoconjugados expostos a superficie de
parasitas e de células-alvo (COLLI and ALVES, 1999; ACOSTASERRANO et al.,
2001; VIEIRA et al., 2002) resultando na internalizacdo do parasito na célula
hospedeira.

Estudos recentes mostraram que os filamentos de actina sdo importantes
durante a invasédo de tripomastigotas tanto em células fagociticas profissionais ou
nao-profissionais (VIEIRA et al., 2002; NAGAJYOTHI et al., 2008). O tratamento
prévio de células hospedeiras com citocalasina D, um farmaco que promove a
despolimerizagdo da actina, estimula a invasdo do parasita (CALER et al., 2000).
Além disso, descreve-se um fator sollvel proteolitico gerado pelos tripomastigotas
para promover uma desmontagem do microfilamento cortical na célula hospedeira
(RODRIGUEZ et al., 1995). Este evento permite a migracdo de lisossomas
dependente de cinesina induzida por Ca*" até o ponto de internalizacéo do parasita
(RODRIGUEZ et al., 1996). No entanto, no caso dos macréfagos, observacoes
morfolégicas precoces sugeriram uma internalizacdo fagocitaria com a formacao de
um vacuolo endocitico contendo o parasita (DE CARVALHO and DE SOUZA, 1989;
VIEIRA et al., 2002). Além disso, as formas tripomastigotas experimentam uma
diminuicdo acentuada nas suas taxas de internalizacdo quando macrofagos sao
previamente tratados com farmacos despolimerizadores de microfilamentos (CALER
et al., 2000) ou quando os ensaios de interacdo sdo feitos a temperaturas de
arrefecimento, uma condicdo experimental em que a reorganizacdo de
microfilamentos de actina € prejudicada.

Em cardiomidcitos embrionarios de camundongos infectados pelo T. cruzi,
sofreram alteracfes eletrofisiolégicas e estruturais, tais como quebra de filamentos
de citoesqueleto, incluindo miofibrilas (MELO et al., 2006; TANIWAKI et al., 2006) e
perda de adeséao focal (MELO et al., 2004).

O ion calcio é um importante segundo-mensageiro em células eucaribticas e
diversos trabalhos ja descreveram os efeitos da infeccdo pelo T. cruzi nos niveis e
na dindmica do célcio na célula hospedeira. Um estudo pioneiro de infeccdo de
células HelLa pelo T. cruzi realizado por OSUNA et al. (1990), demonstrou que
houve um aumento de calcio intracelular, e que este aumento esta relacionado com

0 processo de invasao da célula.



Este influxo de Ca?' intracelular parece ser induzido por fatores sollveis
secretados pelas formas tripomastigotas, criando um cenario favoravel para a
entrada do parasito na célula hospedeira: um aumento no célcio citoplasmatico
libera mais célcio estocado no reticulo endoplasmatico via IP3 e induz a
despolimerizagdo de filamentos de actina, facilitando a migracdo de lisossomos
necesséria para a invasado da célula pelo parasito (VIEIRA et al., 2002; ADESSE, et
al, 2010). Utilizando Ilisados proteicos de tripomastigotas, BARR E
COLABORADORES (1996) verificaram um aumento nos niveis de célcio em
cardiomidécitos obtidos de cées, induzido por uma enzima processadora do agonista
de célcio, 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 endoplasmatico promovendo um aumento nos niveis de
calcio intracelular (CALER et al., 1998).

Por outro lado, em cardiomiécitos murinos, apenas a adesdo da forma
tripomastigota a membrana do midcito induziu aumentos sustentados no calcio
intracelular, também essencial para a invasao da célula hospedeira (GARZONI et al.,
2003). Além de ter um papel na invasdo do parasito, os niveis de calcio
citoplasmatico parecem ter relevancia para a multiplicacdo das formas amastigotas
(ADESSE et al, 2010).

2.2. JUNCOES COMUNICANTES

2.2.1. Estrutura e Organizacdo das Juncdes Comunicantes

As juncdes comunicantes (GJCs) ou gap junction, sdo canais intercelulares e
hidrofilicos formados por proteinas transmembranares que permitem a troca de
nutrientes, metabolitos (adenosina difosfato [ADP], glucose, lactato e Glutamato,
entre outros), ions (permitindo o acoplamento elétrico), segundos mensageiros
(adenosina monofosfato ciclico [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-GOMEZ et al, 2016). As GJCs tém papéis
cruciais em muitos processos, incluindo diferenciacdo, atividade neuronal,
desenvolvimento, respostas imunes e sincronizagao celular (GOODENOUGH and

PAUL, 2003). Além disso, varias doencas humanas que possam vir a interromper a
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homeostase em que o organismo humano se encontra sdo causadas por mutagdes
nas conexinas, incluindo doencas neurodegenerativas, doengas da pele, surdez e
anomalias do desenvolvimento (SAEZ et al, 2003; VILLANELO et al, 2017).

As juncbes comunicantes consistem de dois hemicanais, denominados
conexons, de estruturas heptalaminares, apresentando um padrdo hexagonal de
subunidades de 7 a 8nm de diametro (GOODENOUGH and PAUL, 2009), e com
espacos de aproximadamente 2 a 4nm entre as membranas das células adjacentes
(GOODENOUGH and PAUL, 2003). Cada um composta por seis mondémeros de
subunidade de conexina dispostas em torno de um poro central de diametro de
1.5nm, permitindo que através do alinhamento dos hemicanais na membrana se
tenha a comunicacdo 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 organizacdo dos canais juncionais na membrana plasmatica. As
juncdes comunicantes consistem de dois hemicanais, denominados conexons. Estes, apresentam um
padrdo hexagonal com espagos de aproximadamente 2 a 4nm entre as membranas das células
adjacentes. Cada um composta por seis monémeros de subunidade de conexina dispostas em torno
de um poro central de diametro de 1.5nm permitindo que através do alinhamento dos hemicanais na
membrana se tenha a comunicagdo entre as membranas das células adjacentes (MAKOVSKI et al.,
1977 adaptado por ALBERTS et al., 1994).

Os conexons podem ser homomeéricos, constituidos de conexinas iguais, ou
heteroméricos, quando sdo formados por conexinas diferentes. Em relacdo aos
canais juncionais podemos classifica-los em homotipicos, quando o canal e formado
por dois hemicanais idénticos ou heterotipico quando o canal é formado por dois
conexons diferentes (LAIRD, 2006; TALBOT and VERRECCHIA, 2012).

Ainda, podemos classificar os canais em mono-heteromérico, quando ha um
conexon homomérico e um conexon heteromérico, ou bi-heteromérico, quando o
canal e formado por dois conexons diferentes, e estes também sédo 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 0s tipos de conexons e canais juncionais formados por
associagdo de conexinas iguais ou diferentes. Os conexons podem ser homoméricos, constituidos de
conexinas iguais, ou heteroméricos, quando sdo formados por conexinas diferentes. Os canais
juncionais podem ser homotipicos, quando o canal e formado por dois hemicanais idénticos ou
heterotipico quando o canal é formado por dois conexons diferentes, ou ainda, mono-heteromérico,
quando ha um conexon homomeérico e um conexon heteromérico, ou bi-heteromérico, quando o canal
e formado por dois conexons diferentes, e estes também sao formados por conexinas diferentes,
estando as conexinas de um conexon alinhadas com conexinas diferentes no outro conexon
(MORENO, 2004).

2.2.2. Propriedades das Juncbes Comunicantes

A atencdo a densidade eletrdnica levou a 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 sensivel a concentracéo
de Ca** e que estes céations divalentes promoviam a alternancia entre os dois
estados do canal. Portanto, foi estabelecido pela primeira vez que as GJCs
poderiam ndo so transportar solutos, mas também, regular a permeabilidade entre
as células (VILLANELO et al, 2017). Isso ocorre porque 0s canais intercelulares das
diferentes conexinas tém diferentes propriedades, incluindo canais condutancias

unitaria, dada por G; = I;/ V, e que varia em torno de 30 a 300 pS (pico-siemens —
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unidade de conduténcia elétrica) onde, G; representa a condutancia, l; representa a
intensidade de corrente que passa pelo canal juncional e V; a voltagem
transjuncional (VEENSTRA, 1999) e estados de condutancia mdultipla
(GOODENOUGH and PAUL, 2009).

Varios fatores podem influenciar a condutancia (Gj) das juncdes
comunicantes. Um destes fatores seria a dependéncia de voltagem transjuncional,
onde variacfes podem ser responsaveis pela abertura ou pelo fechamento do canal.
Em canais homotipicos esta dependéncia de voltagem e simétrica, sendo a
condutancia juncional modificada quando se altera a voltagem em qualquer uma das
duas células que estdo sendo analisadas (SPRAY et al., 1984). Ja em canais
heterotipicos a mudanca da condutancia juncional depende de qual das duas células
do par analisado tera a voltagem alterada (WERNER et al., 1989). A dependéncia de
voltagem das jungbes comunicantes varia de acordo com a conexina que forma o
canal juncional. Por exemplo, as conexinas 40 e 45 sdo mais sensiveis a variagdes
de voltagem transjuncional do que outras conexinas como a conexina 43 (DHEIN,
1998). Aléem dos fatores biofisicos, varios fatores bioquimicos podem modular a
condutancia juncional, dependendo em que conexina ou tecido estdo atuando.

Além disto, como ja citado, alguns fons como Ca?*, Mg* e H*, também
influenciam na abertura ou no fechamento de canais. Os hemicanais livres séo, na
sua maioria, fechados sob condicdes fisiolégicas (CONTRERAS et al., 2003), ou
seja, porque tém baixa probabilidade de abertura (OP) devido a uma ou mais dos
seguintes mecanismos: (i) um blogueio por Ca?* e Mg®* extracelular em mM, (ii) um
potencial de membrana negativo que fecha a maioria dos hemicanais e (iii) a
modificacdo pos-traducéo (ie, fosforilagcdo) de alguns conexinas (CONTRERAS et
al., 2003; JOHNSTONE et al., 2012).

No entanto, os hemicanais podem abrir em condig¢des fisiologicas permitindo
a comunicacdo entre espaco extracelular e intracelular (SAEZ et al., 2010).
Evidéncias experimentais mostram que a abertura de hemicanais ativa caminhos
ligados a liberagdo ou absor¢cdo de moléculas paracrinas e autocrinas, tais como:
ATP (Figura 7), glutamato, PGE2, NAD+ e glutationa. Os hemicanais também
podem mediar a absorcédo de glicose, bem como ions extracelulares (RETAMAL et
al., 2015)
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Figura 7. Representacdo da abertura e fechamento de canais. Em condi¢des normais, os
hemicanais apresentam uma probabilidade de baixa abertura (OP). Assim, quando os hemicanais sao
normalmente fechados (t0, PO baixo), ndo hé troca com o meio extracelular. No entanto, quando os
hemicanais abrem (t1, OP mais elevado), moléculas tais como ATP e ca* podem fluir através deles.
O célcio pode ativar vias intracelulares e o ATP liberado da célula pode atuar como um sinal
paracrino ou autocrino. Portanto, a célula estd em um estado de comunicacdo (RETAMAL et al.,
2015).

Outros fatores podem influenciar a condutancia das juncdes comunicantes
como o pH, que interfere na condutancia juncional (diminuicdo) através da
acidificacao intracelular (DELMAR et al., 1999; SPRAY et al, 2006), algumas drogas
(La®*", mefloquina, carbenoxolona, octanol, heptanol, 4cido aracdénico) ou peptideos
miméticos conexinas (Gap 26, 27) podem diminuir o grau de acoplamento, ou seja, a
comunicacao entre as células (XIA and NAWY, 2003; RETAMAL et al, 2015).

2.2.3. Estrutura das Conexinas

As jungdes comunicantes sdo formadas por uma familia multigénica de
proteinas transmembranares denominadas conexinas. Possui uma topologia
estrutural com quatro dominios transmembrana apresentando uma estrutura em a-
hélice (TM1, TM2, TM3 e TM4); uma por¢cdo C-terminal (COOH); uma porgcdo N-
terminal (NHy); duas al¢cas extracelulares (E1 e E2), cada um com trés residuos de
cisteina conservados e, por isso, podem estar envolvidos na iniciacdo da interacao
entre conexons de células adjacentes e uma alca intracelular ou citoplasmética (AC)
entre as regides transmembrana 2 e 3. Estes dominios citoplasmaticos 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 regidao de
interface de AC e M3. Pelo contréario, os dominios COOH, NH; e AC tém um menor
grau de homologia. Estes diferentes graus de homologia séo atribuidos a diferentes
funcdes na regulacdo e as propriedades biofisicas dos GJCs (Figura 8) (HERVE et
al, 2004; DESPLANTEZ, 2017).

