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RESUMO

O parasita Toxoplasma gondii infecta leucécitos do hospedeiro e os utiliza como
“Cavalos de Tréia” para se disseminar e ultrapassar barreiras biolégicas, acessando
assim, sitios imunoprivilegiados. Ao infectar macrofagos, o parasita promove aumento
da expressao de metaloproteinases, como MT1-MMP e ADAM-10, sugerindo uma
participacdo ativa destas moléculas nos mecanismos de invasao/migracdo destas
células. A glicoproteina CD147 pode estar envolvida na migracdo de macréfagos
infectados por induzir a expressdo de metaloproteinases. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi investigar o envolvimento de MT1-MMP, ADAM-10, CD147 e vias
de y-secretase e de furina convertase na migracdo de macréfagos murinos infectados
por T. gondii. Foi avaliado por microscopia de fluorescéncia o perfil de expresséo de
MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 nas primeiras 24 horas de infeccao e as possiveis vias
de processamento destas moléculas, utilizando inibidores de y-secretase e de furina
convertase. Macréfagos infectados por T. gondii, linhagem RH, foram transfectados
com RNAs de interferéncia (siRNA) a fim de promover o silenciamento pos
transcricional de MT1-MMP ou CD147. Apos 24 horas de infeccdo, a eficiéncia dos
siRNAs como silenciadores foi avaliada por epifluorescéncia e citometria de fluxo. A
invasividade dos macrofagos infectados apés silenciamento ou na presenca dos
inibidores foi analisada através do ensaio transwell com presenca de matriz
extracelular tridimensional (MATRIGEL™). Os resultados demonstraram que T. gondii
aumenta a expressao de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 nos macrofagos durante as
primeiras 24 horas de infeccdo e promovem um perfil de expressao similar ao de
linhagens metastaticas. Além disso, a expressao de MT1-MMP é dependente de furina
convertase e de ADAM-10 é mediada pelo complexo y-secretase. Através do
silenciamento génico, foi demonstrado que CD147 regula a expressao de MT1-MMP
e € essencial para a migracdo dos macrofagos infectados em matriz extracelular
tridimensional. As proteinas y-secretase e furina convertase também sdo necessarias
para a migracao das células infectadas em matriz extracelular 3D. Em conjunto, este
trabalho apresenta novas moléculas e vias de sinalizacao envolvidas na disseminacao
de T. gondii ao utilizar macrofagos do hospedeiro, contribuindo, desta forma, com

informacgdes para a melhor compreenséo da relagéo parasita-hospedeiro.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, migracao, metaloproteinases.



ABSTRACT

The parasite Toxoplasma gondii infects host leukocytes and uses them as "Trojan
horses" to spread and overcome biological barriers, thus accessing immunoprivileged
sites. By infecting macrophages, the parasite promotes increased expression of
metalloproteinases, such as MT1-MMP and ADAM-10, suggesting an active
participation of these molecules in the mechanisms of invasion / migration of these
cells. CD147 glycoprotein may be involved in the migration of infected macrophages
by inducing the expression of metalloproteinases. Therefore, the objective of this work
was to investigate the involvement of MT1-MMP, ADAM-10, CD147 and y-secretase
and furin convertase pathways in the migration of murine macrophages infected with
T. gondii. The expression profile of MT1-MMP, ADAM-10 and CD147 was evaluated
by fluorescence microscopy in the first 24 hours of infection and the possible
processing routes of these molecules using y-secretase and furin convertase
inhibitors. T. gondii-infected macrophages, RH lineage, were transfected with
interfering RNAs (siRNA) to promote post-transcriptional silencing of MT1-MMP or
CD147. After 24 hours of infection, the efficiency of the siRNAs as silencers was
evaluated by epifluorescence and flow cytometry. The invasiveness of the infected
macrophages after silencing or in the presence of the inhibitors was analyzed by the
transwell assay with presence of three-dimensional extracellular matrix
(MATRIGEL™). The results demonstrate that T. gondii enhances MT1-MMP, ADAM-
10 and CD147 expression in macrophages during the first 24 hours of infection and
promotes an expression profile similar to that of metastatic lines. In addition, the
expression of MT1-MMP is furin convertase dependent and ADAM-10 is mediated by
the y-secretase complex. Through gene silencing, it has been demonstrated that
CD147 regulates the expression of MT1-MMP and is essential for the migration of
infected macrophages into three-dimensional extracellular matrix. y-secretase and
furin convertase proteins are also required for the migration of infected cells into
extracellular matrix 3D. Together, this work presents new signaling molecules and
pathways involved in the dissemination of T. gondii when using host macrophages,

thus contributing with information to better understand the parasite-host relationship.

Key words: Toxoplasma gondii, migration, metalloproteinases.
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1. Introducéo

1.1 Toxoplasma gondii e seu ciclo biolégico

Toxoplasma gondii € um protozoario parasita intracelular obrigatério,
pertencente ao filo Apicomplexa, capaz de infectar células nucleadas de animais
endotérmicos. Os felideos sdo seus hospedeiros definitivos e mais de 30
espécies de aves e 300 espécies de mamiferos nao felideos, seus hospedeiros
intermediarios (DUBEY e BEATTIE, 1988). Nicolle e Manceaux (1908)
identificaram o parasita pela primeira vez no sangue e tecidos de um roedor
Norte Africano, Ctenodactylus gundi, e 0 nomearam de Toxoplasma (do grego
toxon = arco e plasma = corpo) gondii (devido ao C. gundi). No mesmo ano,

Splendore identificou o0 novo protozoéario em coelhos no Brasil.

O parasita apresenta um ciclo de vida com fase sexual e assexual e possui
trés estagios infeciosos: taquizoitos, bradizoitos (cistos) e esporozoitos
(oocistos), o que contribui para o sucesso na expansdo em muitos hospedeiros
(WEISS e DUBEY, 2009). Os taquizoitos sdo a forma que causa infec¢cdo aguda
em humanos e nos outros hospedeiros intermediarios. Estes infectam células
nucleadas, se replicando em um grande nimero de descendentes e promovendo
a saida por lise da célula hospedeira. Sob resposta do sistema imunitario do
hospedeiro, o parasita ira diferenciar-se em bradizoitos, uma forma de
crescimento lento contida em cistos e encontrada em alguns tipos de tecidos,
tais como em tecidos musculares e neuronais (ODAERT et al., 1996). A ingestao
de animais com bradizoitos no tecido libera parasitas no trato intestinal, e em
felideos isso resulta no desenvolvimento sexual e posterior liberacdo de oocistos
no ambiente. Em outros hospedeiros, pode conduzir a uma infeccdo
disseminada. Oocistos se desenvolvem em esporozoitos hapléides no ambiente.
A ingestao oral desses esporozoitos leva a diferenciacdo em taquizoitos no ileo
e infeccdo aguda nos hospedeiros intermediarios (SPEER et al., 1999) (Figura
1).

Varios fatores contribuem para a disseminagéo do T. gondii no organismo de

seus hospedeiros, incluindo a transmissao feita por meios verticais e horizontais
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(KIM & WEISS, 2004). A infecgcao em humanos pode ser adquirida pela ingestao
oral de esporozoitos provenientes do ambiente (agua, solo, vegetais e frutas),
por ingestdo oral de cistos teciduais, ou por transmissao transplacentaria de
taquizoitos (Figura 1). O T. gondii também pode ser transmitido por transfusao
de sangue, transplante de 6rgdos ou pelo consumo de leite ndo pasteurizado
(HILL e DUBEY, 2002; GANGNEUX e DARDE, 2012).
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Figura 1. O ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Traduzido de Hunter & Sibley, 2012

Estima-se que a infeccdo esteja presente em aproximadamente um terco da
populacdo humana. No entanto a prevaléncia do T. goondi varia muito de pais
para pais. Esta variacdo baseia-se nos diferentes habitos alimentares, condicdes
sanitarias, bem como nos fatores ambientais que influenciam na estabilidade dos
oocistos no solo e na agua (PAPPAS et al., 2009; GANGNEUX e DARDE, 2012).
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O Brasil apresenta altas taxas de infeccao, sendo que 50% das criangas e 50-
80% das mulheres em idade fértil possuem anticorpos contra este parasita
(DUBEY et al., 2012).

A estrutura populacional global de T. gondii € complexa e varia por regiao
geografica (SU et al., 2012). As linhagens que s&o encontradas na América do
Sul sdo mais divergentes, jA na América do Norte e na Europa, a estrutura da
populacdo é notavelmente clonal e nestas regiées os isolados de T. gondii
compreendem quatro linhagens principais: os tipos I, Il, Ill e o haplétipo 12
(SIBLEY e AJJOKA, 2008; KHAN e DUBEY, 2011). A linhagem tipo | é a mais
virulenta em camundongos, e apresenta um fendtipo altamente migratorio, o que
pode contribuir para sua dissemina¢ao nos hospedeiros infectados (SAEIJ et al.,
2005). A linhagem tipo 1l € comumente associada a doenca humana
(BOOTHROYD e GRIGG, 2002) e as tipo lll e 12 sdo frequentemente
encontradas em gado e animais selvagens, respectivamente (KHAN et al.,

2011).

A maior parte da populacdo humana mundial infectada por T. gondii é
assintomatica, pois o sistema imunolégico geralmente mantém o parasita em
estagio crénico sem causar a doenca (PAPPAS et al., 2009). No entanto, cerca
de 10% dos pacientes desenvolvem linfadenite ou uma sindrome gripal leve ou
ainda uma doenca semelhante & mononucleose. Além disso, individuos
imunocompetentes podem desenvolver a toxoplasmose ocular (coriorretinite)
como uma manifestacdo da infeccdo priméaria ou cronica (HAVELLAR et al.,

2007).

A infeccdo tem recebido atencdo médica e cientifica consideravel em
individuos imunocomprometidos, visto que na maioria dos casos resulta em
reativacdo do toxoplasma latente preexistente. Esta reativacdo pode ser fatal,
uma vez que na maioria das vezes envolve danos no sistema nervoso central
(SNC) e os sintomas podem incluir meningoencefalite ou lesdo de massa
encefalica, dor de cabeca, confuséo, febre, letargia, convulsbes e perda de sinais
neurolégicos (YAROVINSKY, 2014). Em gestantes, a infeccdo priméaria com T.
gondii pode resultar em morte intra-uterina e abortos espontaneos, ou em

manifestagdes clinicas no feto como: hidrocefalia, microcefalia ou macrocefalia,
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encefalite, calcificagfes, coriorretinite e cegueira. A sintomatologia clinica esta
muitas vezes ausente em criangas ao nascimento, mas se néo tratados podem
desenvolver sequelas tardias (coriorretinite, complicacdes neuroldgicas ou
desordens cognitivas) (TORGERSON e MASTROIACOVO, 2013).

As manifestacdes clinicas da toxoplasmose sao influenciadas pelo genétipo
do parasita, pelo background genético e status imunologico do hospedeiro,
dentre outros fatores (DENKERS, 2003; HUNTER e SIBLEY, 2012; PITTMAN e
KNOLL, 2015). O T. gondii € capaz de atravessar barreiras bioldgicas como a
placentéria, hemato-retiniana e hemato-encefalica para se estabelecer em
tecidos imunoprivilegiados e grande parte das manifestacfes clinicas da doenca
sdo o resultado da destruicdo tecidual e da resposta inflamatoria induzida por
parasitas disseminados nestes tecidos (PITTMAN e KNOLL, 2015). A
disseminacédo de taquizoitos em tecidos secundarios distantes é claramente um
fator chave e que precisa ser melhor compreendido para o desenvolvimento de

abordagens especificas para limitar a propagacéo deste parasita.

1.2 Infeccéo e disseminacao de T. gondii no hospedeiro

Dentro de seus hospedeiros vertebrados, o T. gondii encontra muitos
desafios na travessia de barreiras biologicas, evitando a acdo do sistema
imunoldgico e estabelecendo o seu nicho como um parasita intracelular. Apés
infeccdo oral, esporozoitos ou bradizoitos resistem a degradacédo no estbmago
e eventualmente alcancam o liumen intestinal, onde séo capazes de atravessar
a barreira epitelial (BARRAGAN e SIBLEY, 2002).

Trés mecanismos sao propostos para a travessia do parasita pela barreira
epitelial intestinal (Figura 2). No primeiro, taquizoitos livres transmigram de
maneira paracelular (entre as ceélulas) com participacdo de receptores e
manutencdo da integridade da camada epitelial (BARRAGAN et al., 2005,
WEIGH e CARDING, 2012) ou de maneira transcelular (através das células),
com invasao ativa destes parasitas na parte apical da célula epitelial e saida pelo

dominio basolateral. Como segundo mecanismo, os parasitas podem infectar
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leucdcitos que transmigram através do epitélio para a lamina propria (mecanismo
Cavalo de Tréia) (DA GAMA et al., 2004). Além disso, como um mecanismo
alternativo, indutores de apoptose presentes na barreira epitelial podem bloquear
a infiltracdo de leucdcitos e induzir a saida do parasita nestas células, com
subsequente travessia de T. gondii pela barreira (LAMBERT e BARRAGAN,
2010).
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Figura 2. Possiveis mecanismos para a travessia do Toxoplasma gondii
pela barreira eptelial intestinal em infeccfes orais naturais. Modificado de
Lambert & Barragan, 2010.

Ao transmigrar por células epiteliais, os parasitas se convertem em
taquizoitos proliferativos, que sofrem um ciclo litico assexuado de crescimento
intracelular, rompem a célula hospedeira e sdo liberados tanto no Iimen
intestinal quanto nos tecidos subjacentes da lamina prépria, onde ativam uma
resposta imune pré-inflamatéria (HOFF e CARRUTHERS, 2002). A infecgéo se
espalha rapidamente para os ganglios linfaticos de drenagem e para os demais
orgaos como pulméo e cérebro (DUNAY e SIBLEY, 2010).

Como um patégeno intracelular, T. gondii possui uma grande diversidade de
proteinas que sdo secretadas por organelas especializadas e que estao
relacionadas com a motilidade do parasita, invasdo da célula hospedeira,
sobrevivéncia intracelular, aquisicdo de nutrientes durante a replicacdo e

eventual saida da célula hospedeira. A secrecdo de proteinas ocorre
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principalmente a partir de trés organelas com estruturas distintas: micronemas,

roptrias e granulos densos (DUBEY etal., 1998).

O processo de invaséo de T. gondii tem inicio quando o taquizoito entra em
contato com a superficie da célula hospedeira. No momento da adesdo do
taquizoito & superficie da célula hospedeira, ha secrecdo das proteinas dos
micronemas e roptrias (ROPs) (CARRUTHERS et al., 1999; CARRUTHERS e
TOMLEY, 2008; MORDUE et al., 1999; HAKANSSON e CHARRON, 2001;
SHEN e SIBLEY., 2012; BECK et al, 2014). Enquanto o parasito invade a célula,
ocorre a formacdo do vacuolo parasitoforo (PV). Esse vacuolo tem
caracteristicas ndo fusogénicas, evitando a fusdo com os elementos das vias
endo e exociticas da célula hospedeira e escapando, assim, de uma fusdo com
os lisossomas (HUNTER e SIBLEY, 2012).

As roptrias, no momento da adesdo e apdés a invasao, secretam seus
conteudos na célula hospedeira através de vesiculas que irdo se fundir com a
membrana do vactolo (MORDUE et al., 1999; HAKANSSON e CHARRON,
2001; SHEN e SIBLEY., 2012; BECK et al, 2014) ou seréo liberadas no citosol,
onde serdo dirigidas para o nucleo da célula hospedeira (SAEIJ et al., 2007).
Além das ROPs, as proteinas dos granulos densos (GRA) preparam o PV para
replicagdo e sobrevivéncia do parasita (CARRUTHERS e SIBLEY 1997;
ROBIBARO et al. 2001; SIBLEY 2004).

A infeccdo por T. gondii induz muitas altera¢cdes na transcricdo génica da
célula hospedeira, incluindo os genes envolvidos no metabolismo energético,
nas respostas imunitérias e na sinalizacdo (MOLESTINA, 2003; HAKIMI et al.,
2017). Tanto o parasita como o0 hospedeiro desenvolveram varias estratégias
para diminuir as lesGes colaterais imediatamente apos a infeccéo, interferindo
desta forma na imunidade e sinalizacédo celular, além de bloquear a apoptose,
permitindo que a célula hospedeira infectada permaneca viva (BRASIL et al,
2017).

