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RESUMO 
 

O Toxoplasma gondii é um protozoário parasita intracelular obrigatório capaz 

de infectar diferentes tecidos do hospedeiro e atravessar barreiras biológicas, 

alcançando sítios imunoprivilegiados como o cérebro e a retina. O parasito infecta 

macrófagos e células dendríticas (CDs), utilizando-os para se dispersar pelo corpo, 

porém, os princípios moleculares desta interação ainda necessitam de uma 

investigação minuciosa. Neste trabalho avaliamos o envolvimento da maquinaria 

migratória do hospedeiro na migração de células murinas da linhagem 

monocítica/macrofágica infectadas com esse parasita. A infecção de macrófagos 

murinos, com T. gondii, diminuiu sua capacidade de adesão após 24h, e aumentou a 

sua capacidade de transmigração após 48h. Estes macrófagos infectados 

mostraram aumento na expressão de ERK1/2 e das metaloproteinases de matriz 

extracelular MT1-MMP e ADAM10. A migração de macrófagos infectados em 

matrigel foi aumentada após 48h de infecção, e a inibição de metaloproteinases pelo 

inibidor de MMP tipo I aboliu a migração. O tratamento do parasito antes da 

infecção, com este inibidor reduziu significativamente a porcentagem de células 

infectadas, sugerindo que metaloproteinases do T. gondii possam estar envolvidas 

em sua entrada ativa na célula hospedeira. Demonstramos também que o parasito 

promoveu a liberação de CD44, independente da via de sinalização de ERK, e que a 

secreção de MMP9 ativa foi aumentada após a infecção. Além disso, o 

processamento de pro- v em células infectadas com T. gondii parece depender de 

metaloproteinases de matriz para gerar moléculas funcionais da integrina v 3, sem 

evidência de uso da via de  pro-proteínas convertases.   O extrato total do T. gondii 

apresentou atividade gelatinolítica, que quando analisada por MALDI TOF/TOF nos 

permitiu identificar um peptídeo de massa homóloga a MMP9 de Notophthalmus 

viridescens. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; MT1-MMP, ADAM10; MMP9; CD44; integrina 

v 3 e migração. 
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ABSTRACT 

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that is able to 

disseminate into deep tissues and cross biological barriers, reaching 

immunoprivileged sites such as the brain and retina. The parasite is able to infect 

macrophages and dendritic cells for dispersal throughout the body, but the molecular 

principles of this interaction are largely unknown. We evaluated the involvement of 

host invasive machinery in the migration of T. gondii infected murine cells from a 

monocytic/macrophage lineage. We evaluated the role of the invasive machinery of 

the host cell in migration of infected macrophages. Infected cells presented a 

diminished adhesion profile after 24h p.i. and a transmigration augmented ability after 

48h p.i. Infected macrophages showed increased expression of ERK 1/2 molecule 

and MT1-MMP and ADAM10 membrane matrix metalloproteinases. Migration of 

infected macrophages in Matrigel was augmented after 48 hours of infection, and 

inhibition of metalloproteinases by MMP inhibitor I abolished migration. Treatment of 

the parasite with this inhibitor prior to the infection significantly reduced the 

percentage of infected cells, suggesting that parasite metalloproteinases might be 

involved in active entry. We also demonstrated that T. gondii promotes shedding of 

CD44 independent of the ERK signaling pathway, and that secretion of activated 

MMP9 is augmented upon infection.  Furthermore, processing of pro- v in T. gondii 

infected cells seems to depend on matrix metalloproteinases to generate functional 

mature integrin v 3 molecules, with no evidence of proprotein convertase pathway 

usage.  Total T. gondii extract exibited gelatinolitic activity and MALDI TOF/TOFF 

analysis identified a peptide that presented mass homology to MMP9 Notophthalmus 

viridescens.  

 

Key words: Toxoplasma gondii; MT1-MMP, ADAM10; MMP9; CD44; v 3 integrin 

and migration 
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1- INTRODUÇÃO 

 

 A toxoplasmose é uma zoonose que afeta o gato e a maioria dos vertebrados 

homeotérmicos (Dubey, 1977; Dubey & Beattie, 1988) e tem como agente etiológico 

uma única espécie de protozoário, o Toxoplasma gondii, pertencente ao filo 

Apicomplexa, o maior e mais importante grupo de parasitas intracelulares obrigatórios 

(Alexander & Hunter, 1998). O T. gondii é reconhecidamente um organismo de 

sucesso; aproximadamente um terço da população mundial é soropositiva para este 

parasito. A soroprevalência aumenta com a idade e varia no mundo todo (Montoya & 

Liesenfeld, 2004). O estudo da toxoplasmose tem sua importância pelo fato de ser uma 

infecção cosmopolita, causar abortos espontâneos ou doença congênita em humanos 

(Desmonts & Couvreur, 1974; Wong & Remington, 1994) e também por constituir-se 

em uma infecção oportunista crônica que sofre reativação em hospedeiros 

imunocomprometidos. Neste último grupo incluem-se indivíduos submetidos a 

transplante de órgão, aqueles que se submetem a quimioterapia do câncer (Israelski & 

Remington, 1993), e pacientes com AIDS (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida) 

(Luft & Remington, 1992), podendo resultar em quadro meningoencefálico fatal. 

 

1.1- Justificativa 

 A imunidade gerada ao T. gondii não é esterilizante. Cistos contendo 

bradizoítos permanecem no hospedeiro, localizando-se principalmente em regiões 

imunologicamente privilegiadas, como o sistema nervoso central (SNC). Em 

indivíduos imunossuprimidos os cistos são reativados sendo responsáveis pela 

liberação de bradizoítos que no interior das células convertem-se em taquizoítos 

levando a encefalite grave. A infecção durante a gestação pode levar a malformação 

fetal, com manifestações neurológicas e oculares severas. No Brasil, crianças com 

retinocoriodite congênita apresentam maiores riscos de recorrências múltiplas e em 

Campos dos Goytacazes-RJ, a população apresenta maior índice de manifestações 

oculares que em outras regiões do Brasil (Gilbert et al., 2008).   

 Embora a regulação de MMPs já tenha sido demonstrada em algumas 

patologias que envolvem a quebra da barreira hematoencefálica (BHE), pouco se 

tem explorado a respeito do envolvimento destas enzimas na toxoplasmose cerebral.  

Vários grupos têm demonstrado que o T. gondii é capaz de infectar macrófagos, 



                                                         Seipel, D – Outubro de 2009 18 

 

 

monócitos, e CDs murinos (Da Gama et al., 2004; Courret et al., 2005; Lambert et 

al., 2006) e utilizá-los como “cavalo de Tróia” para se disseminar pelo hospedeiro, 

atravessando barreiras biológicas e alcançando sítios imunoprivilegiados como o 

SNC e a retina. No entanto, as características moleculares desta interação entre as 

células infectadas e o endotélio da barreira hemato-encefálica não foram 

investigadas. Metaloproteinases que tem sua expressão aumentada em tumores, 

como MT1-MMP e a MMP9, são frequentemente associadas com aumento da 

invasividade em diversos tipos de câncer.  Além disso, estas proteases são 

fundamentais no processamento de grande variedade de moléculas de superfície 

celular, incluindo CD44 e o precursor da subunidade αv de integrinas. Portanto a 

investigação da expressão destas MMPs e da CD44 em células infectadas com o T. 

gondii é relevante para o entendimento da disseminação do parasito para sítios 

distantes. 

A interação do T. gondii com as barreiras biológicas é uma característica 

determinante para a toxoplasmose humana. Portanto, o entendimento dos fatores 

envolvidos na migração pode revelar outros fatores de virulência do parasito e novos 

alvos terapêuticos para o combate a doença.  

Neste contexto, este estudo visa contribuir para a elucidação das estratégias 

de escape da resposta imune esterilizante utilizadas pelo parasito, que contribuam 

para sua adaptação ao hospedeiro, levando a cronificação controlada em sítios 

imunologicamente privilegiados. 

 

2- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1- O Toxoplasma gondii e seu ciclo biológico 

 

 O T. gondii é um protozoário, Coccídeo intestinal do grupo dos felídeos, parasita 

intracelular obrigatório pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea e  família 

Sarcocystidae. Se multiplica assexuadamente no interior da célula hospedeira, em um 

compartimento especializado chamado de vacúolo parasitóforo, por fissão binária 

como uma célula haplóide, ou sexuadamente no intestino do gato com formação de 

oocistos (Cornelissen et al., 1984). A secreção de proteínas e enzimas, das róptrias e 

das micronemas, organelas específicas do aparelho apical do T. gondii, é a chave para 

o sucesso do seu parasitismo intracelular (Beckers et al., 1994). O T. gondii apresenta 
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três estágios infecciosos: taquizoítos (clones), bradizoítos (cistos teciduais) e 

esporozoítos (oocistos). O termo taquizoíto refere-se a forma de rápida proliferação do 

parasito. O bradizoíto é morfologicamente similar ao taquizoíto, porém, multiplica-se 

lentamente por endodiogenia no interior de cisto no tecido (Frenkel, 1973).  O oocisto é 

um zigoto não esporulado resultante do processo de reprodução sexuada, que só 

ocorre nas células epiteliais do intestino do gato, onde ocorre a fusão do gameta 

masculino, microgameta, com o gameta feminino, macrogameta, formando uma 

estrutura envolta por membrana dupla e rígida, sendo eliminado junto com as fezes. 

Numa primeira infecção, após 2 - 3 dias de exposição ao ar na temperatura ambiente, 

os oocistos não infecciosos esporulam produzindo 8 esporozoítos tornando-se 

altamente infectivos (Dubey et al., 1996). 

 O ciclo de vida do T. gondii é heteroxeno distinguindo-se uma fase em 

hospedeiro intermediário (aves e mamíferos) e outra em hospedeiro definitivo 

(felídeos), no qual o ciclo se completa, no epitélio intestinal do animal, através de 

reprodução sexuada (Aliberti, 2005) (Figura 1). A infecção ocorre pela ingestão de 

cistos teciduais em carnes cruas ou mal cozidas (Alexander & Hunter, 1998) ou de 

alimentos e água contaminados com o oocisto (Bahia-Oliveira et al., 2003) e por 

infecção transplacentária em gestantes que adquirem a infecção durante a gestação.  

Na fase inicial aguda, o parasito se divide no interior das células na forma de 

taquizoítos por endodiogenia até o rompimento da célula, infectando células adjacentes 

(Kasper & Boothroyd, 1992), podendo ser encontrado em diferentes tecidos, onde 

provoca uma reação inflamatória constituída essencialmente por células 

mononucleares causando um pequeno foco necrótico (revisado por Gazzinelli et al., 

1993). Na fase crônica da doença, o parasito divide-se lentamente na forma de 

bradizoítos no interior de cistos teciduais, que se formam devido a uma pressão 

exercida pela resposta imune do hospedeiro. Estes cistos podem sofrer reativação, 

levando a liberação dos bradizoítos que se transformam rapidamente em taquizoítos e 

sua proliferação exacerbada causa danos teciduais (Ambroise-Thomas & Pelloux, 

1993).  
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2.2- Resposta imune ao Toxoplasma gondii 

 

 O T. gondii usualmente parasita o hospedeiro, tanto o intermediário como o 

definitivo, sem a produção de sinais clínicos. Entretanto, diferenças individuais ou da 

resposta imune podem resultar em  quadros clínicos diversos, alguns podendo até 

evoluir para consequências graves (revisado por Gazzinelli et al., 1993). Recém 

nascidos podem apresentar a infecção congênita, que manifesta-se logo ao 

nascimento ou mais tardiamente. Os sintomas mais frequentes neste tipo de infecção 

são a corioretinite em 90% dos casos, seguida de calcificações cerebrais (69%), 

Figura 1- Ciclo de vida do Toxoplasma gondii, modificado de Aliberti, 2005. 

Ingestão de 

oocistos 

Hospedeiro 

definitivo 

Predação 

Carnivorismo 

Transmissão 

congênita 

Hospedeiro 

secundário 

Fezes Fezes 

Ingestão 

de 

oocistos 

Contaminação Fecal de 

mãos ou alimentos 

Transplante de órgãos 

ou transfusão sanguínea 

Ingestão de carne 

crua ou mal 

cozida com cistos 

Transmissão 

congênita 

Animais domésticos 



                                                         Seipel, D – Outubro de 2009 21 

 

 

perturbações neurológicas (60%) e hidrocefalia (50%). Estes sintomas variam com a 

fase gestacional em que a mãe adquire ou desenvolve a infecção, sendo mais graves 

no primeiro trimestre da gravidez (Ray, 1991; Veronesi, 1990). 

 O desenvolvimento de uma resposta imune protetora a patógenos depende da 

resposta imune inicial, incluindo a interação entre as células e componentes da 

resposta imune inata. Parasitos intracelulares possuem grande diversidade de 

mecanismos de evasão a resposta imunológica.  

  A resposta imune ao T. gondii é individual, complexa e compartimentalizada. 

Esta variação individual pode ser explicada pelo alto nível de heterogeneidade genética 

do hospedeiro. Em adição, o T. gondii tem a capacidade de se espalhar para todos os 

tecidos, nos quais os elementos da resposta imune apresentam maneiras diversas de 

interatividade, particularmente no SNC e na placenta. Além disso, a complexidade 

aumenta devido a possibilidade de recorrência da infecção com diferentes cepas de T. 

gondii com virulências variadas (Filisetti & Candolfi, 2004).  A toxoplasmose congênita 

foi relatada em bebê de mulher positiva para T. gondii e subsequentemente 

reinfectada (Fortier et al., 1991). Em estudo realizado em camundongos, por Araújo 

e colaboradores em 1997, foi relatado alto nível de mortalidade nos camundongos 

cronicamente infectados com a linhagem ME49 de T. gondii e reinfectados com a 

linhagem C56 ou sua forma variante R-C56. 

