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RESUMO 

Galectinas são lectinas animais ligantes de beta-galactosídeos envolvidas em vários 

processos biológicos, sendo que galectina-3(Gal-3) tem sido relacionada à modulação 

de reações imunes e respostas inflamatórias. O presente estudo teve por objetivo avaliar 

a influência de Gal-3 na viabilidade de neutrófilos, apoptose precoce e morte celular em 

paralelo com suas funções biológicas após infecção in vitro e in vivo por cepa virulenta 

RH de Toxoplasma gondii, utilizando animais C57BL/6 selvagens (Gal-3+/+) e 

deficientes no gene para galectina-3 (Gal-3-/-). Camundongos Gal-3-/- exibiram 

diminuído recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal após estímulo com 

tioglicolato, mas não após infecção com a cepa virulenta RH de T. gondii, a qual 

induziu curvas de sobrevivência e escores de morbidade semelhantes a camundongos 

Gal-3+/+. Além disto, maior geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) por 

neutrófilos peritoneais inflamatórios foi observada em camundongos Gal-3+/+ infectados 

com esta cepa virulenta e relacionada ao estágio inicial de infecção. A infecção in vitro 

de neutrófilos por T. gondii induziu aumento na viabilidade celular e diminuição da 

exposição de fosfatidiserina (PS) e da morte celular em neutrófilos Gal-3+/+, mas não em 

neutrófilos Gal-3-/-. Ao contrário, a infecção pelo parasito induziu maior liberação de 

LDH por neutrófilos Gal-3-/- comparado a Gal-3+/+. Liberação de lisozima foi maior em 

neutrófilos Gal-3-/- do que em Gal-3+/+, independente de infecção, mas a infecção por T. 

gondii induziu desgranulação aumentada em neutrófilos Gal-3+/+. A produção de IL-10 

e TNF-α foi modulada por Gal-3, mas não pela infecção por T. gondii. Ao contrário, 

maiores níveis de IL-6 foram produzidos por neutrófilos Gal-3-/- infectados por T. 

gondii. Infecção por T. gondii ou estimulação com STAg em alta concentração diminuiu 

a geração de ROS PMA-dependente em neutrófilos Gal-3+/+, mas não alterou a geração 

de ROS em neutrófilos Gal-3-/-, comparados aos respectivos controles. A geração de 

ROS zimosan-dependente foi diminuída após infecção por T. gondii em neutrófilos Gal-

3+/+ e Gal-3-/-. Assim, pode-se concluir que Gal-3: (1) é essencial para aumentar a 

viabilidade celular por diminuir apoptose precoce e morte celular em neutrófilos 

induzidas por T. gondii; (2) diminui a toxicidade em neutrófilos causada pela infecção 

por T. gondii e diminui a desgranulação independente da infecção; (3) modula a 

secreção de citocinas pró- e antiinflamatórias por neutrófilos infectados ou não por T. 

gondii; (4) é essencial para diminuída geração de ROS PMA-dependente em neutrófilos 



 xix

induzida pela infecção por T. gondii, mas não para a diminuída geração de ROS 

zimosan-dependente após infecção. Em conclusão, galectina-3 desempenha um 

importante papel imunomodulador em neutrófilos sob infecção com a cepa virulenta RH 

de T. gondii, particularmente durante seu estágio inicial, por interferir na viabilidade e 

ativação de neutrófilos. 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Neutrófilos. Galectina-3. Apoptose. ROS. 

Viabilidade Celular. 
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ABSTRACT 

Galectins are beta-galactoside-binding animal lectins involved in several biological 

processes, and Gal-3 has been related to modulation of immune reactions and 

inflammatory responses. The present study aimed to evaluate the influence of Gal-3 in 

neutrophil viability, early apoptosis and cell death in parallel with its biological 

functions after in vivo and in vitro infection with T. gondii RH virulent strain, by using 

C57BL/6 wild type (Gal-3+/+) and Gal-3 knockout (Gal-3-/-) mice. Gal-3-/- mice exhibit 

decreased neutrophil recruitment to peritoneal cavity after thioglycolate stimulus, but 

not after virulent T. gondii RH strain infection, which induced survival curves and 

morbidity scores similar to Gal-3+/+ mice. Also, higher reactive oxygen species (ROS) 

generation by inflammatory peritoneal neutrophils was observed in Gal-3+/+ mice 

infected with this virulent strain and related to early stage of infection. T. gondii 

infection induced an increase in cell viability and decrease of both phosphatidylserine 

(PS) exposure and cell death in WT, but not in KO neutrophil. In contrast, parasite 

infection induced higher LDH release in KO than WT neutrophil. Lysozyme release 

was higher in KO than WT neutrophil, regardless of infection, but parasite infection 

induced increased degranulation in WT neutrophil. IL-10 and TNF-α production was 

modulated by Gal-3, but not by parasite infection. In contrast, higher IL-6 levels were 

produced by T. gondii infected Gal-3-/- neutrophils. T. gondii infection or STAg 

stimulation decreased ROS generation induced by PMA in WT neutrophils, but no 

change was found in KO neutrophils. Zymosan-dependent ROS generation was 

decreased after T. gondii infection in WT and KO neutrophils. It can be concluded that 

Gal-3: (1) is essential to increase cell viability by decreasing early apoptosis or cell 

death in neutrophils induced by T. gondii; (2) decreases neutrophil toxicity caused by 

parasite infection and diminishes degranulation regardless of infection; (3) modulates 

pro- and anti-inflammatory cytokine secretion by neutrophils infected or not with T. 

gondii; (4) is essential for decreased PMA-dependent ROS generation in neutrophils 

induced by T. gondii infection, but not for decreased zymosan-dependent ROS 

generation after parasite infection. Therefore, Gal-3 plays an important 

immunomodulatory role by interfering in neutrophil life span and activation under early 

infection with virulent T. gondii strain.  

Keywords: Toxoplasma gondii. Neutrophils. Galectin-3. Apoptosis. ROS. Cell 

viability. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Toxoplasma gondii  

1.1.1  Aspectos gerais 

Toxoplasma gondii é um protozoário parasito intracelular obrigatório que infecta a 

maioria das células nucleadas de aves e mamíferos. A primeira descrição deste parasito 

ocorreu  em 1908 por Splendore no Brasil e por Nicolle e Manceaux na África do Norte. A 

designação desta espécie originou-se do nome do roedor norte africano Ctenodactylus gondii, 

do qual este parasito foi isolado. O nome do gênero é derivado do grego toxon, que significa 

arco, devido ao formato do protozoário (PESSOA; MARTINS, 1988). 

De acordo com a classificação de Lineu, a espécie Toxoplasma gondii pertence ao reino 

Protista, sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia, ordem 

Eucoccidiida, subordem Eimeriina, família Sarcocystidae e gênero Toxoplasma (REY, 2001). 

T. gondii apresenta ampla distribuição mundial, sendo uma das infecções parasitárias 

mais comuns em humanos. Nos Estados Unidos e no Reino Unido estima-se que 9 a 40% das 

pessoas estejam infectadas (JONES et al., 2007). Na América Central e do Sul calcula-se que 

a infecção atinja de 50 a 80% das mulheres grávidas (ROSSO et al., 2008). No Brasil, cerca 

de 70% das gestantes são sorologicamente positivas para T. gondii (SPALDING et al., 2005). 

T. gondii apresenta três estágios infecciosos: (1) taquizoítas que apresentam rápida 

proliferação na célula hospedeira, ocorrendo principalmente na fase aguda da doença; (2) 

bradizoítas que se encontram dentro de cistos teciduais sob replicação lenta (fase crônica) por 

estresse imposto pela resposta imune do hospedeiro; e (3) esporozoítas liberados a partir de 

esporocistos contidos em oocistos eliminados nas fezes de felídeos (hospedeiros definitivos), 

que correspondem às formas infectantes oriundas da reprodução sexuada do parasito que 

ocorre no intestino de felídeos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). 
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A infecção pelo parasito pode ocorrer por três rotas: (1) transmissão horizontal por 

ingestão de água ou alimentos contaminados com oocistos (esporozoítas) do ambiente; (2) 

transmissão horizontal por ingestão de carne crua ou mal cozida contendo oocistos teciduais 

(bradizoítas); (3) transmissão vertical pela passagem transplacentária de taquizoítas de mães 

infectadas para os fetos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). 

T. gondii, tipicamente, é um parasito de baixa virulência que causa, na maioria das 

vezes, infecções assintomáticas em indivíduos imunocompetentes. Entretanto, a infecção 

adquire importância em dois grupos de alto risco, mulheres gestantes, podendo causar aborto, 

mortalidade neonatal e anormalidades fetais, e indivíduos imunocomprometidos, podendo ser 

observadas grave morbidade e elevada taxa de mortalidade (LUFT; REMINGTON, 1992). 

 

1.1.2 Diferenças de virulência entre cepas de T. gondii   

As populações de T. gondii consistem de três linhagens clonais (tipos I, II e III) com 

ampla distribuição geográfica. Embora as cepas das três linhagens sejam obtidas de isolados 

humanos, a maioria dos casos de toxoplasmose humana foi associada com o genótipo tipo II, 

enquanto em camundongos foi associada com o tipo I (HOWE; SIBLEY, 1995).  

Diferentes cepas de T. gondii têm sido isoladas e classificadas como virulentas ou 

avirulentas de acordo com a patogenicidade ao modelo experimental de camundongo. A cepa 

do genótipo tipo I, a qual pertence à cepa RH, é caracterizada por sua alta virulência em 

camundongos. Essa linhagem parece estar mais freqüentemente associada à toxoplasmose 

ocular (MAUBON et al., 2008). A linhagem tipo II, a qual pertence à cepa ME-49, é a 

linhagem encontrada mais comumente em animais e humanos cronicamente infectados na 

Europa e na América do Norte. Esta linhagem é também encontrada em pacientes com a 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e na toxoplasmose congênita 

(BOOTHROIYD; GRIGG, 2002). A linhagem tipo III (por exemplo, cepas CEP e VEG) está 



 23

mais restrita a animais e é menos freqüente que a tipo II na Europa e na África do Norte. Esta 

linhagem é considerada avirulenta em camundongos, embora cause a morte do animal em 

algumas semanas ou meses após a infecção, associada com comprometimento neuronal 

(SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005). Por outro lado, o estudo de espécimes obtidos nas 

Américas Central e do Sul, na África e na Ásia demonstrou que nessas regiões existem 

linhagens exóticas ou atípicas, que apresentam polimorfismos que não são típicos das 

linhagens clonais (LEHMANN et al., 2006). 

 

1.1.3 Ciclo biológico 

Toxoplasma gondii apresenta um ciclo de vida heteroxeno com uma fase assexuada que 

ocorre nos hospedeiros definitivos e intermediários, e uma fase sexuada que ocorre apenas em 

felídeos (hospedeiros definitivos) (Ilustração 1). A infecção pelo parasito ocorre por ingestão 

de alimentos contaminados com oocistos eliminados com as fezes de felídeos contaminados 

ou cistos teciduais de animal infectado. Os cistos ou oocistos, sob a ação de enzimas 

proteolíticas do estômago e intestino delgado, liberam bradizoítas e esporozoítas, 

respectivamente. Esses parasitos penetram no epitélio do intestino delgado e transformam-se 

em taquizoítas, que causam infecção aguda sistêmica. Até a fase de invasão das células 

enteroepiteliais, o processo é comum para todos os hospedeiros (REY, 2001; ALIBERTI, 

2005). 

Nos felídeos, cinco tipos (I, II, III, IV e V) morfologicamente distintos de T. gondii se 

desenvolvem nas células enteroepiteliais antes de começar a gametogonia. Nesses estágios há 

replicação do parasito, com formação de merozoítas por esquizogonia. Após esse processo 

assexuado, desenvolvem-se os macrogametócitos e os microgametócitos que dão origem aos 

macrogametas (gametas femininos) e microgametas (gametas masculinos), respectivamente. 

Após a fertilização e formação do zigoto, uma parede é formada ao redor do parasito, 
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constituindo-se no oocisto não esporulado, que é eliminado com as fezes. A esporulação do 

oocisto (divisão do núcleo e formação de quatro esporozoítas) ocorre após 1 a 5 dias, 

dependendo das condições de aeração e temperatura do meio. A infecção pelos esporozoítas 

completa parte do ciclo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). 

Nos hospedeiros intermediários, além das células do epitélio intestinal, os parasitos 

invadem células do sistema mononuclear fagocitário, que transportam o parasito para os 

linfonodos e diferentes órgãos. Nessa fase o parasito, chamado taquizoíta, replica-se 

rapidamente por endodiogenia (processo semelhante a brotamento interno, com formação de 

duas células filhas dentro da membrana original do parasito). A velocidade de replicação dos 

taquizoítas está diretamente relacionada à virulência da cepa do parasito, e também às 

características da resposta imune do hospedeiro. Quando uma resposta imune específica é 

desencadeada ocorre o fim da fase aguda. Algumas condições de estresse relacionadas com a 

produção de interferon-gama (IFN-γ) restringem a replicação dos parasitos, que se 

transformam em bradizoítas originando os cistos teciduais. Na fase crônica da infecção, os 

bradizoítas se multiplicam no interior dos cistos onde ficam isolados dos mecanismos imunes 

efetores do hospedeiro. Cistos podem ser encontrados em uma variedade de órgãos do 

hospedeiro, mas predominam no sistema nervoso central e músculos, onde permanecem por 

toda a vida do hospedeiro. A ingestão desses cistos por outros animais completa o ciclo de 

vida natural do T. gondii (REY, 2001; ALIBERTI, 2005). 
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Ilustração 1. Ciclo biológico de Toxoplasma gondii (ALIBERTI, 2005). 

 

1.1.4  Imunidade contra T. gondii  

A resposta imune contra T. gondii caracteriza-se por ser intensa, persistente e 

normalmente não lesiva para o hospedeiro, resultando em proteção contra as formas 

taquizoítas sem provocar alterações imunopatológicas no hospedeiro (DENKERS; 

GAZZINELLI, 1998). Um dos pontos críticos da resposta imune a T. gondii refere-se ao 

controle da replicação de taquizoítas durante o curso da toxoplasmose.  

Inicialmente, a invasão dos parasitos desencadeia a liberação de interleucinas (IL), tais 

como IL-12 e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) por macrófagos, células dendríticas e 

neutrófilos (GAZZINELLI et al., 1994; BLISS et al., 1999) que são importantes estímulos 
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para células natural killer (NK) produzirem IFN-γ. Essa cascata de citocinas pró-inflamatórias 

serve a dois propósitos: (1) limitar a replicação do parasito e (2) direcionar a resposta imune 

para o padrão de células T helper tipo 1 (Th1). As citocinas IFN-γ e IL-12 promovem a 

expansão de células T CD4+ que em conjunto com IFN-γ são responsáveis pela produção 

continuada de anticorpos específicos para T. gondii (ARAÚJO, 1992). As células T CD4+ 

produzem IL-2 que promove a expansão das células citotóxicas T CD8+. Estas são 

importantes primariamente para a produção de altos níveis da citocina protetora IFN-γ  e, nos 

estágios tardios da infecção, a atividade citotóxica das células T CD8+ é importante na 

eliminação de células infectadas por parasitos (DENKERS; SHER; GAZZINELLI., 1993).  A 

citocina IFN-γ medeia a morte do parasito com o cofator TNF-α pela ativação de mecanismos 

microbicidas em macrófagos (DAUBENER et al., 1996). Além disto, o IFN-γ é importante no 

controle da replicação do parasito pela indução da produção de indoleamina 2,3, desoxigenase 

(IDO), uma enzima que depleta as reservas de triptofano da célula hospedeira, impedindo o 

crescimento do parasito (PFEFFERKORN; REBHUN; ECKEL, 1986). Essa replicação 

reduzida favorece a diferenciação em bradizoítas e previne o recrudescimento da infecção 

(BOHNE; HEESEMANN; GROSS, 1994). Em contrapartida, os efeitos citotóxicos da 

produção exacerbada de IFN-γ e TNF-α são controlados por IL-10, citocina produzida em 

sítios de alta replicação do parasito, tais como fígado e baço. A IL-10 reduz a expressão de 

quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias, bem como as atividades microbicidas de células 

dendríticas, células T CD4+, células NK e macrófagos (ALIBERTI, 2005). 

Com relação à resposta imune humoral, a infecção por T. gondii estimula a produção de 

imunoglobulinas (Ig) G, M, A e E contra antígenos de membrana, secretados e excretados. 

Anticorpos específicos, em presença de complemento, promovem a lise de taquizoítas 

extracelulares, porém, parasitos intracelulares e bradizoítas, no interior de cistos, estão 

protegidos desse mecanismo efetor. Assim,  os anticorpos não determinam o fim da infecção, 
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mas previnem a disseminação do parasito na infecção crônica (GOYAL; GANGULY; 

MAHAJAN, 1989). Em indivíduos infectados, anticorpos IgM são detectados nos primeiros 7 

dias de infecção, alcançando títulos máximos em poucas semanas e declinando gradualmente 

em 3 a 6 meses. Anticorpos IgG são detectados com 1 a 2 semanas de infecção, e títulos 

máximos são atingidos em 6 semanas. A detecção de anticorpos IgG circulantes sugere uma 

infecção crônica, sendo que os títulos de IgG declinam gradualmente em alguns meses ou 

anos, enquanto títulos baixos persistem por toda a vida. Anticorpos IgA são produzidos 

concomitantemente com IgG e têm um papel importante na imunidade de mucosa 

(CHARDES et al., 1990; OMATA et al., 1997), prevenindo a re-infecção com T. gondii.   

 

1.2 Leucócitos polimorfonucleares neutrófilos 

1.2.1 Caractetrísticas gerais  

Os leucócitos polimorfonucleares neutrófilos foram descobertos por Paul Erlich quando 

as técnicas de fixação e coloração celular facilitaram a identificação do núcleo lobulado e da 

presença dos grânulos citoplasmáticos (ERLICH, 1880 apud DALE; BOXER; LILES, 2008). 

A denominação neutrófilo é devido à tonalidade neutra dos seus grânulos nas colorações de 

Romanowsky (BORREGAARD; COWLAND, 1997).  

Os neutrófilos são gerados a partir de células hematopoiéticas pluripotentes da medula 

óssea e representam cerca de 50 a 70% do total de leucócitos no sangue periférico de 

humanos. Neutrófilos circulantes no sangue periférico, quando não recrutados para sítios de 

inflamação por quimiocinas e fatores quimiotáticos específicos, possuem um tempo de vida 

médio muito curto, de 6 a 8 horas, e morrem rapidamente por apoptose (ZYCHLINSKY; 

WEINRAUCH; WEISS, 2003; LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003).  

O núcleo dos neutrófilos é polimórfico e, geralmente, consiste de três a cinco lóbulos 

conectados por filamentos finos de cromatina. O citoplasma caracteriza-se por grande 
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acúmulo de grânulos, os quais são classificados em primários (ou azurófilos), secundários (ou 

específicos), terciários (ou de gelatinase) e vesículas secretórias. Estes grânulos distinguem-se 

entre si pela sua morfogênese e citoquímica, bem como pela composição de suas membranas 

e conteúdo em moléculas citotóxicas responsáveis pela degradação de patógenos para a defesa 

do hospedeiro (MCPHAIL et al., 1992; BORREGAARD; SØRENSEN; THEILGAARD-

MÖNCH, 2007).  

Os neutrófilos destacam-se como a primeira linha de defesa do organismo, pois são os 

primeiros componentes celulares do sistema imune inato que chegam aos sítios de inflamação, 

onde se encontram os microrganismos invasores. O fenômeno de migração dos neutrófilos, 

denominado de quimiotaxia, é induzido por quimiocinas, citocinas, metaloproteinases da 

matriz extracelular, componentes do sistema complemento e produtos dos microrganismos 

invasores (KOBAYASHI; VOYICH; DELEO, 2003).  

O recrutamento dos neutrófilos é caracterizado por interações transitórias entre 

moléculas de adesão da família das selectinas, presentes no endotélio do vaso sangüíneo e no 

neutrófilo, seguido de forte adesão ao endotélio vascular mediada por moléculas de alta 

afinidade de ligação, como as integrinas (CD11/CD18) presentes nos leucócitos, e as 

moléculas de adesão intracelular (ICAM) expressas pelas células endoteliais. Finalmente, o 

neutrófilo migra entre as células endoteliais para alcançar o sítio de infecção extravascular, 

processo conhecido como diapedese mediado por moléculas de adesão endotélio-plaquetário 

do tipo 1 (PECAM-1) (LIU et al., 2004). Durante este processo de emigração, o estado dos 

neutrófilos é alterado de células não-primadas (naive) para primadas (primed) (NIEMINEN; 

ST-PIERRE; SATO, 1995).  

Ao encontrar o patógeno, os neutrófilos tornam-se completamente ativados e atuam na 

defesa do organismo por meio de mecanismos dependentes de oxigênio, que envolvem a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), e de mecanismos independentes de oxigênio, 
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que compreendem a fagocitose, desgranulação e produção de mediadores anti- e pró-

inflamatórios (MAYER-SCHOLL; AVERHOFF; ZYCHLINSKY, 2004).  

A exposição dos neutrófilos a vários estímulos, particulados e solúveis, tais como 

partículas antigênicas, imunocomplexos, fatores quimiotáticos produzidos durante um 

processo inflamatório (por exemplo, fMLP: N-formil-metionil-leucil-fenilalanina), ácido 

araquidônico, e  PMA (forbol-12-miristato-13-acetato) faz com que suas funções efetoras 

sejam desencadeadas. A estimulação celular ocorre via diferentes receptores de membrana e a 

ativação específica de um receptor desencadeia uma via de sinalização intracelular distinta, 

ativando os mecanismos efetores (LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2008). 