Mesmo sendo capaz de infectar qualquer célula nucleada, sabe-se que o T.
gondii explora a motilidade das células imunolégicas para se dispersar no

organismo de seus hospedeiros, por meio do mecanismo “Cavalo de Tréia” (DA
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GAMA et al., 2004). Este mecanismo pode permitir a entrada do parasita em
sitios imunoprivilegiados, como cérebro, retina e placenta, onde res—guais

permanecera latente através de um fino ajuste da resposta imune.

1.3 Respostaimunoldgica e mecanismos de modulacdo imune.

A imunidade ao Toxoplasma gondii € essencialmente ligada ao sucesso da
resposta imune celular. Depois da infeccéo oral, uma ileite de moderada a severa
€ observada em modelos murinos (DUPONT et al.,, 2012). Mondcitos,
macréfagos, neutrdéfilos e células dendridicas (CDs) séo recrutados para o sitio
de infeccdo. Todos estes tipos celulares estdo relacionados a capacidade do
hospedeiro em eliminar taquizoitos durante a infeccdo aguda e controlar a
persisténcia de bradizoitos encistados, evitando a reemergéncia de taquizoitos
(GAZZINELLI et al., 1993).

A resposta imunologica desempenha importante fungcdo no controle do
parasita. O reconhecimento de taquizoitos, feito principalmente por macréfagos,
neutroéfilos e CDs promovem a producédo de interleucina 12 (IL-12), que estimula
células natural killers (NK) e células T a produzirem interferon-gamma (IFN-y)
(GAZINELLI et al., 1994; HUNTER et al., 1994). O IFN-y é o principal mediador
da resisténcia ao T. gondii e promove multiplos mecanismos intracelulares para
matar o parasita e inibir sua replicacdo através da indugéo robusta de quase
2000 genes conhecidos como genes induziveis por IFN-y (KIM et al., 2012).
Camundongos com deficiéncia em IL-12 ou IFN-y que séo infectados com T.
gondii desenvolvem a forma aguda da doenca e demonstram inabilidade em
controlar o parasita (SUZUKI et al., 1988).

Outras citocinas estéo relacionadas ao controle da infeccdo como TNF-a, IL-
6, IL-10 e IL-4. Estas atuam num balanco delicado entre a inibicado da replicagéo
dos bradizoitos e da amplificacdo da resposta inflamatoria exacerbada,
potencialmente deletéria ao hospedeiro (CHAO et al., 1994; DENKERS e
GAZZINELLI, 1998). A presenca de IL-27, que é capaz de suprimir a

diferenciacdo de células Th1l7, também parece ser fundamental, uma vez que



23

camundongos deficientes para o receptor de IL-27 tém um aumento da resposta
de células Th17, levando a neuro-inflamacao severa associada as células TCD4*
(STUMHOFER et al., 2006).

Células T CD4+ séo criticas para a resisténcia durante a toxoplasmose.
Pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), com
declinio do numero destas células, apresentam a forma aguda da doenca
(ISRAELSKI e REMINGTON, 1988; LUFT et al., 1984). Durante os estagios
iniciais da infeccao, estas células também contribuem para a resposta de células
B e T CD8* (LUTJEN et al., 2006). Células T CD8* podem controlar a infec¢éo
através da producéao de citocinas como IFN-y, interagdo CD40/CD40L, e lise das
células infectadas mediada por perforinas. Camundongos deficientes em células
T CD8* também possuem susceptibilidade aumentada a toxoplasmose
(MONTOYA et al., 1996; DENKERS e Sher, 1997; REICHMANN et al., 1997).

Além da resposta imune celular, a infeccdo por T. gondii também induz
producdo de anticorpos contra os taquizoitos extracelulares. Os anticorpos
produzidos atuam mediando a morte dos parasitas na presenca do complemento
na tentativa de limitar sua multiplicacdo, dentre outros mecanismos tais como
opsonizacao e aumento da fagocitose pelos macrofagos (SENSINI et al., 1996).
Dentro de duas semanas ap0s a infec¢do, anticorpos IgM, 1gG, IgA e IgE anti-

proteinas de T. gondii ja podem ser encontrados no soro. (RORMAN et al., 2006).

Ao mesmo tempo em que € gerada uma resposta imune eficaz, varias
estratégias sao utilizadas pelo T. gondii para modular a resposta imunolégica do
hospedeiro a seu favor. A invaséo ativa deste parasita forma uma juncdo mével
(JM) na superficie da célula hospedeira, onde se acreditaformar-se um ponto de
ancoragem estavel para a penetracdo (MORDUE et al., 1999; BECK et al, 2014).
A JM funciona de maneira seletiva, recrutando proteinas celulares para a
formacado do vacuolo parasitéforo (PV) e excluindo proteinas transmembranas
do hospedeiro, como os receptores de fosfato manose (MPRs), receptores de
transferrina (TfR), proteina 1 associada a lisossomas (LAMP1) (MORDUE et al.,
1999) e molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM1) (MORDUE et al., 1999). O

PV formado apresenta natureza ndo fusogénica com o sistema endocitico da
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célula hospedeira. Desta maneira, o parasita evade a imunidade celular
autdnoma evitando a destruicéo lisossomal (BESTEIRO, 2012).

Proteinas do T. gondii podem interagir diretamente com as vias de
transducéo de sinal e ativadores da transcricdo (STATS) da célula hospedeira,
influenciando na transcricdo de moléculas pré-inflamatérias (BUTCHER et al.,
2005; LANG et al., 2007, AHN et al., 2009, RAUCH et al., 2013). A roptria 16
kinase do toxoplasma (ROP16), que é secretada no citosol da célula hospedeira
ap0s a invasao de taquizoitos tipo |, fosforila diretamente STAT3, STAT5 e
STAT6 (SAELJ et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2009; BUTCHER et al., 2011;
JENSEN et al, 2013), sugerindo que essa molécula inibe respostas pro-
inflamatorias, reduzindo por exemplo, a producdo de IL-12 em macréfagos
murinos e a geragao de imunidade protetora no intestino de animais infectados
(ONG et al., 2010; YAMAMOTO et al., 2011; JENSEN et al, 2013). A réptria 18
kinase (ROP18) também esta envolvida na modulacdo imune do hospedeiro,
inibindo a via NF-kappaB (NF-KB) e suprimindo a expresséo de citocinas pro-

inflamatérias em macroéfagos parasitados (DU et al., 2014).

Foi demonstrado que, durante a infec¢cdo, T. gondii também é capaz de inibir
a producdo de moléculas microbicidas, como o oOxido nitrico (NO), em
macréfagos inflamatorios (SEABRA et al., 2002, LUDER et al. 2003, SHRESTHA
et al.,, 2006). Macrofagos ativados com IFN-y produzem NO via enzima NO
sintase induzida (iNOS), porém a infeccdo por T. gondii é capaz de inibir a
producdo de NO pela degradacao da iNOS através da via do proteossomo (DA
CRUZ PADRAO et al., 2014).

Leucdcitos infectados por Toxoplasma gondii apresentam resisténcia a
multiplos indutores de apoptose (NASH et al., 1998), o que permite ao parasita
sobreviver e persistir dentro do hospedeiro (SINAI et al, 2004). Dentre as
estratégias para manter a célula viva, o parasita € capaz de inibir o inicio da
cascata apoptoética desencadeada tanto pela via mitocondrial quanto pela via de
receptor de morte nas células infectadas. Os mecanismos incluem o bloqueio da
liberacdo de citocromo c pela mitocondria (GOEBEL et al., 2001, CARMEN et
al., 2006, HIPPE et al., 2009), alteracdes do equilibrio entre as proteinas Bcl-2
pré e anti-apoptoticas (GOEBEL et al. , 2001), inibicdo direta da ativacdo da
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cascata de caspase mediada por citocromo ¢ (KELLER et al., 2006), degradagé&o
da caspase 8, bloqueio da apoptose mediada por Fas / CD95 (VUTOVA et al.,
2007; HIPPE et al., 2008), inativacdo da caspase 3 e PARP (KIM et al, 2006) e
bloqueio da atividade da granzima B (YAMADA et al, 2011).

Muitos dos mecanismos de modulagdo e evasdo imune descritos
anteriormente, sdo demonstrados através de estudos feitos com leucocitos
infectados, visto que T. gondii infecta ativamente mondcitos, macréfagos e
células dendridicas (DCs), presentes na lamina prépria proxima ao sitio de
entrada do parasita (WILSON e REMINGTON, 1979; CHANNON et al., 2000;
SUBAUSTE e WESSENDARP, 2000). Por estarem presentes na circulacao e
nos tecidos periféricos, estes leucdcitos sao utilizados pelo T. gondii como
“Cavalos de Tréia”, e medeiam a dispersao deste parasita no organismo de seus
hospedeiros (DA GAMA et al., 2004, COURRET et al., 2006; LAMBERT et al.,
2006).

1.3 Utilizando leucdcitos como “Cavalos de Tréia”.

Patogenos com potencial neurotrépico e neurovirulento podem entrar no
sistema nervoso central (SNC) pelo mecanismo "Cavalo de Troia". Listeria
monocytogenes, por exemplo, infecta preferencialmente células mononucleares
de sangue Ly6C + para atingir o SNC (DREVETS et al., 2004; JOIN-LAMBERT
et al., 2005). O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), Cryptococcus
neoformans e Mycobacterium tuberculosis também aproveitam a migracédo das
células monociticas para atingir este sitio imunoprivilegiado (NOTTET et al.,
1996; SCHLESINGER, 1996; PERSIDSKY et al., 1997; FELDMESSER et al.,
2001; CHARLIER et al., 2009)

Diferentes estudos demonstram que a infeccdo de DCs, mondcitos e
macrofagos com taquizoitos de T. gondii promove aumento da capacidade
migratoria e invasiva destas células in vitro, o que esta diretamente relacionado
como aumento da disseminag&o do parasita in vivo (LUDER et al., 2001; LUDER
et al., 2003; DA GAMA et al., 2004; LAMBERT et al., 2006; TARDIEUX e
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MENARD, 2008). Os leucécitos infectados por este parasita sdo capazes de
atravessar barreiras teciduais (BARRAGAN e SIBLEY, 2003), incluindo a
barreira epitelial da mucosa intestinal (DUBEY, 1997, DUBEY et al., 1997b,
BARRAGAN e SIBLEY, 2002), o endotélio vascular (LAMBERT et al., 2006;
FURTADO et al., 2012), a barreira hemato-encefalica (COURRET et al., 2006,
LACHENMAIER et al.,, 2011), hemato-retiniana (FURTADO et al., 2013) e a
interface materno-fetal (ROBBINS et al., 2012).

A migracdo de leucécitos estd relacionada com a manutencdo da
homeostasia, trdfego inflamatério, embriogénese, processos regenerativos e
doencas como o cancer (SWANEY, et al.,, 2010). Na migracdo de células
imunoldgicas, uma sequéncia bem orquestrada de etapas pode ser observada,
como mudancas de polaridade, protrusao e retracdo, e adesdo/desadeséao a
outras células ou a matriz extracelular (MEC) (LUSTER et al., 2005). Estes
leucdcitos sdo capazes de atravessar camadas teciduais como endotélio
vascular e epitélio, por mediacdo de selectinas e seus ligantes e adeséo
dependente de integrinas e moléculas de adeséao celular (CAMs), que promovem
a posterior transmigracdo paracelular e transcelular (LEY et al., 2007). Varios
fatores podem influenciar na eficiéncia da interacdo célula-célula, incluindo a
natureza do estimulo que gera a polarizacéo, a densidade dos receptores de
adesdo e a cinética de associacao/dissociacdo entre as moléculas de adesao
(KINASH, 2005).

Células apresentadoras de antigenos (APCs) sdo predominantemente
encontradas nos tecidos e apG@s ativacdo migram através dos vasos linfaticos e
sangue para os linfonodos, onde atuam iniciando a resposta imune adaptativa
(BANCHEREAU et al. 2000; MARTIN-FONTECHA et al. 2003). A ativacio
destas células inicia uma série de alteracfes fenotipicas que sdo em conjunto
chamadas de maturacdo (UENO et al., 2007). Durante a maturacao, as APCs
processam o0s peptideos antigénicos para apresentacdo via moléculas de
histocompatibilidade principal (MHC) e também super-regulam moléculas co-
estimulatorias, que sdo essenciais para a subsequente ativacdo de células T
CD4 + e CD8 +. A maturacdo também promove mudancas no comportamento

migratorio, regulando negativamente os receptores inflamatorios de quimiocinas
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e super-regulando os receptores de quimiocina CCR7 (C-C chemokine receptor
7) e CXCR4, o que |Ihes confere a capacidade de responder as quimiocinas
presentes nos orgaos linféides secundarios (SALLUSTO et al., 1998; SOZZANI
et al., 1998).

A infeccdo com T. gondii altera o perfil de migracdo de APCs para 0s
linfonodos, visto que € observado uma retencdo temporaria destas células nos
nodulos linfaticos de drenagem. Além disso, a persisténcia do parasita no
hospedeiro, principalmente no SNC, parece ser favorecida, visto que APCs
infectadas alcancam linfonodos distais que estdo proximos dos sitios
imunoprivilegiados quando séo inoculadas por via intraperitoneal (i. p) em
camundongos, diferente do que ocorre quando a inoculacao é feita apenas com
parasitas livres (DA GAMA et al., 2004; LAMBERT et al., 2006; LAMBERT et al.,
2010; UNNO et al., 2008).

Células dendridicas (DCs) infectadas apresentam alteracdes morfologicas e
moleculares que estdo associadas a um fendtipo hipermigratério, diferente do
observado quando estas células sédo estimuladas apenas com lipopolissacarideo
de membrana (LPS) ou com IFN-y (LAMBERT et al., 2006; LEE et al., 2014). A
invasado ativa de taquizoitos em DCs imaturas promove redistribuicdo de actina
no citoesqueleto, diminui a expressao de integrinas (31, 2, CD18 e CD11c) e L-
selectina na membrana plasmatica nas primeiras 24h de infeccdo. Além disso,
provoca perda de uma estrutura conhecida como podossomos nestas células
(LAMBERT et al., 2006; Lambert et al., 2009; WEIDNER et al., 2013).

O Toxoplasma gondii também € capaz de infectar mondcitos/macrofagos
ativamente, sendo essas as principais células imunes infectadas no sangue
periférico (BERMUDEZ et al., 1993). Por apresentarem a funcdo primaria de
migrar da corrente sanguinea para os tecidos (SERBINA et al., 2008), elas
podem servir como um meio de transporte ideal para parasitas se espalharem
do sitio de entrada para 6rgaos distantes. De fato, em camundongos, o parasita
pode ser transportado por macréfagos CD11b+/CD11c- para o SNC (COURRET
et al., 2006; LAMBERT e BARRAGAN, 2010).
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A infeccdo também promove mudancas na regulacdo transcricional de
células endoteliais barreira hematoencefalica. Os genes regulados
correspondem a moléculas envolvidas na interacdo entre células imunes e
funcdes da barreira hemato-encefalica do hospedeiro, evidenciando o papel dos
leucécitos na neuroinvasao do parasita (LACHENMAIER et al., 2011). Moléculas
de adesao, incluindo E- e P-selectina e ICAM-1, interleucina-6 (IL-6), quimiocinas
como CCL2 (MCP-1), CCL7 (MCP-3), CXCL1 (GRO-1), CXCL2 (GRO-2) e
CX3CL1, moléculas de sinalizac&o e receptor do tipo toll 4 (TLR-4) sdo super-
reguladas nas células endoteliais da barreira hematoencefalica ap6s infeccgéo,
promovendo a quimiotaxia de leucdcitos infectados para estes sitios (KHAN ET
AL., 2006; STEIN e NOMBELA-ARRIETA, 2005; BIJLI et al., 2008).