  Em geral, a resposta imune em hospedeiros imunocompetentes desenvolvida 

no curso da infecção ao T. gondii, leva a aquisição de imunidade protetora e 

caracteriza-se pelo desenvolvimento de forte reação mediada por células, induzida 

pelo parasito, visto que a imunidade humoral é parcial e temporal. Esta reação leva ao 

controle da infecção, observando-se o encistamento do parasito e interrupção dos 

sintomas, quando presentes (revisado por Gazzinelli et al., 1993; Gross et al., 1996; 

Yap & Sher, 1999).  A ruptura periódica dos cistos e a liberação de bradizoítos é o 

provável fator responsável pela manutenção da imunidade contra o T. gondii (Filisetti & 

Candolfi, 2004).  

 O T. gondii é naturalmente adquirido por via oral em ingestão de cistos ou 

oocistos, portanto, as células epiteliais e fatores da mucosa do intestino são a 

primeira linha de defesa contra o parasito.  Após a infecção oral experimental com T. 

gondii, o parasito infecta enterócitos no íleo e penetra na barreira epitelial 

alcançando a lâmina própria e o tecido submucoso, no qual se encontra uma 

variedade de leucócitos residentes (Barragan & Sibley, 2003; Courret et al., 2005). 

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=18691912#R3
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=18691912#R12
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Na lâmina própria, o parasito encontra CDs (CD11c+ CD11b+) e macrófagos 

(CD11c- CD11b+), que uma vez infectadas, podem trafegar do intestino 

disseminando o parasito para sítios distantes, incluindo o SNC (Courret et al., 2005;  

Buzoni-Gatel et al., 2006).  

 A infecção primária com T. gondii estimula a produção de altos níveis de IL-12 

e IFNγ por células do sistema imune inato, como as células NK “natural killers”, 

macrófagos e CDs. A combinação de efeitos destas duas citocinas é fundamental 

para a resistência ao T. gondii e por serem capazes de disparar uma forte resposta 

adaptativa Th1 mediada por células T CD4+ e CD8+, as quais também se 

caracterizam por produzirem altos níveis de IL-12 e IFNγ. Os efeitos destas citocinas 

pró inflamatórias incluem a produção de moléculas microbicidas, como produtos 

reativos de oxigênio, óxido nítrico (ON) entre outros (revisado por Gazzinelli et al., 

1993; Scott & Hunter, 2002). 

 O controle da reagudização está ligado a presença de TNFα, IFNγ, IL-6, IL-10 

e IL-4, num balanço delicado entre a inibição da replicação dos bradizoítos e da 

amplificação da resposta inflamatória exacerbada, potencialmente deletéria ao 

hospedeiro (Chao et al., 1994; Gazzinelli et al., 1996; Denkers & Gazzinelli, 1998). A 

presença de IL-27, citocina  capaz de suprimir a diferenciação de células Th17, 

também parece ser fundamental, uma vez que camundongos deficientes para o 

receptor de IL-27 tem aumento da resposta de células Th17, as quais estão 

associadas a inflamação do tecido cerebral após a infecção toxoplásmica 

experimental (Stumhofer et al., 2006).  

 

2.3- Disseminação do Toxoplasma gondii pelo hospedeiro e mecanismos de 

escape a resposta imune 

 

O estabelecimento da infecção pelo T. gondii requer sua penetração ativa nas 

células epiteliais da mucosa intestinal, mecanismo através do qual este parasita 

utiliza  estruturas celulares especiais, que formam o seu aparelho apical que é o 

responsável por sua adesão e penetração na célula. Este mecanismo permite ao 

parasito a sua multiplicação e disseminação pelos diversos tecidos do hospedeiro, 

com pequeno dano a este, em situações onde haja a preservação do estado imune 

do indivíduo.  
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O T. gondii é também capaz de atingir sítios imunologicamente privilegiados, 

como retina e sistema nervoso central, nos quais estabelece cistos teciduais sem a 

geração de resposta imune inflamatória por parte do hospedeiro. Ao interferir com 

algumas das ferramentas do sistema imune inato, o T. gondii assegura um ambiente 

apropriado ao seu crescimento, sem provocar o desenvolvimento de patologia 

severa. T. gondii é extraordinariamente capaz de controlar sua sobrevivência através 

de modulação de muitas das intrincadas vias utilizadas pelo hospedeiro para tentar 

eliminá-lo (Miller et al., 2009). 

 Butcher & Denkers demonstraram em 2002, o bloqueio da produção de IL-12 

e TNFα por macrófagos infectados quando estimulados com LPS, como 

consequência da inibição da translocação de NFkB do citoplasma para o núcleo. O 

parasito é também capaz de inibir a translocação do fator de transcrição STAT1, 

levando a uma regulação negativa da expressão de moléculas de classe II (Lang et 

al., 2006), bem como de reduzir a produção de ON em macrófagos murinos 

previamente ativados, quando penetram ativamente (Seabra et al., 2002) e que esta 

redução na produção de NO é dependente da exposição de fosfatidilserina pelo 

parasito (Seabra et al., 2004). 

 A disseminação do parasito parece ser extremamente veloz. Após a infecção 

intraperitonial Zenner e colaboradores (1998), detectaram maior carga parasitária no 

baço, nos gânglios linfáticos do mesentério e do diafragma, em apenas dois dias, 

enquanto no quarto dia já havia parasitos no fígado, pulmões e cérebro. Contudo, 

não foram detectados parasitos no sangue durante este período da cinética. 

  

 Dentre as primeiras células a serem infectadas pelo T. gondii, encontram-se 

os leucócitos intra-epiteliais (Dubey et al., 1997) que poderiam servir como 

disseminadores do parasito e principalmente, a semelhança de outros organismos, 

como Mycobacterium tuberculosis e a Salmonella typhimurium, poderiam promover a 

travessia da barreira hemato-encefálica através de um mecanismo de entrada 

facilitada (Dreverts & Leenere, 2002). Para tal, o parasito deve ser capaz de 

desativar temporariamente algumas funções celulares essenciais para a resposta 

imune inata e adquirida, como as realizadas pelas CDs e macrófagos (Medzhitov & 

Janeway, 1997). Macrófagos e CDs são também invadidos pelo T. gondii. Estas 

células possuem um vasto arranjo de receptores de superfície envolvidos no 
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reconhecimento de patógenos, dando uma especificidade relativa ao sistema imune 

inato (Medzhitov & Janeway, 1997).   

 Células apresentadoras de antígenos (APCs) tem alta atividade migratória, e 

quando encontram estímulos apropriados, como produtos bacterianos, interrompem 

a migração e tornam-se fortemente aderentes. Esta etapa parece estar relacionada a 

regulação negativa de 2 integrinas, mas dependente de LFA-1 e ICAM-1 (Barrat-

Boyes et al., 2000). Permanecendo ativadas no sítio de infecção, as APCs passam a 

produzir um grupo de quimiocinas responsáveis pela atração de células que 

contribuem para a resposta imune inata, como MPI-1a, RANTES e MIP-1b (Sozzani 

et al., 1998). Progressivamente, estas células deixam de expressar receptores para 

beta-quimiocinas, como CCR1 e CCR5, e adquirem CCR7 que lhes confere a 

capacidade de responder a MIP-3b, presente nos órgão linfóides secundários 

(Sozzani et al., 1998).  Assim, a combinação da regulação negativa de moléculas de 

adesão e de alguns receptores para quimiocinas permitem que APCs ativadas 

migrem dos sítios periféricos de infecção para os linfonodos onde haverá interação 

delas com linfócitos T. Somente então ocorre a aquisição da competência 

estimulatória, com a regulação positiva de moléculas de ativação e de moléculas de 

adesão, que lhes permitem permanecer nas áreas T dos gânglios linfáticos, por tempo 

suficiente para o estabelecimento de sinapses imunológicas e o sucesso da ativação 

da resposta imune primária.  

 

2.4- Adesão e migração celular no hospedeiro 

 

 As interações adesivas das células imunológicas são usualmente dinâmicas e 

transientes. É necessário alto grau de flexibilidade e mobilidade na adesão celular 

para ampla diversidade de funções, incluindo o monitoramento imunológico e o 

reconhecimento do antígeno. Linfócitos não estimulados são circulantes e em 

resposta ao encontro com antígenos ou quimiocinas, se tornam aderentes a outras 

células e  componentes da matriz extracelular (ECM). O mecanismo de migração 

leucocitária envolve cascatas de interações entre os leucócitos e as células do 

endotélio vascular. Estas interações envolvem selectinas e seus carboidratos ligantes 

(interação fraca e reversível) no momento inicial, e em seguida integrinas e moléculas 

de adesão celular (CAMs), promotoras de forte interação que culmina com o 

extravasamento dos leucócitos para o tecido (Kinashi, 2005). 
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2.4.1- Integrinas e seu envolvimento na migração celular 

 

 As integrinas são proteínas heterodiméricas formadas pela associação entre 

uma cadeia alfa e uma cadeia beta, constituindo ao todo aproximadamente 24 

integrinas conhecidas em mamíferos (Figura 2). As integrinas são receptores de 

superfície celular que medeiam a adesão entre células; entre células e a ECM e entre 

células e componentes do plasma. Devido a suas propriedades adesivas, as integrinas 

são cruciais para o desenvolvimento e a homeostase de organismos multicelulares 

(Hynes, 1992). No sistema imunológico as integrinas possuem um papel crucial em 

vários processos: ligação de leucócitos a células endoteliais e a APCs, morte citotóxica 

e migração de células para o tecido. Em particular, integrinas que são expressas por 

leucócitos como a αLβ2- LFA1(antígeno 1 associado a função de linfócito) e a α4β1-

VLA4 (antígeno 4 muito tardio) que são importantes para as propriedades das células 

imunes, através da ligação a ICAM1, ICAM2, VCAM1 e MADCAM1 (Kinashi, 2005) 

presentes em vênulas de endotélio alto (HEVs) e endotélio de tecidos inflamados. 

 

 

 

 

 

 O arranjo destas moléculas depende do tipo leucocitário em questão e do 

estado fisiológico desta célula, direcionando-a para diferentes órgãos linfáticos 

periféricos e eventualmente ao sistema circulatório novamente. Uma vez na circulação 

células como macrófagos infectados podem atingir capilares do plexo coróide ou das 

meninges, e assim romper a BHE, em um processo de transmigração (revisado por 

Worthylake & Burridge, 2001). O envolvimento de integrinas durante a transmigração 

parece ser sequencial, iniciando-se com 4β1-VCAM, seguida por αL/Mβ2-ICAM-1 e 

então Vβ3. As integrinas medeiam a adesão ou por sua afinidade ou pela avidez da 

Figura 2: Superfamília das integrinas, formada pelas associações entre os 18 tipos de 
cadeia α e 8 de cadeias β, constituindo ao todo 24 integrinas conhecidas. Kinashi, 2005. 



                                                         Seipel, D – Outubro de 2009 26 

 

 

interação dada pela reunião de diversas cópias da molécula agrupadas em domínios 

de membrana apropriados (ruffles) (revisado por Worthylake & Burridge, 2001). Um 

dos modelos aceitos para este processo em cascata propõe, através de diversas 

evidências experimentais, que a ligação inicial de L-selectina aumenta a adesividade 

de β2 integrinas, além de co-localizá-las no mesmo domínio, pela ação de íons Ca++, 

MAP quinases e outras tirosina quinases e GTP trocadores. Já o engajamento de 4β1 

amplifica a adesividade de αL/Mβ2, seja concentrando-as nos mesmos ruffles (o que 

requer a integridade do citoesqueleto), ou através de proteínas de membranas como a 

uPAR (urokinase plasminogen activator receptor, da família das IAPs) modulando suas 

funções. Contudo, ocorre uma regulação negativa, demonstrada pelo fato de que a 

expressão continuada de β2 e β3 integrinas leva a diminuição da ligação com a 

fibronectina ou com a VCAM. Da mesma forma, o engajamento de v  diminui a 

adesividade de integrinas  (revisado por Worthylake & Burridge, 2001). Vários são os 

mecanismos de regulação propostos para este crosstalk entre as diferentes integrinas, 

dentre eles, a regulação do tipo outside-in envolvendo metaloproteinases e inside-out 

envolvendo MAP quinases (Figura 3).    

  Por outro lado foi demonstrada pelo nosso grupo a modulação das 

capacidades de adesão e co-estimuladora de células de linhagens monocíticas 

murinas e humanas, infectadas pelo T. gondii. Os dados obtidos neste trabalho 

evidenciam uma regulação negativa de moléculas de adesão importantes como α4, 

α5, αV, αL e  β2 em macrófagos murinos; e  α5, β1 e β2 em monócitos humanos, 

induzida pelo T. gondii (Da Gama et al., 2004). Esta regulação é temporal, e após 

48h de infecção ocorre um aumento gradativo da expressão de α4 e αv e 

recuperação da expressão de β2. A expressão das moléculas co-estimulatórias 

CD86, CD83, CD1a e HLA-DR foi similar entre monócitos humanos infectados com 

T. gondii  e o grupo controle, enquanto que a expressão de CD14 diminuiu. A 

expressão de CD80 aumentou em macrófagos humanos infectados com T. gondii 

(Seipel et al., 2009). 

Esta modulação negativa reflete-se na capacidade destas células em aderir 

ou manterem-se aderidas aos componentes da matriz extracelular, tais como o 

colágeno IV, laminina e fibronectina. No entanto, esta inibição da adesão restringe-

se também as primeiras horas de infecção, uma vez que após 24h ocorre a 

retomada da capacidade de adesão dos macrófagos infectados. Estes eventos são 

dependentes da penetração ativa (Da Gama et al., 2004), e sabe-se que parasitos 
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recobertos de laminina utilizam-se de integrinas na etapa de adesão (Furtado et al., 

1992), e que posteriormente durante a entrada e formação do vacúolo parasitóforo 

são excluídas proteínas de membrana como ICAM-1 e CD44 (Mordue et al., 1999). 