 

1.2.2 Neutrófilos, fagocitose e metabolismo gerador de ROS   

Os neutrófilos são considerados fagócitos profissionais porque possuem como principal 

função a defesa do hospedeiro por meio da ingestão e destruição de partículas ou patógenos 

invasores, fenômeno conhecido como fagocitose (QUINN; GAUSS, 2004).  

A fagocitose pode ser dividida em quatro etapas sucessivas: adesão entre o fagócito e o 

patógeno, ingestão, desgranulação e destruição do patógeno ingerido. O processo de adesão é 

facilitado quando os patógenos estão opsonizados por moléculas para as quais o neutrófilo 

dispõe de receptores específicos. As principais opsoninas conhecidas são moléculas de IgG, 

fragmentos do componente 3 (C3) do sistema complemento e carboidratos ou lectinas. Os 

receptores para opsoninas melhor caracterizados são os FcγR [receptores para a porção Fc 

(fragmento cristalizável) de imunoglobulina G (IgG)] e os receptores para os componentes 

C3b (CR1) e C3bi (CR3) do sistema complemento. Os neutrófilos também podem interagir 

diretamente com microrganismos por meio do reconhecimento de determinantes antigênicos 

expressos na superfície desses alvos (OFEK et al., 1995).  
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Após a adesão ao patógeno, o neutrófilo projeta pseudópodos e o envolve em um 

vacúolo fagocítico denominado fagossoma. Os grânulos citoplasmáticos, então, se fundem 

com o fagossoma e liberam seus produtos, em um processo denominado desgranulação. 

Simultaneamente a estes eventos ocorre a geração de ROS, com grande potencial microbicida 

(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).  

A ativação do processo de fagocitose estimula no neutrófilo um metabolismo gerador de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), referido na literatura como “burst”, surto ou explosão 

respiratória, metabólica ou oxidativa, caracterizado pelo aumento do consumo de oxigênio e 

de ATP (trifosfato de adenosina), aumento da oxidação da glicose pela via da hexose 

monofosfato, do transporte de elétrons e da geração de ROS (FAURSCHOU; 

BORREGAARD, 2003).   

A geração de ROS em neutrófilos é mediada por um complexo enzimático, associado às 

membranas citoplasmática e dos grânulos, denominado NADPH-oxidase. Este complexo é 

constituído por cinco componentes principais: p40phox, p47phox e p67phox presentes no 

citoplasma na forma de um complexo, e p22phox e gp91phox (phox = phagocyte oxidase), que 

coexistem em um heterodímero denominado flavocitocromo b558, localizado nas membranas 

plamática e de vesículas secretórias e grânulos específicos. A atividade NADPH-oxidase 

também depende de uma GTPase (Rac 1-2). Após uma perturbação na membrana plasmática 

durante fagocitose ou interação entre a superfície celular e uma variedade de agentes, ocorre o 

deslocamento dos componentes citosólicos para a membrana, e a enzima NADPH-oxidase 

adquire sua forma ativa. O complexo NADPH-oxidase ativo transporta elétrons do NADPH 

no citoplasma para o O2 no fluido extracelular ou no espaço intrafagossômico, para formar o 

radical ânion superóxido (O2
•‾), o qual é convertido em H2O2, que, por sua vez, gera outras 

ROS, por meio de reações químicas e enzimáticas (BABIOR, 2000; KITAGAWA et al., 

2003; DECOURSEY; LIGETI, 2005) (Ilustração 2).  
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Outra enzima importante no metabolismo gerador de ROS em neutrófilos é a MPO 

(mieloperoxidase), que catalisa a oxidação de íons haleto (Cl‾, Br‾, I‾) para ácidos hipo-

halosos, utilizando H2O2 como substrato (BABIOR, 1999; PULLAR et al., 2000) (Ilustração 

2).  

Durante a geração de ROS, alguns radicais de oxigênio (oxigênio singleto: 1O2) 

possuem elétrons fora do seu estado fundamental e são, portanto, altamente reativos. Quando 

esses elétrons retornam ao seu estado fundamental, ocorre a liberação de fótons, sendo que 

esta produção de luz é conhecida como quimioluminescência (QL) e representa uma 

característica do metabolismo gerador de ROS em neutrófilos (KLEIN, 1990).  

As espécies reativas de oxigênio geradas em neutrófilos atuam como oxidantes de 

vários compostos nos sistemas biológicos (por exemplo, lipídeos de membrana e proteínas) 

formando uma grande variedade de espécies químicas reativas, as quais são importantes para 

degradar o patógeno fagocitado. A presença de ROS no espaço extracelular é controlada por 

moléculas antioxidantes naturais [NADPH, SOD (enzima superóxido dismutase), catalase e 

glutationa peroxidase], que previnem a formação ou sequestram os radicais livres, 

interrompendo a cadeia de reações de propagação (Ilustração 2). 

Marcadores luminescentes (sondas) são utilizados para amplificar a quantidade de luz 

emitida durante a geração de ROS. Estas sondas são substâncias orgânicas que servem de 

substrato para reações redox que geram intermediários eletronicamente excitados, os quais ao 

retornarem ao seu estado basal emitem fótons que podem ser quantificados como QL. A QL é 

amplamente utilizada como um método para quantificar a geração de ROS por neutrófilos 

(ALVES et al., 2003).  
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Ilustração 2. Representação simplificada das reações que ocorrem durante o metabolismo 
gerador de ROS em neutrófilos. (1) O ânion superóxido (O2

• -) é produzido pelo complexo 
enzimático da NADPH-oxidase. (2) A dismutação do O2

• - pela SOD produz o H2O2. (3) A 
MPO proveniente dos grânulos citoplasmáticos catalisa a produção de HOCl e outras espécies 
halogenadas a partir do H2O2. (4) As ROS produzidas nas etapas 1, 2 e 3 são convertidas a 
outras espécies oxidantes, por meio de diversas reações químicas. (5) As espécies oxidantes e 
os constituintes dos grânulos que extravasam para o citosol e/ou para o meio extracelular são 
inativadas pelos componentes do sistema de defesa celular e tecidual (alguns deles estão 
representados em verde). Esquema adaptado de Klein (1990) e Halliwell (1999). 
Abreviaturas: CAT: catalase; GPO: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: 
glutationa oxidada; MPO: mieloperoxidase; SLPI: inibidor de protease secretória de 
leucócitos; SOD: superóxido dismutase. 
 

1.2.3 Neutrófilos, citocinas e quimiocinas 

Além de sua atividade microbicida, os neutrófilos produzem várias citocinas e 

quimiocinas importantes na coordenação do sistema imune. Estes fagócitos são capazes de 
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secretar o fator quimiotático para neutrófilos IL-8 e fatores quimiotáticos para macrófagos 

MIP-1α e MIP-1β (proteína inflamatória de macrófagos). As quimiocinas MIP-1α e MIP-1β 

agem como fatores ativadores e quimiotáticos para monócitos, macrófagos, células NK, 

células dendríticas imaturas e células T helper 1 (GOUWY et al., 2005). Além disto, vários 

estudos têm mostrado que neutrófilos produzem as citocinas IL-12, IL-10 e TNF-α durante 

infecção por Candida albicans, estimulação in vitro com LPS ou quando estimulados com 

antígeno de T. gondii (HAZIOT et al., 1993; ROMANI et al., 1997; CASSATELLA et al., 

1997; BLISS; ZHANG; DENKERS, 1999). Portanto, a produção de mediadores inflamatórios 

por neutrófilos sugere um importante papel para estes fagócitos no recrutamento de outros 

tipos celulares para o tecido inflamado, e como fonte de citocinas que influenciam na 

atividade dessas células.  

De maneira geral, o recrutamento dos neutrófilos devido a uma lesão tecidual inicia e 

amplifica a resposta inflamatória desenvolvida pelo hospedeiro. O processo de resolução 

natural da inflamação envolve a remoção do estímulo inicial, decréscimo na produção de 

mediadores pró-inflamatórios, aumento na produção de mediadores anti-inflamatórios e 

eliminação (clearance) de células inflamatórias e restos celulares (HENSON, 2005; 

SERHAN; SAVILL, 2005).  

 

1.3 Galectinas e galectina-3 

1.3.1 Aspectos estruturais e funcionais  

Galectinas são membros de uma família de lectinas animais que apresentam duas 

características principais: (1) possuem afinidade para resíduos de β-galactosil e (2) seqüências 

peptídicas conservadas no domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD). A maioria das 

galectinas são multivalentes, compostas por dois CRDs ou existindo em uma forma 

dimerizada (BARONDES et al., 1994; CUMMINGS; LIU, 2009).  
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Em geral, estas lectinas estão envolvidas em vários processos biológicos, incluindo 

regulação do crescimento celular e apoptose, transformação neoplásica e respostas 

inflamatórias (RABINOVICH et al., 2002). Um dos membros dessa família é a galectina-3 

(CBP30/35, Mac-2, εBP ou L29), proteína solúvel, com aproximadamente 30 kDa. Esta 

lectina foi primeiramente descrita como expressa na superfície de macrófagos elicitados com 

tioglicolato (HO; SPRINGER, 1982). 

Galectina-3 (Gal-3), diferentemente de outras galectinas, consiste de um monômero 

com um único CRD (C-terminal, com aproximadamente 130 aminoácidos) associado a um 

domínio regulatório não-lectínico (N-terminal, com aproximadamente 120 aminoácidos) que 

contém repetições de uma sequência rica em prolina, glicina e tirosina. Após o 

reconhecimento de seus ligantes na superfície celular, a conformação da galectina-3 sofre 

mudanças que resultam em sua oligomerização, por meio de auto-organização do domínio N-

terminal dos monômeros. Estudos prévios têm demonstrado que ambos os domínios C-

terminal e N-terminal são essenciais para as funções biológicas da galectina-3 (NIEMINEN et 

al., 2007).  

A galectina-3 é encontrada em vários tecidos (epitélios gastrointestinal e respiratório, 

rins, pulmões, timo, próstata, fígado, alguns neurônios sensoriais) e diferentes tipos celulares, 

tais como fibroblastos, células endoteliais, osteoblastos e osteoclastos, células de Langerhans, 

células dendríticas e mielóides, monócitos/macrófagos, mastócitos, eosinófilos, neutrófilos e, 

sob condições específicas, por exemplo durante infecções, sua expressão pode ser induzida 

em linfócitos T e B (DUMIC; DABELIC; FLÖGEL, 2006; LIU; HSU, 2007). Esta lectina 

geralmente está localizada no citoplasma, mas dependendo do tipo celular e estado 

proliferativo, quantidades significantes desta proteína podem ser detectadas no núcleo e na 

superfície celular. Além disto, galectina-3 também pode ser encontrada na matriz extracelular, 

sendo que a sua secreção ocorre por uma via incomum independente do retículo 
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endoplasmático e complexo de Golgi (MOUTSATSOS et al., 1987; FRIGERI; LIU, 1992; 

SATO; BURDETT; HUGHES, 1993; SATO; HUGHES, 1994).  

A galectina-3 também exibe expressão patológica em alguns tumores, por exemplo, em 

carcinomas humanos de pâncreas, cólon e tireóide (KRZESLAK; LIPINSKA, 2004) e é 

detectada em fluidos extracelulares sob condições inflamatórias, por exemplo, em lágrimas de 

pacientes com doenças oculares, líquido sinovial de indivíduos com artrite reumatóide, lavado 

nasal de indivíduos atópicos e não-atópicos (HRDLICKOVÁ; NEHYBA; BOSE, 2001; 

OHSHIMA et al., 2003; BRYBORN et al., 2005).  

A diversidade na expressão de galectina-3 sugere um papel multifuncional para esta 

molécula. As atividades biológicas desta proteína no compartimento extracelular envolvem 

sua ligação a várias glicanas contendo β-galactosídeos. Galectina-3 liga-se a proteínas da 

matriz extracelular, tais como laminina, fibronectina e elastina de maneira carboidrato-

dependente e modula a adesão celular à matriz extracelular (LIU; RABINOVICH, 2005). Por 

exemplo, galectina-3 recombinante promove a adesão de neutrófilos humanos à laminina e 

células endoteliais (KUWABARA; LIU, 1996; SATO et al., 2002). Além disto, galectina-3 

extracelular atua como um estímulo quimioatraente para monócitos e macrófagos (SANO et 

al., 2000).  

Na superfície celular, galectina-3 interage com vários ligantes e os eventos fisiológicos 

subsequentes constituem alvos em potencial para estudos. Dados da literatura têm mostrado 

que a ligação de galectina-3 a CD98 em células Jurkat (linfócitos T) induz a captação de 

cálcio extracelular (DONG; HUGHES, 1996); a interação entre galectina-3 e receptores para 

IgE em mastócitos desencadeia a desgranulação e liberação de serotonina; e em neutrófilos 

humanos primados com citocalasina D, fMLP ou lipopolissacarídeo (LPS), a galectina-3 liga-

se a CD66a e CD66b, bem como a NCA-160 (CD66) e induz a ativação de NADPH oxidase e 

o burst oxidativo (YAMAOKA et al., 1995; KARLSSON et al., 1998; FEUK-LAGERSTEDT 
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et al., 1999; ALMIKVIST et al., 2001). Além disto, galectina-3 induz a exposição de 

selectina-L e produção de IL-8 por neutrófilos humanos naive ou primados com citocalasina 

B e, também, promove a atividade fagocítica deste tipo celular (NIEMINEN; ST-PIERRE; 

SATO, 2005; FERNÁNDEZ et al., 2005). A função de galectina-3 na fagocitose também tem 

sido demonstrada comparando macrófagos de camundongos deficientes de galectina-3 (Gal-3-

/-) e selvagens (Gal-3+/+), com macrófagos Gal-3-/- exibindo reduzida fagocitose de eritrócitos 

opsonizados e timócitos apoptóticos (SANO et al., 2003).  

 

1.3.2 Galectina-3 e apoptose 

Apoptose ou morte celular programada é caracterizada por alterações morfológicas e 

bioquímicas na arquitetura celular que contribuem para a morte da célula, bem como a 

preparam para o clearance por fagócitos e impedem respostas imunes inapropriadas. Os 

estímulos que desencadeiam apoptose em uma célula parecem estar associados a eventos que 

culminam com a ativação de uma família de cisteína – proteases denominadas caspases 

(TAYLOR et al., 2008).  

As principais vias de ativação de apoptose mediada por caspases ativadas estão 

apresentadas na ilustração 3. A via extrínseca de ativação de caspases envolve a interação de 

ligantes extracelulares (FasL ou TNF-α) com receptores transmembrana de morte. Esta 

interação causa o recrutamento da proteína adaptadora FADD (Fas-associated death domain 

protein), a qual recruta e agrega várias moléculas de caspase-8 promovendo sua ativação. 

Caspase-8 ativada processa proteoliticamente e ativa as caspases -3 e -7, levando a eventos 

subsequentes de ativação de caspases que culminam em proteólise de substratos e morte 

celular. Em algumas situações, sinais extrínsecos de morte podem cruzar com a via intrínseca 

através da proteólise da proteína BID (BH3-interacting domain death agonist) em tBID, 

mediada por caspase-8. A proteína tBID pode promover a liberação mitocondrial de 
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citocromo c e formação do apoptosoma [compreendendo moléculas de APAF-1 (fator -1-

ativador de protease apoptótica) e de caspase-9]. Na via intrínseca, diversos estímulos que 

provocam estresse ou dano celular ativam um ou mais membros da família de proteínas BH3-

only. Essas proteínas ativadas sobrepõem-se aos efeitos anti-apoptóticos dos membros da 

subfamília de proteínas Bcl-2 e promovem a reunião dos oligômeros BAK-BAX nas 

membranas externas mitocondriais. Estes oligômeros permitem o efluxo do citocromo c para 

o citosol. Uma vez liberado a partir da mitocõndria, o citocromo c agrega-se ao apoptosoma e 

atua como cofator na ativação da caspase-9 e, portanto, propaga a cascata proteolítica de 

eventos de ativação de caspases. A via dependente de granzima-B envolve a liberação desta 

protease nas células – alvo a partir de grânulos especializados liberados por linfócitos T 

citotóxicos ou células NK. Granzima B cliva seus substratos em resíduos de Asp e pode 

processar BID, bem como caspases -3 e -7 para iniciar a apoptose (TAYLOR et al., 2008).    

Atividades anti- e pró-apoptóticas de galectina-3 têm sido observadas e descritas na 

literatura. Em geral, galectina-3 intracelular atua como um fator anti-apoptótico, enquanto 

galectina-3 extracelular atua principalmente como um fator pró-apoptótico. Está bem 

estabelecido que a galectina-3 intracelular protege diferentes tipos de células contra a 

apoptose induzida por vários estímulos. Por exemplo, células T infectadas com o vírus tipo I 

de leucemia de células-T expressando galectina-3 foram mais resistentes à apoptose 

estimulada com o anticorpo anti-Fas ou estaurosporina (inibidor de proteína quinase), 

comparado a células-não infectadas (YANG; HSU; LIU, 1996). A atividade anti-apoptótica 

de galectina-3 também tem sido confirmada em outros tipos celulares. A expressão de 

galectina-3 em células BT549 de carcinoma humano de mama inibe a apoptose induzida por 

óxido nítrico (MOON et al., 2001). Entretanto, os mecanismos precisos para esta ação anti-

apoptótica de galectina-3 não estão bem elucidados.  
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Ilustração 3. Vias de ativação de caspases. A via extrínseca (1) envolve a interação de 

ligantes extracelulares (FasL ou TNF-α) com receptores transmembrana de morte causando o 

recrutamento da proteína adaptadora FADD (Fas-associated death domain protein), a qual  

ativa caspase-8 levando a eventos subsequentes de ativação de caspases e morte celular. Na 

via intrínseca (2), estímulos que provocam estresse ou dano celular ativam um ou mais 

membros da família de proteínas pró-apoptóticas BH3-only levando à reunião dos oligômeros 

BAK-BAX nas membranas externas mitocondriais e subsequente efluxo do citocromo c para 

o citosol e subsequente ativação da caspase-9 e propagação da cascata proteolítica de ativação 

de caspases. A via dependente de granzima-B (3) envolve a liberação desta protease, a partir 

de linfócitos T citotóxicos ou células NK, nas células – alvo e ativação da proteína BID, bem 

como de caspases para iniciar a apoptose (TAYLOR et al., 2008).    
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Galectina-3 não é um membro da família do gene Bcl-2, entretanto, compartilha várias 

propriedades estruturais com a proteína Bcl-2. Ambas, galectina-3 e Bcl-2, são ricas em 

aminoácidos prolina, glicina e alanina no domínio N-terminal e contêm a sequência Asn-Trp-

Gly-Arg (NWGR) no domínio C-terminal. Esta sequência, denominada como motif  anti-

morte, é encontrada no domínio BH-1 de Bcl-2 e está associada com a função anti-apoptótica 

desta proteína (HANADA et al., 1995). A Bcl-2 é uma proteína mitocondrial que regula a 

apoptose bloqueando a liberação do citocromo c a partir da mitocôndria (Ilustração 3). De 

maneira semelhante, foi demonstrado que galectina-3 inibe a liberação de citocromo c e 

posterior ativação da via das caspases, em células BT549 expostas ao óxido nítrico (MOON et 

al., 2001). Assim, o motif  NWGR parece ser essencial para a atividade anti-apoptótica de 

galectina-3. Além disto, galectina-3 parece ser um regulador apoptótico associado a 

mitocôndria, adicionalmente a  Bcl2. No entanto, esta função depende da translocação de 

galectina-3 a partir do citoplasma ou núcleo para a mitocôndria, a qual é mediada por 

sinexina, uma proteína da família das anexinas ligante de Ca+2 e fosfolípideos de membrana 

(YU et al., 2002). A fosforilação de galectina-3 no resíduo Ser-6 reduz a afinidade de sua 

ligação aos ligantes e também está associada à atividade anti-apoptótica desta lectina 

(YOSHII et al., 2002; TAKENAKA et al., 2004). Além disto, estudos têm sugerido que o 

efeito anti-apoptótico da galectina-3 é mediado pela ativação das vias de sinalização ERK e 

JNK (TAKENAKA et al., 2004; SAEGUSA et al., 2008). 

De acordo com o exposto anteriormente, parece provável que a galectina-3 modula a 

sobrevivência celular atuando intracelularmente sobre as vias de sinalização para a morte 

celular programada. Entretanto, mecanismos extracelulares também devem contribuir para 

esta função. Por exemplo, a expressão de galectina-3 assegurando maior adesão celular à 

proteínas da matriz extracelular protege as células da apoptose (MATARRESE et al., 2000). 

Além disto, foi observado que a adição de galectina-3 exógena a fibroblastos estimula a 



 40

proliferação celular, a qual é inibida em presença de lactose, um inibidor da atividade 

lectínica desta proteína. Portanto, isto sugere que a interação entre galectina-3 e 

glicoconjugados na superfície celular também pode proteger algumas células de estímulos 

apoptóticos (NAKAHARA et al., 2005).  

Por outro lado, atividade pró-apoptótica de galectina-3 extracelular foi observada em 

vários tipos de células, incluindo células T leucêmicas humanas, células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC) e células T ativadas de camundongos. Interessantemente, foi 

demonstrado que células T expressando galectina-3 foram menos susceptíveis à apoptose 

induzida por galectina-3 exógena, comparadas a células T deficientes em galectina-3 

(FUKUMORI et al., 2003). Estas diferenças podem ser consequência da atividade anti-

apoptótica de galectina-3 intracelular oposta à atividade pró-apoptótica de galectina-3 

extracelular. As glicoproteínas de superfície celular CD29 e CD7 foram identificadas como 

receptores para galectina-3 relacionados a sinalização intracelular apoptótica dependente de 

mitocôndria e ativação de caspase-3 (DUMIC et al., 2006). Em células T, galectina-3 também 

pode influenciar a função do receptor CD95, o qual é um dos membros da família de 

receptores de morte em células T. A via de sinalização desencadeada pela ativação de CD95 é 

caracterizada por uma ativação sequencial de caspases (FUKUMORI et al., 2004). 