A andlise das diferentes conexinas indica que o dominio transmembrana, M3,
tem um caracter anfipatico, sugerindo constituir a regido central do canal juncional,
aguele que forma as paredes do canal (KUMAR and GILULA, 1996).
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&

Figura 8: Modelo topoldgico da proteina juncional (conexina) na membrana plasmatica. A
conexina possui uma topologia estrutural com quatro dominios transmembrana apresentando uma
estrutura em a-hélice (TM1, TM2, TM3 e TM4); uma porgcdo C-terminal (COOH); uma porgcdo N-
terminal (NHy); duas alcas extracelulares (E1 e E2) e uma alga intracelular ou citoplasmatica (AC)
entre as regides transmembrana 2 e 3 (Adaptado de KUMAR and GILULA, 1996).

As pesquisas sobre a multigenicidade da familia das conexinas tiveram inicio
na década de 1980. Os primeiros genes de conexina foram isolados e a posterior
analise do genoma humano revelou a existéncia de mais de 20 genes codificando
diferentes paralogos de conexina. (CRUCIANI and MIKALSEN, 2006; FUSHIKI et al,
2010).

A nomenclatura padréo 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 a e B ou y de acordo com a similaridade entre determinadas regides
da sequencia proteica primaria 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 ortélogos em outras espécies de vertebrados (Tabela 1.1)
(ABASCAL and ZARDOYA, 2013; GAJARDO-GOMEZ et al, 2016).

TABELA 1. A tabela mostra a familia multigénica das conexinas com 21 isoformas no genoma
humano e 20 no genoma de roedores e sua homenclatura padrdo baseada no peso molecular (SOHL
and WILLECKE, 2003).

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

2.2.4. Funcdes das Conexinas

Adicionalmente, a informagé&o sobre a liberag&o in vivo de moléculas através
de hemicanais é atualmente muito limitada. Entretanto, os dados disponiveis
sugerem que os hemicanais estdo de alguma forma envolvidos em diferentes

processos fisioldégicos, como o controle da adesdo de mondécitos em camundongos
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(WONG et al., 2006), a liberacdo de neurotransmissores de astrécitos na amigdala
basolateral (STEHBERG et al., 2012), a sinalizacdo de Ca?* em miécitos
ventriculares adultos (LI et al., 2012), a atividade de neurdnios sensoriais (RETAMAL
et al.,, 2014) e a fisiologia e patologia de células 6sseas (PLOTKIN, 2014). Além
disso, os hemicanais podem também participar na liberacdo de ATP a partir de
astrocitos para regular a transmissao sinaptica basal glutamatérgica (CHEVER et al.,
2014), na cicatrizacao de feridas (TAKADA et al., 2014), na funcéo renal (SIPOS et
al., 2009), no fluxo iénico em células de lente (BEYER and BERTHOUD, 2014;
MANDAL et al.,, 2015) e no processamento visual da retina (KAMERMANS et al.,
2001).

MutacBes nos genes das conexinas podem estar associadas a diversas
patologias graves (MESE et al, 2007). Além disso, a associacao das doencas com a
conexina especifica também enfatiza a singularidade de cada proteina, porque a
perda de uma isoforma n&o pode ser compensada pela presenca de outras
conexinas no mesmo tecido ou tipo de célula levando a defeitos fisiopatolégicos
(HARRIS, 2001).

AlteracGes nas conexinas 46 e 50 tém sido associadas ao desenvolvimento
de diferentes tipos de cataratas, respectivamente congénita e senil (WHITE and
BRUZZONE, 2000; BEYER and BERTHOUD, 2014).

Mutacdes no gene conexina 26 estdo associadas a surdez sindrémica (surdez
mais doenca de pele) e n&o-sindrémica (MARTINEZ et al., 2009). Atualmente, sabe-
se gue varias mutacdes pontuais em Cx26 induzem disturbios da pele e da audicao,
que juntos sdo conhecidas como sindrome de ceratite-ictiose-surdez (KID) (MEIGH
et al., 2014; SANCHEZ et al., 2014).

Outra doenca, como a de Charcot-Marie-Tooth (CMTX), afeta nervos
periféricos por demielinizacdo e por conseguinte as funcbes de nervos sensoriais e
motores. Segundo BERGOFFEN et al (1993), esta doenca esta associada a
mutacdes no gene codificante da conexina 32 devido a producéo alterada de mielina
por células de Schwann.

A Displasia Oculodentodigital (ODDD) trata-se de uma desordem hereditaria
negativa dominante causada por mutacdes no gene de codificacdo da conexina 43.
Os pacientes do ODDD apresentam anormalidades nos dedos das maos, dos pes,

dos olhos, do rosto e dos dentes. Os roedores que expressam mutagbes na

18



conexina 43 imitam o fendtipo observado em seres humanos (DOBROWOLSKI et
al., 2007, KOZORIZ et al., 2013).

As células cardiacas expressam Cx40, Cx43 e Cx45. Porém, a conexina 40 &
expressa apenas em sistema de conducao ventricular e atrial, enquanto a conexina
43 €, principalmente, expressa em cardiomiécitos (BAIl, 2014). Evidencias
experimentais demonstraram que na fibrilagdo atrial crénica, a conexina 40 esta
presente em quantidades maiores e com distribuicdo 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 alteracbes na
distribuicdo da proteina conexina 43 em coracdes de pacientes que desenvolveram
o quadro de doenca cardiaca isquémica apos o infarto do miocardio. O aumento da
atividade de conexina 43 HC apés infarto do miocardio (JOHN et al., 1999,
JOHANSEN et al., 2011) conduz ao mau funcionamento dos cardiomidcitos devido a
uma entrada macica de Ca®** e Na* (LI et al., 2001; RETAMAL et al, 2015). Além
disso, também contribui para a fibrose cardiaca (LU et al.,, 2012) e aumento da
insuficiéncia cardiaca. Em camundongos “Knockout”’, muta¢gdes na conexina 43
podem levar ao surgimento de malformacdes cardiacas que levam a diminui¢do da
sobrevida do animal (SEVERS et al., 2004)

A conexina 43, sob condicdes fisioldgicas, também exerce funcdo no sistema
nervoso (SN), como por exemplo, em modulacdo (STEHBERG et al.,, 2012,
CHEVER et al.,, 2014). Além disso, foi demonstrado que algumas condicdes
patolégicas aumentam em particular a atividade dos hemicanais de astrécitos
formados por conexina 43, os quais foram correlacionados com o0 mau
funcionamento neuronal e morte (ORELLANA et al., 2012).

As conexinas desempenham um papel fundamental na homeostase de
orgaos e tecidos permitindo que citoplasmas de células adjacentes, troquem
metabolitos e informagdes necesséarias para a manutencdo dos tecidos e de suas
respectivas fungdes (HERVE et al, 2004).

2.2.5. Conexinas na Formacéao e das Jun¢gcbes Comunicantes

As conexinas sdo sintetizadas pelos ribossomos no reticulo endoplasmatico

(RE), sendo co-traduzidas integralmente na membrana do reticulo endoplasmatico
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rugoso (SEGRETAIN and FALK, 2004; FALK et al, 2016). Apds esta etapa, a
conexina é fosforilada, podendo ser oligomerizada sob forma de conexons ainda no
reticulo endoplasmatico rugoso e transportada para o complexo de Golgi (Cx26 e
Cx32), ou primeiramente transportada e sO depois oligomerizada no complexo de
Golgi (Cx43) (SEGRETAIN and FALK, 2004; EVANS et al, 2006). Apdés a
oligomerizacdo, o conexon (dentro de vesiculas exociticas) é transportado do
complexo de Golgi até a membrana plasmatica da célula através de microtubulos
(Figura 9) (DHEIN, 1998, GAIETTA et al., 2002; SEGRETAIN and FALK, 2004).

Através de ensaios com a proteina recombinante Cx43, utilizando técnicas de
microscopia confocal e microscopia eletronica de transmisséo
(Imunoeletromicroscopia), GAIETTA et al. (2002) observaram que as proteinas pré-
formadas séo inseridas nas bordas das placas de juncdes comunicantes localizadas
na membrana plasmatica. Enquanto a placa € repovoada com conexinas novas, as
conexinas antigas centralizam-se, até deixarem a placa dentro de vesiculas
endociticas que irdo se fundir com lisossomos e proteossomos (GAIETTA et al.,
2002; SEGRETAIN and FALK, 2004).
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Figura 9. Representacdo esquematica das etapas que levam a sintese, montagem e
degradacdo de canais de membrana de juncdo gap. A biossintese e degradac¢do da gap junction
envolve (1) sintese de polipeptidios de conexina em membranas de reticulo endoplasmatico, (2)
oligomerizacdo de conexons homo- e heteromérico de gap junction (hemicanais), (3) passagem
através das pilhas de Golgi, (4) armazenamento intracelular (6) inser¢cdo de conexdes na membrana
plasmatica, (7) difusé@o lateral dos conexons na membrana plasmética, (8) agregacdo de canais de
juncdo de lacunas individuais em placas, (9) Estabilizacdo de extremidades mais elevadas dos
microtibulos periféricos através da ligacdo a das gap junctions com base em Cx43, (10)
internalizacédo da placa de canal que conduz a jung¢des anulares citoplasmaticas e (11) degradacéo
completa através de vias lisossémicas e proteossOmicas. (adaptado de SEGRETAIN and FALK,
2004).

As conexinas sdo proteinas de curta duragdo. No coragdo de mamiferos, a
producdo de conexina 43 possui uma meia-vida de 2-4 horas (LAIRD, 2005; LAIRD,
2006), mas € provavel que haja variacdo. A conexina 49, por exemplo, expressa em
tecido de lente ovina, tem uma meia-vida de 10 horas (BREIDERT et al, 2005). O

trafego e montagem das conexinas é rapida e altamente regulamentada varia de 3 a
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30 minutos, com uma velocidade de formacdo de 1,3 canais por minuto (DHEIN,
1998; BERTHOUD et al, 2004).

Tradicionalmente, as conexinas foram consideradas como simples proteinas
formadoras de poros que exibem pouca ou nenhuma interacdo com outros
componentes celulares. Assim, grande parte dos trabalhos sobre jungbes foi
centrado na estrutura e na funcdo das conexinas (SPRAY et al, 1999). Hoje, é
sabido que, as conexinas tém interacdes ricas com uma miriade de outras proteinas
que podem revelar-se importantes em aspectos biolégicos da abertura das juncoes,
incluindo fungéo, regulacéo e estrutura (Figura 10) (DUFFY et al, 2002).

As funcdes das conexinas dizem respeito a onde se associam com proteinas
acessorias durante o transito para a membrana plasmatica. Sugere-se que, as
proteinas interagem com a cauda C-terminal citoplasmatica das conexinas incluindo
as proteinas de juncdo aderentes: zonas ocludentes (ZO-1) - proteina de andaime
citoplasmatico que interage diretamente com conexina 43 e outras conexinas
através de seu dominio PDZ-2, ocludinas e claudinas (especificas para conexina
32), tubulina e Src quinase - molécula efetora de vias de sinalizacdo multiplas, como
as que envolvem MAPK e PKC (DUFFY et al, 2002; EVANS et al, 2006; THEVENIN
et al., 2013). Outras proteinas associadas a conexina 43 estdo continuamente sendo
identificados, e agora incluem drebrin (BUTKEVICH et al, 2004), p120 catenina -
envolvida na modulacéo de células em motilidade e CIP150 (AKIYAMA et al, 2005).
Integrina a5 associada especificamente com a conexina 43 influencia o gating do
canal durante tensdo de cisalhamento (LAIRD, 2005; EVANS et al, 2006). A
calmodulina é integrada na abertura das juncdes via biogenética (PERACCHIA,
2004), sugerindo interacdo com conexinas. Outros estudos mostram que a
calmodulina é importante Na oligomerizacao das conexinas (AHMAD et al, 2001).

Além disso, estudo feito por PIEH et al. (2007) mostraram que filamentos de
actina (corados com rodamina-faloidina) estdo colocalizados com placas de juncéo
de gap Cx43-GFP e vesiculas de juncdo. Sugerindo o papel de estabilizacdo e
internalizacdo da actina em juncgéo gap (BUTKEVICH et al., 2004; FALK et al, 2016).
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Figura 10. Esquema mostrando os parceiros de ligacdo conhecidos para conexinas. As
funcBes das conexinas dizem respeito a onde se associam com proteinas acessérias durante o
transito para a membrana plasmatica. As proteinas que interagem com as conexina sdo proteinas de
juncdo aderentes - zonas ocludentes (ZO-1) que interage diretamente com conexina 43 e outras
conexinas através de seu dominio PDZ-2, ocludina e claudinas (especificas para conexina 32),
tubulina e Src, p120 e filamentos de actina (DUFFY et al, 2002).