Possivelmente estes mecanismos contribuam, em parte, para a diminuição das 

moléculas em questão (Seipel et al., 2009). O envolvimento de metaloproteinases 

nesta regulação ainda requer uma avaliação minuciosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.2- Processamento de moléculas de superfície celular e vias de ativação da 

resposta imune ativadas pelo Toxoplasma gondii 

 

A ativação de várias células do sistema imune é iniciada através do 

reconhecimento de estruturas específicas ou ligantes na superfície do parasito 

(Kawai & Akira, 2005). Estes PAMPs (padrões moleculares associados ao patógeno) 

apresentam três características principais: i) não são expressos pelas células do 

hospedeiro; ii) são altamente conservados e iii) a expressão é essencial para a 

sobrevivência do patógeno (Gazzinelli & Denkers, 2006). A ligação destes PAMPs 
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Figura 3- Modelo de regulação de processos de migração pela modulação da 
expressão e ou afinidade/avidez de integrinas. Estão representados mecanismos 
outside-in de sinalização, destacando-se a ação das metaloproteinases sobre as 
integrinas, e mecanismos inside-out, destacando-se a ação de MAP quinases ERK, 
ativadas pela via RAP1. Modificado de Imhof & Aurrand-Lions, 2004. 
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pelos receptores reconhecedores de padrão (PRRs) na superfície de células imunes 

dispara vias de sinalização intracelular, que resultam na indução da resposta imune 

(Kawai & Akira, 2005). Os receptores incluem TLRs (receptores tipo-Toll), receptores 

scavenger e lectinas tipo-C, com os TLRs desenvolvendo um papel central 

(Yarovinsky & Sher, 2006), especialmente com relação a crítica iniciação da 

produção de IL12, e subsequente produção de IFN  e a clássica ativação dos 

macrófagos em repouso. Os TLRs são cruciais para o reconhecimento de patógenos 

intracelulares. Todos os TLRs tem domínios amino-terminais ricos em leucina que 

reconhecem os PAMPs e um domínio receptor Toll-interleucina I carboxi-terminal 

(TIR) que inicia a sinalização intracelular (Kawai & Akira, 2005).  

A ligação de um ligante ao seu receptor TLR tipicamente estimula a atividade 

pro-inflamatória, a qual protege o hospedeiro da invasão do patógeno. Um exemplo 

típico deste evento é a ativação de TLR4 por LPS de bactérias Gram-negativas, 

resultando na rápida indução de uma resposta inflamatória intensa (Beutler, 2000). 

Após a ligação aos PAMPs, os TLRs se associam com uma proteína adaptadora de 

diferenciação mielóide (MyD88), e membros da família das quinases associadas a 

receptor IL1(IRAK), o complexo formado inicia uma cascata de fosforilação e 

acoplamento de outras proteínas de ligação no citoplasma. A TAK1 ativada inicia a 

ativação da via do fator de transcrição NFκB e das vias de proteínas quinases 

mitógeno-ativadas (MAPK). A ativação destas vias resulta na produção de citocinas 

inflamatórias e quimiocinas associadas com a resposta a infecção com patógenos 

intracelulares (Kawai & Akira, 2005). 

Estudos utilizando camundongos silenciados para a expressão do gene da 

MyD88 tem demonstrado a importância dos TLRs na resistência inata ao T. gondii.  

Estes animais são tão susceptíveis a infecção com uma linhagem pouco virulenta, 

quanto os animais silenciados para o gene da IL-12. Em adição ao aumento da 

parasitemia, camundongos silenciados para o gene da MyD88 mostram acentuada 

redução na produção de IL-12 por macrófagos, neutrófilos e CDs (Scanga et al., 

2002). 

As MAPKs são uma família de proteínas quinases que incluem a quinase 

relacionada a sinal extracelular (ERK), p38 MAPK e proteína quinase ativada por 

estresse/ quinase c-Jun N-terminal (SAPK/JNK) e são ativadas através da ligação do 

patógeno aos TLRs (Denkers et al., 2004). A via ERK de sinalização desempenha 

papel essencial na indução da motilidade celular.  Tanimura e colaboradores 
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demonstraram em 2003, que maior ativação de ERK1/2 foi comparável a maior 

habilidade de invasão em matrigel em várias linhagens de células tumorais humanas 

e que esta ativação tem sido relacionada a expressão do gene de MMP9, cuja 

atividade é requerida para a motilidade celular. 

Existem amplas evidências que sugerem que o T. gondii subverta a cascata 

de sinalização do NFκB, particularmente no início da infecção. Uma molécula do 

parasito candidata a esta modulação é a TgHSP70, a qual tem sido implicada no 

bloqueio da função/translocação do NFκB  (Dobbin et al., 2002) e aumento da 

susceptibilidade a infecção com T. gondii (Ahmed et al., 2004). A HSP70 de 

mamíferos possui um sinal de translocação nuclear e poderia, portanto, competir 

com o NFκB para acesso ao complexo núcleo-poro (Feinstein et al., 1997) 

 Assim, os macrófagos que inicialmente tem parte de suas funções 

desligadas, funcionariam como “cavalos de Tróia”, levando num segundo momento, 

os parasitos da infecção a alojarem-se em sítios imunologicamente privilegiados, no 

qual uma resposta anti-inflamatória diferenciada os manteria em cistos, garantindo 

assim a sua permanência no hospedeiro mamífero. Vários grupos dentre os quais, 

Da Gama et al., 2004; Courret et al., 2005; Lambert et al., 2006,  têm demonstrado 

que o T. gondii é capaz de infectar macrófagos, monócitos, e CDs murinos e a 

utilizá-los como “cavalo de Tróia” para se disseminar pelo hospedeiro.   

A migração é um processo composto por muitos passos envolvendo 

metaloproteinases que são capazes de degradar componentes da ECM, para 

promover a ativação cruzada de pro-MMPs e processar várias moléculas associadas 

a superfície incluindo integrinas e CD44 (Itoh & Seiki, 2004; Stefanidakis & Koivunen, 

2006).  O CD44 pertence a uma classe de glicoproteínas transmembrana do tipo I 

que estão envolvidas na interação célula-célula e célula-matriz, ligando a hialurona a 

osteopontina (Rangaswami et al., 2006),  e participam de muitos processos celulares 

como: crescimento, sobrevivência, diferenciação e mobilidade. A CD44 e a integrina 

4 1  formam um complexo na superfície celular e funcionam como uma âncora 

para a pro-MMP-9 (Redondo-Muñoz et al., 2008), uma MMP secretada que está 

envolvida no comportamento invasivo da célula. A polimerização de filamentos de 

actina modula a expressão de CD44 na superfície celular e sua disponibilidade para 

formar complexo com a MMP-9. A liberação do ectodomínio de CD44 inicia a 

degradação da ECM através de MMP-9 (Samanna et al., 2007). Estas moléculas 

formam complexos na superfície celular em domínios raft (Cayrol et al., 2008), e em 
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células cancerosas encontram-se mais expressas e compõem a maquinaria invasiva 

destas células durante a metástase. 

 

2.5- Metaloproteinases de matriz extracelular, estrutura, função e regulação 

 

O sucesso para eliminação de infecções pelo hospedeiro requer o influxo de 

células efetoras, a morte do patógeno, a contenção da inflamação e finalmente o 

remodelamento da ECM, processos estes, no qual as metaloproteinases de matriz 

(MMPs) derivadas do hospedeiro desempenham um papel central (revisado por 

Elkington et al., 2005). 

As MMPs constituem uma família de proteases (endopeptidases) dependentes 

de zinco, que incluem as proteínas com domínio desintegrina e metaloproteinase 

(ADAMs). Elas são expressas no desenvolvimento embrionário, em processos 

fisiológicos e patológicos, e em resposta a infecções (Sternlicht & Werb, 2001). O 

papel das MMPs em processos fisiológicos normais tem sido descrito no 

desenvolvimento embrionário, no ciclo menstrual, no remodelamento ósseo e em 

doenças nas quais a renovação da ECM é anormal, como na artrite, nos tumores 

invasivos e na aterosclerose (Brinckerhoff & Matrisian, 2002).  

Embora as MMPs tenham sido consideradas inicialmente, simplesmente como 

enzimas que remodelam a ECM, suas funções tem sido expandidas para múltiplos 

mecanismos de imunomodulação, como por exemplo, a clivagem de citocinas com 

aumento ou inibição de suas funções (revisado por Elkington et al., 2005).  

Geralmente as MMPs possuem três domínios estruturais: um domínio pro-peptídeo 

N-terminal, um domínio interno catalítico que contém cisteína e um domínio C-

terminal tipo-hemopexina (exceto as MMP-7 e -26) (Bode et al., 1999; Visse & 

Nagase, 2003). As MMPs são classificadas pela sua especificidade ao substrato em: 

colagenases (MMP-1, -8 e -13); gelatinases (MMP-2 e -9); estromelisina (MMP-3, -

10, -11); elastases (MMP-7, e -12); MMPs de membrana (MT-MMPs, MT-MMP-14, -

15, 16 e -17), as quais são ancoradas por um domínio transmembrana ou através de 

âncoras de glicosil-fosfatidilinositol (revisado por Elkington et al., 2005). O domínio 

catalítico é altamente conservado e determina a especificidade ao substrato 

(Brinckeroff & Matrisian, 2002).  

As ADAMs constituem uma família de MMPs a parte, elas são proteínas 

transmembrana ligadas as integrinas, importantes na sinalização intracelular e 
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adesão celular (Blobel, 2000), também são MMPs, constituindo uma família a parte.  

As subunidades das ADAMs compreendem um domínio catalítico no final da 

extensão extracelular, que se subdivide em três outro domínios: um domínio 

desintegrina, um domínio rico em cisteína e domínios repetitivos de fator de 

crescimento epidermal. A cauda citoplasmática ligada ao domínio de fator de 

crescimento epidermal é projetada através da membrana e sinaliza eventos da 

superfície celular para o citoplasma (Yong, 2005). O domínio desintegrina liga-se a 

integrinas e sua região rica em cisteína interage com os proteoglicanos. A região 

catalítica das moléculas de ADAM liberam proteínas da ECM e da superfície celular 

através de um processo chamado liberação do ectodomínio, como na geração de 

CD44 solúvel.  

Vários exemplos importantes da função das ADAMs no SNC incluem o 

processamento da proteína precursora amilóide e do fator transformador de 

crescimento alfa (TGF-α). ADAMs estão envolvidas na proliferação celular, 

diferenciação, e sobrevivência, assim como no crescimento axonal e mielinização 

(Cauwe et al., 2007). A ADAM10 é possivelmente uma α-secretase que cliva a 

proteína precursora amilóide; ADAMs 13 e 17 (também conhecidas com enzimas 

conversoras de TNF- α ou TACE) ativam TNF (Gearing et al., 1994). 

Devido a sua atividade enzimática, as MMPs podem causar danos aos tecidos, 

sendo, portanto, fortemente reguladas em múltiplas etapas. Elas raramente são 

estocadas, mas tem a sua transcrição gênica para secreção dirigida, aumentada em 

células estromais e inflamatórias em resposta a estímulos exógenos e citocinas 

inflamatórias como TNFα e IL-1β (Unemori et al, 1991). As exceções são as MMP-8 

e -9 neutrofílicas, que podem ser secretadas imediatamente sempre que necessário 

(revisado por Elkington  et al., 2005).  

As MMPs são secretadas na forma de pró-enzimas ou zimogênio, que são 

posteriormente ativadas por clivagem proteolítica, com liberação de um resíduo de 

cisteína do domínio catalítico do pro-peptídeo (Van Wart & Birkedal-Hansen, 1990). 

Após a secreção as MMPs são compartimentalizadas na matriz próximas as células 

(Brooks et al, 1996; Dumin et al., 2001) e sua atividade é regulada por secreção de 

inibidores específicos, os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs), os quais se ligam 

de forma não covalente ao domínio catalítico (Brew et al., 2000).  

 Adicionalmente, a sinalização que dependente de contato celular poderia 

aumentar a expressão de MMPs (Lacraz et al., 1994; Miltenburg  et al., 1995). A 



                                                         Seipel, D – Outubro de 2009 32 

 

 

secreção destas enzimas pode ser diminuída por diversas citocinas incluindo IFN , 

IL-4 e IL-10 (Wahl et al., 1990; Corcoran et al., 1992; Mertz et al.,1994), embora a 

regulação da secreção seja célula e estímulo específica. Intracelularmente, as vias 

principais de transdução de sinal envolvem as MAPK e a prostaglandina E2 

(Reunanen  et al., 1998; Lai et al., 2003). 

 

2.6- Inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz (TIMPs), estrutura e 

função 

 

As TIMPs são proteínas que constituem um sistema proteolítico que participa 

não apenas da quebra dos componentes da ECM e subsequente remodelamento do 

tecido, mas também providencia um importante papel regulatório no microambiente 

celular (Noel et al., 2008). Esta família é composta por quatro membros com alta 

homologia de sequência e identidade estrutural, mas com diferentes expressões 

teciduais, regulação e características inibitórias (Melendez-Zajgla et al., 2008).  

A família das TIMPs de mamíferos é constituída por pequenas proteínas 

enzimáticas com massa molecular entre 21 e 28 kDa. Estas enzimas são codificadas 

por genes altamente conservados e tem sobreposição de funções. Elas são 

compostas basicamente por dois domínios estruturais: um domínio N-terminal 

consistindo de seis resíduos cisteína conservados formando três pontes dissulfeto, 

os quais possuem atividade inibitória de MMP e um domínio C-terminal que também 

contêm seis resíduos cisteína conservados, formando três pontes dissulfeto (Stetler-

Stevenson, 2008). Essa família de enzimas apresenta função inibitória contra a 

maioria das MMPs, com algumas predileções: TIMP-1 inibe principalmente a MMP-9 

e a TIMP-2 inibe MMP-2 e paradoxalmente contribui para a ativação de pro-MMP-2, 

após a formação de complexo trimolecular com pro-MMP2 e a MT1-MMP, também 

conhecida como MMP14.  A TIMP-3 é a única ligada a matriz extracelular, inibindo 

várias proteinases responsáveis pela clivagem de ectodomínios de proteínas de 

membrana, desempenhando, portanto, um importante papel no crescimento e morte 

celular e no reparo tecidual (revisado por Rosenberg, 2009).  

 Embora os quatro membros da família das TIMPs sejam muito similares na 

estrutura, elas apresentam diferenças marcantes no seu padrão de expressão. 