Considerando os dados da literatura apresentados, as propriedades funcionais da 

galectina-3 refletem a importância desta lectina na regulação da resposta imune e inflamação.  

 

1.4  Interação entre Toxoplasma gondii, neutrófilos e galectina-3 

O sistema imune é um sistema não-linear complexo que envolve a coordenação de 

vários tipos celulares e um estado de doença frequentemente resulta de uma resposta imune 

inadequada. A neutropenia é um fator de risco associado com Candida albicans, Chlamydia 

trachomatis, Mycobacterium turbeculosis, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, 
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Strongyloides ratti e Toxoplasma gondii (BARTENEVA et al., 1996; CONLAN, 1997; 

MENCACCI et al., 1998; PEDROSA et al., 2000; BLISS; ZHANG; DENKERS, 1999; 

BLISS; BUTCHER; DENKERS, 2000).    

Como descrito anteriormente, os neutrófilos são as primeiras células que chegam a um 

sítio de inflamação ou lesão tecidual. Desta maneira, além de outros mecanismos efetores, 

estas células secretam numerosas substâncias quimioatraentes que recrutam outros subtipos de 

leucócitos para o tecido inflamado, a fim de elaborar uma resposta imune harmoniosa e 

eficiente na defesa do hospedeiro (VAN GISBERGEN et al., 2005).  

Toxoplasma gondii é um agente infeccioso eficiente em provocar uma potente resposta 

imune inata inflamatória. A imunidade inata a T. gondii  é sustentada por um delicado balanço 

entre o parasito e seu hospedeiro, envolvendo interações celulares entre enterócitos, 

neutrófilos, células dendríticas, macrófagos, células NK, receptores Toll-like, ativação de vias 

de sinalização, produção de citocinas e ativação de mecanismos efetores antimicrobianos 

incluindo a geração de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio (MILLER et al., 2009).  

Estudos realizados para avaliar se a resistência a T. gondii em camundongos era 

dependente de um mecanismo envolvendo neutrófilos, mostraram que camundongos 

C57BL/6 depletados de neutrófilos e infectados com T. gondii sucumbiam  durante a fase 

aguda da doença, mostrando diminuição significativa de células T CD4+ e T CD8+ no sangue 

periférico, lesões em múltiplos órgãos, produção inadequada de IFN-γ, TNF-α e IL-12 

(citocinas de resposta imune tipo I – Th1), populações esplênicas de células T e NK 

diminuídas e elevada carga parasitária (SAYLES; JOHNSON, 1996; BLISS et al., 2001). 

Entretanto, estes efeitos não eram observados quando neutrófilos eram depletados nos 

estágios tardios da infecção. Assim, estes dados já refletiam a importância dos neutrófilos 

como células imunomoduladoras na fase aguda da infecção por T. gondii.  

A exemplo de outros patógenos intracelulares, dados da literatura também 
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demonstraram que T. gondii induzia uma forte resposta imune mediada por células 

direcionada por IL-12 (ALEXANDER; HUNTER, 1998; DENKERS; GAZZINELLI, 1998). 

A fonte desta citocina durante infecção por T. gondii foi inicialmente atribuída a macrófagos e 

células dendríticas (GAZZINELLI et al., 1993; REIS et al., 1997). Posteriormente, foi 

observado que neutrófilos humanos e murinos produziam IL-12 e TNF-α, independentemente 

de IFN-γ, bem como, MIP-1α e MIP-1β, sob estimulação in vitro com antígeno de T. gondii 

(BLISS et al., 1999; BLISS; ZHANG; DENKERS, 1999). Por outro lado, estudos 

subsequentes, demonstraram que a infecção por T. gondii em camundongos recrutava 

neutrófilos para o sítio de infecção, uma resposta dependente dos receptores CXCR2 e 

CXCR1 (receptores de alta afinidade para IL-8), e que os neutrófilos constituíam a principal 

fonte de IL-12 nesse modelo de infecção (BLISS; BUTCHER; DENKERS, 2000; DEL RIO 

et al., 2001; KHAN et al., 2001; SUKHUMAVASI; EGAN; DENKERS, 2007). Em conjunto, 

estes dados sugeriam que neutrófilos deveriam ser células imunoreguladoras importantes 

durante a resposta imune a T. gondii por meio da produção de citocinas e quimiocinas que 

promovem o desenvolvimento de linfócitos T do tipo Th1.  

Entretanto, não estava bem elucidado como neutrófilos poderiam influenciar na 

diferenciação de células T, a qual é convencionalmente direcionada por células dendríticas 

nos órgãos linfóides secundários. Neste sentido, foi demonstrado que neutrófilos estimulados 

com T. gondii liberam CCL3, CCL4, CCL5 e CCL20 (MIP-3α), quimiocinas estas que 

exibem potente atividade quimiotática para células dendríticas imaturas da medula óssea. 

Além disto, neutrófilos também liberam fatores solúveis (IL-12 (p40) e TNF-α) que ativam as 

células dendríticas e aumentam a expressão de  moléculas co-estimuladoras, tais como CD40 

e CD86. Desta maneira, estes achados sugeriram um modelo no qual neutrófilos recrutam e 

ativam células dendríticas e proporcionam, consequentemente, a diferenciação e ativação de 

células Th1, e, por fim, imunidade à infecção microbiana (BENNOUNA et al., 2003).  
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Para confirmar o papel de neutrófilos como células imunomoduladoras em resposta a 

antígenos microbianos, estudos posteriores demonstraram que neutrófilos estimulados com 

LPS são capazes de ativar células dendríticas por meio da liberação de citocinas e interações 

diretas célula-célula (BENNOUNA; DENKERS, 2005). Portanto, durante a infecção por T. 

gondii, os neutrófilos coordenam inicialmente a resposta imune do hospedeiro, por meio da 

produção de fatores ativadores de células dendríticas e de interações neutrófilo-célula 

dendrítica. Assim, neutrófilos produzem TNF-α e induzem a produção desta citocina e de IL-

12 por células dendríticas, sendo que a produção de TNF-α por células dendríticas é 

dependente do contato célula-célula e de TNF-α produzido pelos neutrófilos (VAN 

GISBERGEN et al., 2005; SUKHUMAVASI et al., 2007).  

Outra evidência para a importância dos neutrófilos na resistência a T. gondii está 

associada à citocina IL-17, a qual é a principal citocina responsável pelo desenvolvimento e 

recrutamento de neutrófilos (MILLER et al., 2009). Foi demonstrado que camundongos 

deficientes no gene para IL-17 apresentam um reduzido recrutamento de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal após infecção por T. gondii, em paralelo a uma carga parasitária cem 

vezes maior no baço, fígado, intestino e cérebro, comparado aos camundongos selvagens. 

Portanto, durante a infecção por T. gondii o influxo inicial de neutrófilos é dependente da 

sinalização de IL-17, e os neutrófilos eliminam uma grande proporção dos parasitos durante 

os estágios iniciais da infecção (KELLY et al., 2005). 

A despeito da relevância funcional dos neutrófilos e outros componentes do sistema 

imune na defesa do organismo hospedeiro contra a infecção por T. gondii, este parasito,  a 

exemplo de outros microrganismos, desenvolveu estratégias de evasão imune ou 

imunomodulação que permitem a sobrevivência de ambos o parasito e o hospedeiro e também 

garantem um ambiente seguro para a replicação do parasito e sua manutenção na ausência de 

patologia severa (MILLER et al., 2009).  
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Um dos mecanismos que permitem ao T. gondii evadir da resposta imune inata e que 

está sendo alvo de várias pesquisas é a inibição da apoptose da célula hospedeira por este 

parasito (LALIBERTÉ; CARRUTHERS, 2008). Vários autores demonstraram que células 

infectadas por T. gondii são resistentes a numerosos estímulos apoptóticos (NASH et al., 

1998; GOEBEL; GROSS; LÜDER, 2001; PAYNE; MOLESTINA; SINAI, 2003). De 

maneira geral, a questão intrigante é: por que T. gondii retardaria a apoptose da célula 

hospedeira, se a lise e morte desta célula poderia livrá-lo de seus mecanismos microbicidas? 

Entre as possíveis respostas está a possibilidade de que a manipulação da apoptose afetaria a 

progressão da resposta imune in vivo (DENKERS; KIM; BUTCHER, 2003). Por exemplo, 

células apoptóticas, in vivo, são rapidamente fagocitadas por macrófagos após exibirem sinais 

específicos, tal como a exposição de fosfatidilserina (PS) na superfície celular (LAWEN et 

al., 2003). Entretanto, ao inibir a apoptose da célula infectada, T. gondii pode impedir o 

clearance desta por macrófagos ativados (SINAI et al., 2004). 

 Neste contexto, atualmente, os mecanismos anti- ou pró-apoptóticos associados com a 

infecção por T. gondii permanecem controversos (SIM et al., 2007; LÜDDER et al., 2009). 

Vários estudos têm relacionado a produção de mediadores pró-inflamatórios com apoptose 

durante infecção por T. gondii. Por exemplo, foi demonstrado que IFN-γ induz apoptose em 

células T das placas de Peyer e tecido ocular de camundongos infectados com T. gondii 

(LIESENFELD; KOSEK; SUZUKI, 1997; HU et al., 1999). Óxido nítrico também tem sido 

sugerido como indutor de apoptose durante infecção por T. gondii (GAVRILESCU; 

DENKERS, 2003). Por outro lado, também foi observado que a infecção por T. gondii inibiu 

apoptose induzida por actinomicina D por meio da inativação de caspases e ativação do fator 

nuclear kappa B (NF-kB) em células do baço de camundongos (KIM et al., 2006). Além 

disto, foi demonstrado inibição de apoptose em neutrófilos cultivados com taquizoítas de T. 

gondii derivados de fibroblastos (CHANNON et al., 2002).  
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Considerando os dados da literatura apresentados sobre galectina-3, esta lectina pode ser 

caracterizada como um importante mediador pró-inflamatório durante o desenvolvimento de 

uma resposta imune. Por outro lado, galectina-3 também pode contribuir para a persistência 

de uma inflamação devido atuar como um fator anti-apoptótico promovendo a sobrevivência 

de células inflamatórias. Além disso, crescente importância para galectina-3 na resposta 

inflamatória emerge da propriedade desta lectina em reconhecer glicoconjugados contendo 

galactosídeos em patógenos (MANDRELL et al., 1994). Neste sentido, foi demonstrado que 

galectina-3 pode ligar a LPS de Klebisiella pneumoniae, Salmonella minnesota, Salmonella 

typhimurium e Escherichia coli através de dois sítios independentes, um deles seria o domínio 

de reconhecimento de carboidrato e o outro seria o domínio N-terminal não-lectínico (MEY et 

al., 1996). Posteriormente, galectina-3 foi encontrada em células epiteliais da córnea humana 

e foi demonstrado que a interação entre galectina-3 e o LPS de Pseudomonas aeruginosa é 

um dos fatores responsáveis pela fixação desta bactéria nesse tecido (GUPTA et al., 1997). 

Também, foi demonstrado que galectina interage com glicolipídeos de Mycobacterium 

tuberculosis, poligalactosídeos em Leishmania major e glicanas em ovos de Shistosoma 

mansoni (BEATTY et al., 2002; PELLETIER; SATO, 2002; VAN DEN BERG et al., 2004). 

Entretanto, o papel da galectina-3 na infecção por T. gondii é pouco descrito na 

literatura. Estudos in vivo com camundongos Gal-3-/-  infectados com T. gondii mostraram que 

na ausência desta lectina os animais exibiram escores inflamatórios menores no intestino, 

fígado e cérebro e maiores nos pulmões, comparado aos animais selvagens (Gal-3+/+) 

(BERNARDES et al., 2006).  

Até o presente momento, interações entre T. gondii, neutrófilos e galectina-3 não foram 

encontradas na literatura. Portanto, baseando-se nas informações apresentadas acima, os 

neutrófilos destacam-se como células que possuem relevante papel na ativação inicial da 

resposta imune do hospedeiro contra T. gondii, e galectina-3 pode ser uma molécula 
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importante na modulação das funções efetoras destes leucócitos durante esse processo 

inflamatório / infeccioso. Desta maneira, investigar a interação entre neutrófilos, galectina-3 e 

T. gondii permitirá estabelecer os seus graus de relevância no contexto da indução de uma 

imunidade protetora ou do desenvolvimento de processos imunopatogênicos resultantes da 

infecção parasitária.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1  GERAL 

 
Investigar o papel da galectina-3 sobre funções de neutrófilos durante a infecção por T. 

gondii em camundongos C57BL/6.  

 
2.2  ESPECÍFICOS 
 

a) Determinar a cinética do recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal de  

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- após inflamação peritoneal induzida por tioglicolato 

ou T. gondii. 

b) Avaliar a susceptibilidade de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- após infecção in vivo 

pela cepa virulenta RH de T. gondii.  

c) Analisar o metabolismo gerador de ROS induzido por PMA em neutrófilos peritoneais 

inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- após infecção in vivo com a cepa 

virulenta RH de T. gondii. 

d) Analisar o efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre exposição de fosfatidilserina, 

viabilidade e morte celular em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/-. 

e) Analisar o efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre a toxicidade celular (LDH), 

desgranulação (lisozima) e produção de citocinas por neutrófilos peritoneais 

inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-. 

f) Analisar o metabolismo gerador de ROS induzido por PMA ou zimosan em 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- após infecção 

in vitro com a cepa virulenta RH de T. gondii.  
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g) Analisar o efeito da estimulação in vitro por antígeno solúvel de T. gondii sobre a 

geração de ROS induzida por PMA em neutrófilos peritoneais inflamatórios de 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss para manutenção e obtenção de 

taquizoítas da cepa virulenta RH de Toxoplasma gondii. Também utilizaram-se camundongos 

C57BL/6 selvagens (Gal-3+/+ ou WT) ou geneticamente deficientes do gene da galectina-3 

(Gal-3-/- ou KO), com 6 a 8 semanas. Camundongos Gal-3-/- foram gerados no laboratório do 

Dr. Fu-Tong Liu (University of Califórnia, Davis, EUA) e gentilmente cedidos pela Profa. 

Dra. Maria Cristina Roque Barreira (Laboratório de Glicobiologia, Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, SP, Brasil). Todos os animais 

foram mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA) da Universidade 

Federal de Uberlândia (UFU), sob condições padrões em ambiente com temperatura 

controlada (25 ± 2 ºC) e ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, com água e ração ad 

libitum. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com os princípios éticos em 

pesquisa animal recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 

1996; MINEO et al., 2005). 

 

3.2 Detecção de galectina-3 em lisados de macrófagos peritoneais de camundongos  

3.2.1 Obtenção de macrófagos peritoneais e lisados celulares 

Camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- (três animais por grupo) foram injetados 

intraperitonealmente (i.p.) com 1 mL de tioglicolato 3%. Após 72 horas, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com 4 mL de 

solução salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2) para a obtenção de células 

peritoneais. As células coletadas foram centrifugadas (405 x g, 10 minutos, 4 ºC) e o 

sedimento foi lavado duas vezes com meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra) 
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suplementado com 25 mM de HEPES, 100 U/mL de penicilina G, 100 μg/mL de 

estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sódio (Sigma Chemical Co., 

St Louis, EUA). Após a última lavagem, as células foram ressuspensas em meio completo, 

consistindo de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, 

Brasil). Uma alíquota desta suspensão de células foi misturada (vol/vol), com o corante de 

exclusão vital azul de Tripan 0,4% em PBS para contagem de células viáveis em câmara 

hemocitométrica de Neubauer.  

A suspensão celular (3x105 células/3 mL/poço) foi adicionada, em triplicata, em placas 

de cultura de 6 poços (Corning Incorporated Costar®, New York, EUA), em meio completo. 

Paralelamente, linhagem de células HeLa (American Type Culture Collection, Manassas, 

EUA) também foram cultivadas nas mesmas condições. Após 2 horas de incubação a 37 ºC 

em atmosfera com 5% de CO2, células não-aderentes foram removidas e células aderentes 

foram adicionadas de meio completo. Após 24 horas de incubação, monocamadas celulares 

foram lavadas duas vezes com PBS e, em seguida, a obtenção dos lisados celulares foi 

realizada como descrito anteriormente (LIU et al., 1995). Em resumo, as células foram 

incubadas com 1 mL de tampão de lise (Tris-HCl 10 mM pH 7,4, EDTA 5 mM, NaCl 0,15 M, 

Triton X-100 1%) contendo inibidores de proteases (fenil-metilsulfonil-fluoreto [PMSF] 0,5 

mM, leupeptina 1 μg/mL e benzamidina 0,5 mM) por 10 minutos à temperatura ambiente sob 

agitação rápida. Os lisados celulares foram centrifugados a 15.600 x g a 4 ºC por 30 minutos e 

os sobrenadantes, livres de debris celulares, foram estocados a – 70 ºC até a sua utilização. No 

momento de uso, a concentração protéica nos lisados celulares foi determinada 

(BRADFORD, 1976).     

O tioglicolato (DifcoTM fluid tioglycollate medium) 3% foi preparado misturando-se o 

tioglicolato com água deionizada previamente aquecida (50 ºC). Em seguida, a suspensão foi 

fervida até a completa solubilização e autoclavada a 120 ºC durante 20 minutos.   
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3.2.2 Immunoblot  

Para detecção de Gal-3 por immunoblot, amostras dos lisados celulares (13 μg de 

proteína total) foram diluídas em tampão de amostra (Tris-HCl 0,1 M, pH 6,8, dodecil sulfato 

de sódio [SDS] 4%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 20%) e incubadas por 5 minutos a   

100 ºC para análise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% sob 

condições não-redutoras (LAEMMLI, 1970), utilizando sistema de eletroforese vertical em 

mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA). Um volume de 15 μL (13 μg 

de proteína) de cada amostra foi aplicado em paralelo aos padrões de pesos moleculares 

(Sigma Marker, Sigma Chemical Co.). 

Após a separação eletroforética, as proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose (0,45 μm, Millipore, Bedford, EUA) utilizando sistema semi-úmido de 

transferência (Multiphor Novablot II, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia) por 2 horas 

(TOWBIN; STAEHLIN; GORDON, 1979). O sucesso da transferência foi confirmado por 

visualização das frações do padrão de peso molecular sobre a membrana de nitrocelulose por 

meio de coloração com solução de Ponceau 0,5%. 

As membranas foram cortadas em tiras de 2,5 cm de largura e bloqueadas com PBS-

Tween 0,05% (PBS-T) contendo leite desnatado (PBS-TM) 5% por 2 horas à temperatura 

ambiente. Em seguida, as tiras foram lavadas seis vezes com PBS-T e incubadas com IgG de 

camundongo anti-galectina-3 humana (Novocastra Laboratories, Newcastle, UK) ou IgG de 

camundongo irrelevante diluídos 1:100 em PBS-TM 1% ou com diluente (controle) por 18 

horas a 4 ºC sob agitação lenta. Após seis ciclos de lavagens durante cinco minutos com PBS-

T, as tiras foram incubadas com o conjugado anti-IgG de camundongo marcado com biotina 

(Sigma Chemical Co.) diluído 1:250 em PBS-TM 1% por 2 horas à temperatura ambiente. 

Após novo ciclo de lavagens, as tiras foram incubadas com o complexo avidina-biotina-

peroxidase (kit ABC, DAKO Co., Carpinteria, EUA) diluído 1:500 em PBS-TM 1% por 1 
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hora à temperatura ambiente. Novamente, as tiras foram lavadas e, então, reveladas pela 

adição do substrato enzimático que consistiu de H2O2 0,03% e 1 mg/mL de                  

3,3´- tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB; Sigma Chemical Co.) em salina 

tamponada com Tris-HCl 0,02 M (TBS) pH 7,4. As massas moleculares aparentes das bandas 

antigênicas foram estimadas a partir dos cálculos da mobilidade relativa (Rf), segundo a curva 

do padrão de peso molecular de referência. 

 

3.3 Parasitos 

Taquizoítas da cepa virulenta RH de Toxoplasma gondii foram mantidos por passagens 

seriadas em camundongos Swiss, em intervalos de 48 a 72 horas (MINEO et al., 1980). 

Exsudatos peritoneais foram colhidos em PBS estéril, após leve massagem peritoneal e 

observados ao microscópio óptico para a triagem dos exsudatos contendo menor grau de 

contaminação com bactérias, eritrócitos ou outros tipos celulares. Os exsudatos peritoneais 

selecionados foram lavados duas vezes (720 x g, 10 minutos, 4 ºC) em PBS e os parasitos 

foram ressuspensos em meio RPMI. Alíquotas de suspensões de parasitos foram misturadas 

(vol/vol), com o corante de exclusão vital azul de Tripan 0,4% em PBS e os parasitos viáveis 

foram contados em câmara hemocitométrica de Neubauer. O número de taquizoítas por 

mililitro foi ajustado para a concentração final necessária a cada experimento in vivo e in 

vitro.  

 

3.3.1 Opsonização de taquizoítas de T. gondii  

Taquizoítas da cepa RH de T. gondii recentemente obtidos de exsudatos peritoneais de 

camundongos Swiss infectados como descrito no ítem 3.3, foram incubados a 56 ºC por 30 

minutos sob agitação suave para inativação pelo calor. Para a opsonização, os parasitos (5x106 

taquizoítas/mL) inativados foram misturados (vol/vol) com IgG de camundongo anti-T. 
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gondii ou IgG de camundongo irrelevante, diluídos em meio RPMI nas seguintes 

concentrações: 50, 100, 200 e 400 μg/mL; estas misturas foram mantidas a 4 ºC por 30 

minutos. Em seguida, as misturas de taquizoítas e anticorpos foram centrifugadas a 720 x g, 

10 minutos, à temperatura ambiente. Os sobrenadantes contendo os anticorpos não ligados 

foram descartados e os sedimentos foram ressuspensos em meio RPMI (BUTCHER; 

DENKERS, 2002). Alíquotas foram colocadas sobre lâminas para reação de 

imunofluorescência e mantidas à temperatura ambiente por 12 horas. 