Os mecanismos de migracao e transmigracao também envolvem a interacao
de leucdcitos infectados com componentes da matriz extracelular (MEC).
Estudos demonstram que DCs e macrofagos infectados por T. gondii
apresentam perfis de adesdo aos componentes da MEC diferentes do observado
em leucécitos estimulados com LPS ou IFN-y. Além disso, sdo capazes de
degradar componentes da MEC por aumentarem a expressao/secrecdo de
metaloproteinases de matriz, adquirindo um fenétipo similar ao de células
tumorais metastaticas (SEIPEL et al., 2010; SCHUINDT et al., 2012). Este
fendtipo leva a desorganizacao e a fragmentagcdo dos componentes do estroma
e da membrana basal e podem facilitar o processo de transmigracdo de
leucécitos infectados pelas barreiras teciduais (FLORES-BORJA et al., 2016).

1.4 Metaloproteinases

A familia de metaloproteases ou metaloproteinases possui funcgao
relacionada ao metabolismo da matriz extracelular. Estas metaloproteinases séo
divididas em trés grupos: as metaloproteinases da matriz (MMPs, matrixinas), as
proteinas desintegrinas e metaloproteinases (ADAMS), e as astacinas (SALOWE
et al., 1992; STOCKER e BODE, 1995). Esses grupos compreendem uma

grande variedade de endopeptidases, que possuem o ion zinco (Zn%*) em seu
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centro ativo (por isso o utilizacao do prefixo "Metalo"). Além disso, pertencem ao
cla das metzincinas, que apresentam o motivo 3-histidina (His) (His-Glu-Xaa-
Xaa-His + His) e uma metionina conservada (Met) no sitio ativo (STOCKER e
BODE, 1995).

As metzincinas, possuem um residuo de glutamato (Glu) dentro do motivo
catalitico que ativa uma molécula de H20 ligada ao zinco criando o nucledfilo,
que corta as ligacdes peptidicas. A hidrolise das ligacbes peptidicas € feita
internamente na cadeia polipeptidica entre as extremidades N (amino) e C
(carboxi)-terminal de seus substratos (BODE et al., 1996).

Com excecdo das astacinas, que desempenham papéis especificos
durante o desenvolvimento embrionario e formacao 6ssea (BOND e BEYNON,
1995), tanto as ADAMs quanto as MMPs séo super-reguladas em muitos tipos
de células cancerigenas, e por isso, recebem muita atencdo nas areas de
progressdo tumoral e metastase. Além disso, estdo associadas a doencas
inflamatoérias agudas com consequente dano tecidual (FINGLETON, 2006; HU
et al., 2007). A super-expressao destas moléculas em leucdcitos infectados por
T. gondii pode favorecer os mecanismos de migracao e invasao destas células,
e por este motivo, suas funcdes e mecanismos de regulacéo serdo abordados

nos proximos topicos.

141 ADAMs

As ADAMs (do inglés, A Disintegrin And Metalloprotease) sao
metaloproteinases envolvidas nas interacBes célula-célula de processos
biolégicos como adesdo e fusdo, sinalizacdo e protedlise de citocinas, de
receptores de citocinas e de componentes da MEC, dentre outras moléculas
(SEALS e COURTNEIDGE, 2003).

A maioria das ADAMs sdo expressas como proteinas de superficie
transmembranar tipo | com um dominio de metaloproteinase N-terminal, um
dominio desintegrina que se liga a integrinas, um dominio rico em cisteina, um

dominio semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF) seguido pelo
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dominio transmembranar e uma cauda citoplasmatica. Algumas ADAMs podem
apresentar algumas diferencas em sua estrutura, como a ADAM10 e ADAM17,
que ndo possuem o dominio semelhante ao EGF, e nem dominio cisteina
(TAKEDA, 2009). Ha ainda, formas secretadas pertencentes a um grupo de
ADAMS, as ADAMTSSs, que se constituem de motivos trombospondina (TS), e
também se ligam a MEC (PORTER et al., 2005) (Figura 3).

Geralmente estas metaloproteinases sao sintetizadas como proenzimas,
e sao ativadas quando o prodominio inibidor N-terminal € liberado por clivagem
através da acado da furina convertase e/ou outras pro-proteinas convertases.
Esta clivagem ocorre no trans-Golgi network (TGN) (GIEBELER e ZIGRINO,
2016), antes do transporte dessas proteinas a superficie celular. O dominio com
ion zinco medeia a atividade proteolitica (HOUGAARD et al., 2000).

Pro MP D C
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-28,-30,-33-40
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Pro = Pré-dominio E = Tipo-EGF

M = Metaloproteinase TM = Transmembrana
D = Desintegrina CT = Citoplasmatico
C = Cisteina

Figura 3. Diferenca entre a estrutura dos dominios dos membros da familia ADAM. Os
membros da familia ADAM possuem um pré-dominio que mantém o dominio
metaloprotease em sua forma latente, dominio catalitico metaloproteinase N-terminal
gue hidrolisa substratos protéicos, um dominio desintegrina, uma regiao rica em
cisteina, um dominio tipo-EGF e um dominio transmembrana. Modificado de Giebeler
e Zigrino, 2016.
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A proteina ADAM-10, juntamente com ADAM-17, é provavelmente, a mais
importante o—secretase expressa fisiologicamente. A atividade o—secretase esta
presente no nucleo catalitico desta metaloprotease e cliva a proteina precursora
amildide (APP), ligantes ErbB (betacelulina - BTC, e EGF) e, ainda esta
envolvida na liberacdo (shedding) de proteinas de membrana tipo | e Il por
clivagem proteolitica (BAI et al., 2015) e na sinalizagdo Notch (MARETZKY et
al., 2005).

A via de sinalizag@o Notch € uma via conservada e iniciada por uma familia
de proteinas que engloba quatro receptores (Notch1-4) e cinco ligantes (Jaggedl
/ 2, DII-1/3/4). Os receptores Notch sdo ativados quando se ligam a um ligante
expresso na membrana de uma célula adjacente. Em seguida, os receptores
podem sofrer duas clivagens proteoliticas realizados por ADAM-10 e pelo
complexo y-secretase, respectivamente (QU et al., 2017). Os dois eventos
proteoliticos resultam na liberacdo de uma forma intracelular ativa dos
receptores que entram no nucleo, onde formam um complexo de ativacdo
transcricional. Este complexo, promovera a expressao de VAarios genes que
coletivamente controlam a proliferacéo celular, morte celular, adesao, invaséo e
migracdo (DEMITRACK et al., 2017).

Em barreiras teciduais, ADAM-10 controla a expresséo de proteinas que
medeiam a adeséo celular como VE-caderina (Caderina endotelial vascular) e
E-caderina (caderina endotelial), permitindo a transmigracdo transiente de
leucécitos (SCHULZ et al.,, 2008; DONNERS, 2010). Esta metaloproteinase
também regula moléculas de adesdo como CXCL16 e CX3CL1 que medeiam a
interacdo de linfécitos T e mondécitos com células teciduais (HUNDHAUSEN et
al., 2003). Através do shedding de varias proteinas transmembranares, promove
a degradacao da MEC, protedlise de CD44, de citocinas como TNF-a e de outras
moléculas que coletivamente participam dos eventos de migracao (SAHIN et al.,
2004; NAGANO et al., 2004; LE GALL et al., 2009; Herzog et al., 2014).

ADAM-10 também pode regular a expressao de integrinas na superficie
de leucdcitos e favorecer a migracdo destas células. Em células mieldides, a
deficiéncia de ADAM-10 esta relacionada com a reducdo da expressao de

integrinas, comprometimento da interagdo célula-matriz e rearranjo do
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citoesqueleto, resultando em inibicdo da migracdo destes leucocitos em um
modelo de inflamacé&o pulmonar aguda (PRUESSMEYER et al., 2014).

Alguns tipos de células tumorais apresentam grande expressdo de
receptores para o fator de crescimento epidermal (EGFR do inglés, epidermal
growth factor receptor) e para o fator de crescimento transformador (TGFR do
inglés, transforming growth factor receptor) (PURBA et al.,, 2017). Estudos
demonstram que ADAM-10 regula e ativa EGFR e TGFR-a e por isso poderia
favorecer o desenvolvimento e progressao de alguns tipos de cancer (BAKKEN
et al., 2009; MILLER et al., 2013; DURU et al., 2014). Além disso, inibidores de
ADAM-10 utilizados em conjunto com terapias existentes (incluindo inibidores de
tirosina quinase e trastuzumabe) potencializam a inibicdo do crescimento de
células tumorais (DUFFY et al., 2009).

Em estudo feito por Kieseier e colaboradores (2003), foi observado
expressdo de ADAM-10 nos astrécitos e macréfagos presentes no cérebro de
pacientes com esclerose multipla apés a morte. ADAM-10 também € super-
regulada no liquido sinovial e articulagdes de pacientes com artrite reumatoide.
Sua expressao esta relacionada com a gravidade da doenca e com a migracao
de mondcitos para o sitio inflamatério (ISOZAKI et al., 2013). Pacientes com
déficit cognitivo infectados por HIV, também apresentaram aumento na
expressao de ADAM10 em seus astrécitos (MEGRA et al., 2017).

O papel da ADAM-10 em doencas inflamatorias e infecciosas ainda néao é
totalmente compreendido (DREYMUELLER et al., 2017). Desta maneira, sao
necessarios mais estudos sobre suas fungBes e mecanismos de regulacdo
nestas doencas, incluindo sua possivel participagdo nos mecanismos de

migracao de leucdcitos infectados por T. gondii.
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1.4.2 Metaloproteinases de matriz

As Metaloproteinases de matriz (MMPs, do inglés Matrix Metalloproteinases)
ou matrixinas sdo capazes de promover a clivagem de quase todos os
componentes da matriz extracelular (MEC), tais como: coldgeno, proteoglicanos,
laminina, elastina e fibronectina. E estdo envolvidas em processos fisiologicos
como o remodelamento tecidual, angiogénese, desenvolvimento embrionario,
cicatrizacao de feridas e ciclo menstrual (BRINCKERHOFF e MATRISIAN, 2002;
YOON et al., 2003; AMAR et al., 2017).

Além de processos fisioldgicos, as MMPs estéo relacionadas com processos
patoldgicos nos quais a renovacao da matriz extracelular (MEC) é anormal, como
na artrite, aterosclerose, doencas infeciosas e cancer (AMAR et al., 2017). No
desenvolvimento e progressdo do cancer, por exemplo, além de degradar
componentes estruturais da MEC, as MMPs estdo envolvidas na sinalizagéo
celular, sendo capazes de ativar receptores celulares e fatores de crescimento
ou libera-los da MEC, regulando assim varios mecanismos celulares, incluindo
crescimento, diferenciacdo, apoptose e migracdo (Figura 3) (HUA et al., 2011;
TURUNEN et al., 2017).
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Figura 4. Papel das MMPs no cancer. As MMPs séo freqlientemente super-expressas
em uma variedade de tumores humanos. Elas podem degradar os componentes
estruturais da matriz extracelular e também estdo envolvidas no processamento de
fatores de crescimento e receptores (EGF, TGF-(, sFlt-1, etc.), citocinas, quimiocinas e
moléculas relacionadas a apoptose. Além disso, as MMPs participam na transicdo do
epitélio mesenquimal. Portanto, as MMPs tém efeitos no crescimento celular e
sobrevivéncia, angiogénese, inflamacéo, invasdo e metastase. Modificado de Hua et al,
2011.

Estruturalmente as MMPs geralmente apresentam um peptideo sinal que
as direcionam ao reticulo endoplasmatico, um pré-dominio que mantém a
enzima em sua forma latente, um dominio catalitico contendo o sitio de ligacéo

ao zinco altamente conservado e um dominio hemopexina carboxi-terminal, o



35

qual liga a MMP ao seu substrato, a membrana celular ou aos inibidores teciduais
de MMPs (TIMPs) (VISSE e NAGASE, 2003; MANSO et al., 2006; OWEN, 2008).

Do ponto de vista evolutivo, a familia das MMPs possui diferentes grupos
onde foram removidos ou incorporados alguns dominios. Assim, com base na
organizagdo de seus dominios, as MMPs podem ser classificadas em quatro
grupos diferentes: MMPs arquetipicas, matrilisinas, gelatinases e MMPs ativadas
por furina (Figura 4) (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010). Embora as MMPs
sejam muitas vezes subdivididas em grupos com base nas diferencas na
composi¢do do dominio, h4 pouco consenso sobre como essas subdivisfes
devem ser atribuidas (PARKS et al., 2004).

MMPs Arquetipicas MMPs ativadas por furina
: E! Colagenases Secretadas
*.  MMP-1,(Mmpla, Mmpib), < =/ MMP-11, MMP-21, MMP-28
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Figura 5. Metaloproteinases de Matriz de mamiferos. Classificagdo estrutural com base
no arranjo dos dominios. Modificado de Fanjul-Fernandez et al., 2010.

Das 25 MMPs diferentes identificadas em vertebrados, 24 sdo encontradas
em humanos (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010) e podem também ser

separadas em dois grandes grupos: tipo sollvel, que sao secretadas no espaco
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pericelular, ou as transmembranas que sdo ancoradas por um dominio
transmembrana ou por ancoras de glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (ELKINGTON
et al., 2005; MANSO et al., 2006). Com base na estrutura e especificidade ao
substrato, as MMPs podem ser classificadas em varios subgrupos: colagenases
(MMP-1, -8 e -13), gelatinases (MMP-2 e -9), estromelisinas (MMP-3, -7, -10, -
11, -12, -26), MMPs associadas a membrana (MT-MMPs, MT-MMP-14, -15, 16
e -17, -24 e -25) e MMPs néo classificadas (-20, -21, -23, -27, -28) (HUA et al.,
2011).

As MMPs secretadas séo sintetizadas em sua forma latente (zimogénio)
e liberadas pelas células como pr6-MMP, o que requer ativacao extracelular feita
por outras MMPs, serinoproteases (via plasmina, p.ex.), dentre outras moléculas.
Esta ativacdo pode ocorrer pela clivagem da interacdo zinco-cisteina no proé-
peptideo N-terminal (conhecido como switch cisteina). Além disso, algumas
MMPs séo pré-ativadas no interior da célula e atingem a superficie celular ja
ativas (VISSE e NAGASE, 2003; RYDLOVA et al., 2008).

Diferente dos outros membros da familia MMP, as MT- MMP néo séo
secretadas e permanecem ancoradas a superficie celular apés ativacao. Todas
as MT-MMPs apresentam uma sequéncia de reconhecimento de furina na
extremidade C-terminal do pro-peptideo. De forma similar as secretadas, as MT-
MMPs sédo sintetizadas como pro-enzimas inativas, porém, sdo expressas na
superficie da célula como enzimas ativas localmente. Sua ativagdo ocorre,
principalmente, intracelularmente pela clivagem mediada pela furina convertase
no pro-dominio dentro do trans-Golgi network, antes de serem transportadas
para a superficie celular (STAWOWY et al., 2004; MANSO et al., 2006; OWEN,
2008).

Estudos demonstram que estas MMPs ancoradas a membrana séo super-
expressas em varios tipos de cancer e estdo envolvidas na modulacdo da
comunicacado celular e sinalizagdo intracelular como resultado da alteracéo de
receptores, ligantes e moléculas de adesdo, ou liberacdo de fatores de
crescimento no microambiente tumoral (KESSENBROCK et al., 2010; ITOH,
2006). Com base nessas atividades, as MT-MMPs exercem um papel dinamico
no cancer e sdo capazes de controlar a plasticidade celular fenotipica destas
células (STRONGIN, 2010; TURUNEN et al., 2017).



37

A MT-MMP mais estudada e associada ao cancer ¢ a MT1-MMP.
Carcinomas de mama, préstata e estroma, dentre outros tipos de cancer,
apresentam expressdo aumentada desta molécula (TURUMEN et al, 2017).
Além das células tumorais malignas, macréfagos, neutréfilos, DCs e células
endoteliais também expressam MT1-MMP em processos inflamatérios em
resposta a TNF-a e IL-12 (CHUN et al., 2004; SAKAMOTO e SEIKI, 2009). Sua
funcdo envolve degradacao do colageno tipo | pericelular, o que, por si so, é
considerado suficiente para permitir a invasao celular. Além disso, pode ativar
proMMP-2, proMMP-9 e clivar um grande numero de proteinas e receptores da
superficie celular, tais como CD44, ADAMs e integrinas (BACIU et al., 2003;
MANSO et al., 2006).