Enquanto a expressão da TIMP-2 é constitutiva e ubíqua, a expressão das         

TIMP-1, -3 e -4 é induzida e tecido específica. A TIMP-1 é principalmente expressa 
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no sistema reprodutivo; TIMP-3 no coração, rins e timo, e TIMP-4 no coração, rins, 

pâncreas, cólon, cérebro e tecido adiposo (Greene et al., 1996). 

 

2.7- Metaloproteinases e seus inibidores teciduais em processos patológicos 

 

 A expressão da maioria das MMPs é normalmente baixa ou ausente em 

tecidos saudáveis, sendo induzidas quando é necessário o remodelamento de um 

tecido, durante a inflamação ou em processos patológicos (Figura 4). 

A secreção apropriada de MMPs faz parte de uma resposta imune efetiva, 

entretanto a atividade excessiva das MMPs devido ao aumento na sua secreção ou 

decréscimo na secreção de TIMPs pode causar danos teciduais no hospedeiro. A 

destruição do tecido pode favorecer a disseminação ou persistência do patógeno, 

através da quebra de barreiras imunológicas, em sítios que são pobremente 

acessados pelas células imune do hospedeiro como o SNC (revisado por Elkington 

et al., 2005; Reijerkerk et al., 2006).   

O LPS bacteriano inicia uma ativação descontrolada do sistema imune inato, 

conhecido como choque endotóxico. A falha dos órgãos é associada com o aumento 

da permeabilidade e as MMPs podem contribuir para a quebra da barreira endotelial. 

O colágeno tipo IV é o componente primário da membrana basal endotelial e é 

degradado por MMPs; o espalhamento do colágeno degradado compromete a 

barreira endotelial e resulta na síndrome sistêmica do choque tóxico e falha múltipla 

de órgãos. O LPS é conhecido por regular positivamente a secreção das MMP-1, -7 

e -9 por monócitos e macrófagos (Welgus et al., 1990; Campbell et al., 1991; Busiek 

et al., 1995) e a liberação de MMP9 por neutrófilos (Opdenakker et al., 1991). A 

cascata inflamatória pode ser exacerbada por catecolaminas liberadas no choque 

séptico amplificando a produção de MMP9 por monócitos (Speidl et al., 2004).  A 

endotoxemia causada por LPS em camundongos induz a expressão de múltiplas 

MMPs e causa aumento da atividade gelatinolítica nos órgãos afetados. Doses letais 

de LPS permitem uma maior e mais prolongada expressão gênica de MMPs já 

ativadas, assim como induz a expressão de novos genes de MMPs em todos os 

órgãos (Pagenstecher et al., 2000).  

Em pacientes com choque endotóxico, os níveis séricos de MMP9 são 

diretamente relacionados a severidade da doença (Pugin et al., 1999) e aumento 

nos níveis de MMP9 são encontrados no lavado de fluido broncoalveolar de 
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pacientes com síndrome respiratória aguda, uma das principais complicações da 

endotoxemia (Torii et al., 1997).  

A importância funcional da atividade de MMP foi sugerida pela observação feita 

em camundongos deficientes em MMP9, que tiveram a mortalidade reduzida no 

choque endotóxico quando comparados aos camundongos selvagens (Dubois et al., 

2002). Além disso, a ausência de inibidores de MMPs é desvantajosa, como 

demonstrado em camundongos deficientes em TIMP-3, que tiveram patologia 

pulmonar exacerbada, quando comparada aos animais selvagens no modelo de 

sepsis induzida (Martin et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

2.8. Quebra da barreira hematoencefálica em patologias infecciosas 

 

A BHE protege o cérebro da entrada de moléculas e células circulantes que 

podem perturbar o microambiente neuro-parenquimal. Esta barreira consiste de 

células endoteliais altamente especializadas que estão conectadas por junções 

compactas (Reijerkerk et al., 2006). A injúria na BHE está envolvida em muitos 

processos infecciosos. Vários estudos têm demonstrado que alterações nas junções 

compactas das células endoteliais da BHE por MMPs são fenômenos comuns em 

doenças neurológicas incluindo: encefalites (Dallasta et al., 1999), esclerose múltipla 

(Kirk et al., 2003; Plumb et al., 2002), meningite bacteriana, na qual a principal causa 

da patologia é o extravasamento de células inflamatórias (Del Maschio et al., 1999); 

Imunopatologia Imunidade normal 

 
Extravasamento de linfócitos 

Remodelamento da ECM 

Ativação de defensinas 

Ativação de citocinas 

Inativação de citocinas 

Cavitação pulmonar 

Aumento da permeabilidade 
da BHE 

Transformação maligna 

Produção de neurotoxina 

Síndrome respiratória  
em adultos 

Figura 4- Paradoxo das MMPs em doenças infecciosas. Modificado de Elkington et al., 2005). 
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e na demência associada a HIV (Boven et al., 2000).  Monócitos infectados com HIV 

in vitro, tiveram um aumento na secreção de MMP9, atividade da qual resultou em 

aumento da permeabilidade da monocamada de células endoteliais, a qual explicaria 

o aumento da permeabilidade da BHE que ocorre na infecção com HIV (Dhawan et 

al., 1995). 

Proteases extracelulares, incluindo MMPs, desempenham papel importante na 

abertura da BHE e subsequente influxo de células para o cérebro (Figura 5), 

incluindo as infectadas por parasitas protozoários como no caso da malaria (Yong et 

al., 1998; Lo et al., 2002).  

A malária cerebral (MC) é causada pelo sequestro de eritrócitos infectados 

para dentro do cérebro, após injúria na BHE. Van den Steen e colaboradores 

demonstraram em 2006, o aumento no número de células expressando a MMP-9 

(gelatinase) no cérebro de camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA 

que desenvolveram a MC, mas não no cérebro de camundongos que foram 

infectados com a forma do parasito que não induz esta manifestação clínica. Além 

disso, foi detectada atividade gelatinolítica in situ no endotélio dos vasos sanguíneos 

do cérebro dos animais com MC. Na tuberculose cerebral (SNC-TB), que é a mais 

severa forma de infecção pelo Mycobacterium tuberculosis, caracterizada por 

extensiva destruição tecidual, foi também detectado o aumento da expressão dos 

genes de MMP-1, -2, -3, -7 e 9, e das concentrações de MMP-9 no fluido cérebro 

espinhal (Harris et al., 2007).  
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(Kawai & Akira, 2005). (Kawai & Akira, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Entrada facilitada do Toxoplasma gondii em sítios imunoprivilegiados. O 
modelo proposto envolve a transmigração de macrófagos infectados através da 
barreira hematoencefálica ou hemato-retiniana, ocorrendo a regulação de integrinas 
e outras moléculas de adesão. Modificado de Nourshagh & Marelli-Berg, 2005.   
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3- OBJETIVOS 

3.1- Objetivo geral 

 

 Contribuir para a elucidação do papel de macrófagos na instalação do T. 

gondii em sítios imunoprivilegiados, avaliando a participação das metaloproteinases 

(de origem parasitária ou do hospedeiro) na regulação das moléculas de adesão e a 

utilização do complexo de migração da célula hospedeira envolvidos neste processo.  

 

3.2- Objetivos específicos 
 
 
  3.2.1- Verificar a capacidade de adesão e de migração de macrófagos infectados 

com T. gondii; 

 

  3.2.2- Investigar o envolvimento de ERK 1/2 na adesão e transmigração de células 

infectadas pelo T. gondii; 

 

  3.2.3- Avaliar o envolvimento da via MAP quinases e de MMPs de matriz na 

capacidade de migração de células infectadas e na expressão de integrinas αvβ3, 

através do uso de inibidores apropriados; 

 

  3.2.4- Avaliar o envolvimento de receptores reconhecedores de padrão molecular 

de patógenos na capacidade de migração de macrófagos Infectados com T. gondii; 

 

  3.2.5- Investigar a capacidade migratória de macrófagos infectados em matriz 

extracelular tridimensional; 

 

  3.2.6- Verificar a expressão de MT1-MMP, ADAM-10, CD44 e MMP9 em células 

infectadas com T. gondii; 

 

  3.2.7- Investigar a presença de MMPs em extrato protéico total do T. gondii.   
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4- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

   4.1- Animais 

 

Foram utilizados camundongos suíços (Swiss webster) para manutenção dos 

taquizoítos e camundongos C57/BL-6 de 3 linhagens (selvagem, TLR2-/-, CD14-/-, 

cedidos gentilmente pelo Dr. S. Akira, Universidade de Osaka, Japão) para os 

demais experimentos, obtidos no biotério central da UENF e no biotério do LBR/CBB 

(onde são crescidos em isoladores), respectivamente. Os experimentos com animais 

de laboratório realizados neste trabalho tiveram a aprovação do comitê de ética para 

uso de animais (CEUA - 016/06).  

 

   4.2- Obtenção de T. gondii (cepa RH e RH-GFPS65T) para infecção in vitro  

 

 Os taquizoítos de T. gondii (cepa RH) e (cepa RH-GFPS65T, cedida 

gentilmente pelo Dr. Sibley da Washington University School of Medicine, Saint 

Louis) foram mantidos no infectório do LBCT (Laboratório de Biologia Celular e 

Tecidual) sob supervisão do Dr. Renato DaMatta, em camundongos suíços de 3-4 

semanas de idade provenientes do biotério da UENF, através de passagens 

sucessivas a cada dois dias, quando ocorre o pico de infecção. Os parasitos foram 

coletados injetando-se 3 ml de Tampão Fosfato Salino (PBS) estéril gelado sob o  

peritôneo previamente exposto (por rebatimento de pele), o líquido peritoneal 

contendo os parasitos foi recolhido através de punção com seringa e agulha. 

Inoculou-se intraperitonealmente de 0,3-0,5ml por camundongo com agulha 

hipodérmica. Os parasitos foram centrifugados a 1000 g por 10min, ressuspensos 

em 1 ml de meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (D-MEM   F-12) pH 7,2 

(Gibco). Uma alíquota foi retirada e os parasitos foram corados com azul de Trypan 

para verificar viabilidade, contados em câmara de Newbauer e ajustados para as 

devidas proporções de infecção. 
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   4.3- Linhagens celulares  

 

Foram utilizadas células das linhagens de monócitos murinos (Raw 264.7) e 

humanos (THP1) para os ensaios de adesão/desadesão, transmigração in vitro e 

para ensaios de expressão de ERK e metaloproteinases, com um tempo de 

duplicação de cerca de 24h. As células Raw 264.7 e THP1 foram cultivadas em D-

MEM F-12 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) em garrafas de 

cultura de 75 cm3 (Corning), a 37°C e atmosfera com 5% de CO2 em estufa. 

 

   4.4- Anticorpos utilizados 

 

Para análise das moléculas de interesse através de citometria de fluxo e 

Western blotting, foram utilizados anticorpos monoclonais ou policlonais [integrins αv 

(N-19) e β3 (N-20); MMPs MT1-MMP (V-16), MMP9 (C-20), e ADAM-10 (S-20) - 

Santa Cruz Biotechnology]; ERK 1 (p44)  e ERK 2 (p42) (eBioscience); CD44 

(Pharmingen) específicos para a molécula de interesse e revelados com  sistemas 

de amplificação com anticorpos biotinilados (Swine anti-Goat IgG Biotin conjugate – 

CALTAG) e streptoavidina conjugada a ficoeritrina (SIGMA). 

 

   4.5- Crescimento e adesão de células Raw 264.7 In Vitro 

 

Células crescidas em garrafa de cultura foram coletadas, transferidas para 

tubos de 15 ml, dos quais foram retiradas alíquotas, coradas com azul de Trypan e 

contadas. Centrifugou-se a 1100 g por 10min a temperatura ambiente e 

ressuspendeu-se o sedimento em meio DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB, 

ajustando a proporção para 5x106 células por ml. As células foram transferidas para 

placas de cultura de 96 poços em diluições seriadas, começando com 5x105 

células/poço em 200 µl de meio. Estes experimentos foram realizados em 

sextuplicata, incubados na estufa a 37°C e 5% CO2 por 18h. O sobrenadante foi 

descartado vertendo-se a placa, e acrescentou-se 50 µl de fixador (glutaraldeído 

0,2%)/poço por 10min. O fixador foi retirado, as células coradas com cristal violeta 

0,05% por 10min e foi adicionado 200 µl SDS 10% para a lise das células que 

permaneceram aderidas. A leitura da absorbância foi feita em espectrofotômetro de 

placa utilizando-se filtro de 540 nm. Para conversão da densidade óptica lida no 
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espectrofotômetro em número de células aderidas a placa, foi feita uma curva 

padrão através de diluições seriadas com números de células pré-estabelecido. As 

células foram coradas com cristal violeta e a absorbância lida a 540 nm. 

 

   4.6- Obtenção de células de medula de camundongos e tratamento para 

diferenciação em macrófagos (BMDM) 

 

Os camundongos utilizados para a obtenção de células de medula foram 

sacrificados em câmara de CO2 e lavados com álcool 70%. Todo o procedimento foi 

feito no fluxo laminar com material (tesouras e pinças) estéril, mantido em recipiente 

contendo álcool 70%. O camundongo foi fixado em placa de isopor, previamente 

encapada com papel alumínio. O acesso ao fêmur foi feito expondo-se o peritôneo e 

em seguida removendo os músculos do fêmur com tesoura e pinças. Após a 

limpeza, as duas extremidades do fêmur foram cortadas para acesso a medula, e 

este foi colocado em placa de Petri contendo meio D-MEM F-12 com 10% de SFB e 

0,5% de gentamicina. A retirada da medula foi feita injetando-se parte deste meio de 

cultura no interior do osso, utilizando-se seringas hipodérmicas. As células foram 

soltas com pipetas de vidro e no final transferidas para garrafas de 5 ml e deixadas 

na estufa a 37°C por 18h. 

Após o período de incubação, o sobrenadante das garrafas de cultura foi 

transferido para tubo de 15 ml estéril e centrifugado a 1200 g por 10min. O 

sedimento foi ressuspendido em meio D-MEM F-12 com 10% de SFB e 20% de 

sobrenadante de células L929 para diferenciação da linhagem monocítica em 

macrófagos. As células foram transferidas para garrafas de cultura e mantidas em 

estufa a 37 °C e 5% CO2. 