2.3. SISTEMA IMUNOLOGICO E INFLAMACAO

Imunidade refere-se a protecdo ou resposta contra um micro-organismo ou
uma substéncia estranha (antigeno) mediada por uma gama de moléculas, células e
tecidos, chamados de sistema imune (CRUVINEL, 2010; ABBAS, 2011). A resposta
imunoldgica se divide em imunidade inata ou natural e imunidade adaptativa ou
adquirida. A primeira representa a linha de defesa inicial contra um agente
patogénico, consistindo em mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que ja
existiam antes do estabelecimento de uma infec¢céo e que estdo programados para

responder rapidamente a infec¢cdes. A segunda é estimulada pela exposicdo a

agentes infecciosos, ou seja, surge em resposta a infecgao e se “adapta” a infecgao
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(Figura 11) (MEDZHITOV and JANEWAY JR, 2000; CRUVINEL et al, 2010; ABBAS
et al, 2011).

A Inflamac&o € uma reacdo complexa do tecido vascularizado a infeccao, a
exposicdo a toxina ou a lesdo celular envolvendo acumulo extravascular de
proteinas plasmaticas e leucdcitos. Reacdes inflamatérias estdo envolvidas em
véarias condi¢des patoldgicas, incluindo doencas agudas e cronicas. (CUZZOCREA,
2005). E caracterizado pela liberacdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento e pela transmigracdo de células inflamatdrias, tais como neutrofilos,
mondcitos, macréfagos, complemento, citocinas e proteinas de fase aguda, do
sangue para o tecido afetado. As respostas imunes adaptativas locais também
podem promover inflamacgdo (MEDZHITOV et al, 1997; CHEN and NUNEZ, 2010).
Embora a inflamacédo sirva a uma funcdo protetora no controle de infeccdes e
promogédo de reparo tecidual (MOSSMAN and CHURG, 1998; ROSS, 1999;
COUSSENS and WERB, 2002; WEINER and FRENKEL, 2006).
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Figura 11. Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial contra infeccdes e E
caracterizado pela liberacdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento e pela transmigracéo
de células inflamatérias, tais como neutréfilos, mondcitos, macréfagos, complemento, citocinas e
proteinas de fase aguda, do sangue para o tecido afetado. A resposta imune adaptativa
desenvolvesse posteriormente e consiste na ativagdo dos linfécitos T e linfécitos B. A resposta
adaptativa tem memoéria, de modo que a exposicdo subsequente leva a uma resposta mais vigorosa e

rapida, porém leva varios dias ou semanas para ser desenvolvida. (ABBAS et al, 2011).
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Durante os primeiros estagios da infec¢cdo ou dano tecidual, hd liberacdo de
citocinas de macréfagos ativados. As citocinas sdo polipeptideos produzidos em
resposta a micro-organismos e outros antigenos, mediando a regulacdo das
respostas imunoldgicas e inflamatorias (ABBAS et al, 2011).

As principais citocinas envolvidas na imunopatogénese do processo
inflamatorio sédo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 (IL-1). O
TNF-a é o principal mediador da resposta inflamatéria aguda, € produzido por
fagocitos mononucleares ativados, células natural killer (NK) e mastécitos em
resposta a padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs) (ABBAS et al,
2011). Essa citocina estimula neutréfilos e monécitos a migrarem para o sitio de
infeccdo e induz a expressdo de moléculas de adesdo pelas células do endotélio
vascular, permitindo assim a migracdo de células para os tecidos (VON ANDRIAN
and MACKAY, 2000). Também induz macréfagos e células endoteliais a produzirem
quimiocinas e fagoécitos mononucleares produzir IL-1 que funciona em conjunto com
o TNF-a na resposta inflamatéria aguda aumentando a expressdo de moléculas de
adesdo. IL-1 é produzida por fagocitos mononucleares (mondcitos), neutrofilos,
células epiteliais e células endoteliais (CUZZOCREA, 2005). Sua producéo também
é induzida por PAMPs (CHEN and NUNEZ, 2010; TAKEUCHI and AKIRA, 2010). Os
neutréfilos e mondécitos migram dos vasos sanguineos para o tecido inflamado via
guimiotaxia, e entdo removem 0s agentes patolégicos através da fagocitose e da
degranulacdo (TROWBRIDGE and EMLING, 1996).

2.3.1. Macroéfagos

O sistema imune tem como uma de suas caracteristicas marcantes possuir um
sistema de células responsaveis pela fagocitose e pela apresentacdo de antigenos
que irdo dar origem a resposta organica a varios tipos de situagbes de invaséo
sistémica por micro-organismos (JAWETZ et al.,1995).

A diferenciacdo de macréfagos depende inicialmente da formacédo de
mondcitos que ocorre na medula 6ssea. Mondcitos sao diferenciados a partir de
células tronco hematopoiéticas precursoras (GUIMARAES and DA GAMA FILHO,
2009). Estruturalmente os macrofagos estdo organizados da seguinte maneira: (1) o
nacleo detém um aspecto ovoide, apresentando sua cromatina condensada; (2)

membrana plasmatica pregueada, formando reentrancias e saliéncias, conferindo
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um aspecto superficial irregular; (3) lisossomas primérios que derramam o seu
contetdo dentro de vacuolos que contém o material englobado pela célula,
formando agora o que se chama de lisossomas secundarios ou fagossomas, nos
quais se processa a digestao (Figura 12) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Ao longo do seu desenvolvimento o macréfago pode assumir diferentes
morfologias, dependendo da sua necessidade de atuacdo. Quando estimulados,
sendo agora denominados macrofagos ativados, os macréfagos passam a ter uma
maior capacidade de secretar diversas substancias que participam do processo de
defesa, o que faz com que o numero de vacuolos, de lisossomas e de outras
estruturas internas aumente, modificando sua morfologia, ou ate mesmo se
fusionem com outros macrofagos formando as denominadas células gigantes
multinucleadas (JAWETZ et al., 1995; JUNQUEIRA and CARNEIRO, 2013;
GUIMARAES and DA GAMA FILHO, 2009).

Figura 12. Micrografia eletrdnica de um macréfago, apresentando a membrana pregueada e nucleo

ovoide. L= Lisossomas, N= Ncleo, Nu= Nucléolo e Vacuolo fagocitico (Junqueira e Carneiro, 2013).

2.3.2. Func¢oes e Interacéo Celular

Os macréfagos detém como fungdes principais: (1) a capacidade de eliminar

micro-organismos através de fagocitose; (2) sdo células apresentadoras de
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antigenos (APCs), processam e apresentam antigenos via moléculas de MHC
estimulando, assim, a resposta mediada por Linfocito T (CRUVINEL et al, 2010;
ABBAS et al, 2011).

A fagocitose tem inicio com o reconhecimento dos micro-organismos pelos
macrofagos ou pela interacdo com o interferon-y (IFN-y), produzido por células
natural killer, ocorrendo pelo estimulo de receptores presentes na membrana desta
célula, desencadeando reacgdes intracelulares (CERWENKA and LANIER, 2001).
Dentre os receptores de membrana presentes nos macréfagos estdo: (1) os
receptores com sete dominios transmembrana em a-hélice (ADEREM and
UNDERHILL, 1999); (2) os receptores de manose; (3) receptores Toll-like 4 (TLR4) —
reconhece LPS (lipolissacarideo) (AKIRA and TAKEDA, 2004; CRUZ-MACHADO,
2010).

A morte dos micro-organismo ocorre por uma combinacdo de dois
mecanismos: através da formacédo de fagolisossoma pela juncdo do fagossoma e
dos lisossomas presentes no citoplasma contendo enzimas ou a conversao catalitica
do oxigénio molecular, onde os fagolisossomas contendo micro-organismos
englobados associam-se a intermediarios reativos do oxigénio (ROIs) e oxido nitrico,
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 ingestdo e a morte de organismos sdo mais eficazes se a particula é
primeiro opsonizada com anticorpo e complemento especifico (C3b). Uma vez que o
anticorpo se liga a superficie da bactéria, o fagocito pode se ligar ao fragmento Fc e
C3b do anticorpo e ingerir a bactéria através de formacado de pseudépodes (Figura
13). Alguns organismos encapsulados, tais como pneumococos e haemophilus, ndo
sdo susceptiveis a fagocitose de neutréfilos a menos que primeiro sejam revestidos
com anticorpo (TROWBRIDGE and EMLING, 1996; PARKIN and COHEN, 2001).
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Figura 13. Desenho esquematico mostrando a ligacdo do fagécito a bactéria. A ingestdo e a morte
de micro-organismos sdo mais eficazes se a particula é primeiro opsonizada com anticorpo e
complemento especifico (C3b). Uma vez que o anticorpo se liga a superficie da bactéria, o fagocito
pode se ligar ao fragmento Fc e C3b do anticorpo e ingerir a bactéria através de formacédo de
pseudopodes (Adapt.de biologia-ap.no.comunidades.net/mecanismos-de-defesa-especificos. Acesso:
10/03/2017 as 19:36h).

Diferentes classes de micro-organismos (ex.: virus, bactérias gram-positivas,
bactérias gram-negativas, fungos, protozoarios) expressam diferentes PAMPSs.
Essas estruturas incluem os acidos nucléicos (RNA de dupla hélice encontrado nos
virus em replicagdo ou sequéncias CpG de DNA n&o metiladas encontradas em
bactérias), caracteristicas de proteinas com iniciacdo N-formilmetionina,
lipopolissacarideos (LPS) em bactérias gram-negativas, acidos teicéicos em
bactérias gram-positivas e oligossacarideos ricos em manose encontrados em
glicoproteinas 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 o0 antigeno para
estimular a proliferacdo e a diferenciacao de linfocitos T e B (Figura 14). Embora as
principais células envolvidas na resposta imune adquirida sejam os linfécitos, as
células apresentadoras de antigenos (APCs) desempenham papel fundamental em
sua ativagcdo, apresentando antigenos associados a moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) para os linfocitos T (DELVES and ROITT, 2000;
CRUVINEL et al, 2010).

ApoOs o reconhecimento dos antigenos pelos linfécitos-T, e a migracédo destas
células para sitios de inflamac&o, e produzido pelos linfécitos-T CD4" o interferon-y
(IFN-y), que interagindo com os macrofagos faz com que estes produzam a

interleucina-12 (IL-12). Além da ativacdo pela producdo de IFN-y, a ligacdo da
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molécula CD-40L, presente na membrana dos linfocitos-T CD4*, em moléculas CD-
40 na membrana dos macréfagos também aumenta a producéo de IL-12 (BOEHM et
al., 1997).

Em resposta a ativacdo dos macrofagos, varias funcdes passam a se tornar
constantes no sistema imune infectado. Paralelamente aos eventos que envolvem a
fagocitose, a producdo de citocinas, que irdo desencadear respostas celulares
imediatas, também se encontra aumentada, e substancias como o TNF-a e
interleucinas-1 e 12, irdo estimular a proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos-T,
amplificando a resposta imune favorecendo o processo de resolucdo da infeccao
e/ou reparacéo tecidual (SCHAIBLE et al., 1998).

Citocinas

(1IL-12)
™

~ ATIVAGAO DE
- MACROFAGO

™

Linfécito T

Outros
mediadores
Macréfago Inflamatérios

INFLAMAGAO

Figura 14. Desenho esquematico da resposta inflamatéria a agentes microbianos por fagocitose. A
fagocitose tem inicio com o reconhecimento dos micro-organismos pelos macréfagos ou pela
interacdo com o interferon-y (IFN-y), produzido por células natural killer, ocorrendo pelo estimulo de
receptores presentes na membrana desta célula, desencadeando reagfes intracelulares e ativando
mecanismos de resposta a estes micro-organismos. O macrofago expfe em sua superficie
fragmentos do micro-organismo capturado para que seja, entdo, apresentado aos linfécitos-T que
migrardo para o sitio de inflamacao, e produzira IFN-y. Também se encontra aumentada substancias
como o TNF-a e interleucinas-1 e 12, irdo estimular a proliferacdo e diferenciacao de linfécitos-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. Juncdes Comunicantes em Macrofagos

Especificamente, estudos acerca da presenca de juncbes comunicantes em
macrofagos tiveram inicio na década de 70, quando macrofagos advindos de
explantes de timo, rim e figado foram avaliados experimentalmente por ensaios de
fagocitose e apresentacdo de antigenos, eletrofisiologia, microscopia eletrénica de
transmissao e de varredura. Na microscopia eletrénica de transmisséo foi observada
uma orientacdo em cadeia linear dos macrofagos, onde haviam regifes de grande
contato entre as células, sendo denominadas close junctions. Com relacdo aos
dados eletrofisiologicos, foi registrado o acoplamento elétrico entre os macréfagos
gue estavam orientados de forma linear (LEVY et al., 1976).