 

3.3.2 Reação de imunofluorescência 

A reação de imunofluorescência foi realizada para verificar a concentração de anticorpo 

IgG anti- T. gondii necessária para a opsonização sem que ocorra aglutinação dos parasitos. 

Lâminas contendo taquizoítas de T. gondii inativados e opsonizados com IgG anti-T. gondii 

ou IgG irrelevante (25, 50, 100 e 200 μg/mL) foram incubadas com o conjugado anti-IgG de 

camundongo marcado com isotiocianato de fluoresceína (FITC; Sigma Chemical Co) na 

diluição 1:50 em PBS contendo azul de Evans 0,01%. Após incubação por 45 minutos a 37 ºC 

em câmara úmida, as lâminas foram lavadas três vezes durante 5 minutos com PBS e secas à 

temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram montadas com lamínulas e glicerina 

tamponada (pH 8,5) e examinadas em microscópio epifluorescente (Olympus Mod. BH2, 

Tokyo, Japão). 

 

3.4 Preparação de antígeno solúvel de T. gondii  

Antígeno solúvel total ou lisado de T. gondii (STAg) foi preparado como descrito 

anteriormente (SILVA et al., 2007), com algumas modificações. Taquizoítas de T. gondii 

obtidos de exsudatos peritoneais de camundongos Swiss infectados foram lavados duas vezes 

(720 x g, 10 minutos, 4 ºC) com PBS, contados e ajustados para aproximadamente 1x108 
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taquizoítas/mL em PBS. A suspensão parasitária foi tratada com inibidores de proteases 

(PMSF 1,6 mM, leupeptina 50 μg/mL, aprotinina 10 μg/mL e benzamidina 10 μg/mL) e, 

então, submetida a dez ciclos rápidos de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento em banho-maria a 37 ºC, seguido por seis ciclos de ultra-som durante 1 

minuto a 60 Hz em banho de gelo. Após centrifugação (10.000 x g, 30 minutos, 4 ºC), o 

sobrenadante foi coletado, filtrado em membranas de 0,22 μm (filtros Millex, Millipore) e a 

concentração protéica determinada (LOWRY et al., 1951). Alíquotas do antígeno STAg 

foram armazenadas a – 20 ºC até a sua utilização em ensaios de estimulação in vitro.  

 

3.4.1 SDS-PAGE e Immunoblot  

STAg (150 μg de proteína total) foi diluído em tampão de amostra e incubado por 5 

minutos a 100 ºC para análise por SDS-PAGE a 12% sob condições não-redutoras 

(LAEMMLI, 1970). Um volume de 150 μL (150 μg de proteína) do antígeno foi aplicado em 

paralelo aos padrões de pesos moleculares (Sigma Marker, Sigma Chemical Co.). Após a 

separação eletroforética, immunoblot foi realizado para verificar o perfil de reatividade do 

antígeno contra soros de camundongos hiperimunes contra a cepa RH de T. gondii, como 

descrito no item 3.2.2. Após a transferência, as membranas foram cortadas em tiras de 3 mm 

de largura e bloqueadas com PBS-TM 5% por 2 horas à temperatura ambiente. Em seguida, as 

tiras foram lavadas seis vezes com PBS-T e incubadas com soro ou IgG purificada de 

camundongo previamente imunizado com STAg, na diluição 1:50 em PBS-TM 1% por 18 

horas a 4 ºC sob agitação lenta. Como controle, soro ou IgG purificada de camundongo não-

imune foi também incluído. Após este período de incubação as reações do immunoblot 

seguiram o mesmo protocolo descrito no item 3.2.2.  
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3.5 Modelos de infecção in vivo e in vitro por cepa virulenta RH de T. gondii 

 Os modelos experimentais de infecção in vivo de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ e 

Gal-3-/- e in vitro de neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- por cepa virulenta RH de T. gondii e as 

subsequentes análises realizadas estão representados no fluxograma da ilustração 4. 
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Ilustração 4. Fluxograma dos modelos experimentais de infecção in vivo e vitro de 

camundongos C57BL/6 e de neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/-. 
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3.6 Infecção de camundongos por T. gondii (cepa RH) 

Camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- (10 animais por grupo) foram infectados i.p. com 

1x102 taquizoítas da cepa RH de T. gondii (volume de 200 μL em meio RPMI). Como 

controles, dois grupos Gal-3+/+ e Gal-3-/- (quatro animais por grupo) foram inoculados com 

PBS. Os animais foram observados diariamente quanto a sinais clínicos e mortalidade. A 

avaliação dos sinais clínicos foi estabelecida utilizando um sistema baseado em escores como 

previamente descrito (BARTLEY et al., 2006), de acordo com os seguintes critérios: (0) pêlo 

brilhante, animal ativo, peso mantido; (1) pêlo ouriçado, animal relutante a se mover, perda de 

peso (aproximadamente 10%); (2) pêlo muito arrepiado, animal apático, perda de peso 

(aproximadamente 20%). 

 

3.7 Indução da inflamação peritoneal 

Camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/- (nove animais por grupo) foram injetados i.p. 

com 1 mL de tioglicolato 3% estéril ou PBS como controle negativo (BARON; PROCTOR, 

1982). Após 3, 6 e 9 horas da injeção, três animais de cada grupo foram sacrificados por 

deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com 4 mL de PBS estéril para a 

colheita de células peritoneais. Os exsudatos peritoneais obtidos foram lavados em PBS (405 

x g, 10 minutos, 4 ºC) e os sedimentos foram ressuspensos em meio completo. Alíquotas das 

células peritoneais foram analisadas para a contagem global e diferencial de leucócitos. 

A contagem global foi realizada em câmara de Neubauer a partir da diluição de 10 μL 

da suspensão de células de cada animal em 490 μL de solução de Turk. A proporção de 

subpopulações de leucócitos foi determinada seguindo critérios morfológicos padrões em 

esfregaços corados com Giemsa. A contagem diferencial foi realizada em triplicata para cada 

amostra e 100 a 200 células foram contadas em cada lâmina, usando microscópio óptico e 
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objetiva de imersão (aumento 100 x). Os valores foram expressos como valores médios 

absolutos por mL, em relação ao número total de leucócitos. 

Para avaliar o influxo de leucócitos para a cavidade peritoneal induzido por T. gondii, 

camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/- (nove animais por grupo) foram inoculados i.p. 

(volume de 200 μL) com 1x102 taquizoítas da cepa RH ou exsudato peritoneal de 

camundongos Swiss não-infectados como controle. Células peritoneais foram recuperadas e 

analisadas após 3, 6 e 9 horas da inoculação, como descrito acima. 

Alternativamente, zimosan, um polissacarídeo extraído da parede celular do fungo 

Saccharomyces cerevisiae (Sigma Chemical Co.), foi avaliado quanto à capacidade para 

indução do influxo de neutrófilos para a cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6, como 

descrito anteriormente (KOLACZKOWSKA; SELJELID; PLYTYCZ, 2001). Camundongos 

C57BL/6 (cinco animais por grupo) foram injetados i.p. com suspensão de zimosan (1,0 

mg/0,5 mL de PBS) ou 1 mL de tioglicolato 3% estéreis. Células peritoneais inflamatórias 

foram recuperadas após 4 e 6 horas da injeção de zimosan e tioglicolato, respectivamente, e 

analisadas como descrito acima. Como controles, camundongos C57BL/6 (três animais por 

grupo) foram injetados com 0,5 ou 1,0 mL de PBS e os exsudatos peritoneais foram coletados 

após 4 ou 6 horas, respectivamente. Os resultados foram expressos em número médio 

absoluto de células por mL em relação ao número total de leucócitos. 

A suspensão de zimosan foi preparada adicionando-se o zimosan a PBS previamente 

aquecido (50 ºC), seguido de homogeneização para obtenção de uma suspensão uniforme e 

concentração final igual a 2 mg/mL. A suspensão de zimosan foi autoclavada a 120 ºC 

durante 20 minutos para esterilização. 
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3.8 Isolamento de neutrófilos peritoneais inflamatórios   

Exsudatos peritoneais inflamatórios foram obtidos a partir da cavidade peritoneal de 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- (três animais por grupo) após 6 horas da injeção i.p. de 1 mL 

de tioglicolato 3%, como descrito no item 3.6. Exsudatos peritoneais foram reunidos, 

homogeneizados e colocados sobre solução Ficoll-Hypaque (d = 1,077 g/mL; Sigma 

Chemical Co.) em tubos cônicos de centrifugação (15 mL) na proporção 5:1 (exsudato 

peritoneal:Ficoll-Hypaque) (WILKIE et al., 2007). O exsudato foi centrifugado a 1000 x g por 

20 minutos a 20 ºC. O sobrenadante foi removido por aspiração e o sedimento, contendo 

neutrófilos, foi lavado duas vezes com meio RPMI a 405 x g por 10 minutos a 4 ºC. As 

células foram tratadas com tampão de lise (NH4Cl 0,16 M, Tris-HCl 0,17 M, pH 7,5) por 5 

minutos a 37 ºC para lisar eritrócitos remanescentes, quando necessário. Em seguida, 

neutrófilos presentes no sedimento foram novamente lavados com meio RPMI e ressuspensos 

em meio completo. A contagem de neutrófilos foi realizada em câmara de Neubauer a partir 

da diluição de 10 μL da suspensão de células em 490 μL de solução de Turk. Esta 

metodologia proporcionou preparação de células contendo 80-90% de neutrófilos e 

viabilidade maior que 95%, como determinado pela coloração com o corante de exclusão vital 

azul de Tripan 0,4%.  

 

3.9 Infecção de neutrófilos in vitro   

Os experimentos in vitro foram realizados com neutrófilos peritoneais inflamatórios de 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, cultivados em placas de 96 poços (Corning Incorporated 

Costar®, New York, EUA), em triplicata (100 μL células/poço), em meio completo e 

estimulados com taquizoítas da cepa RH de T. gondii (5 parasitos:1 célula) (100 μL 

taquizoítas/poço). Como controle, neutrófilos não estimulados foram adicionados de meio 

RPMI somente. Em alguns experimentos, neutrófilos foram estimulados com parasitos 
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inativados pelo calor, parasitos opsonizados com IgG anti-T. gondii ou IgG irrelevante nas 

mesmas condições. Após a adição do estímulo, as células foram incubadas a 37 ºC e 5% de 

CO2 e analisadas em diferentes intervalos de tempo. 

 

3.10 Ensaios de apoptose  

Alterações apoptóticas precoces baseadas na exposição de fosfatidilserina (PS) foram 

identificadas por marcação de neutrófilos com anexina V-FITC (Roche Diagnostics, 

Penzberg, Germany). Neutrófilos peritoneais inflamatórios (5x105 células/100 μL/poço) de 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- foram cultivados em placas de 96 poços e estimulados com 

taquizoítas da cepa RH de T. gondii (5 parasitos:1 célula), como descrito no item 3.8. Após 30 

minutos e 18 horas de estímulo, as placas de cultura foram centrifugadas a 405 x g por 10 

minutos a 18 ºC e os sobrenadantes de cultura foram coletados e armazenados a -70 Cº para 

posterior dosagem de lactato desidrogenase (LDH) e lisozima. Em seguida, as células foram 

transferidas para tubos de citometria de fluxo, lavadas com meio RPMI (405 x g, 10 minutos, 

18 ºC) e incubadas com 100 μL de solução de anexina V-FITC (99 μL de tampão de ligação + 

1 μL de anexina V-FITC), por 15 minutos à temperatura ambiente, protegidas da luz. Para 

diferenciar células em apoptose precoce e células mortas, neutrófilos foram adicionados de 

100 μL de solução de iodeto de propídeo (PI) (99 μL de tampão de ligação + 1 μL de PI) 

imediatamente antes da análise. As amostras foram analisadas quanto à marcação simultânea 

para anexina V e PI por citometria de fluxo em um FACsort (Becton Dickinson, San Jose, 

EUA), usando-se um software CellQuest com contagem mínima de 20.000 eventos por 

amostra. 
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3.11 Análise da viabilidade celular  

A função mitocondrial de neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos       

Gal-3+/+ e Gal-3-/- foi avaliada por ensaio de MTT (tetrazólio de metiltiazol) (MOSMANN, 

1983). Neutrófilos (2x105 células/100 μL/poço) foram cultivados em placas de 96 poços e 

estimulados com taquizoítas da cepa RH de T. gondii (5 parasitos:1 célula). Como controle, 

neutrófilos não estimulados foram adicionados de meio RPMI somente. Após diferentes 

intervalos de tempo, as placas de cultura foram centrifugadas a 405 x g por 10 minutos a      

18 ºC e os sobrenadantes foram removidos. As células foram pulsadas com 100 μL/poço de 

MTT (Sigma Chemical Co.) a 0,5 mg/mL, quatro horas antes do término do período de 

cultura e mantidas em condições de cultura. Em seguida, as placas de cultura foram 

novamente centrifugadas (405 x g, 10 minutos, 18 ºC) e os sobrenadantes foram descartados. 

Os cristais de formazan foram solubilizados com 100 μL/poço de SDS 10% e N,N-dimetil 

formamida 50%. A leitura da densidade óptica (DO) foi realizada após 30 minutos a 570 nm 

em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). Os 

resultados foram expressos como porcentagem da viabilidade celular em relação aos 

controles.  

Em outros experimentos, STAg em diferentes concentrações (25, 50 e 100 μg/mL) 

também foi analisado como estímulo para neutrófilos (2x105 células/mL/poço) de 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-. Após 30 minutos dos estímulos, a viabilidade celular foi 

avaliada por MTT, como descrito acima.  

 

3.12 Análise da toxicidade celular 

A toxicidade de T. gondii para neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/- foi avaliada pela determinação da atividade da enzima LDH em 

sobrenadantes de cultura (LUCISANO-VALIM et al., 2002). Neutrófilos (5x105 células/    
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100 μL/poço) foram cultivados em placas de 96 poços e estimulados ou não com taquizoítas 

da cepa RH de T. gondii (5 parasitos:1 célula). Após 30 minutos e 18 horas de estímulo, as 

placas de cultura foram centrifugadas a 405 x g por 10 minutos a 18 ºC e os sobrenadantes 

livres de células foram coletados de poços independentes, em triplicata, e armazenados a        

–70 Cº. A atividade de LDH liberada nos sobrenadantes foi quantificada usando-se um kit 

comercial para diagnóstico, segundo as instruções do fabricante (LDH Liquiform, Labtest 

Diagnóstica S.A., Lagoa Santa, Brasil) e expressa em U/mL ou em quantidades relativas de 

LDH liberada em relação à lise celular total (controle positivo) obtida com Triton X-100 0,2% 

(% do total). 

 

3.13 Análise de citocinas 

Neutrófilos peritoneais inflamatórios (1x106 células/100 μL) de camundongos Gal-3+/+ e 

Gal-3-/- foram estimulados ou não com taquizoítas da cepa RH de T. gondii (5 parasitos:1 

célula) e os sobrenadantes de cultura foram coletados de poços independentes, em triplicata, 

após 30 minutos e 18 horas de estimulação, e estocados a –70 ºC para posterior análise de 

citocinas.  

A dosagem das citocinas foi realizada pela técnica ELISA tipo sandwich, segundo os 

protocolos recomendados pelos fabricantes (IL-10, IL-12p70, IL-4 e IFN-γ, R&D Systems, 

Minneapolis, EUA; IL-6 e TNF-α, PeProtech México, Veracruz, México). Em resumo, placas 

de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®) foram sensibilizadas com os 

respectivos anticorpos de captura por 18 horas à temperatura ambiente. Após lavagem com 

PBS-T e bloqueio com PBS contendo soroalbumina bovina (BSA) (Sigma Chemical Co.) 1% 

por 1 hora à temperatura ambiente, os sobrenadantes de cultura foram adicionados em 

duplicata. Paralelamente, curvas padrões das respectivas citocinas murinas recombinantes 

foram realizadas em diluições duplas seriadas. Após incubação por 2 horas à temperatura 



 63

ambiente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com os respectivos anticorpos de 

detecção biotinilados por 2 horas à temperatura ambiente. Após novas lavagens, foi 

adicionado o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.) e incubado por 30 

minutos à temperatura ambiente. Após o último ciclo de lavagens, as placas foram reveladas 

com a adição do substrato enzimático (H2O2 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]). A DO foi 

determinada em leitor de placas a 450 nm e os valores de DO obtidos foram convertidos em 

pg/mL de acordo com a curva padrão, utilizando-se o software Microplate Manager PC 

versão 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA). O limite de detecção obtido para cada 

análise foi 15 pg/mL (IL-4), 31 pg/mL (IL-10 e IFN-γ), 39 pg/mL (IL-12 p70) e 390 pg/mL 

(IL-6 e TNF-α). Os coeficientes de variação intra-análise foram abaixo de 15%. 

 

3.14 Análise da desgranulação de neutrófilos pela dosagem de lisozima 

Neutrófilos peritoneais inflamatórios (5x105 células/100 μL/poço) de camundongos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/- foram cultivados em placas de 96 poços e estimulados ou não com 

taquizoítas da cepa RH de T. gondii (5 parasitos:1 célula). Após 30 minutos e 18 horas de 

estímulo, as placas de cultura foram centrifugadas a 405 x g por 10 minutos a 18 ºC e os 

sobrenadantes livres de células foram coletados de poços independentes, em triplicata, e 

armazenados a – 70 Cº para posterior quantificação de lisozima. 

Os níveis de lisozima em sobrenadantes de cultura foram determinados segundo 

metodologia descrita por Smolelis e Hartsell (1949). Este método é baseado na habilidade 

desta enzima em lisar uma suspensão de Micrococcus lysodeikticus. Para a construção da 

curva padrão, diferentes concentrações (166, 333, 533, 666 e 1000 pg/mL) de lisozima-padrão 

(Sigma Chemical Co.) foram misturadas (vol/vol) com uma suspensão de M. lysodeikticus a 

250 μg/mL em tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,0 (DO450 nm = 0,6-0,8) a 37 ºC por 10 
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minutos. A curva padrão foi construída com os valores de redução da DO da suspensão de M. 

lysodeikticus e valores de concentração de lisozima-padrão correspondente. 

Para quantificar a concentração de lisozima nos sobrenadantes de cultura, estas amostras 

foram diluídas 1:2 em tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,0, misturadas (vol/vol) com a 

suspensão de M. lysodeikticus (250 μg/mL) e avaliadas quanto à capacidade de reduzir a 

DO450 nm desta suspensão a 37 ºC durante 10 minutos. Os valores de DO obtidos foram 

convertidos em picogramas (pg) de enzima liberada/mL/10 minutos, calculados pelos valores 

de atividade enzimática obtidos na curva padrão, utilizando-se o software Microplate 

Manager (Bio-Rad Laboratories Inc.). 

 

3.15 Análise do metabolismo gerador de ROS por quimioluminescência dependente de 

luminol 

Os ensaios de quimioluminescência (QL) dependente de luminol (QLlum) foram 

realizados em experimentos in vitro e in vivo, segundo metodologia previamente descrita 

(CHEUNG; ARCHIBALD; ROBINSON, 1983; ALVES et al., 2003).  O método é baseado 

no princípio de que quando neutrófilos são ativados, ROS liberadas podem transferir, por 

meio de reação de oxigenação, o luminol a um estado excitado e, portanto, induzir a emissão 

de luz a partir deste reagente quimioluminogênico.  

 

3.15.1 Geração de ROS in vitro 

Neutrófilos peritoneais inflamatórios (5x105 células/100 μL) de camundongos Gal-3+/+ e 

Gal-3-/- foram cultivados em placas de 96 poços sob diferentes estímulos: taquizoítas da cepa 

RH de T. gondii (5 parasitos:1 célula), parasitos inativados pelo calor, parasitos opsonizados 

com IgG anti-RH ou IgG irrelevante e controle (somente meio RPMI). Após 30 minutos e 18 

horas de estimulação, neutrófilos foram misturados com 245 μL de solução HBSS (solução 
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salina balanceada de Hanks), 5 μL de luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona)       

280 μM e incubados a 37 ºC por 2 minutos. Em seguida, as células foram estimuladas com 50 

μL de acetato de forbol miristato (PMA) 10-7 M. Os controles de QLlum espontânea 

consistiram da incubação de células e luminol em HBSS, na ausência de PMA. A produção de 

QLlum, equivalente à geração de ROS (espécies reativas de oxigênio), foi acompanhada em 

um luminômetro (Auto Lumat LB 953; Berthold, Bad Wildbad, Germany) a 37 ºC por 20 

minutos e registrada em cpm (contagens por minuto). Os resultados foram expressos como 

perfis de QLlum e área integrada sob a curva dos perfis de QLlum (média ± SD). 

Alternativamente, ensaios de QLlum foram realizados com zimosan (0,25 e 0,50 

mg/mL), preparado como abaixo descrito (item 3.14.2), como estímulo para indução da 

geração de ROS em neutrófilos estimulados por 30 minutos com taquizoítas da cepa RH de T. 

gondii ou taquizoítas inativados e opsonizados com IgG anti-RH (5 parasitos:1 célula).  

Em alguns experimentos in vitro, neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/- foram estimulados com STAg em diferentes concentrações (25, 50 e 100 

μg/mL) e, após 30 minutos de estimulação, a geração de ROS foi analisada por QLlum como 

acima descrito.  