 

   4.7- Tratamento das células  in vitro 

 

     4.7.1- Tratamento com LPS 

 

O estoque de LPS concentrado a 1mg/ml foi reajustado para uma 

concentração final de 10 ng/ml no meio de cultura contendo as células, que foram 

incubadas por 30min ou 1h. Após o período correspondente, as células foram 

coletadas para análise como descrito abaixo. 
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     4.7.2- Infecção com T. gondii 

 

As células foram infectadas com T. gondii (cepa RH), recém coletados do  

peritôneo de camundongos previamente infectados, numa proporção de 10 ou 5 

taquizoítos para cada célula (10:1 ou 5:1), durante o período de 30min e 1h para 

análise das moléculas da via de transdução de sinal ou por 24h para análise da 

expressão de integrinas ou MMPs através de Western blotting. 

 

     4.7.3- Tratamento com LPS e infecção com T. gondii 

 

As células foram pré-incubadas com LPS (10 ng/ml) por 30min, após este 

período, foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o meio contendo o T. 

gondii foi adicionado na proporção de 5:1 (parasitos:célula) pelos períodos já 

indicados. 

 

4.7.4- Tratamento com inibidores de MMPs e de MEKK 

 

O tratamento com os inibidores ocorreu através de dois procedimentos 

distintos. No primeiro, o inibidor de MMPs de amplo espectro (MMP-inhibitor I – 15 

µM) ou o inibidor de fosforilação de ERK (u0126- 1 µM) foram adicionados a cultura, 

logo após os tratamento com LPS ou a infecção com T. gondii e permaneceram 

pelos tempos indicados de 24h e 48h. No segundo, os inibidores foram pré-

incubados com os parasitos ou com as células separadamente por 1h, as amostras 

foram centrifugadas para remoção dos inibidores, o sobrenadante foi descartado, 

antes da adição dos parasitos a cultura de células. 

         

4.7.5- Preparo das células para Western blotting 

 

Depois dos devidos tratamentos as células foram centrifugadas a 1200 g por 

10min a 4°C e o meio removido. As células foram ressuspensas em 500 µl de 

tampão de lise Low Ripa (20 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 0,5% 

Triton X-100) e expostas a condição de choque térmico (congelamento a –20 °C 

seguido de descongelamento a temperatura ambiente) por 3 vezes. O material foi 

centrifugado (10.000g por 10min a temperatura ambiente) e o sobrenadante 
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recolhido. A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 

1976). Ao sobrenadante com tampão de lise foi adicionado acetona (2 v/v) e deixado 

durante 12h precipitando a -20°C. Depois da precipitação, as amostras foram mais 

uma vez centrifugadas e o sobrenadante removido. O sedimento foi ressuspenso em 

tampão de amostra 1x (15 mM Tris pH 6,8; 0,5% SDS; 1,25% β-2 mercaptoetanol; 

2,5% glicerol; 0,025 azul de bromofenol), fervido por 5min e centrifugado a 200 g por 

1min. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE a 12%, mantendo-se uma 

concentração de 100 µg de proteínas em 30 µl de tampão por canaleta. Os 

resultados foram analisados por Western blotting, cuja transferência foi feita a 10 V, 

com amperagem aberta por um período de aproximadamente 1h e 30min em 

tampão fosfato, e revelado com DAB (Diaminobenzidina). 

 

   4.8- Análise da capacidade de adesão e transmigração de macrófagos in vitro 

 

O experimento de adesão sobre poliestireno e a transmigração através de 

componentes da matriz extracelular, foi realizado com BMDM e com células Raw 

264.7. A infecção com T. gondii foi feita em tubos não aderentes de 15 ml na 

proporção de 5:1 (parasitos:célula), por um período de 1h a temperatura ambiente, 

em seguida as células foram centrifugadas a 1200 g por 10min e ressuspensas em 

DMEM F-12 com 2% de SFB. As células são distribuídas em placas de 24 poços. Os 

poços sem inserto receberam 5x105 células em 500 µl de meio enquanto que os 

poços com inserto (ThinCertTM- PoreØ 8.0 µm/ Greiner bio-one) receberam 5x104 

células em 300 µl de meio diretamente no inserto e mais 300 µl de meio no poço. Os 

tempos de incubação foram de 24h e 48h, após estes períodos os sobrenadantes 

foram recolhidos dos poços e dos insertos, as células foram coradas com o corante 

vital azul de Trypan, para avaliar a viabilidade, e contadas na câmara de Newbauer. 

As células que não transmigraram foram retiradas do interior do inserto por 

lavagem com PBS e auxílio de swab, suavemente para não soltar as que estavam 

aderidas na face inferior da membrana. Adicionou-se 400 µl de fixador (p-

formaldeído 1% em PBS) por inserto. Após a secagem dos insertos a temperatura 

ambiente, as membranas foram recortadas dos insertos com lâmina de bisturi, 

montadas sobre lâminas contendo glicerol com a face inferior voltada para cima e 

cobertas com lamínulas. As células transmigradas, que se encontravam na face 

inferior da membrana foram contadas em 10 campos na objetiva de 20x, em sistema 
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AxioVision (Zeiss), a partir das quais fez-se a média para montagem dos gráficos.  

Os resultados dos ensaios de migração foram expressos como a porcentagem de 

invasão através do Matrigel™ e membrana, relativos a migração através da 

membrana controle sem Matrigel™. O índice de invasão foi expresso como a razão 

entre a porcentagem de invasão de macrófagos infectados versus a porcentagem de 

invasão de macrófagos não infectados. 

 

   4.9- Citometria de fluxo para avaliação da expressão de metaloproteinases de 

matriz de membrana e moléculas de adesão após a infecção com Toxoplasma 

gondii  

 

Todas as células utilizadas para experimentos in vitro, infectadas ou não, 

foram lavadas uma vez com solução de lavagem/bloqueio (PBS-albumina 1%) a 

4 C. Para análise da expressão dos marcadores foram utilizados anticorpos 

monoclonais ou policlonais específicos para a molécula de interesse e revelados 

com sistema de amplificação com anticorpos biotinilados (Swine anti-Goat IgG Biotin 

conjugate – CALTAG) e streptoavidina conjugada a ficoeritrina (SIGMA).  

Imunoglobuinas (IgGs) não relacionadas de mesmo isotipo ou a streptoavidina 

fluorescente foram utilizados como controle de ligações inespecíficas. Após a 

incubação, as células foram lavadas 2 vezes em PBS/albumina 1%, fixadas com p-

formaldeído 1% e assim analisadas, Alternativamente, as células foram lavadas 

após o período de incubação, fixadas e então incubadas com os anticorpos para as 

moléculas de interesse. A leitura das amostras e a análise dos resultados foi 

realizada em citômetro de fluxo BD FACScalibur, na UENF. A leitura de emissão da 

fluorescência verde (FITC) foi realizada em um sistema de filtros DL500 e BP525 nm 

e a leitura de emissão de fluorescência laranja (PE) em filtros 600DL e BP575 nm, 

com consequente amplificação de sinal através de fotomultiplicadores individuais, 

após excitação dos fluorocromos com laser de 488 nm.  

 

   4.10- Extração de proteases do Toxoplasma gondii 

 

 Os taquizoítos de T. gondii foram recolhidos do peritôneo de camundongos 

como descrito anteriormente, centrifugados a 1200 g por 10min. Os eppendorfs 

contendo o sedimento foram congelados por imersão em nitrogênio líquido e 
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descongelados em estufa a 37 C por 3 vezes. Adicionou-se 750 µl de tampão de 

incubação de proteases (200 mM, 50 mM Tris-HCl, 4 mM CaCL2  pH 7,1) e as 

amostras foram sonicadas em 20 ciclos de 30seg em potência de 6 Watts (RMS) 

com intervalo de 2min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 16000 g por 

25min, o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20  C até a utilização. 

 

   4.11- Imununoprecipitação de MMP-9 do sobrenadante de cultura de células 

Raw 264.7 e análise de atividade por zimografia 

 

Células Raw 264.7 previamente crescidas em garrafas de cultura, foram 

coletadas e ajustadas para 3x107 células/ml e infectadas ou não em tubos de 

polipropileno, em meio DMEM F-12 com 2% SFB, na proporção de 5:1 

parasitos/célula. Foram utilizadas células Raw 264.7 não infectadas como controle; 

tratadas com LPS por 30min; infectadas com T. gondii, ou previamente tratadas com 

LPS por 30min e infectadas com T. gondii. O sobrenadante da cultura foi recolhido, 

centrifugado a 1200 g por 10min para retirada das células, concentrado em sistema 

Sartori , com poro de exclusão > 10.000 Da, e utilizado para o procedimento de 

imunoprecipitação.   

A proteína G-agarose foi lavada (15 µl/amostra) adicionando-se tampão de 

ligação/lavagem (0,1 M fosfato de sódio pH7,0; 0,15 M cloreto de sódio; 0,5 M 

EDTA; 0,01% azida sódica) centrifugando-se em seguida a 1200 g  por 10min. O 

sobrenadante foi descartado, adicionou-se 15 µl (3 µg)  do anticorpo anti-MMP-9 e 

incubou-se a temperatura ambiente, sob agitação por 2h. Após a ligação da proteína 

G ao anticorpo, as amostras foram adicionadas, incubadas por 30min a temperatura 

ambiente e por mais 18h a 4°C. Após o período de incubação, as amostras foram 

centrifugadas a 1200 g por 10min, e o sedimento ressuspendido em 30 µl de tampão 

de amostra 1x (sem β-mercaptoetanol). As amostras foram analisadas através de 

zimografia em gel de poliacrilamida 8% adicionado de 0,1% de gelatina, submetido a 

eletroforese por aproximadamente 2h a 100 V.  Após a corrida, o gel foi lavado 3x 

sob agitação  com tampão de lavagem (50 mM Tris-HCl e 2,5 % Triton X 100) e em 

seguida foi incubado por 48h a 37  C,  em tampão contendo (50 mM Tris-HCl,  1 % 

Triton X 100, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl2 e 0,01 % NaN3). Em seguida, o gel foi 

corado com azul de Comassie, descorado em água destilada e fotografado. 
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   4.12- MALDI TOF/TOF 

 

Os experimentos relatados a seguir foram realizados em colaboração com o 

Dr. Claudio Retamal (LBCT/UENF) pela mestranda Roberta Fernandes Pinto e as 

análises MALDI TOF/TOF foram realizadas pelo Dr. André Teixeira na FioCruz. 

O extrato total de T. gondii foi submetido a zimografia com 0,1% de gelatina 

em 10% de poliacrilamida por aproximadamente 2h a 100 V. Após separação, as 

bandas de atividade gelatinólica de interesse, foram extraídas do gel de 

poliacrilamida, digeridos com tripsina e aplicadas em sistema MALDI TOF/TOF de 

análise, para identificação das proteínas de interesse por homologia de massa. 

 

   4.13- Análise estatística 

 

 Os resultados obtidos ao longo deste trabalho foram submetidos a análise 

estatística, através de método não paramétrico de Kruskal–Wallis ou Mann-Whitney 

utilizando-se do programa GraphPad InStat.  
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5- RESULTADOS   

 

5.1- Adesão e transmigração de macrófagos murinos infectados com 

Toxoplasma gondii  in vitro 

 

 O ensaio abaixo, teve como objetivo verificar a influência do T. gondii na 

capacidade de adesão de células da linhagem Raw 264.7. As células foram plaqueadas, 

infectadas com T. gondii  (10:1 – parasitas:célula) e lavadas. Como observado, estas 

células quando infectadas desaderem significativamente nas primeiras 24h  porém, esta 

desadesão é transitória e as células voltam a aderir 48h após a infecção, sem no entanto, 

retornar aos níveis das células não infectadas (Figura 6). 

Para avaliar a viabilidade das células que desaderiram, o sobrenadante dos poços 

foi coletado, corado com azul de Trypan e as células viáveis desaderidas foram contadas. 

Observamos que apesar de não estarem aderidas a placa, as células permaneceram 

viáveis, mesmo após a infecção  (Figura 7). A capacidade de migração dos macrófagos 

foi avaliada por ensaio de transmigração em placas de cultura contendo insertos com 

membrana de poros de 8 µm. As células foram infectadas e adicionadas aos insertos na 

placa de cultura. Após os tempos indicados a placa foi lavada, as células que migraram 

foram fixadas e coradas. Na figura 8, podemos observar que não houve diferença 

significativa na transmigração nas primeiras 24h de infecção, porém 48h após a infecção, 

as células Raw 264.7 infectadas foram capazes de transmigrar em maior número do que 

as células controle, não infectadas.  



                                                         Seipel, D – Outubro de 2009 47 

 

 

   

 

Figura 7- Viabilidade de células Raw 264.7 desaderidas após a infecção com

Toxoplasma gondii. O sobrenadante das culturas controle ou infectadas, foi analisado
para a presença de células viáveis, após 24 horas, através da contagem com azul de

Trypan. O número inicial de células por experimento foi de 5 x 105 células por poço.

Resultados expressos como média DP (n=6; p< 0,001***;).
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Figura 6- Adesão de macrófagos murinos infectados com Toxoplasma gondii. Células

Raw 264.7 foram infectadas na proporção de 10:1 (parasitos:célula). Após os tempos
indicados, as células foram lavadas, fixadas, coradas e lisadas como descrito na

metodologia. O lisado foi transferido para placas de 96 poços e a absorbância lida a 540

nm. Resultados expressos como média DP (n=6; p< 0,001***; p< 0,05*).
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Figura 8- Transmigração de células Raw 264.7 após a infecção com Toxoplasma

gondii. Foram colocadas 5 x 105 células por inserto (poros de 8 µm) após 1h de infecção
prévia, na proporção de 5:1 (parasitos: célula). Após os tempos indicados, o inserto foi

removido, a placa foi lavada, as células aderidas no fundo da placa foram fixadas,

coradas com Cristal violeta 0,05 % e lidas a 540 nm. Os dados de densidade ótica
foram convertidos em número de células, seguindo-se uma curva padrão previamente

estabelecida. Resultados expressos como média DP (n=3; p< 0,001***).
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5.2-  Expressão de ERK1/2 quinases em macrófagos murinos infectados com 

Toxoplasma gondii  

 

Observamos que células Raw 264.7 ativadas por LPS, um componente bacteriano 

que induz ativação da via Toll,  ou previamente ativadas com LPS e infectadas com T. 

gondii apresentaram aumento na expressão de ERK1/2 em relação ao controle em 30min, 

porém, o aumento foi mais significativo  quando as células foram infectadas com T. gondii, 

sem prévia ativação com LPS (Figura 9). Após 60min o aumento na expressão de ERK1/2 

foi similar para todos os tratamentos observados em relação ao controle (Figura 9).    