No final da década de 70, estudos utilizando microscopia eletronica de
transmissdo em células progenitoras de macréfagos, advindas da medula 6ssea de
cées, permitiram a analise e a identificacdo de regides com a presenca de juncdes
comunicantes (PORVAZNISK and MACVITTIE, 1979). Entretanto, no inicio da
década de 80, questionamentos acerca da existéncia de juncdes comunicantes em
macréfagos comecaram a surgir. Estudos utilizando ensaios de cooperacdo
metabdlica em macréfagos peritoneais ativados, tanto in vitro quanto in vivo, nao
observaram a transferéncia de particulas marcadas radioativamente de uma célula
para outra, tanto entre macrofagos como entre macrofagos e outros tipos celulares
(KANE and BOLS, 1980). Contudo, mesmo com tais resultados, ndo foi descartada a
comunicacdo entre macréfagos. Corroborando estes resultados, DEAN et al.,, em
1988, demonstraram através de injecdes do corante Lucifer yellow a auséncia de
acoplamento entre macréfagos peritoneais elicitados de camundongos ou entre co-
culturas de fibroblastos com macréfagos. Neste mesmo trabalho foi observada a
passagem de corante FITC-dextran entre células adjacentes, e que segundo
argumento dos autores se deve a formagéo de vacuolos exociticos e endociticos nas
membranas dos macrofagos.

Em 1991 e em 1993, BEYER and STEINBERG demonstraram que
macroéfagos elicitados de camundongo e células da linhagem macrofagicas J774
possuiam mensagem e expressdo para conexina 43, utilizando respectivamente
técnicas de Northen blot e Western blot (transferéncia eletroforética de acidos

nucleicos e de proteinas, respectivamente).
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Ainda em 1993, POLACEK et al. demonstraram através de ensaios de
Northern blot a expressdo da conexina 43 em células endoteliais, mas ndo em
macrofagos peritoneais de camundongos e macrofagos humanos periféricos. O
acoplamento entre as células foi avaliado através de injecdes de corante, resultando
em ndo acoplamento entre células endoteliais e macréfagos em co-cultura, vindo a
ocorrer apenas entre células endoteliais adjacentes.

Contudo, macréfagos espumosos (com acumulo de colesterol) advindos de
lesbes arterioescleroticas humanas apresentavam mRNA para conexina 43 em
experimentos de hibridizac&o in situ (POLACEK et al.,1993). Em 1996, ALVES et al.
estudaram a presenca e a funcionalidade deste tipo de comunicagcao celular em
macrofagos peritoneais de camundongos e células de linhagem macrofagicas J774-
Al. De acordo com os dados obtidos tanto os macréfagos quanto as células J774-
Al expressavam conexina 43, porém ao serem realizados experimentos de injecao
de corantes nao foi observada a passagem de corante para as células adjacentes.
Com o uso de técnicas de eletrofisiologia também néo foi detectada a passagem de
corrente entre as células. Este trabalho concluiu que a proteina do complexo
juncional estava presente, mas caso estivesse formando um canal, este ndo seria
funcional.

Entretanto, em 1998 dados divergentes surgiram quando MARTIN et al.
demonstraram que linhagens macrofagicas P388D1 e J774-Al, quando co-
cultivadas com células epiteliais intestinais, se apresentavam acopladas entre si ou
com as proprias células epiteliais, sugerindo que alguns fatores desta co-cultura
poderiam determinar a formacdo de jungbes comunicantes funcionais. Em
concordancia com os dados acima mencionados, SAEZ et al. (2000), utilizando a
linhagem macrofagica J774-Al1 observaram o acoplamento celular através de
injecdo de corantes. No entanto, este efeito s foi observado apos um tratamento
prévio com um meio de cultura condicionado, sugerindo que este meio, obtido da
cultura de células endoteliais da microcirculagdo de cérebro de rato, deveria conter
fatores que modulariam a comunicacao juncional em macréfagos.

No ano seguinte, EUGENIN et al (2001), através das técnicas de western blot,
Imunofluorescéncia e injecao intracelular de corantes, demonstraram que culturas de

microglia advinda de cérebros de ratos apresentavam jungcbes comunicantes
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funcionais, apenas quando estas culturas eram incubadas com IFN-y (interferon-y) e
TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-a) e com IFN-y e lipopolissacarideo (LPS).

No entanto, EUGENIN et al. (2003) observaram que mondcitos/ macréfagos
oriundos do sangue de humano, apresentam juncdes comunicantes funcionais apos
24 horas de incubacdes com interferon-y e TNF-a e com interferon-y e
lipopolissacarideo (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 macrofagos utilizados nos experimentos de diferentes

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

cérebro).
Em 2004, FORTES et al. demonstrou através de ensaios de RT-PCR (PCR
em tempo real - ensaio de analise de expressdo génica), western blot,

Imunofluorescéncia e injecdo de corantes, que células da linhagem macrofagica
J774-G8 e macrofagos peritoneais advindos de camundongos suicos expressam
juncdes comunicantes funcionais formadas pela proteina conexina 43, sem a
necessidade de qualquer tratamento com citocinas.

De acordo com diversos achados, ainda € possivel inferir que as juncdes
comunicantes tenham outros papéis potencialmente importantes na resposta
imunologica como, por exemplo, o de "alertar" células vizinhas através de moléculas
de sinalizacdo tais como peptidoglicanos, lipopolissacarideo (LPS), Fator de
Necrose Tumoral (TNF) e Interferon (IFN), que podem influenciar a expresséo de
juncBes comunicantes e ajudar no recrutamento de componentes associados a

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

2.5. Jungbes Comunicantes na Doenca de Chagas

As juncbBes comunicantes também executam um papel de destaque em
estudos associados com infec¢des parasitarias. Estudos de alteracdes em midcitos
cardiacos durante a infec¢do in vitro com Trypanosoma cruzi indicam que o parasita
€ capaz de prejudicar o funcionamento da célula hospedeira através de alteracdes
na comunicagao célula-célula (DE CARVALHO et al., 1992) onde a manutencao de
contracdes sincronicas requer juncdes comunicantes funcionais (DUFFY et al,
2006).
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Em estudo realizado por ADESSE et al (2010), foram examinados a taxa de
batimento espontédneo de ratos infectados por T. cruzi e cardiomidcitos de rato
encontrando efeitos opostos nas duas espécies de murideo (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 midécitos
de ratos infectados, os batimentos eram mais lentos e menos ritmicos.

Estudos em cardiomidcitos de ratos apos a infeccdo 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 apos a
infeccdo; acoplamento entre células ndo parasitados em infectado n&o foi afetada,
indicando que os fatores segregados para 0 meio ndo Sdo susceptiveis de ser
responsavel pela diminuicdo da Cx43 (DE CARVALHO et al, 1998). Este trabalho
indicou que as alteragbes na distribuicdo e funcionalidade de Cx43 estéao
relacionadas com a presenca do parasito na célula independente de fatores sollveis
envolvidos na infeccdo (DE CARVALHO et al, 1992). Além disso, astrocitos e células
da meninge (pia-méter e aracnoide) quando infectados in vitro e in vivo por T. cruzi
(Talahuen) e Toxoplasma gondii, também apresentaram reducdo no acoplamento
celular e na marcacédo para Cx43 e Cx26.

Os autores argumentam que estes resultados conflitantes poderiam ser
explicados por uma possivel alteracdo no transporte da conexina 43 para a
membrana plasmatica ou porque a regido de conexina 43 que o anticorpo reconhece

estaria mascarada devido a altera¢des conformacionais da proteina.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo € avaliar a modulacdo estrutural e
funcional das juncdes comunicantes formadas pela Conexina 43 (Cx43) em
linhagens macrofagicas J774-G8 apos a infeccdo com o parasito Trypanosoma cruzi
e em tratamentos destas células com fatores pro-imune-inflamatorios — IFN-y e TNF-
a - que mimetizem ambientes infectados em um intervalo de 24h, 48h e 72h.

Os objetivos especificos deste estudo séo:

1) Avaliar o crescimento e a morfologia celular de células de linhagem
macrofagica J774-G8 tratadas com fatores pro-imune inflamatérios IFN-y e TNF-a ou
infectadas com o parasita T. cruzi em intervalos de 24h, 48h e 72h

2) Analisar o perfil de comunicacao celular de células de linhagem macrofégica
J774-G8 tratadas com fatores pro-imune inflamatérios IFN-y e TNF-a ou infectadas
com o parasita T. cruzi em intervalos de 24h, 48h e 72h através de injecdo de
corantes;

3) Estudar a expressao proteica da Cx43 em células de linhagem macrofagica
J774-G8 infectadas com o parasita Trypanosoma cruzi por transferéncia
imunoeletroforética em intervalos de 24h, 48h e 72h;

4) Analisar a expressdo e a localizacdo da proteina Cx43 em células de
linhagem macrofagica J774-G8 infectadas com o parasita Trypanosoma cruzi por

imunofluorescéncia em intervalos de 24h, 48h e 72h.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. CULTURA DE CELULAS

4.1.1. Células da Linhagem Macrofagica J774-G8

A linhagem de células macrofagicas J774-G8 (UNKELESS et al, 1979),
derivada da linhagem americana original J774-Al obtida de camundongo (Banco de
Células do Rio de Janeiro — BCRJ, Rio de Janeiro), foi cedida pelo Dr. Leonardo da
Cunha Boldrini Pereira, do Laboratorio 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 CO;
(Cuture CO, Incubator, modelo CCL-170B-8, Sigapore) a 37 °C.

As células foram plaqueadas, com uma densidade inicial de 1x10° células/
mL, em garrafas de plastico de 25 cm? (CORNING / USA), em laminulas de vidro
namero 1 (Fisherbrand / Fisher Scientific) ou em placas de cultura de plastico de 35

mm de diametro (Kasvi / China).

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

Formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi foram cedidas pelo Laboratorio
de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer - Instituto de Biofisica 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 CO, (Cuture CO, Incubator, modelo CCL-
170B-8, Sigapore) a 37 ‘C. (ANDREWS and COLLI, 1982). Apés o 6° dia da
infeccéo, quando ocorre o pico de liberacdo das formas tripomastigotas, os parasitos
foram coletados do sobrenadante das células LLCMK-2 e centrifugados a 2332 x g
por 10 minutos (Centrifuga Nova Técnica, modelo NT 810, Sdo Paulo).

As interagfes parasito-célula foram feitas em garrafas de plastico de 25cm?
(CORNING / USA) e em laminulas de vidro niumero 1 (Fisherbrand Fisher Scientific),
ou em placas de cultura de plastico de 35 mm de diametro com células de linhagem
macrofagica J774-G8, em seu estado de confluéncia, na proporcdo de cinco
parasitos por célula (5:1) - segundo protocolo de RAMIREZ E COLABORADORES
(1993) — em janelas de 24h, 48h e 72h.
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A manutencdo e o plaqueamento das células foi idéntico para as células
J774-G8 controle.

4.1.3. Tratamento com fatores pro-Imune inflamatorios

Através do protocolo determinado por SEABRA et al. (2002), ensaios de
interacdo foram realizados com células de linhagem macroféagica J774-G8, em seu
estado de confluéncia, ativados com 50 ng/mL de interferon-y recombinante de
camundongo (IFN-y; Sigma) e 50 ng/mL Fator de Necrose Tumoral-a (TNF- q;
Sigma) de forma combinada ou isolada nhuma janela de 24h, 48h e 72h.

As interacdes foram feitas em garrafas de plastico de 25cm? (CORNING /
USA) e em laminulas de vidro niamero 1 (Fisherbrand/ Fisher Scientific), ou em
placas de cultura de plastico de 35 mm de diametro (Kasvi/ China).

A manutencdo e o plaqueamento das células foi idéntico para as células
J774-G8 controle.

4.2. Avaliacao do crescimento celular e dos aspectos morfologicos

As culturas de células J774-G8 controle, tratadas com fatores pré-imune
inflamatorios (IFN-y e TNF- a) e infectadas com T. cruzi em intervalos de 24h, 48h e
72h foram submetidas a uma avaliacdo de crescimento celular e de sua morfologia
por meio de imagens obtidas no microscopio invertido (Axiovert 40 CFL, ZEISS,
Alemanha) nos aumentos de 100x e 400x.

Nestes tempos, a aglomeracao celular, desprendimento das células e aspecto
geral da monocamada celular foram monitorados.

Os aglomerados celulares podem variar em numero de células, dimensao da
célula e nudcleo celular e no empacotamento ou disposicdo espacial das células
(LIMA, 2008).

Neste trabalho foi determinado como grumos celulares duas ou mais células
unidas por seus nucleos, citoplasmas ou membranas. Foram selecionados cinco
imagens de cada grupo (controle, tratadas e infectadas) e os grumos celulares foram
contados pelo calculo da média e o desvio padrdo das imagens.