O aumento da expressdao de MMPs pode favorecer a disseminacdo de
macréfagos infectados por T. gondii e dota-los de um fendtipo similar ao
metastatico (SEIPEL et al., 2010; SCHUINDT et al.,, 2012). Nosso grupo
demonstrou que a infeccao in vitro de macréfagos murinos induz aumento da
expressdo da metaloproteinase de matriz tipo 1 de membrana (MT1-MMP ou
MMP-14). Além disso, a forma ativa da metaloproteinase de matriz extracelular
tipo 9 (MMP-9) esta aumentada no sobrenadante destas células infectadas
(SEIPEL et al., 2010). O aumento da secre¢cdo de MMP-9 e -2 através da via
Erk1/2/NF-kB também foi observada em mastocitos murinos infectados com este
parasita (WANG et al., 2016).

As MMPs ativadas ap6s infeccdo de macréfagos parecem estar envolvidas
com a maturacao da integrina a5p3, a qual participa de mecanismos de migracao
e invasdo celular (SEFTOR et al.,, 1992), uma vez que, na presenca de um
inibidor de MMPs, macréfagos infectados por T. gondii falham em expressar
a5B3 (SEIPEL et al., 2010). A MT1-MMP pode ser uma via preferencial para
processamento das subunidades pro-integrina em macrofagos infectados com
T. gondii, por apresentar esta funcdo bem caracterizada em diferentes tipos
celulares (BORRIRUKWANIT et al., 2014)

Schuindt e colaboradores (2012) demonstraram que a MMP-9 forma
complexos multi-proteicos com o receptor ativador de plasminogénio do tipo

uroquinase (UPAR), inibidor tecidual de metaloproteinase-1 (TIMP- 1) e a
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glicoproteina de superficie celular (CD44), no sobrenadante de macréfagos
murinos infectados, sugerindo semelhancas entre os comportamentos
migratoérios de células infectadas por T. gondii e tumores metastaticos (NAGANO
et al., 2004; CHO et al.,2012; STRONGIN, 2010).

Em humanos, macrofagos infectados por T. gondii apresentam altos niveis
de MT1-MMP, com diminuicdo das formas inativas de MMP-9 e MMP-2 (pro-
MMP-2 e pro-MMP-9) (BUACHE et al., 2007; NIEHUS et al., 2012). Astrécitos
infectados também apresentam aumento na secre¢cdo de MMP-2 e MMP-9, com
consequente degradacéo de fibronectina, podendo contribuir para a migracao de
leucdcitos durante a encefalite toxoplasmatica (LU e LAI, 2013). Em gestantes,
0s niveis séricos de MMP-2 e -9 sd0 maiores no sangue e no corddo umbilical
de mulheres infectadas, e estdo relacionados a transmigracao do T. gondii pela
barreira placentaria (WANG e LAI, 2013).

Na infeccdo crbnica, as células T das linhagens CD4 + e CD8 + séo
essenciais para controlar cistos contendo bradiozoitos no cérebro. Células T
expressando MMP-10 s&o encontradas no cérebro de camundongos 21 dias
apos infeccdo, enquanto as células T que expressam MMP-8 sdo observadas no
28° dia de infeccdo. Ao mesmo tempo, astrocitos expressam TIMP-1,
provavelmente como resultado de uma reacédo do sistema imune para controlar
o dano tecidual (CLARK et al., 2010). A presenca de TIMP-1 no cérebro durante
0 estagio crénico da toxoplasmose pode ser um indicativo do controle da
resposta exacerbada causada pela alta expressdo de MMPs, bem caracteristica
em diversas condi¢fes inflamatérias do SNC (DUBOIS et al., 1999; THWAITES
et al., 2003; DHANDA e SANDHIR et al., 2017).

As MMPs sdo reguladas de muitas maneiras, incluindo regulacdo por
mecanismos de oligomerizacdo ao nivel da membrana plasmatica, para que
sejam efetuadas as reacdes de clivagem das formas pro-proteina em proteina
ativa enzimaticamente. Entre os facilitadores destas interacdes esta a molécula
CD147, também conhecida como EMMPRIN ou basigina (SEIZER et al., 2010)
que pode ser uma forte candidata na regulacdo das MMPs expressas em

leucdcitos infectados por T. gondii.
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1.4.3 CD147

A CD147 foi originalmente caracterizada como um fator presente nas células
de cancer de pulmdo, que estimulava a producdo da colagenase MMP-1 e
aumentava os niveis de MMP-2 e -3, e por esta funcéo, recebeu o nome de
EMMPRIN (do inglés, extracellular matrix metalloproteinase inducer) (BISWAS
et al., 1995). Estudos subsequentes demonstraram que EMMPRIN era idéntico
a outras proteinas, incluindo a basigina (Bsg) (DECASTRO et al, 1996) e
antigeno associado ao hepatoma (HAb18G) (CHENG, et al., 1994), os quais
agora sao comumente denominados CD147 (GRASS e TOOLE, 2016).

Estruturalmente, CD147 € uma glicoproteina transmembrana tipo | de cadeia
simples com dois dominios imunoglobulinas, pertencente entdo, a superfamilia
das imunoglobulinas (Ig). Além dos dominios imunoglobulinas, nomeados EC1
e EC2, que ficam na porcéo extracelular, possui regides de ligacdo e dominios
transmembranar (TM) e citoplasmético (Figura 6). As regides de ligacdo, TM e
citoplasmaticas sdo altamente conservadas, mas os dominios Ig podem variar
entre espécies (SCHLEGEL et al., 2009; GRASS e TOOLE, 2016).

Cada dominio apresenta interacdes especificas, visto que foram identificadas
diferentes proteinas interagindo com cada um deles. O dominio EC1, por
exemplo, estd envolvido na ativacdo de MMPs (MMP-1, -2, -3 e -9, bem como
MT1-MMP e MT2-MMP), oligomerizacdo de integrinas, CD44 e de CD98
(gllicoproteina TM envolvida na adesdo e no transporte de aminoécidos)
(NABESHIMA et al., 2006; YURCHENKO et al., 2010). O dominio EC2 se liga a
ciclofilinas, integrinas e caveolina-1 (importantes na guimiotaxia e adesao)
(TANG et al., 2004; YURCHENKO et al., 2010). O dominio TM também se liga a
ciclofilinas e provavelmente envolve interagbes com CDA43, sindecan-1 e
integrinas (envolvidas na adeséo) (PAKULA et al., 2007; KHUNKAEWLA et al.,
2008). Além disso, tanto o dominio TM quanto o citoplasmatico interagem com
transportadores de monocarboxilato (MCTs), promovendo o transporte de
piruvato e lactato (Figura 6) (KAUSHIK et al., 2015).

Estas interacbes estdo relacionadas com funcbes de migracdo, vias de
sinalizacado celular, transporte de nutrientes e farmacos, e por isso, a expressao

de CD147 pode influenciar mecanismos de migracao fisiologicos e patoldgicos



40

(MURAMATSU et al., 2015). Estudos demonstram que CD147 € expresso em
muitas células epiteliais, neuronais, linfoides e mieldides (GRASS e TOOLE,
2016), em tecidos saudaveis a expressao € principalmente restrita ao trato
reprodutivo, cérebro, olhos e musculos (NAKAI et al., 2006).

Estudos em camundongos knockout (bsg -/ -) revelaram que a maioria morre
no inicio do desenvolvimento embrionario (NAKAI et al., 2006). Nos raros casos
em que o embrido se desenvolve, os descendentes sdo pequenos e geralmente

morrem antes de um més devido a dificuldade respiratoria secundaria e

Dominio EC1

Inducéo de MMPs
~ Oligomerizacéo

Integrinas

CD98

1 Dominio EC2

CiclofiinaAeB
Caveolina-1

1 Dominio TM

[ Ciclofilina 60, CD43
J Integrinas, Sindecan-1,
1 MCTs

r Dominio Citoplasmatico
C | MCTs

Figura 6. Estrutura de CD147. CD147 possui 3 regides com residuos de asparagina
(Asn) na regido extracelular (EC), uma regido TM contendo um residuo de acido
glutdmico altamente conservado (Glu), e uma pequena cauda citoplasmatica. A regido
EC pode ser dividida em 2 loops tipo Ig (EC1 e EC2), mantidos em conjunto por ligacdes
dissulfeto. Cada Dominio de CD147 interage com diferentes proteinas, sendo assim,

possui diferentes func¢des. Modificado de Hahn et al., 2015.

pneumonia intersticial. Os machos sobreviventes séo estéreis devido a defeitos

na espermatogénese (NAKAI et al., 2006; Bl et al., 2013) e as fémeas tém
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problemas na fertilizacdo (IGAKURA et al, 1998). Além disso, estes animais
exibem anormalidades na aprendizagem espacial, memodria e percepgao
sensorial a estimulos dolorosos e odores nocivos (IGAKURA et al, 1996), na
funcdo retiniana com cegueira precoce (OCHRIETOR et al, 2002), no
desenvolvimento dentario (XIE et al.,, 2015) e nas respostas imunoldgicas
(JOGHETAEI et al., 2011; PAYNE et al., 2012; GE et al., 2015; MAEDA et al.,
2015).

A CD147 é regulada em varios tipos de céancer, e a alta concentracao nos
tumores dos pacientes oncoldgicos esta relacionada com um mau prognaostico
(ISHIBASHI et al., 2004; NABESHIMA et al., 2006; LI et al., 2009). Esta proteina
transmembrana demonstrou promover multiplos estagios de progressao tumoral,
tais como: proliferacdo, invasividade e metastase, via inducdo de MMPs
(KANEKURA et al., 2002; CHEN et al., 2006; XIN et al., 2016); angiogénese,
estimulando a producdo de VEGF (ZONG et al., 2016); crescimento
independente de ancoragem (MARIEB et al., 2004); quimorresisténcia (TOOLE
et al., 2008); e efluxo de lactato (SCHNEIDERHAN et al., 2009). Com todos
esses papéis no crescimento e biologia do tumor, cada vez mais grupos estéo
explorando e compreendendo o beneficio do uso de anticorpos anti-CD147 como
potencial terapia tumoral (CHICHE et al., 2013).

Em modelos experimentais, CD147 também demonstrou estar envolvida em
muitas doencas inflamatérias, como artrite reumatoide, esclerose mdltipla e
fibrose renal (YURCHENKO et al., 2010). Nestas doencas, a principal funcéo de
CD147 é aumentar a migracdo de leucdcitos inflamatoérios via interagdo com
ciclofilina e E-selectin promovendo o consequente dano tecidual (YURCHENKO
et al., 2010; MURAMATSU et al., 2015; KOSUGI et al., 2014).

CD147 também desempenha papel critico em doencas infecciosas. Ela pode
facilitar a infeccao pelo HIV-1 através da interacdo com ciclofilina-A associada
ao virus, pode ser um receptor do virus do sarampo em células epiteliais por
interagéo com a ciclofilina-B (PUSHKARSKY et al., 2007) e aumentar a invasao
intracelular de Listeria monocytogenes por supressao de NOD2 (TILL et al.,
2008). Além disso, € uma proteina essencial para a invasao de eritrocitos pelo
Plasmodium falciparum, parasita pertencente ao filo Apicomplexa (mesmo do T.
gondii), causador da malaria (CROSNIER et al., 2011).
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A invasdao de eritrécitos é central para a patogénese da malaria, e a RH5 € a
Unica proteina do parasita que € essencial para invasao por todas as cepas. A
proteina que interage com RH5 é a CD147 (CROSNIER et al., 2011) e a estrutura
precisa do complexo, revela residuos de aminoacidos em RH5 essenciais para
ligacdo a CD147 (FORNI et al., 2015).

Em conjunto, o conhecimento das fungbes de CD147 em processos
fisiol6gicos e patoldgicos a torna atrativa para estudos sobre seu possivel papel
na invaséo e migracao do T. gondii, podendo contribuir na travessia de leucdcitos

infectados pelas barreiras teciduais e na patologia da fase aguda da doenca.
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2. Justificativa

O Toxoplasma gondii desenvolveu com sucesso estratégias para evadir a
resposta imune do hospedeiro e acessar sitios imunoprivilegiados, como cérebro
e retina, onde permanece em um ambiente controlado dentro de cistos
quiescentes. Acredita-se que a capacidade deste parasita em infectar leucécitos
e utiliza-los como “Cavalos de Tréia”, seja determinante para 0 acesso a estes
tecidos, uma vez que apoOs infeccdo, macréfagos e células dendridicas
apresentam um fenétipo hipermigratorio e sdo capazes de atravessar barreiras
teciduais.

Nosso grupo recentemente demonstrou que metaloproteinases podem
estar envolvidas na migracdo de macréfagos infectados por T. gondii, visto que
a infeccdo in vitro de macrofagos murinos induz aumento da expresséo de MT1-
MMP e ADAM-10 nestas células, além de aumentar a concentracao de MMP-9
ativa no sobrenadante (SEIPEL et al., 2010).

Apesar das Metaloproteinases, como ADAM-10 e MT1-MMP, serem
super-expressas em macroéfagos infectados, ainda é necessario caracterizar o
perfil de expresséo, as vias de ativacado dos zimogénios e as funcdes destas
moléculas nos mecanismos de migracdo / invasdo. Além disso, a proteina
CD147 pode estar envolvida na regulacédo das metaloproteinases, de moléculas
de adesdo e fatores de crescimento, desempenhando funcdes similares a
metastase nos macroéfagos infectados.

Em conjunto, as proteinas ADAM-10, MT1-MMP e CD147 séo fortes
candidatas a desempenharem funcdes na migracdo de macréfagos infectados
por T. gondii, principalmente devido a seus multiplos papéis em diferentes
processos fisioldgicos e patolégicos (Tabela 1). Deste modo, ao caracterizar o
perfil de expresséao, determinar as vias de processamento e avaliar a importancia
destas moléculas para a migracdo de macrofagos infectados em matriz
extracelular tridimensional, poderemos contribuir com informacgdes para a melhor

compreensao da relacao T. gondii-hospedeiro.
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Tabela 1. Mdltiplas Funcdes de ADAM-10, MT1-MMP e CD147 em processos

fisiologicos e patoldgicos.

ADAM-10

MT1-MMP

CD147

Shedding de proteinas

transmembranares

Envolvida na sinalizacao
Notch em conjunto com

y-Secretase

Regula moléculas de
adesao em tecido

endotelial e epitelial

Regula expresséao de

integrinas, CD44

Regula fatores de

crescimento

Super- expressa em
alguns tipos de cancer,
artrite reumatoide,

esclerose multipla

Shedding de proteinas

transmembranares

Degradacao de colageno

tipo |

Ativa MMP-2 e 9

Regula expresséo de
integrinas, CD44, ADAMs

e fatores de crescimento

Regulada por furina-

convertase

Super- expressa em
alguns tipos de cancer e
leucdcitos em processos

inflamatoérios

Shedding de proteinas

transmembranares

Ativa MMP-1, -2, -3 e -9,
MT1-MMP e MT2-MMP

Regula moléculas de
adesao e fatores de

crescimento

Regula expresséo de

integrinas

Receptor HIV, sarampo,

Plasmodium falciparum

Super- expressa em
alguns tipos de cancer,
artrite reumatoide,

esclerose multipla
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Investigar o envolvimento de MT1-MMP, ADAM-10, CD147 na migracdo de

macrofagos murinos infectados por T. gondii.

3.2 Objetivos especificos

Verificar o perfil de expressdo de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 em
macrofagos murinos infectados por T. gondii;

Determinar qual o envolvimento das vias de furina convertase e y-
secretase no processamento de zimogénios de MT1-MMP, ADAM-10 e

na expressao de CD147;

Avaliar a influéncia da inibicdo das vias de furina convertase e y-secretase
na capacidade invasiva/migratoria de macréfagos infectados em matriz

extracelular tridimensional;

Reduzir/inibir a expressdo de MT1-MMP e CD147 na superficie dos
macrofagos infectados através do silenciamento génico transiente

utilizando siRNAs especificos;

Analisar o envolvimento de CD147 na ativagdo de MT1-MMP em

macrégafos infectados apds silenciamento génico;

Avaliar a capacidade invasiva/migratéria de macrofagos murinos
infectados apd6s silenciamento génico em matriz extracelular

tridimensional;
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4. Materiais e Métodos

4.1 Animais

Para a realizacdo da infeccdo experimental, foram utilizados
camundongos suicos (Swiss webster) fémeas da linhagem CF1 com idade de 3
a 5 semanas. Os animais foram disponibilizados pelo biotério central da UENF.
Neste trabalho, todos os experimentos realizados com animais de laboratério
foram feitos estao de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Uso
e Experimentacdo Animal da UENF (protocolo CEUA 292) (anexo).