 

60 min

30 minERK1/2

ERK1/2

A

Figura 9 - Expressão de ERK1/2 em macrófagos murinos infectados com Toxoplasma

gondii. Células Raw 264.7 foram tratadas com LPS; infectadas com T. gondii (10:1 –
parasitos:célula) ou previamente tratadas com LPS e então infectadas com T. gondii.

Células não tratadas foram utilizadas com controle. As amostras foram submetidas a

separação em SDS page 12 % e analisadas por Western Blotting em 30min ou 60min
após os tratamentos indicados.
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5.3- Adesão de macrófagos tratados com inibidores para as vias MAP 

quinases, antes ou após a infecção 

 

Para verificar se a via de sinalização da ERK1/2 está envolvida na desadesão 

de macrófagos infectados com T. gondii, células Raw 264.7 foram tratadas com 

inibidor de MEKK (u0126).  As células desaderidas presentes no sobrenadante da 

cultura foram coradas com azul de Trypan e contadas. Verificamos que na presença 

do inibidor de MEKK as células tiveram sua capacidade de adesão reduzida 

significativamente, sendo encontrado maior número de células infectadas 

desaderidas 24h após a infecção, o mesmo não foi observado após 48h de infecção. 

A capacidade de adesão das células controle não foi afetada na presença do inibidor 

(Figura 10 A). Para verificarmos se o inibidor estava influenciando nos mecanismos 

de sinalização das células, dos parasitos ou de ambos, incubamos separadamente 

as células e o T. gondii com o inibidor u0126 antes da infecção. Observamos que 

quando as células foram pré incubadas com o inibidor antes da adição do T. gondii, 

a sua capacidade de adesão foi reduzida significativamente apenas em 48h após a 

infecção (Figura 10 B). Por outro lado, quando o T. gondii foi pré-incubado com o 

inibidor de MEKK antes de ser adicionado a cultura, as células tiveram sua 

capacidade de adesão aumentada já em 24h após a infecção (Figura 10 B). Em 

seguida avaliamos se este inibidor estava alterando a adesão das células por 

interferir na capacidade de infecção do T. gondii.  Para isto células foram infectadas 

com T. gondii e o inibidor adicionado a cultura imediatamente após a infecção ou pré 

incubado com as células e o T. gondii separadamente antes da infecção. 

Observamos que o inibidor de MEKK diminuiu a porcentagem de infecção em todos 

os tratamentos, porém, quando foi adicionado as células antes da adição do T. 

gondii a cultura, reduziu significativamente a capacidade de infecção do T. gondii 

(Figura 11).  
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Figura 10- Adesão de células Raw 264.7 infectadas com Toxoplasma gondii e tratadas

com inibidor de MEKK (u0126) antes ou após a infecção. O sobrenadante das culturas
controle ou infectadas (A), foi analisado para a presença de células viáveis, após 24 h e

48 h, através da contagem com azul de Trypan, (B) Adesão de células infectadas,

tratadas ou não com o inibidor u0126. Resultados expressos como média DP (n=3; p<
0,001***).
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5.4- Envolvimento de TLRs na capacidade de migração de macrófagos 

infectados pelo Toxoplasma gondii. 

 

Com o objetivo de avaliar o envolvimento de TLRs na capacidade de adesão 

e migração de macrófagos, foram utilizados macrófagos derivados de medula óssea 

(BMDM) de camundongos nocaute para o gene TLR2 (receptor 2 do tipo toll) ou para 

o gene CD14 (co-receptor para o receptor 4 do tipo toll) em ensaios de 

transmigração após a infecção com T. gondii. Como controle foram utilizadas células 

de camundongos C57Bl/6 do tipo selvagem. As células infectadas ou não,  aderidas 

a placa, foram coradas e lisadas.  Observamos que as células dos camundongos 

nocaute apresentaram uma desadesão significativa após 24h  de infecção (Figura 12 

A), que foi mantida até 48 h após a infecção, quando comparada com as células 

controle (Figura 12 B). 

Para avaliarmos o envolvimento de TLRs na migração de macrófagos, BMDM 

foram adicionados em placas de cultura contendo insertos com membrana de poros 

de 8 µm. As células foram infectadas e adicionadas aos insertos na placa de cultura. 

Após os tempos indicados a placa foi lavada, as células fixadas e coradas. 

Verificamos que na ausência do receptor TLR2 as células migraram com maior 

velocidade em ambos os períodos avaliados, quando comparadas as células 

controle dos camundongos selvagens na ausência de infecção. O mesmo não foi 

observado para as células dos camundongos deficientes em CD14/TLR4 (Figura 13 

A). Para avaliarmos a  migração induzida pelo T. gondii nestes sistemas, calculamos 

o delta de migração, que é a diferença entre os valores de DO da célula infectada 

pelo da célula controle para todos os sistemas. Verificamos que houve uma redução 

significativa na migração das células deficientes em TLR2 apenas em 48h (Figura 13 

B). 
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Figura 12- Ensaios de adesão de BMDM deficientes em TLR2 ou CD14. Macrófagos de

medula óssea foram gerados como descrito acima, e infectados na proporção de 5:1
(parasitos:célula). Após 24h (A) e 48h (B), foi avaliado o número de células aderidas

como descrito anteriormente. Resultados expressos como média DP da leitura da

absorbância a 540 nm. Resultados expressos como média DP (n=6; p< 0,001***).
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Figura 13- Ensaios de transmigração de BMDM de camundongos deficientes em TLR2

ou CD14. Macrófagos de medula óssea foram gerados como descrito acima, e infectados
com Toxoplasma gondii na proporção de 5:1 (parasitos:célula) por 1 h antes de serem

colocados em placas de 24 poços contendo insertos (poros de 8 mm). Em (A) resultados

expressos como média DP da leitura da absorbância a 540 nm; em (B) de
transmigração (induzida pelo T. gondii). (n=3; p< 0,001***; ns = não significativo).
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5.5- Adesão de macrófagos murinos infectados com Toxoplasma gondii 

tratados com inibidores de MMPs  

 

  Avaliamos a influência das MMPs das células e do T. gondii na capacidade de 

adesão das células, para tanto, foi adicionado um inibidor de metaloproteinases 

(MMP inhibitor I) a cultura durante a infecção. Observamos que o inibidor de MMPs 

diminuiu a capacidade de adesão das células 24h após a infecção (Figura 14 A).  

Em seguida avaliamos se este inibidor estava alterando a adesão das células por 

alterar a capacidade de infecção do T. gondii.  Para isto células foram infectadas 

com T. gondii e o inibidor adicionado a cultura imediatamente após a infecção ou pré 

incubado com as células ou com o T. gondii separadamente antes da infecção. 

Observamos que o inibidor de MMPs diminuiu a porcentagem de infecção em todos 

os tratamentos, porém, quando foi adicionado ao T. gondii antes da sua adição a 

cultura, reduziu significativamente a capacidade de infecção do T. gondii (Figura 14 

B). 
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Figura 14- Adesão de células Raw 264.7 infectadas com Toxoplasma gondii e tratadas

com inibidor de metaloproteinases (MMP inhibitor 1). (A) A presença de células viáveis
e sua adesão foi analisada no sobrenadante das culturas após 24 h e 48 h de infecção,

na presença ou não do inibidor de MMPs, através da contagem com azul de Trypan. (B)

Porcentagem de macrófagos murinos infectados por T. gondii. Células Raw 264.7 foram
tratados com inibidor de MMPs antes ou após a infecção. As células foram fixadas,

coradas com Giemsa e analisadas por microscopia óptica convencional para a
porcentagem de células infectadas. Resultados expressos como média DP (n=3; p<

0,001***; 0,05 *).
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5.6- Transmigração de macrófagos murinos infectados com  Toxoplasma 

gondii  em sistema contendo matrigel  na  presença de inibidor de 

metaloproteinases 

 

A influência de MMPs expressas ou secretadas na capacidade de migração e 

invasividade de macrófagos murinos infectados com T. gondii, foi avaliada em 

sistema de transmigração, contendo insertos recobertos com matriz 3D (Matrigel ) 

que mimetiza a ECM, na presença de inibidor de MMPs (MMP inhibitor I), um inibidor 

de amplo espectro, um ácido tetrapeptidil hidroxâmico que inibe as MMPs das 

famílias das gelatinases, estromelisinas e colagenases. 

Para estes experimentos, células Raw 264.7 infectadas com T. gondii 

fluorescente (cepa RH-GFPS65T) foram submetidas a gradiente de Percoll para 

separação dos parasitas que não foram internalizados. As frações foram analisadas 

separadamente por microscopia óptica de epifluorescência  (Figura 15 A e 15 B) e 

por citometria de fluxo (Figura 15 C) para avaliarmos a fração ideal a ser adicionada 

ao sistema de transmigração. Observamos que a fração de 40 % a 50 % 

correspondia, em sua maioria, as células com parasitos internalizados (Figura 15 A, 

B e C).  Esta fração foi utilizada em todos os experimentos subseqüentes de 

transmigração em matrigel, porém com parasitas não fluorescentes. Células Raw 

264.7 previamente infectadas com T. gondii foram adicionadas ao sistema de 

transmigração com insertos contendo ou não Matrigel, como recomendado pelo 

fabricante para o cálculo de invasividade, na presença ou não de inibidor de MMPs.  

Verificamos que no processo de transmigração em Matrigel na presença do inibidor, 

houve uma pequena redução na taxa de transmigração 24h após a infecção, porém 

esta redução chegou quase a 100 % 48h após a infecção, quando comparadas ao 

controle sem inibidor (Figura 16 A), o que foi confirmado quando calculamos a 

porcentagem de invasão, que também foi praticamente abolida na presença do 

inibidor após 48h de infecção (Figura 16 B).   O índice de invasividade representado 

pela razão entre a porcentagem de invasão de macrófagos infectados tratados com 

inibidor e macrófagos infectados não tratados, demonstrou que a presença do 

inibidor de MMPs na cultura reduziu significativamente a capacidade invasiva destas 

células (Figura 16 C). Na figura 17 observamos que as células que estavam 

transmigrando em 48h estão densamente infectadas.  
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Figura 15- Células Raw 264.7 infectadas com Toxoplasma gondii fluorescente, foram

submetidas a gradiente de Percoll para separação dos parasitos que não foram
internalizados. As frações foram analisadas separadamente por: (A) microscopia óptica

de campo claro; (aumento 40x) (B) microscopia óptica de fluorescência (aumento 40x);

(C) citometria de fluxo.
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Figura 16- Transmigração de macrófagos infectados com Toxoplasma gondii e tratados

com inibidor de MMP, através de Matrigel. Células Raw 264.7 foram tratados com
inibidor de MMPs antes ou após a infecção. A membrana foi retirada, fixada e corada.

(A) Total de células transmigradas por mm2 ; (B) Porcentagem de invasão em matrigel

em 24h ou 48h após a infecção, na presença ou ausência do inibidor de MMP I; (C) o
índice de invasão foi calculado como recomendado pelo fabricante. Resultados são

representativos de dois experimentos realizados; e expressos como média DP(p<
0,01**).
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A

Figura 17- Transmigração de macrófagos infectados com Toxoplasma gondii. Imagem

obtida através de microscopia óptica em aumento de 40x. As setas indicam células Raw
264.7 infectadas com T. gondii, aderidas na face inferior da membrana do inserto.
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5.7- Expressão das metaloproteinases de matriz extracelular ADAM10 e MT1-

MMP em macrófagos murinos infectados com Toxoplasma gondii 

 

Células Raw 264.7 foram infectadas com T. gondii com ou sem pré ativação 

com LPS. As células foram marcadas com anticorpos anti-MT1-MMP ou anti-

ADAM10 e analisadas por citometria de fluxo e Western blotting. Verificamos que a a 

expressão da metaloproteinase de membrana MT1-MMP foi aumentada nas células 

infectadas e nas células que foram pré tratadas com LPS antes da infecção com T. 

gondii (Figura 18 A). Quando analisamos o extrato total destas células por Western 

blotting, observamos que nas células pré tratadas com LPS antes da infecção houve 

maior expressão da forma molecular de 66 KDa, correspondente a forma ativa da 

molécula (Figura 18 B). O mesmo perfil de expressão foi observado para a 

metaloproteinase ADAM10 que também foi aumentada nas células infectadas e nas 

pré ativadas com LPS de maneira similar (Figura 19 A). Através de Western blotting 

foi possível constatar que a ADAM10 além de ter sua expressão aumentada, 

encontrava-se ativa, porém, apenas nas células que foram previamente tratadas 

com LPS antes da infecção com T. gondii, nas quais houve clivagem e liberação do 

seu pró-domínio inibidor de 21,5 KDa (Figura  19 B).   
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Figura 18 - Expressão da metaloproteinase transmembrana MT1-MMP. Células Raw

264.7 foram infectadas com Toxoplasma gondii, com e sem pré ativação com LPS. As
células foram marcadas com anticorpos anti MT1-MMP1 para citometria de fluxo (A)

20.000 eventos contados. (B) Extrato total das células infectadas foram separados por

SDS- PAGE, após correção do conteúdo protéico para 100 g por linha, e analisados
por Western Blotting para a presença de MT1-MMP e seus fragmentos.

streptoPE

 



                                                         Seipel, D – Outubro de 2009 64 

 

 

ADAM10A

100 KDa

21.5 KDa

80 KDa

c
o

n
tr

o
le

T
g

L
P

S
 +

 T
g

precursor

parcialmente
processado

pró-domínio
inibidor

ADAM-10B

Figura 19- Expressão da metaloproteinase transmembrana ADAM10. Células Raw

264.7 foram infectadas com Toxoplasma gondii, com e sem pré ativação com LPS. As
células foram marcadas com anticorpos anti ADAM10 para citometria de fluxo (A)

20.000 eventos contados. (B) Extrato total das células infectadas foram separados por

SDS- PAGE, após correção do conteúdo protéico para 100 g por linha, e analisados
por Western Blotting para a presença de ADAM10 e seus fragmentos.
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5.8- Expressão da metaloproteinase MMP9 secretada, no sobrenadante da 

cultura de macrófagos murinos infectados com Toxoplasma gondii  

 

 Após verificar o aumento da expressão das MMPs ADAM10 e MT1-MMP, 

analisamos a expressão da MMP9, uma metaloproteinase envolvida no padrão de 

invasividade das células. Como esta metaloproteinase é secretada, utilizamos o 

sobrenadante da cultura das células após 24h de infecção, que foi concentrado por 

centrifugação em Centrisart (Sartorius-Stedim Biotech, cutt-off 20.000 mw), e 

imunoprecipitado com proteína G-agarose.  As amostras foram avaliadas por 

zimograma em gel de poliacrilamida com gelatina. Verificamos que a secreção de 

MMP9 encontrava-se aumentada, e que esta MMP estava em sua forma ativa de 83 

KDa nas células infectadas (Figura 20). Nas células ativadas com LPS, a expressão 

foi similar ao controle e a forma ativa da molécula estava em menor densidade 

(Figura 20). 