Para a analise da morfologia celular foi observado que os macrofagos sao
células grande que possui didmetro entre 25 a 50um. Seu nucleo é grande e central
e apresenta cromatina frouxa e presenca de grumos elétron-densos.
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O citoplasma contém complexo de Golgi desenvolvido e uma grande quantidade de
vesiculas pinociticas, lisossomos e vacuolos. Também s&o encontradas vesiculas
em processo de fusdo com fagossomos formando os fagolisossomos.
O citoesqueleto formado por filamentos de actina e microtibulos é bem organizado e
confere a superficie da célula um aspecto ondulado, o citoesqueleto desempenha
importante fungdo no desenvolvimento de pseuddpodes durante 0s eventos
fagociticos e de locomocéo da célula (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

4.3. Imunoeletrotransferéncia

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de BRADFORD
(1976), que detecta concentracdes da ordem de mg/mL de proteina. Cinco mililitros
de reagente de Bradford, composto por Comassie Brilliant Blue G-250 10% (P/V)
(Vetec), etanol 5% (Vetec), &cido fosforico 10% (Vetec) e agua, foram adicionados a
amostra a ser dosada. As aliquotas foram distribuidas em triplicatas nas diferentes
concentracfes. Estas foram homogeneizadas e comparadas a uma curva padrao
obtida com albumina bovina sérica (Img/mL) (Sigma). As leituras de densidade
Optica foram realizadas em comprimento de onda (A) de 595nm em
espectrofotometro (SHIMADZUR, modelo UV-2450, Japéo).

Em seguida, as células foram lavadas e retiradas por raspagem com uma
solucédo de PBS 1% (phosphate buffered saline) com bicarbonato de sédio, pH 8,3
na concentracdo de 1 mM. ApGs a raspagem, as células foram centrifugadas a 428 x
g durante 10 minutos (Centrifuga Nova técnica, modelo NT 810, Sdo Paulo). O
sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi ressuspenso em 3 mL de
solucdo Tween-20 1% (Sigma), centrifugado a 428 x g (Centrifuga Nova técnica,
modelo NT 810, Sdo Paulo) durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
material precipitado foi ressuspenso e armazenado em solugdo de bicarbonato de
sédio, pH: 8.3 na concentracdo 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; O-fenantrolina — 200 mM) (Sigma).

A separacao das proteinas 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 concentracdo de
4% e o gel de corrida (running gel) na concentracdo a 10% em todos os tipos
celulares estudados. As amostras foram solubilizadas em tampé&o de amostra (Tris-
Cl, 125 mM (Vetec); SDS, 4% (GE); glicerol, 20% (GE); B-mercaptoetanol, 10%
(GE); azul de bromofenol, 0,4%; pH 6,8 (Sigma)) e mantidas a temperatura ambiente
por cerca de 1 hora antes de sua aplicacdo 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).

ApOs a corrida eletroforética o gel foi colocado em contato com um papel de
nitrocelulose em solugdo tampao (Tris-OH, 25mM; glicina, 192mM; metanol, 20%;
pH 8,3) e a transferéncia realizada sob uma corrente constante de 360 mA por 1
hora por sistema semi-seco (Transiluminador UV Biosystem, modelo TFP-L/ WL,
Franca). Em seguida, o gel foi incubado em tampdo TBS (Tris-buffered saline),
contendo leite em pé desnatado Molico™ a 5%, e Tween 20 a 0.5% (Sigma)) por 30
min, seguindo-se de lavagens com TBS-T (contendo tampdo TBS e Tween 20 a
0,5% (Sigma)) por trés 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 peptideo sintético correspondente a
sequéncia de aminoacidos 362-382 de humanos (Anti-connexin 43/ GJA1 antibody
(ab11370), Abcam) diluido na proporcdo de 1:1000 em TBS (contendo leite em po
desnatado Molico® a 3%). Ap6s a incubacdo, o papel de nitrocelulose foi lavado com
TBS-T como descrito anteriormente sendo, logo depois, incubado com anticorpo
secundario anti rabbit conjugado HRP diluido na proporcdo de 1:5000 em TBS
(contendo leite em pé desnatado Molico® a 3%) por 2h.

Apos nova lavagem com TBS-T, foi feita incubacdo com solucdo de ECL
(substrato de peroxidase para quimioluminescéncia) acrescida ao peroxido de
hidrogénio, por 10 minutos para revelagédo no sistema ChemiDoc MP imaging system

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

4.4. IMUNOFLUORESCENCIA
As células foram fixadas com formaldeido 4% (Vetec) durante 1h em
temperatura ambiente. Apds esta etapa, as células foram lavadas com PBS-TRITON

X-100R (Sigma) em uma concentracdo de 1%, trés 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, diluida em PBS a 2% por 30 minutos. Apds o
bloqueio, as células foram incubadas com anticorpo policlonal anti-Cx43 (Anti-
connexin 43/ GJA1 antibody (ab11370), Abcam) em uma diluicdo de 1:100 por 24h
(over night) a 4 °c. Apos a incubacéao, as células foram lavadas com PBS, trés vezes
durante 10 minutos e incubadas com anticorpo secundario ALEXA 488 (Goat anti-
Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antiboby, Alexa Fluor 488 (A-11008),
ThermoFisher) na diluicdo de 1:400 por 2 horas em estufa de CO, (Cuture CO,
Incubator, modelo CCL-170B-8, Sigapore) a 37 °C. Apés 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 diluicdo de 1:400, por 2 horas em estufa de CO, (Cuture CO, Incubator, modelo
CCL-170B-8, Sigapore) a 37 ‘C. Ap6s a incubac&o, as células foram lavadas com
PBS, trés vezes durante 10 minutos e, ap0s as lavagens, as laminulas foram
marcadas com DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindole) para revelar o nlcleo das
células. Em seguida, as laminulas foram montadas sobre laminas que continham
uma solucéo de 10 pl de Prolong gold® (Invitrogen), para diminuicdo do tempo de
decaimento da fluorescéncia.

As laminas foram observadas no microscépio confocal LSM 710 QUASAR
(Carl ZEISS, Oberkochen, Alemanha).

4.5. Injecdo de corante

A permeabilidade das juncdes comunicantes para moléculas de baixo peso
molecular (até 1KDa) foi avaliada quantitativa e qualitativamente através de
microinjecdo intracelular nas células cultivadas com o corante Lucifer Yellow CH
(PM: 457.2 Da, SIGMA) por meio de pulsos de corrente hiperpolarizante aplicados a
microeletrodios com resisténcia em torno de 5mQ contendo solugcéo a 5% (P/V) de
Lucifer Yellow CH em 150 mM de LiCl (Cloreto de Litio) (Sigma), e com o corante
Rodamina Dextran (PM: 40 KDa, SIGMA), na concentracéo de 2,5% (P/V) em 150
mM de LIiCl (cloreto de litio) (Sigma). Os dois corantes estavam presentes no mesmo
microeletrodio.

Os campos injetados foram fotografados com uma maquina fotografica digital
Magnafire, em exposi¢do automatica para campo claro, e exposi¢do de 20 segundos

para os campos com fluorescéncia, 1 minuto e 30 segundos apds a injecao
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intracelular de corante. Os experimentos foram feitos em placas de Petri de 35mm,
sendo estas utilizadas por um tempo méaximo de 60 minutos.

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

fluorescéncia de fluoresceina (A= 525nm) e de rodamina (A= 580nm).

4.6. Analise estatistica

A andlise estatistica foi plotada no programa GraphPad Prism 6. Os testes
Qui-quadrado e One Way Anova foram utilizados para a andlise inferencial em um

nivel de significancia inferior a 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Tratamento com fatores pré-imune inflamatorios: crescimento

celular e aspectos morfologicos

A Figura 15 apresenta o grafico comparativo gerado a partir da analise do
ndamero de grumos observados durante o tratamento com os fatores pré-imuno
inflamatérios em todos os tempos de tratamento. Observou-se que a maior
guantidade de grumos em cultura esteve presente no tempo de 48h apos o
tratamento com IFN-y, decaindo no de 72h. No tratamento com TNF-a a
maior quantidade de grumos € observada em 48h, apresentando decréscimo
de formacgdo de grumos no periodo também de 72h.

Os fatores conjugados apresentaram uma maior formagdo 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 acdo aguda e
combinada destes fatores, como ocorre em microambientes inflamatorios. Com
0 avancar dos tempos de incubacdo, os grumos formados nas placas
diminuiram em numero, mas apresentaram um volume de concentracdo celular

maior.
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FIGURA 15: Gréafico comparativo do nimero de grumos celulares nas culturas da
Linhagem Celular Macrofagica J774-G8 controle e apds o tratamento com fatores pré-imuno
inflamatdrios IFN-y, TNF-a @ TNF-a. + IFN-y, em periodos de 24, 48 e 72 horas. Foi possivel observar
grumos celulares com um maior nimero de células em 24 horas de incubacdo com os fatores
combinados. Desvio Padrdo: 3,475. Estastisticamente P<0,05 por T de student. Total de

experimentos: 3.

A Linhagem Macrofagica J774-G8 foi submetida ao tratamento com fatores
pré-imune inflamatorios isolados (TNF-a e IFN-y) e combinados (TNF-a + IFN-y) em
uma concentracdo de 50 ng/mL para que pudéssemos analisar o perfil de
comunicagdo juncional em um microambiente que reproduza a ativagédo
macrofagica. Foram feitos tratamentos em tempos de 24, 48 e 72 horas de
incubag&o com os fatores.

No entanto, antes de fazer a analise funcional e morfologica da comunicacao
intercelular € imperativo estudar as possiveis mudancas que podem ocorrer na
dindmica de crescimento celular, que envolve a velocidade de crescimento e a
morfologia das células quando tratadas ou em situacdo 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-y (Figura 16 b), TNF-a (Figura 16 c) e TNF-a + IFN-y

(Figura 16 d). Na Figura 17 as micrografias de contraste de fase de células J774-
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G8 foram obtidas com a incubacao de 48 horas em grupos controle (Figura 17 a) e
em culturas tratadas com: IFN-y (Figura 17 b), TNF-a (Figura 17 c) e TNF-a + I[FN-y
(Figura 17 d). Em 72 horas (Figura 18), observa-se o grupo controle (Figura 16 a) e
os tratamentos com: IFN-y (Figura 18 b), TNF-a (Figura 18 c) e TNF-a + IFN-y
(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 incubagdes envolvendo o periodo de 24 horas, as células
J774-G8 apresentaram um consideravel crescimento com a formacdo de grumos
celulares ap6s tratamento com TNF-a + IFN-y, quando comparadas com as culturas
que foram incubadas em tempos diferentes (48 e 72 horas). Este resultado pode
indicar que a organizacdo celular em grumos aponta para uma maior necessidade
de troca de informacdes, uma vez que o ambiente esta sendo ativado, mesmo que

nao tenha sido observado o microambiente completo.
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FIGURA 16: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macroféagica J774-
G8 apos o tratamento com fatores pré-imuno inflamatérios. Estad sendo demonstrado o perfil de
crescimento celular nos grupos controle (a) e apés a incubacao de 24 horas com os fatores: IFN-y (b),

TNF-a (c) e TNF-a + IFN-y (d). Células J774-G8 n&o apresentaram alteracdo no crescimento celular.
Aumentos de 100X (Objetiva de 10X). Barra de Calibracdo: 20um
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FIGURA 17: Linhagem Celular Macrofagica J774-G8 por contraste de fase das culturas apés o
tratamento com fatores pré-imuno inflamatérios. Perfil de crescimento celular nos grupos controle (a)
e apods a incubacgédo de 48 horas com os fatores: IFN-y (b), TNF-a (c) e TNF-a + IFN-y (d). J774-G8
apresentaram um consideravel crescimento com a formacgdo de grupos celulares apés tratamento

com TNF-a + IFN-y, Aumentos de 100X (Objetiva de 10X). Barra de Calibragéo: 20um.
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FIGURA 18: Linhagem Celular Macrofagica J774-G8 por contraste de fase das culturas apés o
tratamento com fatores pré-imuno inflamatérios. Perfil de crescimento celular nos grupos controle (a)
e apobs a incubagdo de 72 horas com os fatores: IFN-y (b), TNF-a (c) e TNF-a + IFN-y (d). Células
J774-G8 apresentaram um decréscimo de formacdo de grumos neste horario. Aumentos de 100X
(Objetiva de 10X). Barra de Calibrag&o: 20um.

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-y (Figura 19 B), TNF-a
(Figura 19 C) e TNF-a + IFN-y (Figura 19 D) ap6s a incubacédo das culturas por 24
horas. O mesmo foi aplicado a Figura 20 e a Figura 21 mostrando o grupo controle
(Figura 20 e 21 A) e tratados com IFN-y (Figura 20 e 21 B), TNF-a (Figura 20 e 21
C) e TNF-a + IFN-y (Figuras 20 e 21 D) em 48 e 72 horas, respectivamente.