4.2 Anticorpos utilizados

Para analise das moléculas de interesse através da microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo, foram utilizados anticorpos primarios IgG
policlonais de cabra: MT1-MMP (sc-12366), ADAM-10 (sc-16523) e CD147 (sc-
9757) (Santa Cruz Biotechnology) em diluicdo de 1:100 com PBS/BSA 1%. O
anticorpo primario anti-T. gondii (cedido pelo prof. Renato DaMatta) foi utilizado
na diluicdo de 1:1000 em PBS/BSA 1%. Este anticorpo foi obtido de
camundongos sui¢os cronicamente infectados com a cepa ME 49 através da
puncédo cardiaca e consequente centrifugacdo para separacdo das hemacias e
soro. Anticorpos secundarios suino anti-lgG de cabra conjugados a Alexa Fluor®
568 (Thermo Fisher Scientific), cabra anti-IgG de camundongo conjugado a FITC
(Merk) e suinos anti-lgG de cabra conjugado a biotina (CALTAG) foram diluidos
na proporcao de 1:500 em PBS/BSA 1%. Streptoavidina conjugada a PE-Cy 5™
(ficoeritrina e corante de cianina - BD Biociences), 1:500, foi utilizada para a

citometria de fluxo.
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4.3 CondigOes de cultura para Raw 264.7

A linhagem de macrofago murino, Raw 264.7, foi cultivada em meio RPMI
1640 + L-glutamina 2 mM + FCS a 10% (Gibco, BRL) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, BRL) em frascos de cultivo de 75cm?2 (Kasvi).
A cultura foi replicada a cada 2 dias ou quando as células que formavam a
monocamada atingiam aproximadamente 80% de confluéncia. As culturas foram
mantidas em estufa (Scientific Inc., modelo 3159) a 37°C, com 5% de CO:2 e

umidade controlada.

4.3 Obtencao de T. gondii para infecgéo in vitro

Taquizoitos, da linhagem RH (Sabin e Feldman, 1948), foram mantidos
por passagens sucessivas na cavidade peritoneal de camundongos suicos com
idade entre 3-5 semanas no infectorio do LBCT (Laboratoério de Biologia Celular
e Tecidual) na UENF, sob supervisdo do prof. Renato DaMatta. Apés o periodo
de 48 h, o lavado peritoneal foi realizado com 5 mL de tampéo fosfato salino
(PBS) para obtencao dos parasitas. O lavado peritoneal foi centrifugado a 1000
X g por 10 min a 4 °C, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso
em 1 ml de meio RPMI 1640 com 10% SFB (Gibco, BRL), pH 7,2. Uma aliquota
foi retirada e os parasitas corados com azul de Trypan para verificar viabilidade.
A quantificacéo foi feita em camara de neubauer, e na sequéncia a concentracao

ajustada na proporcédo de trés parasitas por célula (3:1).

4.4 Infeccao in vitro

Os macrofagos foram recuperados em 10 ml de meio RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino por raspagem com raspador de cultura (SPL Life
Sciences). O material coletado foi centrifugado a 500 x g, por 10 min e o pellet
ressuspenso no referido meio. Uma aliquota foi diluida em Azul de Trypan (0,2%)

para quantificacdo em camara de Neubauer.

Os macréfagos foram plaqueados na concentracdo de 1x10° células/ml

em placas de 24 pocos (Greiner bio-one) para todos 0s ensaios propostos. Para
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a microscopia de fluorescéncia foram inseridas nos pogos, laminulas circulares
estéreis de 13 mm (Glasscyto) antes do plagueamento. Para o ensaio de
migracao (transwell) foram inseridas camaras com membranas transwell com
camada uniforme de Matrigel™ (Realce) antes do plagueamento. Todas as
placas foram mantidas por 12 h (overnight) em estufa (Forma Scientific) a 37 °C

com 0,5% de CO2 e umidade controlada.

Apo6s 12h, macrofagos foram infectados com taquizoitos de T. gondii na
proporcéo de trés parasitas (Total de 3 x 10° parasitas/ml) por macréfago (3:1),
durante 1 h. Decorrido o tempo de infeccdo, o meio de cultura foi retirado de
todos os pocos e os mesmos lavados cuidadosamente trés vezes com PBS
estéril para remocéo dos parasitas livres. Apés lavagem, foram realizados os
protocolos com inibidores ou siRNAs.

4.5 Inibidores de Furina e y-secretase

Para analisar as possiveis vias de sinalizacao envolvidas na mobilizacédo
de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 para a superficie celular e a funcdo destas
vias no mecanismo de migracao/invasdo, foram utilizados inibidores de furina
convertase Il (C3¢H,5N,504) (Calbiochem) e y-secretase (C23H26F2N204) (DAPT
- Sigma). Estes inibidores foram acrescentados as culturas 1h apés a infeccao
in vitro de T. gondii nos diferentes ensaios, conforme descrito no item 4.4, na
concentracdo de 2 uM do inibidor de furina e 20 uM do inibidor de y-secretase,
apos diluicdo das solucdes estoque em meio RPMI (As concentracdes foram
selecionadas apds ensaio com MTT descrito no item 4.7). Para todos os
experimentos com inibidores foram utilizados como controles macréfagos
infectados com T. gondii e ndo infectados, e macréfagos nado infectados com
tratamento com inibidores. Os ensaios com inibidores foram realizados apos 24

horas de tratamento.
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4.6 Silenciamento génico utilizando siRNA em macré6fagos murinos

infectados por Toxoplasma gondii

4.6.1 Reagentes para silenciamento génico utilizando siRNAs

Os siRNAs de interferéncia (do inglés, short interfering RNAS) e todos os
reagentes utilizados, foram adquiridos da empresa Santa Cruz Biotechnology. O
SiRNA de MT1-MMP (sc-41566) e o siRNA de CD147 (sc-35299) sdo um
conjunto de 3 siRNAs de 19-25 nucleotideos especificos para silenciar os
respectivos alvos em células de camundongos. Os frascos continham 3.3 nmol
de siRNA liofilizado, nos quais foi preparada uma solucado estoque de 10 uM,
apos adicdo de tampéo de diluicdo de siRNA (sc-29527), as solucdes foram
mantidas a 20 °C. Além dos siRNAs especificos, foi utilizado siRNA néo
especifico conjugado a FITC (sc-36869) a fim de determinar a eficiéncia da
transfeccdo por microscopia de fluorescéncia e siRNA-A ndo especifico (sc-

37007) para os testes de viabilidade e como controles.

Reagentes lipidicos séo utilizados para aumentar o acesso dos siRNAs
ao interior das células, contribuindo para o sucesso do silenciamento génico
(Barbosa & Lin, 2004). Neste trabalho, foi utilizado o reagente de transfecgéo
lipidico (sc-29528), para aumentar a eficiéncia da transfeccdo dos siRNAs para
MT1-MMP, CD147 e dos siRNAs controle. O meio de transfeccéo (sc-36868) foi

utilizado para o preparo de todas as solugoes.

4.6.2 Padronizacdo da transfeccdo de siRNA em Raw 264.7

Tendo como base o protocolo de transfeccdo disponibilizado pela Santa
Cruz Biothecnology, desenvolvemos um protocolo de silenciamento para a
linhagem de macrofago Raw 264.7 infectadas por T. gondii utilizando o siRNA
FITC controle a fim de determinar qual seria a concentracdo de siRNA e reagente

de transfeccdo necessarios para uma transfec¢cao mais eficiente.

Macrofagos Raw 264.7 foram plaqueados e infectados nas condi¢gOes descritas

no item 4.4. Apos 4 horas de infecgdo, 0 meio contido nos pocos foi descartado
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e substituido por meio de transfeccdo. Enquanto as células estavam incubadas
com meio de transfec¢éo, foram preparadas as seguintes solucoes:

e Solugéo A: Meio de transfeccéo + siRNA FITC. Concentragao final de
SiRNA utilizada: 0,2 uM ou 0,4 uM ou 0,8 uM

e Solugéo B: meio de transfeccéo + reagente de transfeccédo. Concentragao

final do reagente de transfeccao utilizada: 0,2 uM ou 0,4 pM.

ApoOs preparo das solucdes, a solucdo com siRNA FITC (Solucédo A) foi
adicionada a solugéo contendo reagente de transfeccéo (Solugéo B) e a mistura
foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente. Deste modo, foram
produzidas 6 solugdes AB: 0, 2 M A+ 0,2 uM B; 0,4 uM A + 0,2 uM B; 0,8 uM
A+0,2uyMB;02uMA+04uMB; 0,4 yM A +0,4 uM B; 0,8 uyM A + 0,4 uM B.

No decorrer do tempo de 1h de incubacao das solu¢des AB, os macrofagos
plaqueados foram lavados duas vezes com meio de transfec¢do. Apos lavagem,
0 meio de transfeccdo foi descartado dos pocgos e a solugcdo AB adicionada.
Apos 4 horas da adicdo da solucdo AB, laminas foram montadas e observadas
através da microscopia de fluorescéncia. Imagens foram obtidas através da

camera AxioCam utilizando o microscopio Axioplan - Carl Zeiss.

4.6.3 Transfeccao utilizando siRNAs especificos para MT1-MMP e CD147

Ao padronizar a metodologia de transfeccdo, todos os experimentos
utilizando siRNAs especificos para MT1-MMP e CD147 foram feitos nas

condicdes descritas como se segue:

Os macroéfagos foram plagueados e infectados como descrito no item 4.4.
Apos 4 horas de infeccéo, o meio contido nos pocos foi descartado e substituido
por meio de transfeccdo. Enquanto as células estavam incubadas com meio de
transfeccéo, foram preparadas as seguintes solucdes:

e Solugao A: 250 pl de meio de transfecgéo + 20 pl siRNA para MT1-MMP
ou CD147. Concentracao final de siRNAs utilizada: 0,8 yM

e Solucgéo B: 250 pl de meio de transfeccao + 20 pl reagente de transfeccgao.

Concentracao final do reagente de transfeccéo utilizada: 0,4 uM
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Apos preparo das solucdes, a solugdo A foi adicionada a solucdo B, e a
solucdo AB foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente. No decorrer
do tempo de 1h de incubacdo com a solu¢cdo AB, os macrofagos plaqueados
foram lavados duas vezes com meio de transfeccdo. Apos lavagem, o meio de
transfeccéo foi descartado dos poc¢os e a solugédo AB adicionada. Deste modo,
a solucdo AB foi adicionada nos poc¢os 6h apos infeccdo de T. gondii. Apos 4
horas de incubacéo, a solucdo AB foi retirada dos pocos e substituida por meio
RPMI suplementado com 20% de SFB.

Apéds 18 horas da adicdo da solucdo AB nos pocos (24 h de infeccao), foi
avaliada a expressdo de MT1-MMP e CD147 nos macrofagos infectados por

microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo.

Para todos os experimentos com siRNAs foram utilizados como controles:
macrofagos infectados com T. gondii e ndo infectados sem tratamento com
siRNAs, e macrofagos ndo infectados com tratamento com siRNAs. Foram
realizadas triplicatas em trés ocasides independentes.

4.7 Avaliacdo da viabilidade celular por metabolizacdo do MTT apds
tratamento com siRNA-A e com inibidores de furina e y-secretase.

A viabilidade das células Raw 264.7 infectadas por T. gondii apés
tratamentos utilizando siRNA-A (controle negativo) e inibidores foi avaliada
através do microensaio colorimétrico utilizando MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazoélio) (Sigma, M2128). Tal metodologia foi descrita por
Mosmann (1983), e consiste na redugéo do MTT a formazam, composto de cor
purpura, pela succinato desidrogenase mitocondrial.

O siRNA controle (sc-37007) foi utilizado para verificar se a metodologia
padronizada e descrita no item 4.6.3 poderia interferir na viabilidade celular. Este
siRNA é um controle negativo para experimentos de transfec¢céo, que consiste
em uma sequéncia codificada que ndo conduzird a degradacdo especifica de
gualguer mensagem celular.

O inibidor de furina convertase foi utilizado nas concentragbes de 1 uM, 2
MM e 4 uM e o inibidor de y-secretase nas concentracdes de 20 uM e 40 uM, a
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fim de determinar a concentracdo a ser utilizada em todos os experimentos
subsequentes.

Apo6s 18 horas de transfeccdo ou 24 horas do tratamento com inibidores,
foram adicionados 50 puL de MTT (Sigma, 5 mg/mL) para 500 pL de cultivo em
cada poco. As placas foram mantidas na estufa por 4 horas. Apos esse periodo
foram retirados 450 L do sobrenadante de cada poco e depois adicionados 250
puL de uma solucéo de acido cloridrico com isopropanol, homogeneizando bem
até a completa dissolucao dos cristais de sal formados.

A placa de 24 pocos foi lida em espectrofotdmetro (MULTISKAN-EX)
utilizando o comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram analisados
através da avaliacdo da absorbancia de cada poc¢o e os experimentos realizados

em triplicatas.

4.8 Analise da expressado de MT1-MMP, CD147 e ADAM-10 por microscopia
de fluorescéncia

Para todos os experimentos de microscopia de fluorescéncia foram
inseridas nos pogos das placas, laminulas circulares estéreis de 13 mm
(Glasscyto) antes do plagueamento dos macréfagos. As amostras ndo tratadas
ou as tratadas com siRNAs e inibidores, bem como os controles nédo infectados,
foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 1% durante 30 min. Na
sequéncia, foram lavadas por trés vezes com PBS e bloqueadas com solugéo
de PBS com cloreto de aménio (50 mM) por mais 30 min. Apds esse tempo, as
amostras foram lavadas trés vezes com solucédo de PBS suplementado com 1%
de albumina de soro bovino (BSA) (SIGMA).

Anticorpos primarios especificos (anti-MT1-MMP ou anti-ADAM-10 ou
anti-CD147 descritos no item 4.2) foram adicionados a amostra. Apés 1 hora, as
amostras foram lavadas por trés vezes, e incubadas por mais 1 hora com
anticorpo anti-T. gondii (item 4.2). A utilizagdo do anticorpo anti-T. gondii foi feita

apenas para os experimentos de cinética em macroéfagos infectados.

Posteriormente, apds trés lavagens com PBS/BSA 1%, 0 anticorpo
secundario suino anti-lgG de cabra conjugados a Alexa Fluor 568 (item 4.2) foi

adicionado. Para os experimentos de cinética, apos periodo de incubacéo (1 h)
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e lavagens, amostras também receberam anticorpo de cabra anti-IgG de
camundongo conjugado a FITC (item 4.2).

Para a incubacéo das amostras com os anticorpos, foi colocado uma folha
de parafilme sobre a tampa de uma placa de 24 pocos, e 50 ul de cada um dos
anticorpos adicionados sobre esta tampa previamente envolta pelo parafiime. Na
sequéncia, as laminulas contendo as amostras foram retiradas dos pocos e
colocadas em contato direto com os anticorpos. Apos 1h de incubacao com cada
anticorpo, as laminulas retornavam aos pocos, onde eram lavadas por trés vezes
com PBS/BSA 1%.

Ao final das lavagens, as laminulas foram retiradas da placa e coladas,
com a face superior voltada para baixo, por meio de 10 pl de solugéo anti-
desbotamento Prolong™ Gold com DAPI (Life Technologies) em laminas,
previamente limpas em alcool 70%. As laminas foram mantidas a temperatura
ambiente ao abrigo da luz por 24 horas.

Decorrido este tempo, as laminulas foram observadas utilizando o
microscopio optico Axioplan (Zeiss), em objetiva de 40 X e 100 X. As imagens
digitais foram capturadas com uma camera AxioCam Mrc5 (Axiovision system -
Zeiss) e sobrepostas utilizando o software do microscépio AxioVision. Para cada
laminula observada, foram fotografados 05 campos aleatérios em trés
experimentos independentes.