92

83

62

i.p. anti-MMP9

KDa

zimograma 

8% poliacrilamida

Figura 20- Secreção e atividade de MMP9. Zimografia em gel de poliacrilamida 8% e

gelatina 0,1% do sobrenadante de cultura de macrófagos infectados com Toxoplasma
gondii, após imunoprecipitação com anti-MMP9.
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5.9- Expressão de CD44 na superfície de macrófagos murinos infectados com 

Toxoplasma gondii 

 

Para a secreção de MMP9 são requeridas moléculas adicionais que fazem 

parte do complexo de invasividade já identificados em células metastáticas. A 

expressão de CD44 na superfície das células Raw 264.7 foi avaliada por citometria 

de fluxo, na presença do inibidor de MEKK (U0126) e de MMP (MMP inhibitor I). 

Verificamos que a infecção com T. gondii resultou em diminuição da expressão de 

CD44, mesmo quando pré ativadas com LPS (Figura 21 A).  A inibição da 

fosforilação de ERK aumentou a expressão de CD44 nas células controle não 

infectadas e nas ativadas com LPS (Figura 21 B).  Esta inibição reverteu 

parcialmente a regulação negativa da expressão de CD44 em células infectadas 

(Figura 21 B), enquanto que a inibição da atividade de MMPs levou a um aumento 

na expressão de CD44 nas células não infectadas (Figura 21 C). Novamente, não foi 

observada reversão no padrão de expressão nas células infectadas com T. gondii, 

sugerindo que outras proteases poderiam estar envolvidas na liberação de CD44 

(Figura 21 C). Nas células controle ou tratadas com LPS na presença do inibidor de 

MMPs houve aumento na expressão de superfície de CD44 (Figura 21 C).  

A presença de CD44 solúvel foi analisada através de imunoprecipitação com 

anticorpo anti CD44, do sobrenadante da cultura de células infectadas com T. gondii, 

previamente ativadas com LPS ou não, e submetidas a análise por zimograma para 

presença de atividade de MMP9.  Observamos que o CD44 estava complexado a 

MMP9, uma vez que houve atividade enzimática quando submetidos a análise por 

zimograma, após precipitação com anti-CD44 (Figura 22). Observamos que houve 

aumento na ativação de MMP9 em células infectadas com T. gondii, através da 

visualização da banda de 83 KDa (Figura 22).  
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Figura 21- Expressão de CD44 na superfície de células infectadas com Toxoplasma

gondii. na ausência de inibidores (coluna da esquerda); na presença do inibidor de
fosforilação de ERK (u126) (coluna central); na presença do inibidor de MMP (coluna

da direita). Histogramas cinza preenchido representam células Raw 264.7 infectadas

com T. gondii (5:1 parasitos:célula); e histograma cinza pontilhado, representa controle
inespecífico de marcação com streptoavidin-PE. Foram analisados 10 mil eventos. Os

histogramas são representativos de 3 experimentos com resultados similares.
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Figura 22- Secreção de CD44 e atividade de MMP9. Zimografia em gel de

poliacrilamida 8% e gelatina 0,1% do sobrenadante de cultura de macrófagos infectados
com Toxoplasma gondii, após imunoprecipitação com anti-CD44.
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5.10- Expressão das integrinas v e em macrófagos murinos infectados 

com Toxoplasma gondii   

 Além das MMPs serem responsáveis pela degradação de ECM e da clivagem 

do ectodomínio da CD44, elas também estão envolvidas no processamento de 

formas pró das cadeias 5 e v de integrinas  Analisamos então a expressão 

das integrinas v e em macrófagos infectados com  T. gondii  na presença ou 

ausência do inibidor de MMPs. Células Raw 264.7 foram infectadas com ou sem 

prévia ativação com LPS. O inibidor de MMPs foi adicionado 1h após a infecção e as 

células foram marcadas com anticorpo ant-i v ou - 3 para verificar sua expressão 

na superfície celular, utilizando o mesmo sistema de amplificação já descrito. 

Verificamos que na presença do inibidor de MMPs (MMP  inhibitor I) houve  

decréscimo na expressão de v em todos os tratamentos, exceto nas células 

controle não infectadas (Figura 23 A). Em relação a subunidade 3, na presença do 

inibidor houve redução na expressão para todos os tratamentos, porém esta redução 

foi mais acentuada nas células infectadas e nas previamente ativadas com LPS e 

infectadas (Figura 23 B).  
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Figura 23- Expressão das integrinas v e 3 por células infectadas com Toxoplasma

gondii e tratadas com inibidor de metaloproteinases. Células Raw 264.7 foram
infectadas (5:1 – parasitos: célula), com e sem prévia ativação com LPS, na presença

ou não do inibidor (MMP inhibitor I). 24h após a infecção, as células foram marcadas

com anticorpo anti v (A) ou 3 (B) para verificar sua expressão na superfície celular,
usando o mesmo sistema de amplificação descrito anteriormente. Histogramas de

citometria de fluxo de um experimento representativo entre 4 realizados. 15.000
eventos contados.
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5.11- Identificação de metaloproteinases em extrato total de Toxoplasma gondii  

O extrato total de T. gondii foi submetido a SDS-PAGE 12%, e um perfil 

complexo de múltiplas bandas de massas moleculares variando de  120 a 21,5 KDa 

foi observado (Figura 24 A). Quando o extrato total foi submetido a zimografia em gel 

de poliacrilamida com gelatina, duas bandas foram detectadas, uma de maior 

intensidade, de aproximadamente 84 KDa, e outra de menor intensidade de  

aproximadamente 72 KDa. Quando incubados com inibidor de MMPs houve uma 

inibição da atividade enzimática (Figura 24 B).  

As amostras isoladas de T. gondii foram submetidas a espectrometria de 

massa em sistema MALDI TOF/TOF de análise, após extração da proteína de 

interesse de gel de poliacrilamida preparatório e digestão tríptica. Observamos na 

figura 24 C o espectro da relação carga/massa da mistura de peptídeos extraída. Foi 

realizada uma análise subsequente em banco de dados Mascot, usando os 

seguintes parâmetros: MS/MS Ion Search; tripsina; modificações variáveis 

[(carbamidomethyl (C), Oxidação (M) (HM), propanionamida (C)]; valores de massa 

monoisotopicos; massa da proteína irrestrita; tolerância peptídeo  0.6 Da; tolerância 

de fragmentação  1.2 Da; número máximo de clivagens perdidas de 2; instrumento 

MALDI TOF/TOF. Na Tabela I estão apresentados os resultados de homologia, 

sendo que o peptídeo de massa observada de 1450.7286 apresentou alto score de 

homologia com uma MMP9 de Notophthalmus viridescens, que é uma salamandra 

endêmica da América do Norte e Canadá.  
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Figura 24- Identificação de MMPs em extrato total de Toxoplasma gondii. Extrato total

de T. gondii foi obtido a partir de taquizoítos da cepa RH, isolados do lavado peritoneal
de camundongos Swiss Webster. (A) SDS PAGE a 12%; (B) Zimograma de extrato

total de T. gondii, em gel de 10 % de poliacrilamida e 0,1 % de gelatina, na presença

ou não do inibidor de MMP. (C) Identificação das proteínas extraídas do gel, por MALDI
TOF-TOF.
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Tabela I- Análise por MALDI TOF/TOF e banco de dados Mascot da principal 
metaloproteinase de Toxoplasma gondii 
 

peptídeo SCORE/ 

massa 

observada 

Homologia 
a
 

YWKASSARPGAIK + Oxidation 

(HW)- 

8/ 1450.7286 matrix metalloproteinase 9 

[Notophthalmus viridescens] 

CGVPDVQHLR + Propionamide 

(C)- 

4/ 1194.5953 matrix metalloproteinase 12 [Mus 

musculus] 

SAGRGWGAGAGQ 4/1074.5260 Metastasis-suppressor KiSS-1 

precursor (Kisspeptin-1) 

[Contains: Metastin (Kisspeptin-

54); Kisspept 
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6- Discussão 

 

 A infecção com T. gondii causa modulação da expressão de moléculas de 

superfície em leucócitos, possivelmente por citocinas/quimiocinas presentes no 

ambiente inflamatório ou por regular diretamente as células apresentadoras de 

antígeno (APCs) (Luder et al., 1998; Denkers & Gazzinelli, 1998). O parasita é 

também capaz de modular moléculas de superfície dos macrófagos durante o curso 

da infecção, assim como MHC I e II (Luder et al., 1998).   

A análise da capacidade de adesão dos macrófagos murinos  infectados com 

T. gondii mostrou que eles desaderem significativamente nas primeiras horas após a 

infecção, porém, esta desadesão é transitória e as células voltam a aderir após 48 h 

de infecção, sem no entanto, retornarem aos níveis das células não infectadas. Para 

verificar se as células estavam desaderindo por estarem mortas ou pela modulação 

negativa da expressão de moléculas de superfície como as CAMs e integrinas , a 

viabilidade das células presentes no sobrenadante da cultura foi avaliada, e 

constatou-se que apesar de soltas, as células permaneciam viáveis. Em um estudo 

pioneiro realizado pelo nosso grupo, esta modulação já havia sido descrita, quando 

células J774.A1 (linhagem monocítica murina) ou macrófagos peritoneais murinos 

foram infectados com T. gondii (Da Gama et al., 2004). A infecção em células 

humanas ou murinas da linhagem monocítica/macrofágica com T.gondii, incapacita 

estas células de regularem positivamente as principais moléculas co-estimulatórias, 

como CD80, CD86, CD83, CD1a e HLA-DR (Seipel et al., 2009), sugerindo que 

algumas das células presentes no sítio de infecção tenham a capacidade de 

estimulação de linfócitos T reduzida, uma vez que o co-estímulo necessário a sua 

ativação não está presente. 

 O processo de migração celular envolve múltiplas etapas.  A adesão das 

células leucocitárias ao endotélio vascular ocorre quando estas células recebem 

estímulos exógenos de citocinas ou quimiocinas produzidas no sítio inflamatório. 

Estes estímulos ativam nelas mecanismos de sinalização intracelular que resultam 

na expressão de moléculas de adesão, em sua superfície, para facilitação do seu 

extravasamento para o tecido (Figura 25).  É possível que a desadesão aumentada 

observada em 24h, seja uma etapa necessária ao processo de transmigração, 

quando a célula deve alterar entre padrões adesivos ou circulantes. Observamos 

que macrófagos murinos infectados com T. gondii  têm a capacidade de migração 
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aumentada 48 h após a infecção, quando as células recuperam parcialmente a sua 

capacidade de adesão. 

A via ERK de sinalização desempenha papel essencial na indução da 

motilidade celular.  Tanimura e colaboradores demonstraram em 2003, que o estado 

de ativação de ERK1/2 foi comparável a habilidade de invasão em matrigel em 

várias linhagens de células tumorais humanas e que esta ativação tem sido 

relacionada a expressão do gene de MMP9, cuja atividade é requerida para a 

motilidade celular.  Demonstramos o aumento na expressão de ERK1/2 em 

macrófagos infectados com T. gondii, porém como utilizamos um anticorpo que 

reconhece ERK total, não discriminando entre formas fosforiladas (ativa) ou não da 

molécula.   

Experimentos adicionais devem ser realizados para verificar o padrão de 

fosforilação de ERK1/2 uma vez que, se esta molécula estiver fosforilada, ela é 

translocada para o núcleo. Experimentos de imunofluorescência para verificar a 

localização translocação de ERK 1/2 para o núcleo, foram realizados, sugerindo que 

nas células infectadas esta molécula encontra-se localizada no núcleo celular (dados 

não mostrados). Porém, por problemas no estabelecimento de protocolo, as imagens 

obtidas não foram satisfatórias,e novos reagentes estão sendo adquiridos para 

finalizar esta etapa.   

Quando estes macrófagos infectados foram tratados com inibidor de 

fosforilação de ERK1/2, eles tiveram sua capacidade de adesão reduzida 

significativamente nas horas iniciais após a infecção. Curiosamente quando os 

macrófagos foram tratados com este inibidor antes da infecção com T. gondii, eles 

se tornaram refratários a infecção. Por outro lado, quando o T. gondii foi tratado com 

o inibidor antes de ser adicionado a cultura, a porcentagem de células infectadas 

diminuiu de maneira menos significativa, comparável ao observado quando as 

células foram infectadas na presença do inibidor,  sugerindo que o inibidor  de 

fosforilação de ERK utilizado  esteja interferindo em mecanismos de sinalização da 

própria célula hospedeira e não no T. gondii.  