Comparando os grupos controle e tratado, observamos que nao houve
alteracdes morfolégicas das células nos tempos avaliados (24, 48 e 72 horas), no
entanto € possivel observar a formacdo dos grumos celulares com mais detalhes.
Foram utilizados aumentos de 400X (Objetiva de 40X).
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FIGURA 19: Linhagem Celular Macrofagica J774-G8 em contraste de fase ap0s o tratamento com
fatores pro-imuno inflamatérios. Perfil morfolégico nos grupos controle (a) e apés a incubagao de 24
horas com os fatores: IFN-y (b), TNF-a (c) e TNF-a + IFN-y (d). Células J774-G8 ndo apresentaram

alteracdo em sua morfologia. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). Barra de Calibragdo: 20um
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FIGURA 20: Linhagem Celular Macroféa

fatores pro-imuno inflamatérios. Perfil morfol6gico nos grupos controle (a) e apds a incubacdo de 48

\

horas com os fatores: IFN-y (b), TNF-a (c) e TNF-a + IFN-y (d). Células J774-G8 ndo apresentaram
alteracdo em sua morfologia, porém observa-se um acentuado aumento na formacdo de grumos

celulares. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). Barra de Calibracdo: 20pum
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FIGURA 21: Linhagem Celular Macrofagica J774—G em contraste de fase apés o tratamento com
fatores pro-imuno inflamatérios. Perfil morfolégico nos grupos controle (a) e apés a incubagao de 72
horas com os fatores: IFN-y (b), TNF-a (c) e TNF-a + IFN-y (d). Células J774-G8 n&o apresentaram

alteracdo em sua morfologia. Nota-se um decréscimo no crescimento e sobrevivéncia das células.

Aumentos de 400X (Objetiva de 40X). Barra de Calibrag&o: 20um

5.2. Tratamento com fatores pro-imune inflamatérios: comunicacao

celular

Os gréficos presentes nas Figuras 22, 23 e 24 representam,
respectivamente, o acoplamento celular nos periodos de 24, 48 e 72 horas de
incubacdo com os fatores pro-imune inflamatérios corroborando os achados
destacados nas micrografias.

Com 24 horas de incubacéo, utilizando os fatores pré-imuno inflamatérios
(Figura 22), destacamos o aumento no acoplamento das células a célula injetada
com o corante, quando comparadas com as células controle. Este aumento ocorre,
principalmente, quando as culturas passam pelo tratamento combinado com TNF-a
+ IFN-y, em que 50% das células injetadas estavam acopladas a um nimero 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-y, TNF-aou TNF-a+ IFN-y, injetadas com o corante
Lucifer Yellow. O grau de acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada
a célula injetada; (1---2) 1 a 2 células acopladas a célula injetada com o corante; (3---4) de 3 a 4
células acopladas a célula injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas a célula injetada; (7---8) 7 a 8
células acopladas a célula injetada; (>9) células acopladas a célula injetada. Um total de 90 células
J774-G8 em cada uma das condi¢des foi injetado, e mais de 20% das células tratadas injetadas

incubadas TNF-a + IFN-y estavam acopladas a mais de 10 células. Estatisticamente p<0,05 por Xa.

O acoplamento ascendente continuou a ser observado em 48 horas de
incubacdo com os fatores inflamatérios, merecendo destaque também o grupo
experimental utilizando os fatores combinados (TNF-a + IFN-y) em que quase

60% das células estdo acopladas a mais de 9 células (Figura 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-y, TNF-a ou TNF-a + IFN-y, injetadas com o corante Lucifer Yellow. O grau de
acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada a célula injetada; (1---2) 1
a 2 células acopladas a célula injetada com o corante; (3---4) de 3 a 4 células acopladas a célula
injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas a célula injetada; (7---8) 7 a 8 células acopladas a célula
injetada; (>10) células acopladas a célula injetada. Um total de 90 células J774-G8 em cada uma das
condi¢cOes foi injetado, e mais de 50% das células tratadas injetadas incubadas TNF-o + IFN-y

estavam acopladas a mais de 10 células. Estatisticamente p<0,05 por X

Em 72 horas de incubacdo com os fatores pro-imune inflamatérios, o
indice de acoplamento celular comecou a sofrer um decréscimo, principalmente
qgquando observados a quantidade de células acopladas a 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-y, TNF-a ou TNF-a + IFN-y, injetadas com o corante
Lucifer Yellow. O grau de acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada
a célula injetada; (1---2) 1 a 2 células acopladas a célula injetada com o corante; (3---4) de 3 a 4
células acopladas a célula injetada; (5---6) 5 a 6 células acopladas a célula injetada; (7---8) 7 a 8
células acopladas a célula injetada; (>9) células acopladas a célula injetada. Um total de 90 células
J774-G8 em cada uma das condi¢bes foi injetado, e menos de 40% das células tratadas injetadas
incubadas TNF-a + IFN-y estavam acopladas a mais de ente 5 e 6 células. Estatisticamente p<0,05

por X2.

A fim de estudar o acoplamento intercelular através de jun¢cdes comunicantes
em macrofagos foram realizados experimentos de inje¢cdo de corante em culturas da
Linhagem Macrofagicas J774-G8 controle, 24, 48 e 72 horas ap0s o tratamento com
IFN-y, TNF-o € TNF-a + IFN-y. Este ensaio nos permite testar a funcionalidade das
jungBes comunicantes através de injecdes intracelulares de moléculas fluorescentes
de baixo peso molecular. Especificamente, neste estudo, injetamos o0 corante
“Lucifer Yellow” (peso molecular: 457.2 Da) nas células J774-G8.

A Figura 25 ilustra microinjecbes de corante realizadas em linhagens
macrofagicas J774-G8 apds 48 horas de tratamento. As células controle, (Figuras
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25 A - B), encontram-se acopladas e, quando tratadas com fatores pré-imuno
inflamatorios isolados, permanecem com o0 mesmo grau de acoplamento, como pode
ser observado nas Figuras 25 C — F). No entanto, ap0s o tratamento com os fatores
de forma conjugada (TNF-a + IFN-y), observamos uma ordem crescente de células
acopladas a célula injetada, como demonstrado nas micrografias representadas

pelas Figuras 25 G - H.
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FIGURA 25: Micrografias de contraste de fase a esquerda (a, c, e e g) e fluorescéncia a direita (b, d,
f e h) de culturas da linhagem celular macroféagica J774-G8 controle ou incubadas IFN-y, TNF-a ou
TNF-a + IFN-y, no periodo de 48h, injetadas com o corante “Lucifer Yellow”. Podemos observar que
as células incubadas com os fatores de forma combinada (TNF-a + IFN-y) apresentam um grau de
acoplamento maior do que o observado nas células controle ou tratadas com os fatores de forma

isolada. As setas denotam a célula injetada. Barra de Calibracdo: 50um. Total de experimentos: 3
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5.3. Infeccdo com o T. cruzi: crescimento celular e aspectos
morfologicos

A Figura 26 apresenta o grafico comparativo gerado a partir da analise do
namero de grumos observados durante a infeccdo com T.cruzi nos periodos de 24h,
48h e 72h. Observou-se que a maior quantidade de grumos em cultura esteve
presente no tempo de 24h apds a infeccdo com o parasito. Os grumos celulares
diminuiram significativamente no periodo de 72h.

A infeccdo com T. cruzi apresentou uma diminuicdo na formacédo de grumos
em 72h, o que pode ser explicado pela diminuicdo do acoplamento celular o

aumento na parasitemia e a diminuicdo no crescimento e sobrevivéncia celular.
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FIGURA 26: Grafico comparativo do numero de grumos celulares nas culturas da
Linhagem Celular Macrofagica J774-G8 controle e ap0s infecgdo com T. cruzi, em periodos de 24, 48
e 72 horas. Foi possivel observar grumos celulares com um menor ndmero de células em 72 horas de
incubagéo com T. cruzi. Desvio Padrdo: 5,562. Estastisticamente P<0,05 por T de student. Total de

experimentos: 2.

A linhagem macrofagica J774-G8 foi infectada na proporcdao de 1:5
parasitas por célula a fim de se analisar como o perfil de comunicacao juncional é
alterado no microambiente de infeccdo aguda gerado pelo parasita T. cruzi
durante 24, 48 e 72 horas. E possivel observar as mudancas celulares
gue ocorrem no processo de infeccdo, envolvendo a manutencdo 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 infeccédo das células
J774-G8 no tempo de 24, 48 e 72 horas (Figura 27 B, 27 C e 27 D,
respectivamente) em relacdo ao grupo controle (Figura 27 A). Com o decorrer do
tempo podemos observar os danos crescentes causados pelo aumento da
parasitemia e interacdo parasito-célula, provocando uma sensivel diminuicdo na
guantidade de células viaveis. Todas as micrografias foram realizadas em aumentos
de 100X (objetiva de 10X), com o objetivo de apresentar um panorama dos danos
gerais da cultura.

Com base nos resultados obtidos, observamos que houve alteracbes em
todos os tempos de incubacdo, com a formacdo de grumos celulares e o
desprendimento das células da garrafa de cultivo, levando a diminuicdo do
namero de células em cultura e 0 aumento na quantidade de parasitas livres pela
lise celular. Durante a interacdo, no periodo de 72 horas, foi observado o
maior dano quando comparado com 0s outros tempos de interacéo (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 6ptica (contraste de fase) utilizando células da Linhagem Macrofagica J774—
G8 controle (a) e infectadas com T. cruzi em 24h (b), 48h (c) e 72h (d). Na proporgcéo de cinco
parasitas por célula. E possivel observar a alteracdo do comportamento das células infectadas em
relagdo a sua ocupacgdo do microambiente, formando agregados celulares (setas). O aumento do
tempo de infecgdo diminui a quantidade de grumos celulares quando comparadas com as células

controle. Aumentos de 100X (Objetiva de 10X). Barra de calibragdo 20um.

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), apés a
interacdo parasito-célula por 24, 48 e 72 horas. Comparando 0s grupos controle e
tratado, observamos que houve alteracbes morfologicas nas células nos tempos
avaliados (24, 48 e 72 horas), sendo possivel observar o desprendimento celular, a
alteracdo na forma, formacdo de poucos grupos celulares e o aumento da
guantidade 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 6ptica (contraste de fase) utilizando células da
Linhagem Macrofagica J774—G8 controle (a) e infectadas com T. cruzi em 24h (b), 48h (c) e 72h (d)
na proporcdo de cinco parasitas por célula. Alteragbes morfoldégicas nas células J774-G8 séo
evidentes, como pode ser observado nas fotos b, ¢ e d (ponta de seta dando destaque). Com o
aumento do tempo de infeccdo a quantidade de parasitas aumentou o que pode explicar o dano
celular e a morte de células. Barra de calibragdo 20pum. Aumentos de 400X (Objetiva de 40X).

5.4. Infeccdo com o T. cruzi: expresséo da conexina 43

A expressao dos niveis proteicos da conexina 43 foi analisada através
de ensaios de imunoeletrotransferéncia utilizando células J774-G8 controle e
infectadas nos tempos de 24 e 48 e 72 horas. Em cada poc¢o do gel de SDS-PAGE a
10% colocamos quantidades iguais (22,5ug) de proteina total dos extratos das
células estudadas. Observamos que a Cx43 foi expressa ndo sO nas células
controle, como também naquelas infectadas em todos os tempos de incubagéo
analisados no experimento (24, 48 e 72horas), como destacado na Figura 29.

A banda representando a interagio com O parasita em um
periodo de incubacdo de 24 horas apresentou uma menor expressdo de Cx43
do que nas células controle (ndo infectadas). Porém, a banda que representa 48
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horas de infeccéo, revelou uma maior expressdo da Cx43 em relacdo as células
controle e a infecgéo de 24h (Figura 29).

Entretanto, em 72h, a banda apresentou uma menor expressao de Cx43 em
relacdo a 48h. Todavia, teve sua expressao maior em relacdo as células controle e
24h de infecgao (Figura 29).

Os dados densitométricos confirmaram os achados visiveis representados na

membrana marcada com o anticorpo para Conexina 43 (Figura 30).
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Figura 29: Experimentos de Western Blot de culturas de linhagem de células macrofagicas
J774-G8 controle (ndo-infectada) ou infectada (periodo de 24, 48 e 72 horas, respectivamente). A
marcacdo em 43 kDa: utilizagdo do anticorpo policlonal para Conexina 43. Quantidades iguais de
proteina foram carregadas no gel SDS-PAGE a 10%. O anticorpo anti-Cx43 detectou a presenca da
proteina Cx43 nas células J774-G8 controle e nas células J774-G8 infectadas com incubacéo de 24,
48 e 72 horas. Nota-se uma diminui¢cdo da expressao da Cx43 em relagdo ao controle, nas células
J774-G8 infectadas em 24 horas, no entanto é possivel notar um aumento da expressao de Cx43 em
48 horas se comparado ao horario de 24 horas. Em 72 horas, novamente, hd uma diminui¢cdo da
expressdo de Cx43 se comparado a 48 horas. Porém, ainda maior em relagdo ao controle e 24h
horas de infeccao.
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Figura 30: Grafico densitométrico das bandas de Western blot de culturas das células J774-G8
controle e infectadas nos tempos de 24 e 48 e 72 horas. E possivel notar uma diminuicdo da
expressédo da Cx43 em 24 horas de infeccdo e um aumento significativo desta proteina em 48 horas
em relac@o ao controle. Em 72 horas ha uma diminuicdo da expressdo de Cx43 se comparado a 48
horas. Porém, ainda maior em relagdo ao controle e 24h horas de infeccdo. p<0,0001 One Way

Anova. A barra indica o desvio padréo. Total de experimentos: 2.