 

3.15.2 Preparação de zimosan   

Vinte miligramas de zimosan (Sigma Chemical Co.) foram ressuspensos em 15 mL de 

solução NaCl 0,15 M e fervidos em banho-maria durante 30 minutos. Após a fervura, a 

suspensão de zimosan foi centrifugada a 405 x g por 5 minutos à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspenso em 2 mL de soro humano normal, 

diluído 1:2 em HBSS e mantido a 37 ºC por 30 minutos para opsonização por proteínas do 

complemento e anticorpos. Em seguida, a suspensão foi centrifugada a 720 x g por 5 minutos 
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e o sedimento foi lavado duas vezes com HBSS (720 x g, 5 minutos). A concentração da 

suspensão de zimosan foi ajustada para 4 mg/mL em solução HBSS. 

 

3.15.3 Geração de ROS in vivo 

Para os experimentos in vivo, neutrófilos peritoneais inflamatórios foram isolados de 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, infectados ou não com T. gondii, após 1, 3 e 5 dias de 

infecção. Em seguida, neutrófilos (5x105 células/100 μL) foram misturados com 345 μL de 

solução HBSS e 5 μL de luminol 280 μM, e incubados a 37 ºC por 2 minutos. A estimulação 

para a geração de ROS foi realizada com 50 μL de PMA 10-7 M. Os controles de QLlum 

espontânea consistiram da incubação de células e luminol em HBSS, na ausência de PMA. A 

produção de QLlum e resultados foram analisados como descrito para os experimentos in 

vitro.  

 

3.16 Análise estatística  

Para todos os cálculos estatísticos e confecção dos gráficos foi utilizado o programa 

GraphPad Prism versão 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). O método de 

Kaplan-Meier foi aplicado para estimar a porcentagem de camundongos sobreviventes em 

cada ponto de tempo após a infecção e as curvas de sobrevida foram comparadas pelo teste 

Log rank. A comparação dos dados obtidos foi analisada por testes paramétricos, após a 

verificação pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov que as variáveis exibiam 

distribuição normal. O teste t de Student foi utilizado para comparação dos dados obtidos 

entre camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, bem como entre grupos infectados por T. gondii e 

grupo controle. As diferenças entre os tempos após inoculação de estímulos para influxo de 

leucócitos peritoneais foram analisadas por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla 
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de Tukey para examinar todas as possíveis comparações entre pares de grupos. Todos os 

resultados foram considerados significativos para um nível de p < 0,05 (MINEO et al., 2005).  
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4 RESULTADOS 

4.1 PARTE I: PADRONIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS 

4.1.1 Padronização dos estímulos para indução do influxo de neutrófilos para a cavidade 

peritoneal de camundongos C57BL/6 

No início deste estudo, dois estímulos foram comparados quanto à capacidade para 

indução do influxo de neutrófilos para a cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 Gal-

3+/+: tioglicolato e zimosan. O tioglicolato é bem descrito na literatura como um agente 

elicitante para macrófagos (COHN, 1978; DEN OTTER et al., 1982; LEIJH et al., 1984) e 

neutrófilos (BARON e PROCTOR, 1982); e o zimosan tem sido utilizado para indução de 

peritonite em modelos murinos de inflamação aguda, caracterizada por marcada biossíntese 

de eicosanóides e predomínio de neutrófilos na população de leucócitos polimorfonucleares 

em exsudatos peritoneais obtidos 4 horas após da injeção intraperitoneal de zimosan              

(1 mg/0,5 mL de PBS) (DOHERTY, et al., 1985; RAO et al., 1994; STEPHEN, et al., 1997; 

KOLACZKOWSKA; SELJELID; PLYTYCZ, 2001).  

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que ambos os estímulos foram 

eficientes em elicitar influxo de leucócitos para a cavidade peritoneal de camundongos 

C57BL/6 Gal-3+/+, comparados aos respectivos controles (p < 0,05). Além disto, houve uma 

significante predominância de neutrófilos quando comparado a linfócitos, nos exsudatos 

obtidos a partir de animais injetados com tioglicolato ou zimosan (p < 0,05). Entretanto, o 

número de leucócitos e de neutrófilos presentes em exsudatos obtidos de animais injetados 

com zimosan foram significativamente maiores que aqueles obtidos com tioglicolato (p < 

0,05).  
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Tabela 1. Influxo de leucócitos peritoneais de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ para a 

cavidade peritoneal após injeção de tioglicolato ou zimosan.  

 

Estímulo 

 

Leucócitos totais x 106

(n) 

 

Neutrófilos x 106 

(n) 

 

 

Linfócitos x 106 

(n) 

 

Tioglicolato  

(6 h) 

43,58 ± 1,23 # 

(5) 

27,72 ± 1,05 #, Ф 

(5) 

14,23 ± 1,07 #, * 

(5) 

Zimosan  

(4 h) 

87,83 ± 2,75 #, *

(5) 

76,28 ± 3,75 #, Ф, *

(5) 

8,16 ± 1,04 # 

(5) 

PBS   

(6 h)  

4,36 ± 1,75  

(3) 

0,48 ± 0,02  

(3) 

3,71 ± 0,10 Ф 

(3) 

PBS  

(4 h) 

4,30 ± 0,20  

(3) 

0,48 ± 0,25  

(3) 

3,56 ± 1,97 Ф 

(3) 

Camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ (n = 5 por grupo) foram injetados i.p. com tioglicolato 3% 

ou zimosan (1,0 mg/0,5 mL). Leucócitos peritoneais inflamatórios totais obtidos após 4 e 6 

horas da injeção de zimosan ou tioglicolato, respectivamente, foram contados em câmara 

hemocitométrica de Neubauer. A contagem diferencial de leucócitos foi determinada de 

acordo com critérios morfológicos padrões em esfregaços corados com Giemsa. Como 

controles, camundongos C57BL/6 (n = 3 por grupo) foram injetados com 0,5 ou 1,0 mL de 

PBS e o exudato peritoneal foi coletado após 4 ou 6 horas, respectivamente. Os resultados 

estão expressos em número de células por mililitro de exsudato peritoneal (média ± SD).     
# Comparação entre as populações celulares em cada estímulo vs controle; Ф Comparação 

entre neutrófilos e linfócitos em cada estímulo (teste t de Student, p < 0,05); * Comparação 

das populações de leucócitos, neutrófilos, linfócitos entre os diferentes estímulos (ANOVA 

e teste de Tukey para comparações múltiplas, p < 0,05). 
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4.1.2 Avaliação da geração de ROS em neutrófilos peritoneais inflamatórios  

Após a observação de que ambos, tioglicolato e zimosan, eram eficientes em induzir 

influxo de leucócitos, com predominância de neutrófilos, para a cavidade peritoneal de 

camundongos C57BL/6 Gal-3+/+, foi avaliada a geração de ROS em neutrófilos obtidos a 

partir de exsudatos peritoneais de animais injetados com tioglicolato ou zimosan.  

 

4.1.2.1 Padronização da concentração de neutrófilos para os ensaios de 

quimioluminescência dependente de luminol 

Neutrófilos peritoneais inflamatórios (0,5x106, 1,0x106 e 2x106/mL) obtidos de 

camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ injetados com tioglicolato ou zimosan foram estimulados in 

vitro com PMA e a geração de ROS foi medida pela produção de quimioluminescência 

dependente de luminol (QLlum) a 37 ºC, por 20 minutos.  

As medidas de QLlum obtidas a partir de diferentes concentrações de neutrófilos 

peritoneais inflamatórios estão demonstradas na Figura 1. Os valores de QLlum em cada 

preparação de células subtraindo-se a liberação espontânea de ROS estão representados na 

Figura 1A. A produção de QLlum por neutrófilos peritoneais inflamatórios de animais 

injetados com tioglicolato aumentou de maneira dose-dependente da concentração de 

neutrófilos, enquanto a produção de QLlum por neutrófilos de animais injetados com zimosan 

atingiu um valor máximo com 1x106 células/mL (Figura 1A). Além disto, a QLlum produzida 

por neutrófilos dos animais injetados com tioglicolato foi significativamente maior que aquela 

de neutrófilos de animais injetados com zimosan em todas as concentrações de neutrófilos 

avaliadas (p < 0,05).  

Com base nesses resultados, tioglicolato foi selecionado como o melhor estímulo a ser 

utilizado para indução de inflamação peritoneal e subseqüente isolamento de neutrófilos 

peritoneais inflamatórios em camundongos C57BL/6 Gal-3+/+. Considerando que neutrófilos 
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são populações celulares obtidas em números reduzidos a partir de camundongos e que a 

QLlum produzida por 1x106 neutrófilos/mL foi adequada para a avaliação da geração de 

ROS, esse número de células foi escolhido para os ensaios de QLlum realizados nos 

experimentos subseqüentes.   

Embora o zimosan tenha sido um estímulo mais potente na indução de leucócitos, com 

predominância de neutrófilos (Tabela 1), para a cavidade peritoneal de camundongos 

C57BL/6 Gal-3+/+, comparado ao tioglicolato, os neutrófilos isolados a partir de células 

peritoneais obtidas de animais injetados com suspensão de zimosan exibiram menor geração 

de ROS detectável por QLlum (Figura 1A). Este fenômeno provavelmente ocorreu porque o 

zimosan constitui uma suspensão de partículas que ao serem injetadas i.p. induzem uma 

resposta inflamatória com recrutamento de neutrófilos, células estas que fagocitam partículas 

de zimosan, sendo este fenômeno acompanhado de uma explosão geradora de ROS 

(KANASHIRO et al., 2004). Assim, sugerimos que os neutrófilos isolados após a injeção de 

suspensão de zimosan são, em sua maioria, células que já realizaram o processo de fagocitose 

e liberação de ROS e, portanto, ao serem estimuladas in vitro com PMA exibem uma menor 

resposta oxidativa medida por QLlum.  

O perfil da produção de QLlum exibido pela concentração otimizada de 1x106 

neutrófilos/mL estimulados com PMA, registrada em contagens por minuto (cpm) em função 

do tempo (20 minutos) está ilustrado na Figura 1B. 
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Figura 1. Quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) produzida por neutrófilos 

peritoneais inflamatórios obtidos de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ injetados com 1 mL de 

tioglicolato 3% ou zimosan (1 mg/0,5mL) após 6 ou 4 horas, respectivamente, e estimulados 

in vitro com PMA (10-7 M) por 20 minutos. (A) Valores de QLlum (■,▲: valores 

correspondentes às áreas integradas sob as curvas dos perfis de QLlum para cada 

concentração de neutrófilos) (média ± SD) produzida por diferentes concentrações de 

neutrófilos. Os valores de liberação espontânea de espécies reativas de oxigênio (ROS) em 

cada preparação de célula, na ausência de PMA, foram descontados. (B) Perfis de QLlum 

produzida por 1x106 neutrófilos/mL, registrada em contagens por minuto (cpm) em função do 

tempo. As linhas pontilhadas e as linhas contínuas representam, respectivamente, a liberação 

espontânea e estimulada por PMA de espécies reativas de oxigênio. * Significância estatística 

comparado a zimosan (teste t de Student, p < 0,05).  



 73

4.1.2.2 Padronização da concentração de PMA para os ensaios de quimioluminescência 

dependente de luminol  

Neutrófilos peritoneais inflamatórios (1x106 células/mL) obtidos a partir de exsudato 

peritoneal de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ injetados com 1 mL de tioglicolato 3%, foram 

estimulados com diferentes concentrações de PMA e a produção de ROS foi medida por 

QLlum a 37 ºC por 20 minutos.  
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Figura 2. Quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) produzida por neutrófilos 

peritoneais inflamatórios (1x106 células/mL) obtidos a partir de exsudato peritoneal de 

camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ injetados com 1 mL de tioglicolato 3% e estimulados in vitro 

com diferentes concentrações de PMA (10-8, 10-7 e 10-6 M) por 20 minutos. (A) Perfis de 

QLlum produzida por neutrófilos, registrada em contagens por minuto (cpm) em função do 

tempo. As linhas pontilhadas e as linhas contínuas representam, respectivamente, a liberação 

espontânea e estimulada por PMA de espécies reativas de oxigênio. (B) Valores de QLlum  

(●: valores correspondentes às áreas integradas sob as curvas dos perfis de QLlum para cada 

concentração de PMA) (média ± SD) produzida por neutrófilos estimulados com diferentes 

concentrações de PMA. Os valores de liberação espontânea de ROS, na ausência de PMA, 

foram descontados.  
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Como demonstrado na Figura 2, a maior concentração de PMA (10-6M) induziu uma 

abrupta explosão no metabolismo gerador de ROS, enquanto a menor concentração (10-8 M) 

não induziu significativa produção de QLlum (Figura 2A). Em contraste, a concentração de 

10-7 M de PMA mostrou uma curva sigmóide de QLlum em função do tempo (Figura 2A), 

caracterizando uma resposta de produção de ROS intensa e prolongada. A figura 2B mostra 

uma curva dose-resposta para produção de QLlum em função da concentração de PMA. Com 

base nesses resultados, a concentração de 10-7 M de PMA foi selecionada para ser utilizada 

nos ensaios para análise da geração de ROS em neutrófilos nos experimentos subseqüentes.  

 

4.1.2.3 Padronização da concentração de zimosan para os ensaios de 

quimioluminescência dependente de luminol 

 Neutrófilos peritoneais inflamatórios (1x106 células/mL) de camundongos C57BL/6 

Gal-3+/+ foram estimulados com diferentes concentrações (0,125 - 0,25 - 0,5 - 1.0 mg/mL) de 

zimosan opsonizado com soro humano normal (ZiOps) e a produção de ROS foi medida por 

QLlum a 37 ºC por 20 minutos. 

 Após a opsonização de zimosan com componentes do sistema complemento e 

anticorpos naturais presentes no soro, a suspensão mimetiza um microrganismo opsonizado e 

desencadeia a fagocitose envolvendo receptores de membrana para complemento e porção Fc 

de IgG (FcγR) (KANASHIRO, 2004). A ativação promovida por este estímulo envolve a 

ativação de fosfolipase A2 (PLA2) e consequente produção de ácido araquidônico e ativação 

das fosfolipases C (PLC) e D (PLD) (CABANIS et al., 1996).   

 O perfil da resposta de QLlum produzida por neutrófilos estimulados com diferentes 

concentrações de zimosan em função do tempo está demonstrado na figura 3A. Os valores de 

QLlum (média ± SD) para cada concentração de zimosan utilizada estão apresentados na  

figura 3B, sendo os valores de liberação espontânea de ROS, na ausência de zimosan, 
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descontados. Observou-se que neutrófilos peritoneais inflamatórios produziram ROS em 

resposta à estimulação por ZiOPs de maneira dose-dependente da concentração deste 

polissacarídeo (Figura 3B). Uma vez que a estimulação do metabolismo gerador de ROS 

induzida por zimosan é um fenômeno dependente de receptor, as concentrações de ZiOps 

selecionadas para utilização nos experimentos subsequentes foram 0,25 e 0,50 mg/mL, já que 

concentrações maiores poderiam provocar a saturação de receptores na superfície celular.  
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Figura 3. Quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) produzida por neutrófilos 

peritoneais inflamatórios (1x106 células/mL) estimulados in vitro com diferentes 

concentrações de zimosan opsonizado com soro humano normal (ZiOps): 0,125, 0,25, 0,5 e 

1,0 mg/mL por 20 minutos. (A) Perfis de QLlum produzida por neutrófilos registrada em 

contagens por minuto (cpm) em função do tempo. As linhas pontilhadas e as linhas contínuas 

representam, respectivamente, a liberação espontânea (Meio: solução HBSS) e estimulada por 

ZiOps de espécies reativas de oxigênio (ROS). (B) Valores de QLlum (■: valores 

correspondentes às áreas integradas sob as curvas dos perfis de QLlum para cada 

concentração de ZiOps) (média ± SD) produzida por neutrófilos. Os valores de liberação 

espontânea de ROS, na ausência de ZiOps, foram descontados.  
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4.1.3 Detecção de galectina-3 em lisados de macrófagos peritoneais de camundongos 

C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/-  

Para caracterizar fenotipicamente os camundongos utilizados neste estudo, a expressão 

de galectina-3 foi verificada por immunoblot em lisados de macrófagos da cavidade peritoneal 

de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- elicitados por tioglicolato 3%.  

Foi detectada reatividade a uma banda com massa molecular aparente de 30 kDa em 

lisado de macrófagos peritoneais de camundongos Gal-3+/+, comparativamente a um 

componente de 29 kDa detectado em lisado de células HeLa, que serviram como controle 

positivo para galectina-3 (Figura 4). Como esperado, galectina-3 não foi detectada em lisados 

de macrófagos de camundongos Gal-3-/-. 

 

Figura 4. Análise por immunoblot da expressão de galectina-3 em macrófagos peritoneais 

inflamatórios de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/-. Macrófagos peritoneais (3x105 

células/mL) obtidos 72 horas após injeção i.p. de tioglicolato 3% foram lisados e analisados 

para galectina-3 por immunoblot, utilizando anticorpo primário monoclonal anti-Gal-3. 

Controles do anticorpo primário incluíram IgG irrelevante ou diluente (PBS). Linha 1: lisados 

de macrófagos Gal-3-/-; Linha 2: lisados de macrófagos Gal-3+/+; Linha 3: lisados de células 

HeLa (controle positivo). Marcadores de massas moleculares (Mr) são expressos em 

kiloDaltons (kDa). Seta à direita indica a marcação para galectina-3 (30 kDa). 
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4.1.4 Reação de imunofluorescência com taquizoítas de T. gondii opsonizados  

A concentração de anticorpo IgG de camundongo anti-T. gondii necessária para 

opsonizar taquizoítas da cepa RH (5x106 taquizoítas/mL em RPMI) sem promover a 

aglutinação dos parasitos foi verificada por reação de imunofluorescência (Figura 5). Foi 

observada maior intensidade de marcação dos taquizoítas quando opsonizados com a 

concentração a partir de 100 μg/mL de IgG anti-T. gondii (Figuras 5C e 5D). Entretanto, na 

concentração de 200 μg/mL, observou-se aglutinação dos taquizoítas (Figura 5D). Controles 

negativos (IgG irrelevante ou diluente PBS) não exibiram qualquer marcação dos taquizoítas 

(Figura 5E). Portanto, a concentração de 100 μg/mL de IgG anti-T. gondii foi escolhida para a 

opsonização dos taquizoítas nos experimentos subseqüentes.    

 

A B C D E 

 

 

 

 

Figura 5. Fotomicrografia representativa de taquizoítas da cepa RH de T. gondii (5x106 

taquizoítas/mL em RPMI) após inativação pelo calor (56 ºC por 30 minutos) e opsonização  

(4 ºC por 30 minutos) com IgG de camundongo anti-T. gondii nas concentrações de 25 (A), 

50 (B), 100 (C) e 200 (D) μg/mL em reação de imunofluorescência. Como controle negativo, 

IgG irrelevante na concentração de 100 μg/mL (E).  

 



 78

4.1.5 Immunoblot do antígeno solúvel de T. gondii  

O perfil antigênico do STAg  analisado com soros de camundongos hiperimunes contra 

a cepa RH de T. gondii  ou IgG purificada anti-RH e respectivos controles está ilustrado na 

Figura 6. Foi observado forte marcação dos principais antígenos imunodominantes de T. 

gondii (p22, p30, p43 e p97) tanto pelo soro policlonal positivo como IgG purificada contra a 

cepa RH. Nenhuma marcação foi evidenciada por soros controles negativos ou IgG 

irrelevante ou diluente somente.   

kDaMr

 

Figura 6. Immunoblot do antígeno solúvel de T. gondii (STAg) testado com soro de 

camundongo hiperimune contra T. gondii cepa RH (linha 1), soro de camundongo não-imune 

(linha 2), IgG de camundongo purificada anti-RH (linha 3), IgG de camundongo purificada 

irrelevante (linha 4) e PBS (linha 5). Marcadores de massas moleculares (Mr) e antígenos 

imunodominantes de T. gondii são expressos em kiloDaltons (kDa). 
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4.1.6 Viabilidade celular de neutrófilos estimulados com STAg  

Para verificar a toxicidade do STAg em diferentes concentrações (25, 50 e 100 μg/mL) 

sobre neutrófilos de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/-, a viabilidade celular foi 

avaliada após 30 minutos de estimulação com o antígeno pelo método de conversão do MTT. 

Os resultados mostraram que a viabilidade de neutrófilos Gal-3+/+ ou Gal-3-/- não foi alterada 

pelo antígeno nas diferentes concentrações empregadas (Figura 7). 
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Figura 7. Viabilidade de neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 

Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO) após estimulação in vitro com diferentes concentrações (25, 50 

e 100 μg/mL) do antígeno solúvel de T. gondii (STAg). Neutrófilos (2x105 células/100 

μL/poço) foram cultivados em placas de 96 poços a 37 ºC e 5% de CO2 e a viabilidade celular 

foi analisada usando o método de conversão de MTT após 30 minutos de estimulação. Dados 

estão expressos como média ± SD de valores de densidade óptica (570 nm) e são 

representativos de dois experimentos independentes em triplicata.  
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4.2 PARTE II: AVALIAÇÃO DO PAPEL DA GALECTINA-3 SOBRE FUNÇÕES DE NEUTRÓFILOS 

DURANTE A INFECÇÃO POR CEPA VIRULENTA RH DE TOXOPLASMA GONDII EM 

CAMUNDONGOS C57BL/6 

4.2.1 Efeito da galectina-3 no recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal de 

camundongos após inflamação peritoneal induzida por tioglicolato ou T. gondii  

Para verificar o efeito da Gal-3 no recrutamento de neutrófilos para a cavidade 

peritoneal, a inflamação peritoneal induzida por tioglicolato ou T. gondii foi analisada em 

camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/- (Figura 8). Foram observadas concentrações 

significativamente menores de neutrófilos peritoneais inflamatórios em animais Gal-3-/- 

comparado a Gal-3+/+, após 3, 6 e 9 horas da injeção de tioglicolato, embora um significante 

recrutamento de neutrófilos em relação ao controle (PBS) foi encontrado em ambas as 

linhagens de camundongos em todos os tempos analisados (p < 0,05) (Figura 8A). O pico do 

influxo de neutrófilos peritoneais inflamatórios ocorreu após 6 horas da injeção de tioglicolato 

em ambos os camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, mas predominância de neutrófilos em relação a 

linfócitos foi encontrada apenas em camundongos Gal-3+/+ neste período de tempo (p < 0,05).  