Esta metodologia foi realizada no Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual, da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, com a
colaboracéo do prof. Renato DaMatta.

4.8.1 Mensuracgéo da fluorescéncia de MT1-MMP, CD147 e ADAM-10

Todas as imagens sobrepostas foram analisadas no software ImageJ
(v1.51g, NIH), a fim de quantificar os niveis de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147
nos macrofagos. As imagens obtidas com objetiva de 40 x foram trabalhadas nas
seguintes condic¢des: Inicialmente, utilizando a ferramenta image — color - Split
channels, foram produzidas imagens em 8 bit com os filtros vermelho, verde e
azul. A imagem com filtro vermelho foi selecionada, visto que todas as proteinas

de interesse sdo detectadas no filtro vermelho. Na sequéncia, cada célula foi
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selecionada utilizando a ferramenta freehand selections. Apds esboco feito
contornando a célula, foram mensuradas a area, a fluorescéncia média e a
densidade integrada através da ferramenta analyze — meansure (Figura 7). Além
disso, foram selecionadas e mensuradas regides proximas as células, que néo

possuiam fluorescéncia (background), como controle negativo.

¢ Results
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Figura 7. Imagem representativa da andlise realizada no ImageJ para quantificar
fluorescéncia. A e C) Imagens sobrepostas obtidas por microscopia em aumento de 40x.
B e D) Imagens geradas ap6s selecdo do canal vermelho de interesse (8 bit); célula
selecionada; mensuracé@o da area, média de fluorescéncia e densidade integrada. A e
B) expressdo de CD147 em macroéfagos infectados. C e D) expressdo de CD147 em
macrofagos néo infectados.

A partir destes dados, a fluorescéncia celular corrigida total (TCCF) foi

calculada com a seguinte formula:

TCCF = densidade integrada - (a4rea da célula selecionada x média de
fluorescéncia do background).

Para cada tratamento, foram selecionadas 5 imagens obtidas de 3

experimentos independentes. Para cada imagem foram escolhidas de maneira
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aleatoria 8-10 células, de modo que, para cada tratamento foram feitos céalculos
de TCFF em 25-40 células. Os gréaficos e a andlise estatistica (testes t de Student

nao parametrico bicaudal) foram realizados utilizando GraphPad Prism 5.

A mensuracdo da fluorescéncia foi realizada com base nos seguintes
trabalhos: Burgess et al.,, 2010; Gavet e Pines, 2010; Potapova et al., 2011,
McCloy et al., 2014.

4.9 Andlise da expressdo de MT1-MMP por Citometria de Fluxo

Apbés 24 horas com os diferentes tratamentos, amostras (1x10°
células/poco) foram retiradas dos pocos por raspagem com auxilio de embolo de
seringa e placa sobre gelo, centrifugadas a 500 g, por 10 min a 4 °C, lavadas por
duas vezes com PBS gelado e bloqueadas com solu¢édo de PBS/BSA 1% gelado
por 30 min antes da adicdo dos anticorpos primarios.

Para analise da expressdo de MT1-MMP foram utilizados anticorpos
primarios (item 4.2) revelados com sistema de amplificacdo com anticorpo
biotinilado e streptavidina PE-Cy5 (item 4.2). Todas as amostras foram
incubadas com anticorpos a 4 °C por 1 hora, com duas lavagens com PBS/BSA
1% a cada intervalo.

Ap6s marcacdo, células foram lavadas e fixadas em solucdo de
paraformaldeido a 1%, mantidas ao abrigo da luz, seguida de andlise imediata
por citometria de fluxo (BD FACScalibur — Fluorescence Activated Cell Sorter),
no Laboratoério de Biologia do Reconhecer, da UENF. Foram analisados entre
10,000-15,000 eventos. Os histogramas foram obtidos utilizando WinMDI 2.8
software.

4.10 Andlise da capacidade de adeséo e transmigracdo de macrofagos in

vitro (Transwell assay)

A infeccdo com T. gondii foi feita em tubos tipo Falcon de polipropileno (15
ml) na proporcéo de 3:1 (parasitos:celula), por um periodo de 1h a temperatura
ambiente. Em seguida as células foram centrifugadas a 500 g por 10min e

ressuspensas em RPMI com 2% de SFB. Para as amostras tratadas com os
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inibidores de furina e y-secretase, células apdés 1h de infec¢cdo foram
ressuspensas com as concentracdes de 2 uM e 20 uM respectivamente.

Na placa de 24 pocos, as células foram distribuidas em insertos com
membranas transwell com poros de 8,0 um (ThinCertTM- Pore@ 8.0 um/ Greiner
bio-one) cobertas com camada uniforme de Matrigel™ (BD Matrigel™ Basement
Membrane Matrix). O preparo do Matrigel™ foi feito seguindo as recomendagdes
do fabricante. Na parte inferior dos insertos foi adicionado meio RPMI contendo

20% de SFB, como um quimioatraente.

Para as amostras transfectadas com siRNAs para MT1-MMP e CD147,
apos 4 horas da adicao das células nos insertos, foram feitos os procedimentos
descritos no item 4.6.3. ApOs 24 horas de infeccdo, todas as amostras que
receberam os diferentes tratamentos nos insertos, foram lavadas por trés vezes
com PBS para retirar as células que ndo transmigraram. Além disso, foi utilizado
um swab, com cuidado para ndo soltar as células que estavam fortemente
aderidas na membrana transwell. Na sequéncia, as membranas foram fixadas

com paraformaldeido 2%.

Para a visualiza¢éo por microscopia Optica, os insertos foram lavados com
PBS e em seguida foi adicionada solucdo de cristal violeta a 0,5% por 15
minutos. Passado esse tempo, os insertos foram lavados com agua corrente.
Apds a secagem dos insertos, a temperatura ambiente, as membranas transwell
com Matrigel™ foram recortadas dos insertos com lamina de bisturi, montadas
sobre laminas contendo glicerol e cobertas com laminulas. A face da membrana
que continha matigel™ foi fotografada em 03 campos aleatorios com a camera
AxioCam Mrc5 (Axiovision system - Zeiss) com objetiva de 40 x, em sistema
AxioVision (Zeiss). As células transmigradas foram contadas em 5 imagens de 3
experimentos independentes. A média de células por tratamento e gréaficos foram
realizados utilizando GraphPad Prism 5.
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4.11 Anélise estatistica

As andlises foram realizadas usando o GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Os valores estdo expressos como
meédia, desvio padrdo (DP) ou numeros absolutos. Todos os dados foram
analisados pelo Teste t de student ndo paramétrico bicaudal utilizando o software
Prism. Os gréaficos foram montados com intervalo de 5 a 95% de confianca e o

valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5. Resultados

5.1 T. gondii aumenta a expressdao de MT1-MMP, CD147 e ADAM10 em
macrofagos.

A analise da expressdo das proteinas de interesse em macrofagos da
linhagem Raw 264.7 infectados por T. gondi, foi realizada por
imunofluorescéncia para MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 e citometria de fluxo
para MT1-MMP. Macrofagos Raw 264.7 ndo infectados foram utilizados como
controle negativo da expresséo destas moléculas.

O padréo de expressédo das proteinas de interesse apés 1 h, 6 h, 12 h e
24 h de infeccao foi avaliado de maneira qualitativa através das imagens obtidas
por microscopia de fluorescéncia. O nucleo das células foi marcado por DAPI
(azul) e as proteinas de interesse, analisadas individualmente, marcadas por
Alexa Fluor 568 (vermelho). Além disso, para o experimento de cinética de
expressdo, os taquizoitos de T. gondii foram marcados por FITC (Verde). A
fluorescéncia, por célula, das proteinas marcadas com Alexa Fluor 568 foi
mensurada apos tratamento das imagens no software ImageJ e calculo da
fluorescéncia celular corrigida total (TCCF).

A expressdo de MT1-MMP apo6s 24 horas de infeccdo também foi
quantificada por citometria de fluxo. O grafico demonstra os parametros de
intensidade de fluorescéncia vermelha, pela marcacédo de MT1-MMP por PE-Cy5
(FL4) e quantidade de células. Levando em consideracdo que o detector FSC
correlaciona-se com o volume celular, e 0 SSC depende da complexidade interna
da particula como forma do nucleo, quantidade e tipo dos granulos
citoplasmaticos, foi definida uma janela de andlise sobre a regido
correspondente a subpopulagéo de interesse a fim de maximizar a selecéo de
células que tivessem sido infectadas pelo parasita (maior granulosidade).

Os resultados de cada uma das proteinas investigadas (MT1-MMP,
ADAM-10 e CD147), obtidos ap0s analises qualitativas e quantitativas do perfil
de expressdo nos macrofagos, sdo apresentados nos proximos topicos. Nossos
dados demonstram que a infec¢do por T. gondii aumenta a expressao de todas

essas moléculas envolvidas na migragao celular.
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Através do ensaio de imunofluorescéncia, foi possivel analisar a
distribuicdo de MT1-MMP em macro6fagos Raw 264.7 durante as primeiras 24
horas de infeccdo por T. gondii. Na figura 8 A € demonstrado, por imagens
representativas, o aumento da expressdao de MT1-MMP (vermelho) em
macréfagos durante 1 h, 6 h, 12 h e 24 h de infec¢do. E em contrapartida, o grupo
controle ndo infectado, ndo apresenta expressdo desta molécula em nenhum
tempo avaliado. O aumento do numero de parasitas (verde) por célula no
decorrer da infeccéo, parece estar diretamente relacionado com o aumento da
expressdo desta metaloproteinase, visto que € observado sobreposicdo da

marcacao vermelha e verde (laranja).

Através da mensuracao da fluorescéncia relativa, figura 8 B, observa-se
que a expressao de MT1-MMP permanece constante nas primeiras 6 horas de
infeccdo. No entanto, no periodo entre 6 a 12 horas de infeccdo € possivel
observar aumento significativo da expressao desta molécula. Entre 12 e 24 horas
de infeccdo, a expressdo de MT1-MMP é elevada, mas ndo sofre variacdo

significativa.

Analisando a figura 8 A, pode-se observar que o0s taquizoitos de T. gondii
foram marcados com o fluorocromo Alexa Fliuor 568 (vermelho). Afim de
confirmar a expressado desta proteina sobre o parasita, foi realizado um novo
ensaio de microscopia de fluorescéncia no tempo de 24 horas de infeccdo sem
a utilizacdo do anticorpo especifico para T. gondii e secundario conjugado a
FITC. A figura 9, apresenta imagens obtidas de trés ensaios independentes, e
confirma a presenca de MT1-MMP em taquizoéitos de T. gondii, além disso essa

metaloproteinase pode ser encontrada na membrana celular e difusa no
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citoplasma ou condensada em regifes como a perinuclear nos macréfagos

infectados.
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Figura 8. Expressao de MT1-MMP em macréfagos ap6s 1 h, 6h, 12 h e 24 h de infeccéo
por T. gondii (Tg). Macréfagos néo infectados foram utilizados como controle. A)
Microscopia de fluorescéncia, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), nicleo celular
(DAPI - azul) e T. gondii (FITC - verde). 100x. B) Média da intensidade da fluorescéncia
(A.U) mensurada através do célculo da fluorescéncia celular corrigida total (TCCF). O
Teste t de Student foi aplicado para determinar a relevancia estatistica. Foi

demonstrado um valor significativo (*)
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Figura 9. Aumento da expressdo de MT1-MMP em macrofagos apés 24 h de infecgéo por
T. gondii (Tg). Macrofagos nédo infectados utilizados como controle. Microscopia de
fluorescéncia, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 - vermelho), nucleo celular (DAPI - azul). 100x.
MF: Microscopia de fluorescéncia; DIC: Microscopia de Contraste Diferencial Interferencial

(DIC). Setas indicam expresséo de MT1-MMP
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A citometria de fluxo, feita apds 24 horas de infec¢do, corrobora com os
resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia, ao demonstrar que a
maioria dos macrofagos infectados apresentam super-expressao de MT1-MMP

guando comparados ao grupo controle néo infectado por T. gondii (Figura 10).
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Figura 10. Citometria de fluxo para andlise da expressdo de MT1-MMP em macro6fagos
apos 24 horas de infecgdo por T. gondii. Analise da expressao realizada em células
infectadas por T. gondii (3:1) comparadas ao controle ndo infectado. Relag&o entre a
intensidade de fluorescéncia através da marcacdo de MT1-MMP com PE-CY5 (eixo X)

e quantidade de células (eixo Y)
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Seguindo a metodologia proposta, observou-se que a infeccédo por T.
gondii também aumenta a expressao de ADAM-10 em macrofagos, durante 1 h,
6 h, 12 h e 24 h de infeccéo, quando comparado ao controle ndo infectado (Figura
11 A). Entre 6 h e 24 h ha aumento significativo da expressao desta molécula
nas culturas infectadas (11 B). O aumento da expressdo parece estar
relacionado com o aumento do numero de parasitas no decorrer do tempo da

infeccéo, visto que € observado sobreposicao dos corantes (laranja) (11 A).
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Figura 11. Expressdo de ADAM-10 em macréfagos apos 1 h, 6 h, 12 h e 24 h de
infeccdo por T. gondii (Tg). Macréfagos néo infectados utilizados como controle. A)
Microscopia de fluorescéncia, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), nicleo celular
(DAPI - azul) e T. gondii (FITC - verde). 100x. B) Média da intensidade da
fluorescéncia (A.U) mensurada através do TCCF. O Teste t de Student foi aplicado

para determinar a relevancia estatistica. Foi demonstrado um valor significativo (*)

Analisando a microscopia de fluorescéncia e a sobreposi¢cdo destas

imagens com DIC (figura 12), nota-se que ADAM-10 é super-expressa e
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encontra-se em maior concentragdo na membrana plasmatica dos macrofagos
infectados. Também ¢é possivel observa-la difundida ou condensada no

citoplasma destas células.
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Figura 12. Aumento da expresséo de ADAM-10 em macrofagos apés 24 h de infecgdo
por T. gondii (Tg). Macrofagos nédo infectados foram utilizados como controle.
Microscopia de fluorescéncia, ADAM-10 (Alexa Fluor 568 - vermelho), nlcleo celular
(DAPI - azul). 100x. MF: Microscopia de fluorescéncia; DIC: Microscopia de Contraste

Diferencial Interferencial (DIC)
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Para verificar se a infeccédo por T. gondii € capaz de induzir a expressao
do indutor de metaloproteinases, CD147, em macrdfagos murinos, foi realizada
a marcacao com Alexa fluor 568 a fim de demonstrar a possivel expressao desta
proteina nas primeiras 24 horas de infeccéo.

Como observado na figura 13, a expressao desta glicoproteina de
membrana aumenta de maneira progressiva e proporcional ao tempo de
infeccdo e quantidade de parasita por célula, diferente do controle que apresenta
nivel basal em todos os tempos avaliados. A analise estatistica demonstra que

a expressédo aumenta de maneira significativa entre os tempos de 1 h e 24 h de

infeccéo.
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Figura 13. Expressédo de CD147 em macréfagos apds 1 h, 6h, 12 h e 24 h de infec¢do
por T. gondii (Tg). Macré6fagos nao infectados foram utilizados como controle. A)
Microscopia de fluorescéncia, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), nicleo celular (DAPI
- azul) e T. gondii (FITC - verde). 100x. B) Média da intensidade da fluorescéncia (A.U)
mensurada por TCCF. O Teste t de Student foi aplicado para determinar a relevancia

estatistica. Foi demonstrado um valor significativo (*)
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A andlise das imagens de fluorescéncia, com dupla marcacgéo (vermelho
e azul) e sobreposi¢cdo com DIC, demonstram que CD147 é fortemente expressa
nas areas marginais dos macréfagos infectados. Também é possivel observar

regides da membrana com maior concentracdo desta molécula (figura 14).
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Figura 14. Aumento da expressdo de CD147 em macrofagos Raw 264.7 apos 24 h de
infeccdo por T. gondii (Tg). Macréfagos ndo infectados utilizados como controle.
Microscopia de fluorescéncia, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), nacleo celular (DAPI -
azul). 100x. MF: Microscopia de fluorescéncia; DIC: Microscopia de Contraste Diferencial

Interferencial (DIC)
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5.2 Efeito dos inibidores de furina convertase e Yy-secretase nos
macrofagos infectados por T. gondii.