5.5. Infeccdo com T. cruzi: localizacdo da conexina 43 e interacao
com o citoesqueleto

A fim de avaliar a expressdo da proteina Conexina 43 (Cx43) nos
macrofagos de linhagem J774-G8, foram realizados experimentos de
Imunofluorescéncia (Figura 31). Foi utilizado anticorpo anti-conexina 43 (verde)
para observar se a Cx43 estaria sendo expressa na membrana plasmética
das células e se estaria sendo expressa da mesma forma apos infeccdo com
0 parasita Trypanosoma cruzi.

Simultaneamente, foi feita a marcacdo com o anticorpo F-actina
conjugado a Faloidina (vermelho) que detecta filamentos de F-actina, a fim
verificar a organizacéo do citoesqueleto das células J774-G8, uma vez que as
incubagbes com os fatores e a infeccdo com os parasitas podem alterar a
organizacao celular. O nudcleo 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 marcacdo do nucleo das células com DAPI (Figura 31 A). Os
resultados da Figura 31 B indicam a localizacdo da Cx43 nas células J774-G8, que
se encontram essencialmente na membrana plasmatica, o que corrobora os dados
de acoplamento dos experimentos de injecdo de corantes (Figura 25).

Paralelamente, no mesmo experimento, foi feita a imunomarcacgéo das células
com O anticorpo F-actina conjugado a Faloidina demonstrando que o0s
filamentos de actina estdo distribuidos de forma uniforme pelas células J774-
G8, sendo observados principalmente na membrana plasmatica, podendo
servir de ancoramento para outras proteinas (Figura 31 C). Com isso podemos
observar a organizacdo do citoesqueleto e a manutencdo do arcabouco da
membrana plasmatica das células J774-G8, uma vez que a infeccdo com o0s
parasitas pode alterar a organizacéao celular.

Na Figura 31 D, foi constatada a colocalizacdo entre as duas proteinas Cx43
e marcacdo com Faloidina (pontos amarelos resultantes da interacdo colorimétrica
do verde e do vermelho dos dois anticorpos), indicando que o citoesqueleto interage
com proteinas que desempenham as mais diversas funcdes na membrana
plasmatica, como é o caso das conexinas, principalmente em células do sistema

migratorio.
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Figura 31: Imunofluorescéncia das células macrofagicas J774-G8 controle com Microscopia Confocal
(LSM710, Zeiss, Germany), evidenciando a marcagdo para proteina Conexina 43 e Faloidina
(marcador de filamentos de actina) em células de linhagem macrofagica J774-G8. A marcagao
especifica para Cx43 (verde) e Faloidina (vermelho) pode ser observada na membrana plasmatica
das células (B e C, respectivamente). Em A podemos observar o nudcleo das células marcado com o
corante nuclear DAPI (azul). Na micrografia D é demonstrada a sobreposi¢éo de imagens, indicando
uma possivel co-localizacdo entre as proteinas Cx43 e Actina (pontos destacados em amarelo). Barra

de calibragéo: 50um.

Experimentos de imunofluorescéncia também foram realizados em culturas de
células infectadas com o parasita T. cruzi, na propor¢do de cinco parasitas por
célula, a fim de avaliar possiveis alteracdes causadas pela interacdo parasito-célula
no complexo juncional e na estrutura celular, em 72h de infec¢ao (Figura 32).

E possivel observar na Figura 32 A a marcacdo do nucleo da célula J774-

G8e a marcacéao do nucleo do protozoario pelo DAPI (azul) indicado pela seta.
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Na Figura 32 B podemos destacar a auséncia da marcacao para conexina 43
na membrana, bem como a marcacao para Faloidina (Figura 32 C) que mostra um
sensivel decréscimo inferindo uma possivel desorganizacdo de seu citoesqueleto,
sugerindo que haveria uma ligacao entre o citoesqueleto e a conexina 43 nas células
de linhagem macrofagica J774-G8.

Na Figura 32 D, podemos observar a marcagdo da conexina 43 (verde) no
citoplasma, porém, nestas mesmas células ndo ha marcacéao de faloidina (vermelho)
indicando que estas marcacfes ndo estdo co-localizadas como demonstrado no
controle, indicando que a infeccdo com o T. cruzi poderia alterar a organizacdo do

citoesqueleto.
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Figura 32: Imunofluorescéncia das células macrofagicas J774-G8 por Microscopia Confocal
(LSM710, Zeiss, Germany). As setas A indicam que h& infec¢do com T. cruzi. B -C: marcagédo para
Cx43 (verde) e F-actina (Faloidina — vermelho) ndo estdo presentes na membrana plasmatica das
células J774-G8. A marcagdo para Cx 43 encontra-se no citoplasma. D: ndo ha co-localizacdo entre
Cx43 e F-actina como demonstrado no controle. As células que possuem marcagéo para Cx 43 no

citoplasma, ndo possuem marcacéo para F-actina. Barra de calibragdo: 50um

64



6. DISCUSSAO

6.1. fatores pré-imune inflamatorios

As conexinas constituem uma familia de proteinas transmembranares
envolvidas na formacdo de jun¢cdes comunicantes que Sao canais que permitem a
passagem de ions, 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 expressdo da Cx43 pode modular a formacéo de células linfoides, como as
células B e T (MONTECINO-RODRIGUEZ, 2000).

A presenca deste tipo de comunicagdo intercelular em macréfagos pode
ter uma grande importancia fisiolégica podendo mediar rea¢cdes imuno-inflamatorias
através da transmissdo e recepcdo de sinais, que podem envolver as juncdes
comunicantes (OVIEDO-ORTA and EVANS, 2004; EUGENIN et al., 2003).

GARCIA-DORADO et al. (2004) afirmaram que, sob condicfes patoldgicas, as
juncdes comunicantes podem expandir a lesédo celular / morte celular para as células
saudaveis. Por outro lado, as jun¢cdes comunicantes podem, também, agir de forma
protetora, fornecendo nutrientes e metabdlitos essenciais, evitando lesées ou morte
de células vizinhas saudaveis (DECROCK et al., 2009).

Estudos feito por EUGENIN et al. (2001) apontaram que utilizando células de
microglia (macrofagos do Sistema Nervoso Central) procedentes de lesdes,
demonstraram que as jun¢des comunicantes estavam presentes e funcionais, porém
somente quando as culturas eram incubadas com interferon-y+ TNF-a +
lipopolissacarideo (LPS).

No infarto cardiaco, a isquemia desencadeia uma diminuicdo na comunicacao
juncional como resultado de acidose, aumento da concentracao intracelular de Ca?*
e niveis de fosforilag@o e nitrosilagédo alterados. Isso, juntamente com alteracdes em
outros canais ionicos, leva a uma conducao 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 situacdes fisiolégicas e patoldgicas
necessita, ainda, de muitos esclarecimentos. Portanto, no presente trabalho,
aprofundamos os estudos relacionados a comunicacao juncional em macréfagos e

células de linhagem macrofagicas J774, e que tiveram inicio em trabalhos do nosso
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grupo em 2004 (FORTES et al.), abordando a presenca e a funcionalidade das
juncdes comunicantes.

Neste estudo, buscamos entender, inicialmente, como a Cx43 poderia estar
sendo modulada, in vitro, em um ambiente em que h& um estimulo inflamatério, visto
que existem vérias situagcbes em que os macrofagos sdo ativados por varias
substancias endégenas e em concentragdes variaveis.

O crescimento das células macrofagicas J774-G8 em um microambiente
de estimulo inflamatério foi analisado nos experimentos (Figuras 16 - 18) que
demonstraram que, de forma combinada (TNF-o. + IFN-y) os fatores pro-imune
inflamatorios sdo capazes de induzir uma reorganizacdo das células em cultura.
Este fato pode ser corroborado com o grafico presente na Figura 15, que indica uma
formacao abrupta de grumos celulares no tempo de 24 horas de incubacdo, em
relacdo as células controle e tratadas com os fatores isolados, sugerindo que a
organizacao celular em grumos pode indicar uma maior necessidade de troca de
informacdes, uma vez que o ambiente esta sendo ativado por citocinas como o TNF-
a, que é importante para a ativagdo de macréfagos na resposta imunologica inata e
consequente para aumento da capacidade celular em apresentacdo de antigenos
aos linfécitos T CD4+, que produz IFN-y e que ird retroalimentar a ativacdo
macrofagica (ADAMS and HAMILTON, 1984; ABBAS et al, 2011).

Nas Figuras 19 a 21 observamos que nao houve alteracées morfoldgicas
significativas das células J774-G8 em todos os tempos de incubag¢do com os fatores
pré-imune inflamatérios, sendo possivel observar a formagdo dos grumos celulares
com mais detalhes.

Além das analises de crescimento celular e do perfil morfolégico, foram
realizadas analises funcionais com injecdo de corantes, a fim de avaliar
funcionalmente as juncdes comunicantes que estdo presentes em células
macrofagicas. Nossos resultados demonstraram que as células de linhagem
macrofagica J774-G8 apresentavam juncdes comunicantes funcionais quando
realizadas injecdes de corante, uma vez que o0 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 esta

acoplada a, pelo menos, uma célula adjacente. A Figura 25H mostra o aumento da

66



comunicacao juncional em incubacgdes de células com fatores combinados (TNF-a +
IFN-y) por 48 horas. E possivel observar no grafico 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 a¢des que tentam reproduzir o processo inflamatorio
agudo, uma vez que € necessario uma constante troca de informacdes para que o
processo inflamatério agudo consiga conter a lesdo provocada pelo agente
patogénico (CUZZOCREA, 2005).

Este dado corrobora com trabalhos que demonstram a acdo das citocinas na
ativacdo macrofagica, fazendo com que estas células alterem sua estrutura e
capacidade de sinalizacéo para que possa adquirir a capacidade de realizar funcdes
complexas de destruicdo e apresentacdo de antigenos (ADAMS and HAMILTON,
1984).

Em 2003, EUGENIN e colaboradores, mostraram que existe comunicacao
funcional entre juncdes comunicantes mediadas por Cx43 somente em macréfagos
humanos tratados com TNF-a e IFN-y, e a expressdo de Cx43 foi detectada em
macrofagos presentes nos locais de inflamagc@o. No entanto, os resultados deste
trabalho ratificaram os dados de FORTES et al. (2004), em que se afirma ndo ser
necessario o pré-tratamento com fatores inflamatérios para que se tenha a formacéao
de junc¢des comunicantes funcionais em células de linhagem macrofagica J774-G8.
Porém, conseguimos demonstrar que estas estruturas podem ter a sua atividade
modulada em meio a um microambiente inflamatério quando tratadas com fatores
pré-imune inflamatérios 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 possivel inferir que a juncdo comunicante, de fato, € um
componente importante para a manutencao da atividade de resposta imunologica,
podendo ser associado ao papel fundamental na comunicacéo celular, ja descrito da
Cx43, na homeostase tecidual, na inflamacao e reparagcdao (DE MAIO et al, 2002;
CHANSON et al., 2005), assim como na hematopoiese (MONTECINO-RODRIGUEZ,
2000). Desta forma, a expressdo das jungbes comunicantes em macréfagos
modulada positivamente, poderia ser importante na resposta imunologica, por
permitir a passagem de moléculas importantes para a ativacdo destas células em

processos de infeccao.
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6.2. Infeccdo com T.cruzi x Comunicagéo celular

O protozoario parasita intracelular Trypanosoma cruzi causa Doenca de
Chagas em humanos (KOBERLE, 1968; ANDRADE et al, 2014). A infeccdo €
caracterizada por uma fase aguda resultando em parasitemia alta que se resolve
apos a aparicdo de uma resposta imune eficaz (CARDILLO et al., 2002). No entanto,
a resposta imune induzida durante a infeccdo aguda nao é suficiente para erradicar
completamente o patdgeno (ALBAREDA et al., 2006).

Na infecc@o chagasica, o parasita é capaz de prejudicar o funcionamento das
células hospedeiras através de alteragcbes na comunicacdo celular. Porém, estas
juncdes nao estdo inteiramente caracterizadas no sistema imunologico e, em
particular, nos macréfagos que participam da resposta inata. A caracterizacao
morfolégica e funcional das jun¢gBes comunicantes em macréfagos tem sido alvo de
estudo de diversos grupos, no entanto, seus mecanismos regulatérios ainda
merecem esclarecimentos, principalmente diante de alteracdes patoldgicas, como
nos processos infecto-inflamatoérios causados pelo T. cruzi.