Por outro lado, nenhuma diferença significante foi observada no recrutamento de 

neutrófilos induzido por T. gondii entre camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- (Figura 8B). Embora 

um maior número de linfócitos do que neutrófilos tenha sido observado em todos os períodos 

de tempo analisados, o pico de neutrófilos peritoneais inflamatórios ocorreu após 3 horas de 

infecção por T. gondii com concentrações significativamente maiores em relação ao controle 

(p < 0,05). Em contraste, o exsudato não-infectado (controle) induziu um significante pico de 

neutrófilos peritoneais inflamatórios após 6 horas de injeção, comparado à infecção por T. 

gondii em ambos os genótipos (p < 0,05). Estes resultados indicam que na ausência de Gal-3, 

níveis diminuídos de neutrófilos foram recrutados para a cavidade peritoneal após injeção de 
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tioglicolato (Figura 8A), mas sob estímulo de infecção por T. gondii, a ausência de Gal-3 não 

afeta o recrutamento de neutrófilos (Figura 8B). 
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Figura 8. Influxo de leucócitos peritoneais inflamatórios em camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ 
(WT) e Gal-3-/- (KO). Camundongos (n = 3 por grupo) foram injetados intraperitonealmente 
com 1 mL de tioglicolato 3% ou PBS (A) ou com 0,2 mL de 1x102 taquizoítas da cepa RH de 
T. gondii ou exsudato peritoneal de camundongos Swiss não-infectados (controle) (B). 
Células peritoneais foram coletadas após 3, 6 e 9 horas de injeção e analisadas para contagem 
diferencial de leucócitos em esfregaços corados com Giemsa. Os dados estão expressos como 
média ± SD e são representativos de dois experimentos independentes. * Comparação da 
contagem de neutrófilos entre camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- para cada condição;                  
# Comparação da contagem de neutrófilos em relação ao controle em cada linhagem de 
camundongo e tempo de estimulação; Ф Predominância de neutrófilos em relação a linfócitos, 
& predominância de linfócitos em relação a neutrófilos (teste t de Student, p < 0,05);                
Δ Significância estatística para o pico de influxo de neutrófilos entre os diferentes tempos após 
a inoculação (ANOVA seguido do teste de Tukey para comparações múltiplas, p < 0,05). 
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4.2.2 Papel da galectina-3 na infecção in vivo por cepa virulenta de T. gondii  

Para avaliar o papel da Gal-3 durante infecção in vivo com cepa virulenta de T. gondii, 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- foram infectados intraperitonealmente com 1x102 taquizoítas 

da cepa RH e monitorados para a sobrevivência e escores de morbidade (Figura 9). Ambos os 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- apresentaram sinais clínicos após 6 dias da infecção (Figura 

9B), alcançando o pico de morbidade máxima no 7º dia, seguindo com altas taxas de 

mortalidade (70-80%) entre 7 e 8 dias após a infecção (Figura 9A). Embora camundongos 

Gal-3-/- mostraram menor porcentagem de sobrevivência comparada a camundongos Gal-3+/+, 

esta diferença não foi significante (p > 0,05). Entretanto, as curvas de sobrevida e escores de 

morbidade de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- inoculados com T. gondii foram 

significativamente diferentes em relação aos controles (p < 0,05). Estes achados demonstram 

que na ausência de Gal-3, a sobrevida de camundongos C57BL/6 após infecção com a cepa 

virulenta RH de T. gondii não foi alterada.  
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Figura 9. Curvas de sobrevivência (A) e escores médios de morbidade (B) de camundongos 

C57BL/6 Gal-3+/+ (WT, n = 10) e Gal-3-/- (KO, n = 10) após infecção com 1x102 taquizoítas 

da cepa RH de T. gondii ou PBS (controle). Os escores de morbidade foram estabelecidos 

como previamente descrito (BARTLEY et al., 2006), de acordo com os seguintes critérios: (0) 

pêlo brilhante, animal ativo, peso mantido; (1) pêlo ouriçado, animal relutante a se mover, 

perda de peso (aproximadamente 10%); (2) pêlo muito arrepiado, animal apático, perda de 

peso (aproximadamente 20%). Os dados são representativos de três experimentos 

independentes. Curvas de sobrevivência e escores médios de morbidade de camundongos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/- inoculados com T. gondii foram significativamente diferentes em relação ao 

controle (teste Log rank, p < 0,05).  
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4.2.3 Efeito da galectina-3 sobre a geração de ROS induzida por PMA em neutrófilos 

peritoneais inflamatórios de camundongos infectados com a cepa virulenta RH de T. 

gondii  

Para verificar se Gal-3 interfere com a geração de ROS por neutrófilos peritoneais 

inflamatórios obtidos de camundongos Gal-3+/+  e Gal-3-/- infectados com a cepa virulenta RH 

de T. gondii após 1, 3 e 5 dias de infecção, a ativação do metabolismo gerador de ROS 

induzida por PMA nestas células foi medida por quimioluminescência dependente de luminol 

(QLlum) (Figura 10). Após 1 dia de infecção (Figura 10A), respostas de QLlum foram 

aumentadas em neutrófilos Gal-3+/+ e diminuídas em neutrófilos Gal-3-/-, comparado aos 

respectivos controles (p < 0,05). Além disto, respostas de QLlum foram maiores em 

neutrófilos Gal-3+/+ comparado a Gal-3-/- neste período de tempo da infecção (p < 0,05). Após 

3 dias de infecção (Figura 10B), o mesmo perfil de resposta de QLlum foi mantido, com 

QLlum aumentada em neutrófilos Gal-3+/+ e diminuída em neutrófilos Gal-3-/- (p < 0,05), 

comparados aos respectivos controles. Entretanto, respostas de QLlum não foram 

significativamente diferentes entre ambos os genótipos neste ponto de tempo de infecção (p > 

0,05). Por outro lado, após 5 dias de infecção (Figura 10C), ambos os neutrófilos Gal-3+/+ e 

Gal-3-/- exibiram respostas de QLlum diminuídas em relação aos controles, embora 

neutrófilos Gal-3+/+ apresentaram maior resposta de QLlum comparados a neutrófilos Gal-3-/- 

(p < 0,05). Em todos os períodos de tempo de infecção, respostas de QLlum em neutrófilos 

Gal-3-/- foram maiores do que em neutrófilos Gal-3+/+ nos grupos controles não-infectados (p 

< 0,05).  

É importante ressaltar que a infecção por T. gondii não alterou a liberação espontânea 

de ROS em relação aos controles em ambos os genótipos de neutrófilos e em todos os pontos 

de tempo analisados.  
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Os dados obtidos sugerem que a ativação do metabolismo gerador de ROS induzida por 

PMA em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos infectados com a cepa 

virulenta RH de T. gondii foi modulada por Gal-3. 
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Figura 10. Ativação do metabolismo gerador de ROS induzida por PMA em neutrófilos peritoneais 
inflamatórios de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO) após 1 (A), 3 (B) e 5 (C) dias 
de infecção com 1x102 taquizoítas da cepa RH de T. gondii ou PBS (controle). Neutrófilos (1x106 
células/mL) foram estimulados com PMA (10-7 M) e a liberação de ROS [quimioluminescência (QL)] 
foi medida em presença de 280 μM de luminol (QLlum) durante 20 minutos. Controle da liberação 
espontânea foi realizado na ausência de PMA (meio: solução HBSS). Os dados estão expressos como 
perfis de QL produzida por neutrófilos e registrada em contagens por minuto (cpm). As linhas 
pontilhadas e as linhas contínuas representam, respectivamente, a liberação espontânea e estimulada 
por PMA de espécies reativas de oxigênio (ROS). As áreas integradas sob as curvas de QL, subtraindo 
a liberação espontânea, estão representadas nos insets (média ± SD). Estes resultados são 
representativos de três experimentos independentes em triplicata. * Comparação entre neutrófilos 
Gal-3+/+ e Gal-3-/- para cada condição de tratamento; # Significância estatística em relação ao controle 
para cada genótipo de neutrófilos e tempo de infecção (teste t de Student, p < 0,05). 
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4.2.4 Efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre exposição de fosfatidilserina em 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- 

Para avaliar o efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre alterações apoptóticas em 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e camundongos Gal-3-/-, as 

células foram analisadas quanto à exposição de fosfatidilserina (PS) (marcação positiva para 

anexina-V) ou morte celular (marcação dupla para anexina-V e PI), após 30 minutos e 18 

horas de infecção in vitro com taquizoítas de T. gondii comparado aos controles (Figura 11).  

Após 30 minutos de infecção com T. gondii, foi observado significante aumento na 

exposição de PS em neutrófilos Gal-3+/+ comparado ao controle e aos neutrófilos Gal-3-/-, 

enquanto maior morte celular foi observada em neutrófilos Gal-3-/- comparado a Gal-3+/+ e ao 

controle (p < 0,05). Após 18 horas de cultura, foi observada exposição de PS 

significativamente diminuída em neutrófilos Gal-3+/+ comparado ao controle (p < 0,05). Ao 

contrário, exposição aumentada de PS e diminuição da morte celular foram observadas em 

neutrófilos Gal-3-/- comparado ao controle (p < 0,05). Nos grupos controles, foi observada 

maior exposição de PS em neutrófilos Gal-3-/- comparado a Gal-3+/+ somente após 30 minutos 

de cultura, enquanto morte celular significativamente aumentada em neutrófilos Gal-3-/-  e 

aumentada exposição de PS em neutrófilos Gal-3+/+ foram observadas após 18 horas de 

cultura (p < 0,05).  

Como mostrado na Tabela 2, percentagem de alterações entre 30 minutos e 18 horas de 

cultura nos parâmetros de exposição de PS e morte celular mostraram que a infecção por T. 

gondii foi capaz de diminuir ambos, a exposição natural de PS e morte celular, em neutrófilos 

Gal-3+/+. Entretanto, em neutrófilos Gal-3-/- a infecção por T. gondii aumentou marcadamente 

a exposição de PS, com consequente diminuição na marcação para morte celular. Estes 

achados sugerem que a infecção por T. gondii diminui alterações apoptóticas precoces 
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avaliadas por exposição de PS e consequente morte celular em neutrófilos Gal-3+/+, enquanto 

neutrófilos Gal-3-/- apresentaram aumentada exposição de PS. 
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Figura 11. Análise da exposição de fosfatidilserina (PS) e morte celular usando marcação 

com anexina-V e iodeto de propídeo (PI) em neutrófilos peritoneais inflamatórios de 

camundongos Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO), após infecção in vitro com a cepa RH de T. 

gondii (5 taquizoítas:1 célula) ou meio RPMI (controle). Neutrófilos foram cultivados em 

placas de 96 poços (5x105 células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2, coletados após 30 

minutos ou 18 horas de cultura e analisados por citometria de fluxo para a exposição de PS 

por ligação a anexina-V e exclusão de PI (Anexina V+/PI-) e morte celular por ligação a 

ambos anexina-V e PI (anexina V+/PI+). Dados estão expressos como média ± SD e são 

representativos de dois experimentos independentes em triplicata. * Comparação entre 

neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- em cada condição de tratamento;  # Significância estatística em 

relação ao meio em cada genótipo de  neutrófilos e tempo de infecção (teste t de Student, p < 

0,05). 
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Tabela 2. Análises de exposição de fosfatidilserina e morte celular usando marcação com 

anexina-V e iodeto de propídeo (PI) em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos 

C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/- após infecção in vitro com a cepa RH de T. gondii (5 

taquizoítas:1 célula) ou controle da infecção (meio RPMI).  

 
 

Tratamento 

Neutrófilos (%)  

Gal-3+/+ Gal-3-/- 

30 min 18 h 30 min 18 h 

Meio 
(Controle) 

  
 

 

 
   Anexina-V – / PI – 

 
61.36 ± 2.13* 

 
27.80 ± 0.52 

 
49.49 ± 3.60 

 
48.39 ± 1.52 

   (percentagem de alteração)  (- 54.7%)  (- 2.2% )  

     

   Anexina-V + / PI – 36.70 ± 2.23 68.92 ± 0.25* 47.78 ± 3.50* 38.83 ± 0.41 

   (percentagem de alteração)  (+ 87.8%)  (- 18.7%) 

     

   Anexina-V + / PI + 1.93 ± 0.22 3.01 ± 0.04* 2.71 ± 1.01 12.75 ± 1.11* 

   (percentagem de alteração)  (+ 55.9%) (+ 370%)  

     
T. gondii 
(5 taquizoítas:1célula) 

    

 
   Anexina-V – / PI – 

 
39.37 ± 0.55* 

 
36.18 ± 0.38 

 
50.28 ± 2.56* 

 
29.95 ± 3.49 

   (percentagem de alteração)  (- 8.1%)  (- 40.4%)  
     
   Anexina-V + / PI – 52.54 ± 0.76 59.49 ± 0.55* 42.95 ± 1.67 66.12 ± 3.32* 
   (percentagem de alteração)  (+ 13.2%)  (+ 53.9% ) 
     
   Anexina-V + / PI + 3.38 ± 0.37 4.18 ± 0.91 6.73 ± 1.67 3.89 ± 0.12 
   (percentagem de alteração)  (+ 23.7%)  (- 4.2%) 

Dados estão expressos como média ± SD de percentagens celulares. Neutrófilos (5x105 

células/100 μL/poço) foram cultivados em placas de 96 poços a 37 ºC e 5% de CO2 e 

coletados após 30 minutos ou 18 horas de cultura e analisados por citometria de fluxo. 

*Comparação entre tempos de estimulação (30 minutos e 18 horas) para cada condição de 

tratamento (teste t de Student, p < 0,05).  Os dados são representativos de dois experimentos 

independentes em triplicata. 
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4.2.5 Efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre a viabilidade de neutrófilos 

peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- 

Para confirmar a modulação diferencial da exposição de PS e morte celular em 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e camundongos Gal-3-/- 

induzida pela infecção in vitro por T. gondii, a viabilidade celular foi avaliada usando o 

método de conversão de MTT (Figura 12). Neutrófilos Gal-3+/+ mostraram maior viabilidade 

em 12, 18 e 24 horas após a infecção por T. gondii comparado aos controles (p < 0,05) 

(Figura 12A), enquanto nenhuma diferença significante foi observada entre neutrófilos      

Gal-3-/- infectados e não-infectados (Figura 12B).  

Na análise de grupos não-infectados, neutrófilos Gal-3-/- exibiram viabilidade 

significativamente menor comparado a neutrófilos Gal-3+/+ em 6 e 18 horas de cultura (Figura 

12C), enquanto a comparação entre grupos infectados por T. gondii mostrou maior viabilidade 

celular para neutrófilos Gal-3+/+ até 24 horas após a infecção comparado a neutrófilos Gal-3-/- 

(p < 0,05) (Figura 12D). Estes achados sugerem que a infecção por T. gondii retarda a morte 

celular em neutrófilos Gal-3+/+ quando comparada aos neutrófilos Gal-3-/- que apresentaram 

menor viabilidade celular.  
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Figura 12. Viabilidade de neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ 

(WT) e Gal-3-/- (KO) após infecção in vitro com a cepa RH de T. gondii (5 taquizoítas:1 

célula) ou meio RPMI (controle). Neutrófilos foram cultivados em placas de 96 poços (2x105 

células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2 e a viabilidade celular foi analisada usando o 

método de conversão de MTT, após diferentes tempos de cultura. Dados estão expressos 

como média ± SD e são representativos de três experimentos independentes em triplicata. 
*Comparação entre controle e T. gondii em neutrófilos Gal-3+/+ (A), controle e T. gondii em 

neutrófilos Gal-3-/- (B), neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- nos grupos controles (C), neutrófilos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/- nos grupos infectados com T. gondii (D) (teste t de Student, p < 0,05). 
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4.2.6 Toxicidade induzida pela infecção in vitro por T. gondii em neutrófilos peritoneais 

inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- 

A toxicidade induzida pela infecção in vitro de T. gondii em neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-

3-/- foi determinada pela atividade de LDH. Como mostrado na figura 13, os níveis de LDH 

foram significantemente aumentados em sobrenadantes de 18 horas de cultura de neutrófilos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/-, independentemente de infecção, comparados aos níveis de LDH em 

sobrenadantes de 30 minutos de cultura. Entretanto, a infecção por T. gondii induziu maior 

liberação de LDH por ambos genótipos de neutrófilos em cultura comparado aos controles 

nos dois períodos de tempo analisados (p < 0,05). Além disto, a LDH liberada foi mais 

elevada em neutrófilos Gal-3-/- comparado a neutrófilos Gal-3+/+ após infecção in vitro com T. 

gondii, bem como nos grupos não-infectados (p < 0,05). Estes dados indicam que a infecção 

por T. gondii induz maior toxicidade celular em neutrófilos Gal-3-/- do que em neutrófilos 

Gal-3+/+.  
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Figura 13. LDH liberada por neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 

Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO) após infecção in vitro com T. gondii (5 taquizoítas:1 célula) ou 

meio RPMI (controle). Neutrófilos foram cultivados em placas de 96 poços (5x105 

células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2 e os sobrenadantes foram coletados após 30 

minutos ou 18 horas de cultura. A atividade LDH foi medida usando-se o kit LDH Liquiform 

e expressa em U/mL ou em quantidades relativas de LDH liberada em relação à lise completa 

de 5x105 neutrófilos obtida com Triton X-100 a 0,2% (% do total). Dados estão expressos 

como média ± SD e são representativos de dois experimentos independentes em triplicata.      
* Comparação entre neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- em cada condição de tratamento;                  
# Significância estatística em relação ao meio para cada genótipo de neutrófilos e tempo de 

infecção (teste t de Student, p < 0,05). 
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4.2.7 Efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre a produção de citocinas por 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- 

A produção de citocinas foi avaliada em sobrenadantes de cultura de neutrófilos Gal-

3+/+ e Gal-3-/- infectados ou não com T. gondii após 30 minutos e 18 horas de cultura (Figura 

14). Os níveis de IL-10 foram significativamente aumentados em sobrenadantes de neutrófilos 

Gal-3+/+ e Gal-3-/- após 30 minutos de cultura, independente de infecção por T. gondii, com 

maiores níveis de IL-10 produzidos por neutrófilos Gal-3+/+ do que Gal-3-/- (Figura 14A). Ao 

contrário, após 18 horas de cultura, a produção de IL-10 foi maior em neutrófilos Gal-3-/-, 

independente da infecção (p < 0,05).  

Os níveis de IL-6 foram aumentados em sobrenadantes de neutrófilos Gal-3-/- infectados 

com T. gondii após 30 minutos de cultura, comparado a neutrófilos Gal-3+/+ e em relação ao 

controle (p < 0,05) Em neutrófilos Gal-3+/+, os níveis de IL-6 não foram dependentes da 

infecção (Figura 14B). Após 18 horas de cultura, entretanto, a produção de IL-6 foi maior em 

neutrófilos Gal-3-/- comparado a neutrófilos Gal-3+/+, independente da infecção, e também 

maior em neutrófilos Gal-3+/+ comparado ao controle (p < 0,05).  

Por outro lado, os níveis de TNF-α foram significantemente elevados após 18 horas de 

cultura em ambos neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, independente da infecção, e também maior 

em neutrófilos Gal-3-/- do que em Gal-3+/+ (p < 0,05) (Figura 14C). Níveis de IL-12, IFN-γ e 

IL-4 foram baixos e próximos ao limite de sensibilidade para os respectivos ensaios (Figuras 

14D, 14E, 14F).  Estes achados indicam que a produção de IL-10 e TNF-α por neutrófilos 

peritoneais inflamatórios foi dependente de Gal-3, mas não da infecção por T. gondii,com a 

presença de Gal-3 sendo relacionada à maior produção de IL-10 e sua ausência relacionada à 

maior produção de TNF-α. Por outro lado, a produção de IL-6 foi associada à infecção pelo 

parasito e ausência de Gal-3, já que maiores níveis de IL-6 foram produzidos por neutrófilos 

Gal-3-/- infectados.   
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Figura 14. Produção de citocinas por neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos    

Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO) após infecção in vitro com T. gondii (5 taquizoítas:1 célula) ou 

meio RPMI (controle). Neutrófilos foram cultivados em placas de 96 poços (1x106 

células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2 e os sobrenadantes livres de células foram 

coletados após 30 minutos ou 18 horas de cultura para quantificação de citocinas por ELISA. 