A sintese de metaloproteinases inativas, na forma de zimogénios,
permite que a atividade proteolitica das células seja regulada, prevenindo a
degradacdo de substratos de maneira inadequada. Para analisar as possiveis
vias de regulacao/processamento envolvidas na ativacdo dos zimogénios de
MT1-MMP e ADAM-10 em macrofagos infectados, e na expressao de CD147,
que ndo possui atividade enzimatica, foram utilizados inibidores de furina e y-
secretase.

Inicialmente, a concentracéo dos inibidores foram selecionadas através
do teste de viabilidade, MTT. O teste MTT funciona como um indicador de
sobrevivéncia e / ou crescimento celular, ele determina a presenca de células
vivas com mitocOndrias funcionais e pode ser utlizado para detectar
citotoxicidade e crescimento celular. Através deste ensaio, foi avaliado o efeito
de trés concentracfes do inibidor de furina ou duas do inibidor de y-secretase
em macrofagos infectados ou néo infectados por T. gondii.

Como observado na figura 15, o inibidor de furina, nas concentragdes
de 1 uM e 2 pM, néo interferiu na viabilidade dos macrofagos Raw 254.7 apds
24 horas de tratamento. No entanto, na maior concentracao testada, reduziu em
aproximadamente 35 % a viabilidade celular tanto em macrofagos néo infectados
gquanto em macrofagos infectados por T. gondii. O inibidor de y-secretase
apresentou efeito similar sobre macréfagos infectados e nao infectados, ndo
interferindo, de maneira significativa, na viabilidade das células nas

concentracOes testadas (Figura 16).
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Figura 15. Efeito do inibidor de furina convertase na viabilidade de macréfagos nao
infectados e infectados por T. gondii. Avaliacdo da viabilidade pelo ensaio de MTT
apos 24 h de tratamento (n=3). Inibidor adicionado 1 hora apés infec¢éo. Meio RPMI

utilizado como controle
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Figura 16. Efeito do inibidor de y-secretase na viabilidade de macréfagos néo infectados
e infectados por T. gondii. Avaliacdo da viabilidade pelo ensaio de MTT apos 24 h de
tratamento (n=3). Inibidor adicionado 1 hora apés infec¢do. Meio RPMI utilizado como

controle

A partir da avaliacdo da viabilidade dos macrofagos infectados por T. gondii
frente as diferentes concentracdes dos inibidores, foi possivel escolher as
concentragcbes que foram utilizadas nos ensaios subsequentes. Analisando os
graficos de viabilidade foram escolhidas as concentracdes de 2 uM e 20 uM para

furina e y-secretase, respectivamente.
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5.2.1 Efeito dos inibidores de furina convertase e Yy-Secretase no
processamento de MT1-MMP, ADAM-10 e na expressao de CD147.

A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos por microscopia de
fluorescéncia. As imagens obtidas e o teste estatistico feito através da
mensuragao da fluorescéncia relativa permitem analisar o efeito dos inibidores
de furina convertase e y-secretase sobre o perfil de expressdo de MT1-MMP,
ADAM-10 e CD147 na superficie de macrofagos apos 24 h de infecgcéo por T.
gondii.

5.2.1.1 Furina convertase pode participar do processamento de MT1-MMP

em macrofagos infectados por T. gondii

A figura 17 A, demonstra o perfil de expressdao de MT1-MMP em
macrofagos infectados apds tratamento com inibidor de furina através de
imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia utilizando anticorpo primario
especifico para a proteina de interesse e secundario conjugado a Alexa Fluor
568 (Vermelho). Nela é possivel observar que o tratamento com inibidor de furina
reduz a expressao de MT1-MMP na superficie dos macrofagos infectados por T.
gondii, de maneira significativa como demonstrado na figura 17 B. Este resultado
sugere que o processamento de MT1-MMP em macréfagos infectados por T.
gondii € dependente da ativacdo por furina-convertase, com perfil de
processamento similar ao demonstrado na literatura para células metastaticas
com alta expressédo desta molécula.

Diferente do efeito observado para expressao de MT1-MMP, o inibidor
de furina é capaz de aumentar de maneira significativa a expressao de ADAM-
10 na membrana plasmatica das células infectadas apos 24 horas de tratamento
(Figura 18). A regulacao positiva ap6és inibicao da sinalizacao por furina pode ser
um indicativo da participacdo de MT1-MMP na regulacdo da expressao desta

molécula.
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Figura 17. Expressao de MT1-MMP em macro6fagos infectados por T. gondii (Tg) apds
24 horas de tratamento com inibidor de furina convertase (2 uM). Macréfagos infectados
utilizados como controle positivo da expressado e macrofagos nao infectados e tratados
como controle negativo. A) Microscopia de fluorescéncia, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 -
vermelho) e nacleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da fluorescéncia
(A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do célculo da fluorescéncia celular corrigida
total (TCCF). Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado para determinar a

relevancia estatistica



71

MF + DIC

o
@]
—
e
c
o]
o
B ADAM-10
*kk *kk
5 80000-
$ —
20 S 60000
o [
o @
8 © 40000~
3 S
E i
= 2 200001
£ =0 b
¢ o : . T
© )
& b°« Qob&
[ 0'0 ol
@ &
\Q x

Infectado + Inibidor Furina

Figura 18. Expressdo de ADAM-10 em macréfagos infectados por T. gondii (Tg) apés
24 horas de tratamento com inibidor de furina convertase, (2 yuM). Macréfagos infectados
utilizados como controle positivo da expressao e macrofagos nao infectados e tratados
como controle negativo. A) Microscopia de fluorescéncia, ADAM-10 (Alexa Fluor 568 -
vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da fluorescéncia
(A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do calculo da fluorescéncia celular corrigida
total (TCCF). Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado para determinar a

relevancia estatistica
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Figura 19. Expresséo de CD147 em macrofagos infectados por T. gondii (Tg) apés 24
horas de tratamento com inibidor de furina convertase, (2 uM). Macréfagos infectados
utilizados como controle positivo da expressdo e macrofagos nao infectados e tratados
como controle negativo. A) Microscopia de fluorescéncia, CD147 (Alexa Fluor 568 -
vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da fluorescéncia
(A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do calculo da fluorescéncia celular corrigida
total (TCCF). Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado para determinar a

relevancia estatistica
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5.2.1.2. y-Secretase pode participar do processamento de ADAM-10 em
macrofagos infectados por T. gondii

Ao utilizar o inibidor de y-secretase, indiretamente pretende-se inibir a
via de sinalizagdo Notch. Esta via pode ser regulada por ADAM-10, visto que
Notch & um substrato desta molécula. Ao clivar o ectodominio de Notch atraves
do complexo y-secretase, ADAM10 promove a liberacdo de um fragmento
extracelular soltvel e um dominio intracelular citosolico que sera responsavel por
toda sinalizac&o intracelular Notch.

Através da microscopia de fluorescéncia para analise da expressao de
ADAM-10, foi demonstrado que o complexo y-secretase pode estar envolvido na
atividade desta metaloproteinase super-expressa em macréfagos infectados por
24 horas com T. gondii. O inibidor DAPT, especifico para y-secretase foi capaz
de reduzir significativamente a expressdo de ADAM-10 na superficie dos
macréfagos infectados quando comparados aos macrofagos infectados que nédo
receberam este tratamento (Figura 20). Em contrapartida, este inibidor nao foi
capaz de interferir na expressado de MT1-MMP ou de CD147 (Figura 21 e 22) na
concentracdo testada, sugerindo que estas moléculas possam se tornar ativas

independente do complexo y-secretase.
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Figura 20. Expressdo de ADAM-10 em macrofagos infectados por T. gondii (Tg) apés
24 horas de tratamento com inibidor de y-secretase (DAPT — 20 uM). Macr6fagos
infectados utilizados como controle positivo da expressao e macrofagos néo infectados
e tratados como controle negativo. A) Microscopia de fluorescéncia, ADAM-10 (Alexa
Fluor 568 - vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da
fluorescéncia (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do célculo da fluorescéncia
celular corrigida total (TCCF). Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado
para determinar a relevancia estatistica
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Figura 21. Expressao de MT1-MMP em macro6fagos infectados por T. gondii (Tg) apds
24 horas de tratamento com inibidor de y-secretase (DAPT — 20 uyM). Macréfagos
infectados utilizados como controle positivo da expressao e macrofagos nao infectados
e tratados como controle negativo. A) Microscopia de fluorescéncia, MT1-MMP (Alexa
Fluor 568 - vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da
fluorescéncia (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do célculo da fluorescéncia
celular corrigida total (TCCF). Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado

para determinar a relevancia estatistica
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Figura 22. Expressédo de CD147 em macrofagos infectados por T. gondii (Tg) apés 24
horas de tratamento com inibidor de y-secretase (DAPT — 20 pM). Macréfagos
infectados utilizados como controle positivo da expressao e macrofagos nao infectados
e tratados como controle negativo. A) Microscopia de fluorescéncia, CD147 (Alexa Fluor
568 - vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da
fluorescéncia (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do célculo da fluorescéncia
celular corrigida total (TCCF). Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado

para determinar a relevancia estatistica
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5.2.2 Furina convertase e y-Secretase sdo necessarias para promover a
invasao/migracdo de macréfagos infectados por T. gondii em matriz

extracelular tridimensional

Pesquisas prévias mostram que as vias de furina e y-secretase estédo
envolvidas na invasao tumoral e metastase. Para investigar o efeito da inibi¢cdo
de furina e y-secretase na migracao e invasao de células Raw 264.7 infectadas
por 24 h com T. gondii, foi realizado o ensaio de migracdo em sistema transwell
para avaliar a invasividade destas células sobre uma matriz tridimensional que
mimetiza a membrana basal (Matrigel™) e a influéncia das metaloproteinases
expressas / secretadas por estas células neste mecanismo.

As células Raw 264.7 infectadas por T. gondii e tratadas com os
inibidores de furina e y-secretase 1 hora apés a infec¢cdo, mostraram capacidade
de invasao significativamente menor em comparagdo com as células infectadas
sem o tratamento (Figura 23 B). As imagens representativas obtidas por
microscopia Optica demonstram uma reducdo acentuada na quantidade de
células infectadas aderidas a matriz 3D apOs tratamento com os inibidores
(Figura 23 A). Os controles com células ndo infectadas ndo apresentaram
capacidade de invasédo e alteragdo no padrao de migracédo apés 24 horas.

Esses dados indicam que os inibidores de furina e y-secretase podem
inibir significativamente a migragéo in vitro e a invasdo de células Raw 264.7
infectadas por T. gondii, sugerindo a participacdo de metaloproteinases

expressas e secretadas neste processo.
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Figura 23. Efeito dos inibidores de furina e y-secretase (DAPT) sobre a invaséo de
macréfagos infectados por T. gondii, utilizando matriz 3D (Transwell assay). Macrofagos
tratados com inibidor DAPT ou Furina por 24 horas. Células nédo infectadas utilizadas
como controle. A) Células invasivas coradas com cristal violeta (roxo) e imagens obtidas
por microscopia Optica de campo claro. Foi utilizada objetiva de 40x B) Analise
estatistica apos quantificacdo das células invasivas a partir de 3 imagens independentes
(n = 3). Objetiva de 20x. Foi realizado Teste T de Student n&o paramétrico bicaudal para

determinar a relevancia estatistica
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5.3 Silenciamento génico de MT1-MMP e CD147 por siRNA em macroéfagos
murinos infectados por T gondii.

A seguir, serdo apresentados os resultados da padronizacdo da
transfeccdo de siRNAs, bem como a eficiéncia dos siRNAs especificos para
MT1-MMP e CD147 em reduzir a expressao destas moléculas, em macréfagos
Raw 264.7 infectados por T. gondii.

5.3.1 Padronizacédo in vitro da transfeccdo de siRNA em macrofagos

infectados por T gondii.

O RNA de interferéncia (RNAi) emergiu como um poderoso método para
modular a expressao génica/proteica. Desde o primeiro relato em 1998
(MEISTER et al., 2004), essa metodologia se expandiu para todos os campos da
biologia, e € amplamente utilizada em estudos para rastreio da funcionalidade
de genes (GONC2ZY et al., 2000).

Neste trabalho foi utilizado uma combinacédo de trés siRNAs de interferéncia
de 19 a 25 nucleotideos especificos para silenciar a expresséo génica de MT1-
MMP ou de CD147 em macréfagos murinos infectados por T. gondii (RH). Os
siRNAs, correspondem as fitas sense e antisense do RNA alvo e se associam a
proteinas celulares formando um complexo chamado RISC (RNA Interference
Specificity Complex). Uma helicase presente no complexo abre a dupla-fita dos
siRNAs, de forma que a fita antisense guie o complexo até o0 mRNA (RNA
mensageiro) alvo. Uma endorribonuclease, também presente no complexo, cliva
e degrada o mRNA (WITTRUP e LIEBERMAN, 2015).

O processo de entrada de acidos nucleicos através da membrana celular do
hospedeiro, chama-se transfeccao (ZHANG et al., 2009). Para que a transfeccao
dos siRNAs seja eficiente, é necessaria utilizacdo de componentes lipidicos
(PAUL et al., 2002). Estes sao fundamentais para o sucesso da transfec¢éo pois
contém subunidades lipidicas que formam lipossomos que interagem com

siRNAs negativamente carregados impedindo a repulsdo eletrostatica na
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membrana celular, o que facilita o acesso do siRNA ao interior da célula
(BARBOSA e LIN, 2004).

Como fagocitos profissionais, macréfagos sdo dotados de enzimas que
podem perturbar a integridade do acido nucleico e fazer a transfeccéo de genes
nessas ceélulas ineficiente. Isso € especialmente verdadeiro nos macrofagos
ativados que sofrem maturacdo apds exposicdo a estimulos imunitarios ou
inflamatorios (ZHANG et al., 2009). Por este motivo, linhagens como a Raw
264.7 sdo em particular muito dificeis de transfectar (CARRALOT et al., 2009).

Tendo como base o protocolo de transfeccéo, disponibilizado pela Santa Cruz
Biothecnology e o trabalho desenvolvido por Carralot e colaboradores (2009) que
fizeram um estudo de procedimentos para otimizar a transfeccdo em macrofagos
Raw 264.7, foi desenvolvido um protocolo de silenciamento para a linhagem de
macréfago Raw 264.7 infectadas por T. gondii utilizando siRNA conjugado a
FITC nao especifico (controle), a fim de determinar qual seria a concentracéo de
siRNA e de reagente lipidico necessarios para uma transfec¢éo mais eficiente.

Iniciamente, a fim de verificar qual seria a concentracdo de siRNA eficiente
para transfeccao, foram utilizadas concentracdes do controle siRNA (conjugado
a FITC): 0.2 uM ou 0.4 uM ou 0.8 uM e 0.4 uM ou 0.8 uM do reagente lipidico
em células Raw 264.7 ndo infectadas. A microscopia de fluorescéncia foi
realizada apds 4h de transfeccédo (Figura 24). Na figura 25 € demonstrada a
combina¢do com maior eficiéncia de transfeccdo: 0.8 uM de siRNA e 0.4 uM de
reagente lipidico quando comparada ao controle ndo transfectado. A selecao das
concentracdes teve como parametro a intensidade da fluorescéncia das imagens
nos tratamentos do experimento anterior e a viabilidade das células apos 24

horas de transfeccéo.