A ativação de várias células do sistema imune é iniciada através do 

reconhecimento de estruturas específicas ou ligantes na superfície do parasita, 

conhecidos como PAMPs, que ao se ligarem aos PRRs na superfície de células 

imune disparam vias de sinalização intracelular, que resultam na indução de genes 

da resposta imune (Kawai & Akira, 2005). Ensaios de adesão e transmigração 
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utilizando BMDM de animais deficientes para TLR2 e CD14 foram realizados com a 

finalidade de avaliar o envolvimento das vias de ativação mediadas por estes 

receptores, nas quais está incluída a via das MAPK. Observamos que na ausência 

destas moléculas as células infectadas desaderiram significativamente quando 

comparadas as células dos animais selvagens. Porém ao analisarmos a capacidade 

de migração destas células verificamos que na ausência do TLR2 houve uma 

redução na capacidade migratória induzida pelo T. gondii. Taquizoítos de T. gondii 

são completamente recobertos por GPI (glicofosfatidilinositol), o qual é necessário 

para sua viabilidade (Wichroski & Ward, 2003). Estes Glicanos em sua forma nativa 

ou em forma de diacilgliceróis isolados de GPI (glicofosfatidilinositol) de T. gondii 

foram capazes de ativar a produção de TNFα e ativação de NFκB através de TLR2 e 

TLR4 (Debierre-Grockiego et al., 2007). 

 O estabelecimento da infecção toxoplásmica requer que os esporozoítos 

liberados de oocistos, ou bradizoítos liberados de cistos, ingeridos acidentalmente, 

penetrem nas células epiteliais, e se convertem em taquizoítos. Esta forma do 

parasita deve ser capaz de cruzar barreiras biológicas e se disseminar para órgãos 

distantes via sistema linfático ou sanguíneo (Hunter & Remington, 1994).  A forma 

pela qual os parasitas residem no interior de leucócitos, sem serem destruídos, e 

alcançam sítios imunoprivilegiados através da transmigração pela BBB em um 

mecanismo de entrada facilitada, ou por transmigração direta do parasita livre, 

começa agora a ser elucidado. Vários grupos tem demonstrado que o  T. gondii  é 

capaz de infectar macrófagos, monócitos, e DCs murinos (Da Gama et al., 2004; 

Courret et al., 2006; Lambert et al., 2006) e utilizá-los como “cavalo de Tróia” para se 

disseminar pelo hospedeiro. A regulação da expressão de MMPs de membrana ou 

de secreção, de integrinas e de outras moléculas associadas é fundamental durante 

este processo. 

 Analisamos a importância das MMPs na adesão das células, adicionando um 

inibidor de MMPs ao sistema. Verificamos que o inibidor diminui a capacidade de 

adesão das células infectadas com T. gondii. Para avaliarmos se este inibidor estava 

interferindo nas MMPs da célula hospedeira ou do parasita, incubamos cada um 

separadamente com o inibidor, nas mesmas concentrações molares. Constatamos 

que quando o T. gondii foi pré tratado com o inibidor, antes da infecção, ele teve sua 

capacidade de infecção significativamente reduzida. Várias MMPs estão envolvidas 

no processo de migração e se co-localizam no pólo anterior ou posterior de migração 
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das células, com diferentes tipos de moléculas. As MMPs são importantes 

modificadoras do ambiente pericelular, dirigindo a migração através da degradação 

de componentes da ECM, especialmente de colágeno. Em conjunto com MMPs 

secretadas, elas abrem caminho para a migração de células através dos tecidos ou 

da membrana basal. A inibição de MMPs em macrófagos infectados pelo T. gondii 

levou ao bloqueio da migração in vitro através do matrigel após 48 h de infecção.  

Demonstramos aumento nos níveis de MT1-MMP e ADAM10 na superfície celular de 

macrófagos infectados com T.gondii.  A MT1-MMP e a ADAM10, assim como outras 

MMPs, são produzidas como pro-proteínas e requerem a remoção do pro-peptídeo 

inibidor por proteólise (Murphy & Nagase, 2008). O pro-peptídeo inibidor de MT1-

MMP é clivado por furinas ou pro-proteina convertases relacionadas (Takino et al., 

2006) no aparato de Golgi (Mazzone et al., 2004) e somente alcança a superfície 

celular na sua forma ativa. ADAM10 é co-localizada com seu pro-domínio inibidor, 

em condições fisiológicas nas vesículas trans-Golgi, e as formas ativas são geradas 

por pro-proteína convertases e furinas (Anders et al., 2001). 

Análises de extratos totais de células mostraram que a forma processada de 

MT1-MMP estava aumentada em células infectadas com T. gondii, e que o estímulo 

a macrófagos com LPS antes da infecção aumentou ainda mais o acúmulo desta 

forma molecular. Além disso, o pro-domínio inibidor de ADAM10 foi observado em 

macrófagos previamente tratados com LPS e infectados.   

Foi demonstrado, a co-localização MT1-MMP, uma MMP transmembrana, 

com a integrina v 3 e com uPAR na extremidade anterior da célula (Stefanidakis & 

Koivunen, 2006). O CD44 também se localiza no pólo anterior de migração de 

muitos tipos celulares, incluindo neutrófilos em migração (Alstergren et al., 2004) e 

osteoclastos (Samanna et al., 2007).  

A MMP transmembrana, MT1-MMP, em conjunto com a ADAM10 possuem 

papel relevante no direcionamento da migração, via liberação de CD44 (Kajita et al., 

2001; Anderegg et al., 2008 e Murphy & Nagase, 2008). O CD44 é uma 

glicoproteína transmembrana tipo I que está envolvida na interação célula-célula e 

célula-ECM, ligando-se a osteopontina (Rangaswami et al., 2006), e participando em 

muitos processos celulares como crescimento, sobrevivência, diferenciação e 

motilidade. O CD44 e a integrina 4 1 formam um complexo na superfície celular e 

funcionam como uma estrutura de ancoragem para a pro-MMP9 (Redondo-Muñoz et 

al., 2008), uma MMP secretada que é essencial para o comportamento invasivo da 
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célula. Nós observamos que a infecção pelo T. gondii  aumentou a secreção da 

forma ativa de MMP9, sugerindo que esta MMP também é fundamental para a 

migração de macrófagos infectados. 

Tem sido relatado que a liberação de CD44 por MT1-MMP envolve a via ERK 

de ativação (Takino et al., 2006).  A avaliação da expressão de CD44 na superfície 

celular mostrou que a infecção com T. gondii  diminui a expressão desta molécula, e 

que esta diminuição foi apenas parcialmente revertida pelo bloqueio da fosforilação 

de ERK. A inibição da atividade de MMPs aumentou a expressão de CD44 em 

células não infectadas, porém macrófagos infectados permaneceram sem expressão 

desta molécula. O tratamento com LPS na presença do inibidor de MMPs também 

levou ao aumento dos níveis de CD44, e a subsequente infecção com T. gondii  

diminuiu a expressão desta molécula. Experimentos adicionais de imunoprecipitação 

com anti-CD44, seguido de zimografia, foram realizados para demonstrar a presença 

de CD44 solúvel. Verificamos que a infecção com T. gondii promove a liberação do 

domínio externo desta molécula e que ela encontra-se aumentada no sobrenadante 

das células infectadas e encontram-se associadas a forma ativa de MMP9, 

responsáveis por este evento. Entretanto, a identificação de MMP9 solúvel no 

sobrenadante da cultura de macrófagos infectados com T. gondii sugere que a 

MMP9 poderia ser secretada através da liberação de CD44, como observado em 

outros processos patológicos e em condições fisiológicas (Samanna et al., 2007 e  

Redondo-Muñoz et al., 2008).  

O inibidor utilizado nos experimentos aqui relatados, pertence a uma classe 

de inibidores de MMPs de amplo espectro, contudo é possível que outras MMPs não 

estudadas aqui e proteases de outras classes, como serino proteases, também 

estejam envolvidas nestes processos. Experimentos realizados com fibroblastos 

cardíacos, demonstraram que a furina, uma pro-proteina convertase,  ativa TGFβ1 e 

MT1-MMP, as quais facilitam a ativação de pro-gelatinases, portanto a furina 

desempenha um papel central e deveria ser considerada um dos alvo no 

remodelamento de tecido (Stawowy et al , 2004). De forma a discriminarmos entre 

estas diferentes vias, inibidores da via das furino/pro-proteinas convertase 

serão utilizados, dando prosseguimento a investigação aqui iniciada. Além 

disso, para precisar de forma específica o papel de MT1-MMP, ADAM10, 

MMP9, nos processos migratórios das células infectadas, deveremos utilizar a 

inibição da expressão destas proteínas através da metodologia de siRNA. 
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Buache e colaboradores mostraram, em 2007, que células THP1 infectadas 

com T. gondii secretam quantidades diminuídas de pro-MMP2 e pro- MMP9. Nós 

inserimos dois passos adicionais antes da zimografia (concentração de meio 

condicionado e imunoprecipitação com anti-MMP9) que nos permitiu melhorar a 

visualização da atividade enzimática. Baseado em nossos resultados, nós sugerimos 

que o padrão de diminuição observado pelos autores poderia ser devido ao aumento 

na quantidade de MMP9 em sua forma ativa.  

Apesar do seu papel em modificar o espaço pericelular, as MMPs também 

são mediadoras da maturação de integrinas, convertendo cadeias pro- tornando-as 

disponíveis para interagirem com cadeias integrina v 3 é fundamental para as 

células atravessarem a BBB e ela também é capaz de regular a ligação de 2 1 a 

fibronectina e a conversão de pro- v para a subunidade matura de v. Esta 

conversão é mediada pela MT1-MMP em células de carcinoma de mama (Baciu et 

al., 2003), mas é usualmente realizada por furinas ou pro-proteína convertases 

(Bassi et al., 2005). Infecção de macrófagos murinos com T. gondii não interferiu 

inicialmente na expressão de v ou 3 na superfície das células. Entretanto, na 

presença do inibidor de MMP tipo I, células infectadas com T. gondii falharam em 

expressar níveis normais de v na superfície celular. Por outro lado, células não 

infectadas exibiram altos níveis de v e 3, indicando que a via das furinas/ proteína 

convertases foi utilizada para converter v na sua forma matura (Mayer et al., 2008).  

A via da MT1-MMP tem sido apresentada como uma via alternativa para  o 

processamento de subunidades pro- v por pro-proteína convertases. Além disso, 

nós não podemos excluir o processamento de pro- v na sua forma matura pelas 

MMPs do parasito. Em conjunto, os resultados descritos aqui sugerem que MT1-

MMP, ADAM10, CD44, MMP9 e v 3, fazem parte da maquinaria migratória da 

célula hospedeira, observada  em vários mecanismos fisiológicos e patológicos que 

envolvem migração.  Esta maquinaria parece ser regulada durante a infecção pelo T. 

gondii e poderia facilitar o acesso de leucócitos infectados a sítios 

imunoprivilegiados.     

Baseado nos resultados do nosso grupo de pesquisa e em dados da literatura 

científica, apresentados nesta tese, propusemos um modelo para a regulação do 

complexo de migração de macrófagos induzida pelo T. gondii. As MMPs secretadas 

pelo T. gondii se ligam ao complexo receptor UPAR/ e ativam a ERK1/2 pela via 

das MAPK, que induz o aumento na expressão e ativação das MMP9 e MT1-MMP. 
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Estas por sua vez, serão direcionadas a superfície celular, na qual se acoplam ao 

complexo UPAR/ permitindo a associação da molécula de CD44 e de outras 

MMPs como a ADAM10 (Figura 25: Etapa 1/3).  A concentração de ADAM10 e MT1-

MMP junto a este complexo no pólo frontal de migração da célula, permite a 

clivagem do ectodomínio de CD44 e a sua liberação complexado a MMP9 

(sCD44/MMP9) com degradação da ECM (Figura 26: Etapa 2/3). Este processo 

ocorre em cascata, levando a ativação de mais MT1-MMP e ADAM10 e de TgMMPS 

e a remontagem continuada do complexo de migração na superfície celular, com 

conversão de formas pro-αv de integrinas em sua forma ativa (αv) que juntar-se-ão 

ao complexo de migração celular, permitindo a continuidade do processo (Figura 27: 

Etapa3/3).                                     
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7- CONCLUSÃO 

 

Foi identificada uma MMP do T. gondii, semelhante a MMP9 que parece estar 

envolvida no processo de penetração ativa do parasito na célula hospedeira. 

A infecção com T. gondii parece inibir o processo de maturação de integrinas 

αvβ3 pela via das furino/Pró-proteína convertases.  

Em conjunto, os resultados descritos aqui sugerem que MT1-MMP, ADAM10, 

CD44, MMP9 e v 3, fazem parte da maquinaria invasiva da célula hospedeira, 

observada  em vários mecanismos fisiológicos e patológicos envolvendo migração,  

são reguladas durante a infecção pelo T. gondii e podendo facilitar o acesso de 

leucócitos infectados a sítios imunoprivilegiados.    
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Figura 25- Etapa 1/3 da regulação do complexo de migração da célula hospedeira 
induzida pelo Toxoplasma gondii. 1) Ativação da via das MAPK por proteínas do 
Toxoplasma gondii; 2) Aumento na expressão dos genes de MT1-MMP e MMP9 e 
ativação destas enzimas; 3) Formação do complexo de migração, constituído por: 
CD44, ADAM10, MT1-MMP e MMP, na superfície celular. 
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Figura 26- Etapa 2/3 da regulação do complexo de migração da célula hospedeira 
induzida pelo Toxoplasma gondii. 1) Concentração de ADAM10 e MT1-MMP no pólo 
frontal de migração e clivagem do ectodomínio de CD44 2) Liberação do complexo 
sCD44/MMP9 e degradação da ECM. 
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Figura 27- Etapa 3/3 da regulação do complexo de migração da célula hospedeira 
induzida pelo Toxoplasma gondii. 1) Processamento e ativação de pro-αv em sua 
forma ativa (αv), por metaloproteinases do Toxoplasma gondii; 2) re-montagem 
continuada do complexo de migração na superfície celular. 
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Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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