Dados são expressos como média ± SD e representativos de dois experimentos independentes 

em triplicata. As linhas pontilhadas indicam o limite de sensibilidade para cada ensaio.            
* Comparação entre neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- para cada condição de tratamento;                
# Significância estatística em relação ao meio para cada genótipo de neutrófilos e tempo de 

infecção (teste t de Student, p < 0,05).  
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4.2.8 Efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre a desgranulação de neutrófilos 

peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- 

Para avaliar se a infecção por T. gondii e galectina-3 influenciam na desgranulação de 

neutrófilos, a liberação de lisozima foi determinada em sobrenadantes de cultura de 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e camundongos Gal-3-/- após 

30 minutos e 18 horas de cultura (Figura 15). Níveis de lisozima foram não detectáveis após 

30 minutos de cultura em todas as condições experimentais. Após 18 horas de estimulação, 

maiores níveis de lisozima foram liberados por neutrófilos Gal-3-/- comparado a neutrófilos 

Gal-3+/+, independente da infecção (p < 0,05). Ao contrário, a infecção por T. gondii induziu 

maior liberação de lisozima por neutrófilos Gal-3+/+ comparado ao controle (p < 0,05). Estes 

dados indicam que maior desgranulação de neutrófilos ocorre na ausência de Gal-3, 

independente da infecção. Entretanto, na presença de Gal-3, a desgranulação ocorreu 

naturalmente, mas foi também dependente da infecção pelo parasito.  
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Figura 15. Lisozima liberada por neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos 

C57BL/6 Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO) após infecção in vitro com T. gondii (5 taquizoítas:1 

célula) ou meio RPMI (controle). Neutrófilos foram cultivados em placas de 96 poços (5x105 

células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2 e os sobrenadantes foram coletados após 30 

minutos ou 18 horas de cultura. A liberação de lisozima foi avaliada pela taxa de lise de 

suspensão de Micrococcus lysodeikticus e expressa em pg/mL em relação à curva padrão. A 

linha pontilhada indica o limite de sensibilidade para o ensaio. ND, não-detectável. Dados 

estão expressos como média ± SD e são representativos de dois experimentos independentes 

em triplicata. * Comparação entre neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- para cada condição de 

tratamento; # Significância estatística em relação ao meio para cada genótipo de neutrófilos e 

tempo de infecção (teste t de Student, p < 0,05). 
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4.2.9 Efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre a geração de ROS induzida por PMA 

em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-  

Para verificar se infecção in vitro por T. gondii e galectina-3 interferem na geração de 

ROS por neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, a ativação 

do metabolismo gerador de ROS induzida por PMA em neutrófilos foi avaliada por respostas 

de QLlum após 30 minutos e 18 horas de estimulação com parasitos sob diferentes condições 

(Figura 16). Após 30 minutos de estimulação com T. gondii ativo, ou inativado pelo calor, ou 

parasitos opsonizados com IgG anti-RH ou IgG irrelevante (Figura 16C), foi observada 

significante diminuição das respostas de QLlum por neutrófilos Gal-3+/+ comparado ao 

controle (p < 0,05). Ao contrário, neutrófilos Gal-3-/- produziram maior resposta de QLlum 

comparado a neutrófilos Gal-3+/+ (p < 0,05), mas não comparado ao controle. Após 18 horas 

de estimulação, as respostas de QLlum diminuíram significantemente em todas as condições 

experimentais em ambas as linhagens de neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, comparado aos 

valores de QLlum obtidos após 30 minutos de cultura (diminuição de aproximadamente 7 

vezes). Desta maneira, não foi possível avaliar com precisão quaisquer alterações na geração 

de ROS em neutrófilos após este período de cultura por QLlum  (dados não mostrados). Além 

disso, a estimulação por T. gondii in vitro não alterou a liberação espontânea (na ausência de 

PMA) de ROS comparado aos controles em ambos os genótipos de células (Figuras 16A e 

16B). Estes resultados sugerem que Gal-3 modula negativamente a geração de ROS induzida 

por PMA em neutrófilos peritoneais inflamatórios na ausência da estimulação com T. gondii e 

também está envolvida na diminuição da geração de ROS induzida por T. gondii nas 

diferentes condições de tratamento..  
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Figura 16. Ativação da geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) induzida por PMA 
em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- 
(KO) após estimulação in vitro com T. gondii sob diferentes tratamentos (5 taquizoítas:1 
célula) ou meio RPMI (controle). Neutrófilos foram cultivados em placas de 96 poços (5x105 
células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2 e estimulados com T. gondii ativo (Tg), taquizoítas 
inativados pelo calor (TgI), taquizoítas inativados e opsonizados por IgG-anti RH (TgIO/IgG), 
taquizoítas inativados e opsonizados por IgG irrelevante (TgIO/IgGi) ou meio RPMI por 30 
minutos. As células foram estimuladas com PMA (10-7M) e a liberação de ROS foi medida 
por quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) por 20 minutos. A liberação 
espontânea de ROS foi medida na ausência de PMA (M: solução HBSS). (A, B) Perfis de 
QLlum expressos como unidades de quimioluminescência em contagens por minuto (cpm). 
As linhas pontilhadas e as linhas contínuas representam, respectivamente, a liberação 
espontânea e estimulada por PMA de ROS. (C) Área integrada sob as curvas dos perfis de 
QLlum (média ± SD), subtraindo a liberação espontânea. * Comparação entre neutrófilos Gal-
3+/+ e Gal-3-/- para cada condição de tratamento; # Significância estatística em relação ao 
controle para cada genótipo de neutrófilos (teste t de Student, p < 0,05). 
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4.2.10 Efeito da infecção in vitro por T. gondii sobre a geração de ROS induzida por 

zimosan em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-  

Para analisar se a infecção in vitro por T. gondii e galectina-3 poderiam interferir com a 

ativação do metabolismo gerador de ROS em neutrófilos induzida por estímulos dependentes 

de interação com receptores de membrana na célula hospedeira, a produção de ROS por 

neutrófilos de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- induzida por zimosan foi avaliada por QLlum 

após 30 minutos de estimulação com parasitos sob diferentes condições (Figura 17). Os 

resultados mostraram que a estimulação de neutrófilos Gal-3+/+ ou Gal-3-/- por T. gondii ativo 

(Tg) ou inativado e opsonizado com IgG anti-RH (TgIO/IgG) diminuiu significantemente as 

respostas de QLlum induzidas por zimosan nas diferentes concentrações usadas, comparado 

aos controles (p < 0,05) (Figura 17C). Entretanto, para ambos os genótipos de neutrófilos, não 

houve diferença significante entre as respostas de QLlum induzidas por diferentes 

concentrações de zimosan nos grupos estimulados com T. gondii ativo (Tg) ou inativado e 

opsonizado com IgG anti-RH (TgIO/IgG) e nos grupos controles. Em todas as condições 

experimentais, as respostas de QLlum de neutrófilos Gal-3-/- estimulados com zimosan foram 

significantemente maiores comparado a neutrófilos Gal-3+/+ (p < 0,05). Além disto, a 

estimulação com parasitos ativos ou inativados/opsonizados não alterou a liberação 

espontânea de ROS comparado aos controles em ambos os genótipos de células (Figuras 17A 

e 17B). Estes resultados sugerem que Gal-3 modula negativamente a geração de ROS 

induzida por zimosan em neutrófilos peritoneais inflamatórios, independente da estimulação 

por T. gondii, uma vez que em todas as condições experimentais a geração de ROS foi menor 

em presença de Gal-3. Entretanto, após estimulação com T. gondii, a geração de ROS 

estimulada por zimosan foi significativamente inibida de maneira independente de Gal-3, ou 

seja, em presença e na ausência de Gal-3.  
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Figura 17. Ativação do metabolismo gerador de ROS induzida por zimosan em neutrófilos 
peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO) após 
estimulação in vitro com T. gondii (5 taquizoítas:1 célula) sob diferentes tratamentos  ou  
meio RPMI (controle). Neutrófilos foram cultivados em placas de 96 poços (5x105 
células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2 e estimulados com taquizoítas de T. gondii ativo 
(Tg), taquizoítas inativados e opsonizados por IgG-anti RH (TgIO/IgG) ou meio RPMI (M: 
controle) por 30 minutos. As células foram estimuladas com zimosan opsonizado com soro 
humano normal (ZiOps) (0,25 ou 0,50 mg/mL) e a liberação de ROS foi medida por 
quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) por 20 minutos. A liberação 
espontânea de ROS foi medida na ausência de zimosan [M (—), Tg (—), TgIO/IgG (—)].   
(A, B) Perfis de QLlum expressos como unidades de quimioluminescência em contagens por 
minuto (cpm). (C) Área integrada sob as curvas dos perfis de QLlum (média ± SD), 
subtraindo a liberação espontânea. * Comparação entre neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- para cada 
condição de tratamento; # Significância estatística em relação ao controle para cada genótipo 
de neutrófilos (teste t de Student, p < 0,05). 
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4.2.11 Efeito da estimulação in vitro por antígeno solúvel de T. gondii sobre a geração de 

ROS induzida por PMA em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos    

Gal-3+/+ e Gal-3-/-  

Para verificar se o antígeno solúvel de T. gondii (STAg) poderia induzir alterações 

funcionais em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/-, o 

metabolismo gerador de ROS induzido por PMA em neutrófilos foi medido por QLlum após 

30 minutos de estimulação com o antígeno (Figura 18). Após estimulação com STAg (Figura 

18C), foi observada significante diminuição das respostas de QLlum por neutrófilos Gal-3+/+ 

comparado aos neutrófilos Gal-3-/- para todas as concentrações de antígeno (p < 0,05). Além 

disso, na maior concentração de STAg (100 µg/mL), as respostas de QLlum por neutrófilos 

Gal-3+/+ foram significativamente menores em relação às células não-estimuladas (controle) 

(p < 0,05) (Figura 18C). Também, a estimulação por STAg in vitro não alterou a liberação 

espontânea de ROS comparado aos controles em ambos os genótipos de células (Figuras 18A 

e 18B).  

Estes resultados demonstram que o STAg em alta concentração parece modular a 

geração de ROS por neutrófilos peritoneais inflamatórios de maneira dependente de Gal-3.  
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Figura 18. Ativação do metabolismo gerador de ROS induzida por PMA em neutrófilos 

peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ (WT) e Gal-3-/- (KO) após 

estimulação in vitro com antígeno solúvel de T. gondii (STAg). Neutrófilos foram cultivados 

em placas de 96 poços (5x105 células/100 μL/poço) a 37 ºC e 5% de CO2 e estimulados com 

diferentes concentrações de STAg (25, 50 e 100 μg/mL) ou meio RPMI (controle) por 30 

minutos. As células foram estimuladas com PMA (10-7M) e a liberação de ROS foi medida 

por quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) por 20 minutos. A liberação 

espontânea de ROS foi medida na ausência de PMA. (A, B) Perfis de QLlum expressos como 

unidades de quimioluminescência em contagens por minuto (cpm). As linhas pontilhadas e as 

linhas contínuas representam, respectivamente, a liberação espontânea e estimulada por PMA 

de ROS. (C) Área integrada sob as curvas dos perfis de QLlum (média ± SD), subtraindo a 

liberação espontânea. * Comparação entre neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- para cada 

concentração de antígeno; # Significância estatística em relação ao controle (ausência de 

antígeno) para cada genótipo de neutrófilos (teste t de Student, p < 0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A interação entre patógenos intracelulares e células do organismo leva à ativação de 

vários mecanismos de defesa no hospedeiro e no parasito a fim de garantir a sobrevivência de 

cada um destes. No organismo hospedeiro diferentes mecanismos imunes predominam em 

cada estágio de infecção. Ambas, células fagocíticas e não-fagocíticas participam no 

clearance e destruição intracelular do microrganismo. Além disto, o desenvolvimento de 

imunidade específica assegura ativação sustentada de mecanismos microbicidas intracelulares 

nas células-alvo e indução de morte celular por apoptose ou lise mediada por linfócitos T 

citotóxicos. Por outro lado, o patógeno também exibe diferentes estratégias de evasão, as 

quais são empregadas em contraposição às defesas do hospedeiro (ISMAIL et al., 2002). 

O protozoário T. gondii é um potente estímulo ativador da resposta imune inata pró-

inflamatória e da resposta imune adaptativa mediada por células associada a citocinas do tipo 

Th1. Em contraposição a estas potentes atividades pró-inflamatórias, T. gondii dispõe de 

vários mecanismos para modular a resposta imune. De maneira geral, a resposta imune à 

infecção por T. gondii caracteriza-se por um delicado balanço entre a resposta imune do 

hospedeiro, a qual é elaborada para eliminar o microrganismo, e as estratégias para evasão do 

sistema imune ou imunomodulação elicitadas pelo parasito. Em conjunto, estes mecanismos 

visam a sobrevivência de ambos o parasito e o hospedeiro (MILLER et al., 2009).  

A imunidade inata a T. gondii  envolve interações entre vários tipos celulares, incluindo 

os neutrófilos que são importantes em mediar o ínicio da resposta imune contra infecção pelo 

parasito (BLISS; BUTCHER; DENKERS, 2000;  DEL RIO et al., 2001; BLISS et al., 2001; 

BENNOUNA et al., 2003; 2005; MILLER et al., 2009). Por outro lado, a ampla distribuição 

da galectina-3  em várias células do sistema imune e as suas múltiplas funções, incluindo 

adesão de neutrófilos na matriz extracelular, quimioatração para células fagocitárias, ativação 
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do metabolismo gerador de ROS em neutrófilos, produção de quimiocinas, bem como  

atividades anti- e pró-apoptóticas, apontam a galectina-3 como importante molécula 

imunomoduladora (LIU; HSU, 2007). Contudo, pouco é conhecido sobre o papel desta lectina 

na resposta imune a T. gondii e não há relatos sobre a interação entre esse parasito, galectina-

3 e neutrófilos.  

No presente trabalho, nós estabelecemos modelos experimentais in vivo e in vitro 

utilizando camundongos C57BL/6 selvagens (Gal-3+/+) e deficientes em galectina-3 (Gal-3-/-) 

para avaliar o papel da galectina-3 em diferentes funções de neutrófilos durante a infecção por 

T. gondii.  

Inicialmente, nós avaliamos o influxo de neutrófilos para a cavidade peritoneal de 

camundongos C57BL/6 Gal-3+/+ e Gal-3-/- após estímulo com tioglicolato. Nossos resultados 

mostraram que ambas as linhagens de camundongos foram capazes de exibir resposta 

inflamatória ao tioglicolato. Entretanto, a resposta inflamatória peritoneal foi reduzida na 

ausência de galectina-3, uma vez que as concentrações de leucócitos, bem como de 

neutrófilos, recrutados para a cavidade peritoneal foram significativamente menores, 

comparadas aos camundongos Gal-3+/+ (Figura 8A). Estes dados sugerem que galectina-3 

endógena pode estar associada a mecanismos reguladores de processos inflamatórios 

peritoneais. Em ambos os camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- o pico do influxo de neutrófilos 

ocorreu após 6 horas da injeção de tioglicolato (Figura 8A). Este dado foi importante para 

determinarmos o intervalo de tempo mais adequado para a coleta de exsudatos peritoneais 

ricos em neutrófilos, células estas que seriam posteriormente isoladas e utilizadas nos ensaios 

para avaliação das funções de neutrófilos.  

Níveis diminuídos de inflamação peritoneal em camundongos Gal-3-/- também foram 

descritos por Hsu e cols. (2000). Estes autores mostraram que após 1, 3 e 6 dias de injeção 

intraperitoneal com tioglicolato, camundongos Gal-3-/- exibiram níveis diminuídos de 
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inflamação peritoneal, como observado pelo menor número de leucócitos recrutados para a 

cavidade peritoneal. Além disto, foi demonstrado também que, na ausência de galecina-3, as 

porcentagens de monócitos/macrófagos e de neutrófilos foram significativamente menores, 

comparadas aos animais Gal-3+/+, após 1 dia, mas não após 2 e 4 dias, de estimulação com 

tioglicolato.  

Em paralelo ao estímulo com tioglicolato, nós avaliamos o influxo de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- após infecção intraperitoneal com a 

cepa virulenta RH de T. gondii. Ao contrário do que foi observado quando tioglicolato foi 

usado como estímulo, nenhuma diferença significante foi observada no recrutamento de 

neutrófilos após infecção por T. gondii entre camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- (Figura 8B). Em 

todos os períodos de tempo analisados, a população de linfócitos foi predominante, 

independente da infecção e da presença de galectina-3. Entretanto, houve um rápido influxo 

de neutrófilos, em ambas as linhagens de camundongos, após 3 horas de infecção 

comparativamente ao grupo controle que induziu um pico mais tardio (6 horas) de influxo de 

neutrófilos (Figura 8B). Estes resultados refletem a capacidade dos neutrófilos para 

rapidamente responderem a um estímulo inflamatório potente como T. gondii. Outros autores 

também demonstraram um significante influxo de neutrófilos para a cavidade peritoneal de 

camundongos C57BL/6 ou BAL/c, após 4 horas de infecção com 2x106 taquizoítas da cepa 

RH de T. gondii (BLISS; BUTCHER; DENKERS, 2000; DEL RIO, 2001). Vale ressaltar que 

o inóculo de parasitos usado em nosso modelo de infecção (1x102 taquizoítas) consistiu de 

carga parasitária 20.000 vezes menor. Com relação ao papel da galectina-3 no recrutamento 

de neutrófilos induzido por T. gondii, nossos resultados mostraram que esta lectina não 

modulou a inflamação peritoneal neste modelo de infecção e períodos de tempo analisados, 

provavelmente porque a infecção pela cepa RH virulenta de T. gondii provoca forte resposta 

inflamatória inicialmente mediada por neutrófilos.  
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Para verificar o papel da galectina-3 na infecção in vivo por cepa virulenta de T. gondii, 

camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- foram infectados intraperitonealmente com 1x102 taquizoítas 

da cepa RH de T. gondii. Novamente, nós demonstramos que galectina-3 não mostrou 

qualquer efeito sobre as curvas de sobrevivência e escores médios de morbidade dos 

camundongos após infecção com esta cepa virulenta (Figura 9). Comparando os presentes 

achados com resultados prévios (BERNARDES et al., 2006), demonstrando que a 

mortalidade e morbidade de camundongos Gal-3-/-  foi comparável com aquela de 

camundongos Gal-3+/+ quando infectados oralmente, mas maior quando infectados 

intraperitonealmente com a cepa avirulenta ME-49 de T. gondii, pode-se afirmar que o grau 

de virulência da cepa, bem como a via de inoculação, são importantes aspectos a serem 

considerados no desenvolvimento da infecção, como tem sido recentemente relatado 

(GIGLEY; FOX; BZIK, 2009). Neste contexto, as vias de sinalização para estabelecer uma 

resposta inata efetiva a T. gondii levando, por exemplo, a produção de IL-12, são fortemente 

influenciadas pelo genótipo do parasito, com as cepas avirulentas, tais como ME-49 ativando 

ambas as vias MyD88-dependentes e MyD88 independentes, enquanto cepas virulentas tais 

como RH estimulam apenas vias independentes de MyD88 (KIM et al., 2006; MILLER et al., 

2009). Também é bem conhecido há vários anos que cepas avirulentas induzem produção de 

maiores quantidades de IL-12 do que cepas virulentas de T. gondii (ROBBEN et al., 2004) e a 

estimulação de duas vias distintas levando à produção de IL-12 por cepas avirulentas versus 

uma única via estimulada por cepas virulentas de T. gondii poderia, pelo menos em parte, 

explicar os fenômenos observados acima, uma vez que a produção de IFN-γ dependente de 

IL-12 é vital para a resistência do hospedeiro à infecção (DENKERS et al., 2004).  

Embora tenha sido relatado que galectina-3 exógena ativa a NADPH-oxidase em 

neutrófilos primados (YAMAOKA et al., 1995; KARLSSON et al., 1998; FERNÁNDEZ et 

al., 2005), os efeitos da galectina-3 endógena nos mecanismos efetores centrais durante um 
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processo inflamatório, incluindo fagocitose, exocitose do conteúdo dos grânulos 

(desgranulação) e tempo médio de vida, ainda não estão bem caracterizados. No presente 

trabalho, nós avaliamos o metabolismo gerador de ROS em neutrófilos recrutados para a 

cavidade peritoneal de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- após infecção in vivo com a cepa 

virulenta RH de T. gondii. 

Primeiro, nós observamos que na ausência de infecção, a ativação do metabolismo 

gerador de ROS induzida por PMA foi maior em neutrófilos Gal-3-/- comparado a neutrófilos 

Gal-3+/+. Entretanto, em neutrófilos peritoneais inflamatórios obtidos de animais infectados, a 

estimulação in vitro das células com PMA mostrou que neutrófilos Gal-3-/- foram menos 

responsivos à geração de ROS em todos os períodos de infecção analisados, enquanto 

neutrófilos Gal-3+/+ mostraram aumento no metabolismo gerador de ROS de maneira tempo-

dependente, ou seja, no início da infecção (1 e 3 dias) houve um significativo aumento na 

produção de ROS seguido de declínio após 5 dias de infecção (Figura 10). Estes achados 

sugerem que apesar de neutrófilos Gal-3-/- apresentarem maior geração de ROS em resposta 

ao PMA, na ausência de infecção por T. gondii, isto não significa maior eficiência no 

desempenho de suas funções efetoras microbicidas, uma vez que sob condição da infecção, 

estas células reduziram significativamente seu metabolismo gerador de ROS. Por outro lado, 

neutrófilos Gal-3+/+ mostraram ser mais responsivos à geração de ROS sob estímulo de PMA 

na presença da infecção por T. gondii, indicando que a galectina-3 endógena possa exercer 

papel modulador nesta função dos neutrófilos frente à infecção pelo parasito. Além disso, o 

declínio observado para esta função após 5 dias de infecção pode estar relacionado ao quadro 

clínico apresentado pelos animais neste período de tempo, como demonstrado pelas curvas de 

morbidade e mortalidade que se acentuam nesta fase da infecção (Figura 9).  

Outro aspecto a ser considerado é a associação entre a geração de ROS em neutrófilos e 

apoptose. Em condições fisiológicas normais, após a maturação e liberação a partir da medula 
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óssea, os neutrófilos têm uma média de vida em circulação de 6 a 8 horas e morrem 

rapidamente por apoptose (HASLETT, 1997). Este mecanismo de morte tem sido bem 

caracterizado e inclui ativação de caspases, exposição de fosfatidilserina (PS) e fagocitose por 

macrófagos (SAVILL et al., 1989; FADOK et al., 1992; FADEEL et al., 1998). De fato, foi 

demonstrado na literatura que neutrófilos murinos aumentaram em três vezes a exposição de 

PS após a fagocitose de Staphylococcus aureus. Entretanto, neutrófilos isolados a partir de 

camundongos deficientes no gene para a proteína gp91phox (gp91phox-/-) e que possuem, 

portanto, a enzima NADPH-oxidase funcionalmente deficiente (modelo murino de doença 

granulomatosa crônica) não expressaram PS após a fagocitose de S. aureus, confirmando a 

importância de NADPH-oxidase funcional para a externalização de PS. Paralelamente, 

neutrófilos dos camundongos selvagens foram eficientemente fagocitados por macrófagos, 

sendo que este fenômeno foi inibido por DPI (iodônio difenileno: inibidor de NADPH-

oxidase), enquanto o mesmo efeito não foi observado para neutrófilos gp91phox-/-. 