Diante desta situagdo, diversos estudos tém sido realizados a fim de se
conseguir responder as acbes do T. cruzi, bem como possiveis mecanismos
envolvidos na potencializacdo e/ ou controle da resposta imune durante a infeccao
por T. cruzi (CARDILLO et al, 2015).

Desta forma, este trabalho procurou estudar ndo sé as alteracbes
relacionadas com crescimento celular e os aspectos morfolégicos associados aos
macrofagos (Linhagem Celular J774-G8), infectados com o T. cruzi como também o
comportamento estrutural das juncées comunicantes. Assim, seria possivel analisar
o perfil de comunicacao juncional em um microambiente de infeccdo aguda gerado
pelo parasita T. cruzi.

Os resultados apresentaram uma diminuigdo significativa no crescimento e
sobrevivéncia celular ao longo do processo de infeccdo (72 h) (Figuras 27 B- D)
quando comparadas com as células controle (ndo-infectadas) (Figura 27 A).

Quando observamos a morfologia das células infectadas, percebemos a
formacdo de grumos celulares em 24h (Figura 28 C) e uma diminuicdo na
quantidade de células viaveis em cultura em 72h (Figura 28 D) de infec¢do que
estaria associada com alteragbes morfologicas causadas pelo aumento da

parasitemia (Figura 28). Isso ocorre porque os macréfagos infectados por T. cruzi
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produzem IL-12, responsavel pela sintese inicial de IFN-y pelas células NK. O IFN-y
tem um papel importante na ativacdo de macrofagos. Eles produzem altos niveis de
oxido nitrico (NO) que controlam a replicacdo do parasito na fase aguda da infecgcéo
(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 tém
efeitos prejudiciais devido a sua atividade pré-inflamatoria durante a fase aguda.
Estudos em modelo murino demonstraram que quantidades exarcebadas de NO
produzida ao longo da infeccdo pelo T. cruzi, provocam dano no DNA das células do
coracao e baco, causando a destruicdo das mesmas, danificando tecidos e érgaos
durante a fase aguda (RIBEIRO et al, 2007). O que poderia explicar 0 aumento na
parasitemia e a diminuigcdo no crescimento e sobrevivéncia celular com o decorrer
do tempo de infeccdo durante a interagéo no periodo 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 acgdo pelo qual o NO realiza seu
efeito citotdéxico contra o T. cruzi ndo esta completamente esclarecido.

Por outro lado, o influxo de Ca®" intracelular induzido por fatores sollveis
secretados pelas formas tripomastigotas, cria um cenario favoravel para a entrada
do parasito na célula hospedeira: um aumento no calcio citoplasmatico libera mais
calcio estocado no reticulo endoplasmatico via IP3 e induz a despolimerizacao de
filamentos de actina, facilitando a migracéo de lisossomos necesséria para a invasao
da célula pelo parasito (VIEIRA et al., 2002; ADESSE et al., 2010). O Ca®" promove
a ativacdo de diversas enzimas que, ativadas, promovem a inativagdo do ATP
(ATPases), lise das membranas celulares (fosfolipases), lise das proteinas
estruturais e das membranas (proteases) e fragmentacdo da cromatina
(endonucleases).

Diante destes achados e a fim de avaliar possiveis alteracdes relacionadas
com a comunicacédo celular no modelo de infeccdo de células macrofagicas com o
T.cruzi, foram realizadas analises dos niveis de expressao proteica da Cx43.

Os niveis de expressdo de Cx43 se mantiveram presentes nas células
controle (Figura 29), o que fortalece os achados de nossos resultados de injecéo de

corantes e imunofluorescéncia (respectivamente, Figuras 25 e 31).
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No entanto, os niveis de expressdo de Cx43 apdés 48 h de infeccdo
foram significativamente maiores do que os expressos pelas células ndo infectadas.
E, em 72 h, esses niveis decrescem e praticamente desaparecem em 72 h pos-
infeccdo (Figura 29) sendo evidenciado pela densitometria representada pela
analise estatistica do grafico da Figura 30.

Os processos infecto-inflamatérios desencadeiam a producdo de diversas
citocinas e interleucinas que sdo capazes de ativar diversas células do sistema
imunologico, em particular os macréfagos (DE MAIO et al, 2002; CHANSON et al,
2005). Esse processo de ativacdo pode gerar o aumento nos niveis comunicagao
entre as células, principalmente caso as informagdes necessitem ser passadas a
diante, como ocorre na apresentacdo de antigenos para as células responsaveis
pela memoria imunolégica (ABBAS et al, 2011). Esta comunicacdo pode, também,
ocorrer por jungdes comunicantes, de acordo com os achados de FORTES et al.,
2004.

Desta forma, poderiamos inferir através dos dados achados nos
experimentos imunoeletroforéticos (Western blot) que haveria uma sinalizacdo para
que o macréfago tentasse melhorar o seu perfil de comunicacéo celular, elevando a
producdo de Cx43, o que poderia permitir a formacédo de jungbes comunicantes
eficazes no processo de infeccdo aguda. No entanto, € possivel que, em 48 horas
de infec¢cdo, ndo ocorra mais o0 acoplamento funcional através das juncdes
comunicantes formadas pela Cx43 em macrofagos, uma vez que as alteracdes no
citoesqueleto, ligadas a despolimerizacdo da F-actina, ja se tornam evidentes.

No entanto, apesar do processo inflamatdrio que ocorre na tentativa de
combater o parasito, podemos observar que existe uma a alteracdo do arcabouco
celular em casos de infec¢do parasitaria.

A fim de avaliar se a infeccdo pelo T. cruzi seria capaz de alterar a
organizacdo espacial da proteina Cx43 nas células J774-G8, realizamos
experimentos de imunofluorescéncia (Figuras 31 - 32), utilizando a marcacao
simultanea com os anticorpos anti-Cx43 e Faloidina (anti F-Actina). Os resultados
encontrados (Figura 31 B) indicaram a localizacdo da  Cx43
essencialmente na membrana plasmatica das células J774-G8, o0 que
corrobora com o0s nossos dados de acoplamento em experimentos de injecao

de corantes (Figura 25), bem como com a literatura (FORTES et al.,2004).

70



Paralelamente, foi feita a imunomarcacgéo das células com anticorpo F-actina
conjugado a faloidina demonstrando que os filamentos de actina estdo distribuidos
de forma homogénea pelas células J774-G8, sendo observados, principalmente,
préximo a membrana plasmatica (Figura 31 C). Estes dados estdo em completa
consonancia com ALLISON et al (1971), indicando que os filamentos de actina e
microtUbulos estédo espalhados pelo citoplasma e com forte concentracdo proxima a
superficie celular (membrana plasmatica) e estariam envolvidos na mobilidade dos
pseuddpodes, bem como no trafico vesicular e de organelas.

Estudos recentes mostraram que os filamentos de actina s&o importantes
durante a invasdo de tripomastigotas nas células hospedeiras. A despolimerizacédo
da actina estimularia a invaséo do parasita (CALER et al., 2000; VIEIRA et al., 2002;
NAGAJYOTHI et al., 2008).

Complementando o0s nossos achados, conseguimos demonstrar, pela
primeira vez, a co-localizagdo das proteinas Cx43 e F-actina em células migratorias
do sistema imunoldgico, indicando que a Cx43 estaria interagindo com o
citoesqueleto em um possivel processo de ancoramento, sendo este decisivo para a
formacao de canais juncionais funcionais (Figura 31 D). Os hemicanais juncionais
(conexons) sao transportados do complexo de Golgi até a membrana plasmatica,
através de microtibulos, e precisam desta estrutura para que possam ser inseridos
na membrana plasmatica (MUSIL and GOODENOUGH, 1993; DHEIN, 1998,
GAIETTA et al., 2002; SEGRETAIN and FALK, 2004). No entanto, até o presente
momento, nenhum trabalho fez esta associacdo em células que possuem um
comportamento dindmico, como as células macrofagicas.

GIEPMANS and MOOLENAR (1998) demonstraram que as juncdes
comunicantes formadas pela Cx43 também interagem com outras proteinas. Através
de experimentos de imunoprecipitacdo e imunofluorescéncia, demonstraram que a
regido carboxiterminal da conexina43 pode interagir com o 2° dominio PDZ da
proteina ZO1 (Zona Ocludens 1), uma proteina associada as junc¢des do tipo Tight
(Tight Junction) e que, segundo estes estudos estariam envolvidas com o
ancoramento das conexinas na membrana plasmatica. Aléem disso, MATSUSHITA et
al. (1999) demonstraram que a Cx43 também poderia estar relacionada com outras

proteinas celulares, como por exemplo, integrina, desmoplaquinas (proteinas
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formadoras de desmossomos), caderinas (proteinas formadoras de juncbes de
aderéncia) e laminina.

GIEPMANS (2004) demonstrou um modelo de organizacdo estrutural e
molecular das juncbBes celulares envolvidas com adesdo e comunicacao
celular, esta dltima por intermédio de jungBes comunicantes formadas
particularmente pela Cx43. Dentre as proteinas envolvidas neste esquema
merecem destaque a a-catenina e o-actinina, estando estas envolvidas com a
formacgéo do citoesqueleto e inser¢céo da conexina na membrana plasmatica, como

podemos observar na Figura 33.

Figura 33. Esquema indicando as proteinas que possivelmente estariam envolvidas na insercao da
Cx43 na membrana plasmatica (adaptado de Giepmans, 2004).

De acordo com GIEPMANS (2004), a proteina oa-catenina esta presente no
complexo de proteinas que estao associadas com a proteina de adeséo E-caderina,
co-localizada e co-imunoprecipitada com a Cx43. Segundo FUJIMOTO et al (1997),
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as a-cateninas estariam co-localizadas com a Cx43 no inicio da formacao da placa
juncional na membrana plasméatica, sendo essenciais ho enderecamento e insercao
da conexina na membrana, como foi observado em ensaios de microscopia
confocal.

Os mesmos experimentos de imunofluorescéncia 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 marcagdo para a proteina
Cx43 nao ocorria na membrana, mas encontrava-se no citoplasma (Figura 32 B) e
gue houve uma evidente diminuicdo da marcacdo com a Faloidina (Figura 32 C).

Na Figura 32 D observamos que as células marcadas para Cx43 no
citoplasma nao apresentaram marcacdo para faloidina indicando que a
desorganizacdo no citoesqueleto poderia estar impedindo as células de se
comunicarem uma vez que a proteina Cx43 fica confinada no citosol e ndo consegue
ser inserida na membrana da célula. Considerando que as moléculas de actina (que
no macréfago corresponde a F-actina) e que, segundo GIEPMANS (2004), é
importante para insercdo da conexina na membrana, haja visto que as vesiculas
contendo a proteina conexina ao sairem do complexo de Golgi utilizam os
microtubulos como via de enderecamento proteico para membrana plasmatica
(SEGRETAIN and FALK, 2004).

Deste modo, além de notar uma diminuicdo da expressdo da Cx43 na
membrana plasmatica de células macrofagicas J774-G8, foi possivel observar
gue a infec¢cdo com os parasitas pode alterar a organizacao celular.

A partir destes achados, podemos inferir que a comunicagao juncional em
macréfagos pode ter um papel importante no microambiente inflamatério, uma vez
gue é capaz ser modulada por fatores que ativam a resposta imunoldgica inata, bem
como tem a sua expressao alterada em diversos momentos da infeccdo parasitaria,
0 que nos remeter a um papel de destaque no ambiente infecto-inflamatario.

Para tanto, € necessario que se facam experimentos de microscopia com
imunofluorescéncia e inje¢bes de corante para que possamos de fato afirmar que as

células J774-G8 n&o fazem comunicagao juncional apés infec¢gdo com o T. cruzi.
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7. CONCLUSOES

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

7.1. As células da linhagem macrofagica J774-G8 tratadas com fatores
pré-imuno inflamatérios combinados apresentaram alteracdes no crescimento
celular, formando grumos de células, mas ndo demonstraram alteracbes
morfologicas;

7.2. As células da linhagem macrofagica J774-G8 infectadas com o
parasita T. cruzi apresentaram nao sé alteracbes no crescimento celular, como
também demonstraram altera¢cdes morfologicas, acompanhadas de morte celular;

7.3. As células de linhagem macrofagica J774-G8 tratadas com fatores
pré-imuno inflamatérios combinados apresentaram sua comunicacao juncional
modulada positivamente;

7.4. A expressao proteica de Cx43, analisada por western blot, mostrou-se
aumentada em células de linhagem macrofagicas J774-G8 infectadas em 48 horas
com o T. cruzi, quando comparadas com as células nao infectadas;

7.5. As proteinas Cx43 e F-actina estdo co-localizadas na membrana
plasmatica de linhagem macroféagica J774-G8;

7.6. As células J774-G8 infectadas com o T. cruzi sofrem uma sensivel
reducdo nas proteinas Cx43 e F-actina localizadas na membrana, apds 72 horas de
infeccéo.
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