Considerando estes resultados, os autores concluíram que os agentes oxidantes produzidos por 

neutrófilos fagocíticos devido à ativação de NADPH-oxidase provocam mudanças na 

superfície celular, resultando no reconhecimento e engolfamento destas células por 

macrófagos (WILKIE et al., 2007).  

Diante dos dados expostos, pode-se especular que neutrófilos Gal-3-/- ao exibirem maior 

metabolismo gerador de ROS induzido por PMA na ausência de infecção, poderiam já estar 

fisiologicamente mais ativados (primados) e produzirem ROS, apresentando maior 

susceptibilidade à morte apoptótica. Isto poderia, então, explicar o menor recrutamento de 

neutrófilos na cavidade peritoneal dos camundongos Gal-3-/-, como observado anteriormente 

neste estudo, e enfatizar o papel da galectina-3 como uma molécula associada à modulação do 

metabolismo gerador de ROS em neutrófilos, como já descrito por outros autores 

(FERNÁNDEZ et al., 2005).  
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Evidências acumuladas na literatura têm estabelecido que a ativação de várias células, 

incluindo neutrófilos, é dependente de vias intracelulares alternativas. Existem relatos na 

literatura sugerindo galectina-3 como um mediador fisiológico presente em sítios 

inflamatórios que ativa diferentes componentes da via MAPK e poderia estar atuando em 

conjunto para modular a funcionalidade e longevidade de neutrófilos (FERNÁNDEZ et al., 

2005; MILLER et al., 2009). A via MAPK é também importante nas respostas de neutrófilos 

a T. gondii. A ativação desta via é iniciada pela interação entre receptores Toll like (TLRs) e 

estruturas específicas na superfície do patógeno (PAMPS: padrões moleculares associados a 

patógenos), com resultante ativação de vários fatores de transcrição de genes que codificam, 

por exemplo, a expressão de citocinas, tais como IL-12 e TNF-α (DENKERS et al., 2004). 

Uma vez que galectina-3 está relacionada à ativação de componentes da via MAPK, como 

descrito acima, a modulação da ativação e sobrevivência de neutrófilos irá depender do 

balanço de sinais intracelulares desencadeados por vários agentes, incluindo patógenos, e 

galectina-3 pode estar envolvida nesses eventos. 

Neste sentido, nós investigamos no presente estudo se o estímulo T. gondii é capaz de 

modular a vida média de neutrófilos e se galectina-3 está envolvida neste processo. Nossos 

resultados demonstraram que infecção por T. gondii in vitro modula a exposição de PS e 

morte celular diferentemente em neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos     

Gal-3+/+ e Gal-3-/- (Figuras 11 e 12). Baseado nas porcentagens de variações na exposição de 

PS e morte celular de neutrófilos entre 30 minutos e 18 horas de cultura (Tabela 2), nós 

encontramos que a infecção por T. gondii levou a um considerável decréscimo de ambas, 

exposição de PS e morte celular, em neutrófilos Gal-3+/+. Entretanto, em neutrófilos Gal-3-/-, a 

infecção por T. gondii marcadamente aumentou a exposição de PS. Esta modulação 

diferencial da exposição precoce de PS e morte celular em neutrófilos peritoneais 
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inflamatórios de camundongos Gal-3+/+ e Gal-3-/- foi também confirmada por determinação da 

viabilidade celular pelo método de conversão de MTT.  

A modulação da apoptose espontânea de neutrófilos está bem descrita por vários 

autores. A exposição de neutrófilos a citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1β, TNF-α, 

IFN-γ, IL-6, IL-15, IL-8, G-CSF, GM-CSF ou lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) retarda o 

processo de apoptose, sugerindo que neutrófilos podem ter seu tempo de vida prolongado, 

particularmente durante um processo infeccioso (BRACH et al., 1992; COLOTTA et al., 

1992; KETTRITZ et al., 1998; WILKIE et al., 2007).  

Neutrófilos apoptóticos exibem alterações morfológicas características, bem como 

alterações na membrana citoplasmática que resultam da expressão diminuída de alguns 

receptores e apresentação de novas moléculas na superfície celular. Fosfatidilserina, um 

marcador de células apoptóticas, é expressa na superfície de neutrófilos apoptóticos em 

conseqüência de alterações na simetria de fosfolípideos de membrana (HOMBURG et al., 

1995). Por outro lado, alguns autores têm mostrado que a exposição de PS pode não ser 

seguida de apoptose em alguns tipos de células (STOWELL et al., 2008).  

Neste contexto, a indução ou inibição da apoptose de células hospedeiras por 

protozoários tem sido bastante investigada (LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 

2003; GAVRILESCU et al., 2003; CARMEN; SINAI, 2007; LASKAY; VAN 

ZANDBERGEN; SOLBACH, 2008). Channon e cols. (2002) mostraram que neutrófilos 

incubados com taquizoítas da cepa PLK de T. gondii derivados de fibroblastos apresentaram 

80% de viabilidade ou retardo na apoptose após 24 horas de infecção in vitro comparado a 

neutrófilos não-infectados.  

Assim como em outros tipos celulares, a via apoptótica em neutrófilos é executada por 

caspases, incluindo caspases -1, -3, -4 e -8 (YAMASHITA et al., 1999; SANTOS-BENEIT; 

MOLLINEDO; 2000). De maneira geral, células infectadas por T. gondii falham na ativação 
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de caspases 8, 9 e 3 e isto pode explicar a resistência de células infectadas a estímulos 

apoptóticos. Além disto, a inibição das vias apoptóticas intrínseca e extrínseca  por T. gondii 

foi mostrada ser dependente da ativação de NF-κB e de inibição da liberação do citocromo c, 

acompanhada da degradação de proteínas pró-apoptóticas e aumento na transcrição de 

proteínas anti-apoptóticas, tal como Bcl-2 (SHAPIRA et al., 2002; PAYNE et al., 2003; 

MOLESTINA et al., 2003; KIM et al., 2006; CARMEN; HARDI; SINAI, 2006; HIPPE et al., 

2009).    

Considerando o nosso modelo experimental, nós podemos sugerir que na ausência de 

galectina-3 endógena, neutrófilos não-infectados estão mais susceptíveis à morte celular, a 

qual pode ocorrer por apoptose, uma vez que estas células exibem aumentada exposição de 

PS.  Por outro lado, quando neutrófilos são cultivados por períodos de tempo maiores, como 

aquele de 18 horas utilizado em nosso estudo, mesmo em presença de galectina-3, a exposição 

de PS na superfície celular aumenta. Porém, em contrapartida, na ausência de galectina-3, a 

porcentagem de morte celular aumenta significativamente (Figura 11). Deste modo, podemos 

sugerir que galectina-3 endógena atua como uma molécula anti-apoptótica em neutrófilos 

não-infectados. Este papel de galectina-3 foi reforçado quando avaliamos a exposição de PS e 

morte celular em neutrófilos após infecção por T. gondii. Nesta condição, durante o período 

inicial de interação entre célula e parasito (30 minutos), embora observou-se maior exposição 

de PS em presença de galectina-3, a ausência da lectina foi associada com maior morte celular 

(Figura 11). Por outro lado, em presença da galectina-3, neutrófilos infectados com T. gondii 

apresentaram considerável viabilidade até 24 horas em cultura. Estes dados concordam com a 

literatura apresentada acima nesta discussão. No entanto, na ausência de galectina-3, não 

observamos aumento na viabilidade de neutrófilos induzida por T. gondii (Figura 12). Diante 

disto, é possível afirmar que na ausência de galectina-3, a infecção de neutrófilos por T. 

gondii não foi suficiente para reduzir a exposição de PS e morte celular, como observado em 
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neutrófilos Gal-3+/+. Assim, galectina-3 mostrou ser uma molécula importante na modulação 

da viabilidade de neutrófilos independentemente de um processo inflamatório, bem como 

necessária para a inibição da apoptose de neutrófilos induzida por T. gondii. Talvez este efeito 

de galectina-3 relacionado à inibição de apoptose por T. gondii possa estar associado com a 

ativação de vias de sinalização anti-apoptóticas comuns entre galectina-3 endógena e T. 

gondii. Por exemplo, como descrito anteriormente, efeitos anti-apoptóticos de ambos, 

galectina-3 e T. gondii, estão associados com a proteína anti-apoptótica Bcl-2 e inibição da 

liberação do citocromo c a partir da mitocôndria (MOON et al., 2001). 

No presente estudo, nós também avaliamos a atividade de LDH como uma medida 

indireta da viabilidade celular e de toxicidade causada pela infecção por T. gondii em 

neutrófilos de ambas as linhagens de camundongos. Os resultados obtidos mostraram que 

galectina-3 reduz a morte celular tempo-dependente em neutrófilos não-infectados. De 

maneira semelhante, sob condição de infecção por T. gondii, galectina-3 também diminuiu os 

efeitos de toxicidade do parasito em neutrófilos (Figura 13). Assim, estes resultados reforçam 

o papel imunomodulador de galectina-3 endógena sobre a viabilidade de neutrófilos, bem 

como sua função anti-apoptótica (BOILEAU et al., 2008).   

A produção de citocinas por neutrófilos peritoneais inflamatórios que podem estar 

envolvidas na modulação da infecção por T. gondii durante o seu estágio inicial, tais como IL-

12, IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-6 e IL-10 também foram avaliadas neste estudo. Um número 

crescente de citocinas derivadas de neutrófilos importantes para vários processos imunes e 

inflamatórios in vivo tem sido descrito (CLOUTIER et al., 2009). A produção de IL-10 por 

neutrófilos foi descrita durante infecção com Candida albicans (ROMANI et al., 1997). A 

citocina TNF-α também é produzida por neutrófilos e tem um papel importante em mediar 

ativação de células dendríticas, bem como induzir a produção de TNF-α por estas células 

(BENNOUNA; DENKERS, 2005). IL-6 normalmente é produzida em resposta a 
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microrganismos e a outras citocinas, notavelmente IL-1 e TNF- α, e está associada com a 

indução da síntese de proteínas de fase aguda e, portanto, contribui para os efeitos sistêmicos 

da inflamação, bem como estimula a produção de neutrófilos na medula óssea (ASENSI et al, 

2004).  

Em nosso modelo experimental observamos que a secreção de IL-10 e TNF-α por 

neutrófilos peritoneais inflamatórios foi dependente de galectina-3, mas não da infecção por 

T. gondii, sendo a presença de galectina-3 associada com maior produção de IL-10 e sua 

ausência relacionada a maior produção de TNF-α. Por outro lado, a produção de IL-6 foi 

associada com a infecção pelo parasito e ausência de Gal-3, uma vez que maiores níveis de 

IL-6 foram produzidos por neutrófilos Gal-3-/- infectados por T. gondii. Baixos níveis de IL-

12, IFN-γ e IL-4 foram detectados no presente desenho experimental, como demonstrado 

pelos valores obtidos localizados próximos ao limite de sensibilidade para os respectivos 

ensaios e, consequentemente, nenhuma diferença foi observada entre neutrófilos de ambas as 

linhagens (Figura 14). Estes resultados sugerem que a produção da citocina anti-inflamatória 

IL-10 por neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- e sua liberação para o meio extracelular pode 

representar um mecanismo de controle negativo da produção de citocinas pró-inflamatórias, 

visando a proteção das células dos efeitos patológicos dessas citocinas. Uma vez que, a 

produção de TNF-α por neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- foi oposta à de IL-10, ou seja, maiores 

níveis de TNF-α coincidiram com menores níveis de IL-10, estes achados reforçam o efeito 

de IL-10 na inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias. Como níveis maiores de IL-

10 foram produzidos por neutrófilos Gal-3+/+ e, ao contrário, maiores níveis de TNF-α foram 

produzidos por neutrófilos Gal-3-/-, novamente, galectina-3 parece ser importante na proteção 

e regulação da viabilidade de neutrófilos. Com relação à liberação de IL-6 por neutrófilos, 

parece que galectina-3 modula a produção desta citocina, uma vez que foi notável a maior 

produção desta citocina por neutrófilos Gal-3-/- na presença da infecção por T. gondii.  
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Portanto, o balanço entre a secreção de citocinas pró- e anti-inflamatórias por neutrófilos 

peritoneais inflamatórios parece ser dependente de galectina-3 e, em menor grau, pela 

infecção por T. gondii. 

Uma vez no tecido inflamado, os neutrófilos dispõem de vários mecanismos 

microbicidas e imunomoduladores visando a destruição do parasito. Como já descrito, a 

ferramenta chave dos neutrófilos é a sua habilidade para fagocitar o agente causador do 

processo inflamatório, sendo que a desgranulação é um fenômeno que acompanha tal 

processo. Neste sentido, nós avaliamos em nosso modelo experimental se a infecção de 

neutrófilos e galectina-3 estavam associados à desgranulação dos neutrófilos. 

Nossos dados mostraram que independentemente da infecção por T. gondii, ambos 

neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- expostos a um tempo maior de cultura (18 horas no nosso 

modelo experimental), exibiram liberação do conteúdo dos seus grânulos, como demonstrado 

pela liberação de lisozima. Entretanto, foi possível observar que a infecção por T. gondii 

aumentou a desgranulação dos neutrófilos Gal-3+/+ (Figura 15). Neste sentido, sugerimos que 

o efeito da infecção por T. gondii sobre a desgranulação de neutrófilos Gal-3-/- pode não ter 

sido detectado porque após 18 horas em cultura estas células já estão com a viabilidade 

bastante diminuída (Figura 12). Com relação ao envolvimento de galectina-3 nesse processo, 

mais uma vez foi possível observar que essa lectina atua no sentido de proteger a célula de sua 

morte, uma vez que quantidades significativamente maiores de lisozima foram liberadas na 

sua ausência. Esta hipótese pode ser sustentada pelo fato de que a desgranulação é um 

importante evento inflamatório secundário à ativação dos neutrófilos, após o qual essas 

células tendem a serem eliminadas.  

Fernández e cols. (2005) demonstraram que a incubação de neutrófilos com galectina-3 

humana recombinante provocou a desgranulação de neutrófilos determinada pela expressão 

na superfície celular do marcador CD66b, o qual é normalmente encontrado em grânulos 
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específicos nessas células. Esses dados comparados aos nossos, sugerem diferenças para a 

função imunomoduladora de galectina-3 endógena e exógena nos sistemas biológicos. 

Continuando o nosso estudo, verificamos se a estimulação in vitro de neutrófilos com 

taquizoítas de T. gondii, sob diferentes tratamentos, poderia interferir com o metabolismo 

gerador de ROS dessas células e se galectina-3 modulava essa função celular. Nossos 

resultados mostraram que a  estimulação de neutrófilos Gal-3+/+ com os parasitos causou 

diminuída geração de ROS por essas células após estimulação com PMA. Por outro lado, a 

geração de ROS por neutrófilos na ausência de galectina-3 não foi diferente do controle após 

estimulação com T. gondii, mas foi sempre maior comparada aos neutrófilos Gal-3+/+ (Figura 

16). Estes dados, assim como aqueles dos experimentos de infecção in vivo, sugerem que 

galectina-3 modula a geração de ROS por neutrófilos. Além disto, nós observamos, nos 

experimentos de infecção in vivo e naqueles de infecção in vitro, que o parasito por si só não 

alterou a liberação espontânea de ROS comparado aos controles.  

Interessantemente, a estimulação de neutrófilos com T. gondii inativado e opsonizado 

com IgG anti-RH (TgIO/IgG), ao contrário do esperado, não desencadeou por si só, na 

ausência de PMA, ativação do metabolismo gerador de ROS em neutrófilos. Este resultado 

despertou curiosidade, uma vez que está bem estabelecido na literatura, a ativação de 

neutrófilos opsonina-dependente via interação com receptores de membrana (HUIZINGA et 

al., 1989).  

Neste sentido, nós verificamos se a ativação do metabolismo gerador de ROS em 

neutrófilos induzida por um estímulo dependente de interação com receptores na superfície 

celular era alterada após a estimulação dos neutrófilos in vitro com T. gondii. Nesses 

experimentos foi utilizado zimosan como estímulo para ativação da geração de ROS em 

neutrófilos. Nossos resultados mostraram, então, que a estimulação de neutrófilos com 

taquizoítas de T. gondii ativo ou inativado e opsonizado com IgG anti-RH inibiu a ativação do 
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metabolismo gerador de ROS induzida por diferentes concentrações de zimosan em ambos os 

neutrófilos Gal-3+/+ e Gal-3-/- (Figura 17). Uma provável explicação para este fato seria que os 

parasitos poderiam aderir aos neutrófilos, de forma a impedir o acesso dos receptores na 

superfície celular aos fragmentos Fc de imunoglobulinas; ainda, outro mecanismo possível 

seria a modulação negativa pelo parasito da expressão de receptores ligantes de zimosan. 

Estas hipóteses poderiam, então, explicar porque T. gondii opsonizado não causou ativação do 

metabolismo gerador de ROS em neutrófilos. Vale ressaltar que esses efeitos de inibição da 

geração de ROS observados em neutrófilos após estimulação com zimosan não foram 

influenciados por galectina-3, uma vez que ocorreram na ausência e em presença dessa 

lectina. Todavia, assim como nos experimentos utilizando PMA, na ausência de galectina-3 e 

independentemente da estimulação com T. gondii, os neutrófilos produziram 

significativamente maiores quantidades de ROS. 

Em sequência aos dados já obtidos, verificamos se a estimulação de neutrófilos Gal-3+/+ 

e Gal-3-/- com o antígeno solúvel de T. gondii (STAg) poderia induzir alterações no 

metabolismo gerador de ROS em neutrófilos. Estes resultados mostraram novamente, como 

após a estimulação com os parasitos, que na ausência de galectina-3 os neutrófilos foram mais 

responsivos ao estímulo ativador da geração de ROS, independentemente da presença e da 

concentração de antígeno utilizada. Já em presença de galectina-3, observou-se diminuição na 

geração de ROS por neutrófilos previamente estimulados com a maior concentração de STAg 

utilizada (Figura 18), sendo que este resultado é semelhante àqueles obtidos quando 

neutrófilos foram estimulados in vitro com T. gondii (Figura 16). Além disto, o antígeno por 

si só também não alterou a liberação espontânea de ROS comparado aos controles. Esses 

resultados reforçam, portanto, o papel imunomodulador da galectina-3 sobre a geração de 

ROS em neutrófilos.  
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6 CONCLUSÕES 

 

No modelo de infecção in vivo por cepa virulenta RH de T. gondii: 

• Galectina-3 influencia positivamente no recrutamento de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 após estimulação com 

tioglicolato, mas não após infecção por T. gondii; 

• Galectina-3 não interfere na sobrevida de camundongos C57BL/6, após infecção 

com a cepa virulenta RH de T. gondii;  

• Galectina-3 modula diferentemente a geração de ROS em neutrófilos peritoneais 

inflamatórios de camundongos C57BL/6 infectados por T. gondii e de animais 

não-infectados, com geração de ROS diminuída em neutrófilos de animais não-

infectados e aumentada em neutrófilos de animais infectados.  

No modelo de infecção in vitro por cepa virulenta RH de T. gondii: 

• Galectina-3 modula a viabilidade de neutrófilos peritoneais inflamatórios de 

camundongos C57BL/6 independente da infecção por T. gondii, com diminuição 

de alterações apoptóticas e morte celular. Em presença da infecção por T. gondii, 

galectina-3 está envolvida no aumento da viabilidade celular e nas alterações 

apoptóticas diminuídas em neutrófilos peritoneais inflamatórios induzidas pelo 

parasito.  
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• Galectina-3 diminui a toxicidade, determinada pela liberação de LDH, causada 

pela infecção por T. gondii em neutrófilos peritoneais inflamatórios de 

camundongos C57BL/6, como também a morte celular tempo-dependente em 

neutrófilos peritoneais inflamatórios não-infectados. 

• Galectina-3 modula a secreção de citocinas pró- e anti-inflamatórias por 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 na presença e na 

ausência de infecção por T. gondii, estando relacionada com níveis precoces 

aumentados de IL-10 e diminuídos de TNF-α, independente da infecção pelo 

parasito, e com níveis precoces de IL-6 diminuídos associados com a infecção.  

• Galectina-3 diminui a desgranulação, determinada pela liberação de lisozima, de 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6, 

independentemente da infecção por T. gondii.  

• Galectina-3 modula negativamente a geração de ROS dependente de PMA em 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 na ausência da 

infecção por T. gondii ou de estímulo com STAg, bem como está envolvida na 

diminuição da geração de ROS dependente de PMA induzida por diferentes 

estímulos de T. gondii ou alta concentração de STAg.  

• Galectina-3 modula negativamente a geração de ROS dependente de zimosan em 

neutrófilos peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6 na ausência da 

infecção por T. gondii, mas não interfere na diminuição da geração de ROS 

dependente de zimosan induzida pela infecção pelo parasito.  

 

 



 121

Considerando os resultados obtidos nos dois modelos de infecção, pode-se concluir que 

galectina-3 desempenha importante papel imunomodulador sobre neutrófilos peritoneais 

inflamatórios de camundongos C57BL/6, sob condição de infecção in vivo e in vitro pela cepa 

virulenta RH de T. gondii, particularmente durante seu estágio inicial, por interferir com a 

viabilidade e ativação de neutrófilos. 
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