Para verificar se a eficiéncia de transfeccdo era a mesma em macrofagos
infectados por T. gondii, 0 mesmo protocolo foi realizado apds 8h de infeccéo
utilizando a proporgéo de 3 parasitas por célula (3:1). A eficiéncia da transfeccéo
€ demonstrada por imagens representativas obtidas por microscopia na figura
26 e demonstra que apos 4h de transfeccdo ha presenca de siRNA no interior

das células.
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Figura 24. Células Raw 264.7 transfectadas com diferentes concentracdes de siRNA-A
e reagente lipidico. Macréfagos transfectados com as concentragdes de 0,2 uM ou 0,4
MM ou 0,8 uM de siRNA-A e 0,4 uM ou 0,8 uM de reagente de transfecgao (lipidico).
Imagens foram obtidas através de camera AxioCam utilizando o microscopio invertido

Zeiss Axiovision, apoés 4 horas de transfecgéo. Objetiva de 20x

Controle siRNA-A FITC

W Vi

Figura 25. Padronizacdo da transfeccdo de siRNA em macréfagos murinos. Células
Raw 264.7 foram transfectadas com a concentracao de 0,8 uM de siRNA-A e 0,4 uM de
reagente de lipidixo. Microscopia de campo claro de Raw 264.7 ndo transfectada
(Controle). Microscopia de campo claro e fluorescéncia de Raw.264.7 transfectada com
siRNA-A. (FITC). Imagens obtidas através da camera AxioCam utilizando o microscopio

Zeiss Axioplan, apos 4 horas de transfeccé@o. Objetiva de 40x
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siRNA-A FITC siRNA-A FITC

Figura 26. Padronizagéo da transfecgéo de siRNA em Raw 264.7 infectadas por T. gondii. Células

Raw 264.7 foram transfectadas com a concentracao de 0,8 uM de siRNA-A e 0,4 uM de reagente

de lipidico. Microscopia de campo claro de Raw 264.7 nado transfectada (Controle). Microscopia

de campo claro e fluorescéncia de Raw.264.7 infectada e transfectada com siRNA-A. (FITC).

Imagens obtidas através da camera AxioCam utilizando o microscopio Zeiss Axioplan, apés 4

horas de transfec¢éo. Objetiva de 40x

A viabilidade das células Raw 264.7 infectadas por T. gondii ap6s 18 horas
de tratamento utilizando siRNA-A (controle negativo) e inibidores foi avaliada
através do microensaio colorimétrico utilizando MTT.

Um siRNA controle foi utilizado para verificar se a metodologia
padronizada por microscopia de fluorescéncia poderia interferir na viabilidade
celular. Este siRNA é um controle negativo para experimentos de transfeccao,
que consiste em uma sequéncia codificada que ndo conduzird a degradacdo
especifica de qualquer mensagem celular. Foram utilizados como controles,
macrofagos infectados néo transfectados e macréfagos transfectados.

Como observado na figura 27, houve reducao da viabilidade celular nas
células infectadas e nas células infectadas e transfectadas de forma similar. A
transfeccdo nao foi capaz de reduzir a viabilidade dos macréfagos nédo infectados
(cinza escuro). A reducdo da viabilidade nos macréfagos infectados foi
moderada.
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Figura 27. Efeito da transfeccdo de siRNA na viabilidade de macréfagos néo infectados
e infectados por T. gondii. Avaliacdo da viabilidade pelo ensaio de MTT apds 24 h de
infeccdo (n=3). siRNA adicionado 6 hora apoés infeccdo. Meio RPMI utilizado como

controle.

5.3.2 siRNAs especificos reduzem a expressdo de MT1-MMP e CD147 em

macrofagos infectados por T. gondii.

Para determinar a eficacia dos siRNAs utilizados como silenciadores
génicos, analisou-se por imunofluorescéncia a expressdo destas moléculas na
membrana dos macrofagos apés 24 horas de infeccdo e 18 horas de transfecgéo
com siRNAs especificos quando comparados ao maximo de expressao em
macrofagos infectados sem a transfeccdo. Células ndo infectadas e

transfectadas foram utilizadas como controle.

O padrao de expressao das proteinas foi avaliado de maneira qualitativa
através das imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia. O nucleo das
células foi marcado por DAPI (azul) e as proteinas de interesse, analisadas
individualmente, marcadas por Alexa Fluor 568 (vermelho). A fluorescéncia, por

célula, das proteinas marcadas com Alexa Fluor 568 foi mensurada através do
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calculo da fluorescéncia celular corrigida total (TCCF). A expressdo de MT1-
MMP também foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando PE-CY5.

Em macroéfagos infectados, a metaloproteinase de membrana, MT1-MMP,
pode ser encontrada sobre parasitas no PV e difusa ou condensada no
citoplasma dos macréfagos infectados. A transfeccdo do siRNA especifico para
MT1-MMP de acordo com protocolo desenvolvido por nosso grupo, promove
reducado significativa na expressao desta proteina nos macrofagos infectados
quando comparados aos macrofagos infectados e néo transfectados (Figura 28).
Ainda na figura 28, € possivel observar nas imagens redu¢do na marcagao sobre
0s parasitas e na condensacdo no citosol. Estes dados sugerem menor
concentracdo de MT1-MMP no tempo avaliado promovido pelo silenciamento
génico utilizando o siRNA especifico para MT1-MMP. A citometria de fluxo
corrobora com os resultados obtidos por microscopia ao demonstrar reducéo da
intensidade de fluorescéncia na maioria das células infectadas e transfectadas
(Figura 29).

A transfeccdo com siRNA especifico para CD147 também foi capaz de
reduzir de maneira significativa a expressdo desta molécula na membrana
plasmatica das células infectadas quando comparadas as infectadas sem
transfeccao (Figura 30). Ao observar o gréafico da fluorescéncia relativa, nota-se
que ocorreu maior variacdo da expressdo de CD147 nas células apenas
infectadas, no entanto, o uso do siRNA nas células infectadas parece reduzir
essa variacdo, modificando o perfil de expressdo desta glicoproteina na

superficie das células infectadas (Figura 30).

Estes resultados, em conjunto, demonstram que a utilizacdo dos siRNAs
especificos para MT1-MMP e CD147 podem reduzir in vitro a expressao destas
moléculas nas superficie dos macrofagos infectados, o que abre novos caminhos
para a compreensdo da participacdo de MT1-MMP e CD147 nos mecanismos
de invaséo e migracdo de macrofagos utilizados pelo T. gondii como “Cavalos

de Troéia”.
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Figura 28. Expressdo de MT1-MMP em macrofagos apos 24 horas de infecgdo por T.

gondii e 18 h de transfec¢cdo com siRNA MT1-MMP. Células apenas infectadas (3:1) ou

ndo infectadas e transfectadas foram utilizadas como controles. A) Microscopia de

fluorescéncia, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 - vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul).

100x. B) Média da intensidade da fluorescéncia (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada

através do calculo da fluorescéncia celular corrigida total (TCCF). Teste T de Student

ndo parameétrico bicaudal foi usado para determinar a relevancia estatistica
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Figura 29. Citometria de fluxo para anélise da expressdo de MT1-MMP em macrofagos
apos 24 horas de infecgcdo por T. gondii e 18 h de transfeccdo. Analise da expresséo
realizada em células infectadas por T. gondii (3:1) comparadas ao controle néo
infectado. Relacdo entre a intensidade de fluorescéncia através da marcag¢éo de MT1-

MMP com PE-CY 5 (eixo X) e quantidade de células (eixo Y)
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Figura 30. Expressédo de CD147 em macréfagos apos 24 horas de infeccao por T. gondii
e 18 h de transfeccao com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou ndo
infectadas e transfectadas foram utilizadas como controles. A) Microscopia de
fluorescéncia, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul). 100x.
B) Média da intensidade da fluorescéncia (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do
célculo da fluorescéncia celular corrigida total (TCCF). Teste T de Student n&o

paramétrico bicaudal para determinar a relevancia estatistica
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5.3.3 CD147 pode estar envolvida na ativacdo de MT1-MMP em macrogafos
infectados por T. gondii

Para investigar o possivel papel de CD147 na ativacdo de MT1-MMP na
superficie de macrofagos infectados por T. gondii, n6s utilizamos o SiRNA
especifico para CD147, de acordo com o protocolo desenvolvido neste trabalho,
para reduzir a expressao desta molécula e avaliar este efeito sobre a expresséo
de MT1-MMP.

Através da marcacao com Alexa Fluor 568, figura 31, é demonstrado
que a reducao da expressao de CD147 promovida pelo siRNA especifico reduz
a expressdo de MT1-MMP de forma significativa nos macrofagos infectados por
T. gondii. Ao analisar as imagens representativas, pode-se observar que em
macrofagos infectados e transfectados a fluorescéncia que indica presenca de
MT1-MMP esta muito reduzida se comparada ao controle apenas infectado. Este
resultado sugere que a expressdo de MT1-MMP na superficie de macrofagos
Raw 264.7 infectados por T. gondii seja dependente de CD147, similarmente ao

gue ocorre em células de tumor de mama metastaticas.
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Figura 31. Expressdo de MT1-MMP em macrofagos apos 24 horas de infecgdo por T.
gondii e 18 h de transfeccdo com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou ndo
infectadas e transfectadas foram utilizadas como controles. A) Microscopia de
fluorescéncia, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 - vermelho) e nucleo celular (DAPI - azul).
100x. B) Média da intensidade da fluorescéncia (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada
através do calculo da fluorescéncia celular corrigida total (TCCF). Teste T de Student

ndo parameétrico bicaudal foi usado para determinar a relevancia estatistica
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534 A utilizagdo de siRNA especifico para CD147 reduz a
invasao/migracdo de macréfagos infectados por T. gondii em matriz

extracelular tridimensional

A capacidade de invasdo/migracdo de macréfagos infectados apos
transfeccdo dos siRNAs especificos para CD147 e MT1-MMP foi avaliada pelo
ensaio transwell com presenca da matriz 3D (Matrigel™). Com este ensaio foi
possivel analisar o efeito da reducdo da expressdo destas moléculas na

capacidade invasiva dos macréfagos pela matriz extracelular.

A figura 32 demonstra que a transfeccdo com siRNA especifico para
CD147 reduz significativamente o potencial invasivo/ migratorio dos macréfagos
infectados quando comparado aos macrofagos nao transfectados. Sugerindo
que a reducdo da expressdo de CD147 previna o fenétipo hipermigratorio

promovido pelo T. gondii.

Em contrapartida, o siRNA especifico para MT1-MMP néo foi capaz de
reduzir a capacidade invasiva das células infectadas (Figura 33). Ao analisar as
imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescéncia, é possivel
observar grande quantidade de macréfagos infectados e taquizoitos livres apds
transfeccdo. Este resultado utilizando siRNA MT1-MMP demonstra que a
migracao de T. gondii € um processo complexo que envolve a intera¢do de uma
grande variedade de moléculas. Deste modo, é possivel que a reducdo apenas
da expressdo de MT1-MMP néo interfira na capacidade invasiva das células

infectadas sobre a matriz extracelular.
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Figura 32. Invasao e migracéo de macroéfagos infectados por T. gondii apds transfeccao
com siRNA especifico para CD147. Avaliagéo feita com 24 horas de infec¢éo e 18 h de
transfeccdo com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou nado infectadas e
transfectadas foram utilizadas como controles A) Células invasivas coradas com cristal
violeta (roxo) e imagens obtidas por microscopia Optica. Objetiva de 40x B) Anadlise
estatistica apos quantificacdo das células invasivas a partir de 3 imagens independentes
(n = 3). Objetiva de 20x. Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado para

determinar a relevancia estatistica
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Figura 33. Invasdo e migracédo de macroéfagos infectados por T. gondii apds transfeccao
com siRNA especifico para MT1-MMP. Avaliacao feita com 24 horas de infecgdo e 18 h
de transfeccéo com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou néo infectadas e
transfectadas foram utilizadas como controles A) Células invasivas coradas com cristal
violeta (roxo) e imagens obtidas por microscopia Optica. Aumento 40x B) Analise
estatistica apos quantificacao das células invasivas a partir de 3 imagens independentes
(n = 3). Objetiva de 20x. Teste t de Student ndo paramétrico bicaudal foi usado para

determinar a relevancia estatistica
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6. Discussao

O Toxoplasma gondii € capaz de modular a resposta imune do
hospedeiro a seu favor e atingir sitios imunoprivilegiados, onde permanece em
um ambiente controlado dentro de cistos quiescentes. Dentre as estratégias de
disseminacgédo, a capacidade do parasita em infectar leucdcitos e utiliza-los como
“Cavalos de Troéia” parece ser determinante para a travessia de barreiras
teciduais e consequente acesso a regides como O sistema nervoso central
(SNC), retina e placenta (DA GAMA et al.,, 2004; LAMBERT et al., 2006;
COURRET et al., 2006).

Nosso grupo demonstrou que metaloproteinases podem estar
envolvidas na migracdo de macrofagos infectados por T. gondii, visto que a
infeccdo in vitro de macréfagos murinos induz aumento da expressédo de MT1-
MMP e ADAM-10 nestas células, além de aumentar a concentracdo de MMP-9
ativa no sobrenadante destas culturas (SEIPEL et al., 2010).

Ao promoverem a desorganizacdo e a fragmentacdo de componentes
do estroma e da membrana basal, estas metaloproteinases podem facilitar o
processo de transmigracao dos leucdcitos infectados, de maneira similar ao que
ocorre em células metastaticas (FRANZ et al.,, 2002). Portanto, o estudo da
expressao e regulacdo de metaloproteinases em macréfagos infectados por T.
gondii pode fornecer novos conhecimentos sobre o controle molecular envolvido
na migracado de células infectadas por este parasita.

Com o objetivo de melhor compreender a participacdo das
metaloproteinases de membrana, como MT1-MMP e ADAM-10, na migracao de
macréfagos infectados por T. gondii, nés inicialmente avaliamos o perfil de
expressdo destas moléculas nas primeiras 24 horas de infeccdo. Através das
andlises realizadas por imunofluorescéncia e citometria de fluxo foi possivel
confirmar o aumento da expressdao de MT1-MMP e ADAM-10 nos macréfagos
infectados, como ja verificado através de citometria de fluxo por Seipel e
colaboradores (2010). Além disso, nés demonstramos que a expressao destas
moléculas aumenta proporcionalmente ao tempo de infeccdo e que MT1-MMP e

ADAM-10 se localizam no vacuolo parasitéforo (PV) (Figuras 8, 9, 10, 11 e 12).
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A expresséo elevada de MT1-MMP é observada em uma ampla variedade
de canceres humanos, incluindo os de pulméo, célon, figado, mama, cérebro,
ovario e utero (HABELHAH et al., 1999; NAKADA et al., 1999; ZHAI et al., 2005)
refletindo o papel crucial de MT1-MMP na invasao da matriz extracelular pelas
células tumorais e possivelmente dos macréfagos infectados por T. gondii
(SABEH et al., 2004; TURUNEN et al., 2017).

Através da microscopia de fluorescéncia, nés demonstramos que além de
estar altamente expressa nos macrofagos infectados, a MT1-MMP pode ser
localizada na membrana celular, difusa no citoplasma ou condensada proxima
ao nucleo (Figura 9). Este perfil de expressao, também encontrado em diferentes
linhagens tumorais, pode indicar uma interagcao dindmica de eventos de trafego
exociticos e endociticos apds a infec¢éo, que controlam a atividade desta enzima
(GINGRAS e BELIVEAU, 2010).

A presenca de MT1-MMP sobre taquizoitos de T. gondii no interior e no
exterior dos macréfagos (Figura 9) também foi observada, e pode sugerir que
este parasita utiize MT1-MMP do hospedeiro para migrar de maneira
independente e/ou modular a resposta imunologica. No entanto, mais
experimentos S0 necessarios para apoiar esta hipétese.

A MT1-MMP participa da clivagem de varios componentes da matriz
extracelular (D'ORTHO et al., 1997; OHUCHI et al., 1997) e também da ativacéo
de pro-MMP-2 (ITOH et al., 2001) e pro-MMP-13 (KNAUPER et al., 1996). Além
disso, pode processar varios componentes da membrana celular, como a
subunidade pro-a5 de integrinas (DERYUGINA et al., 2002a) e CD44 (KAJITA et
al., 2001) que, inclusive, esta presente em maior concentracao no sobrenadante
dos macrofagos infectados por T. gondii, como demonstrado por Seipel e
colaboradores (2010).

De maneira similar a MT1-MMP, ADAM-10 interage diretamente com
proteinas da matriz extracelular e com proteinas transmembranares
(DREYMUELLER et al.,, 2017). Ao interagir com seus substratos, ADAM-10
promove protedlise do substrato proximo a superficie celular, resultando na
liberacdo de um ectodominio soluvel e na producao de um fragmento associado
a célula que consiste em um dominio transmembrar e citoplasmatico (HUOVILA
et al., 2005).
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Na Figura 12, através da utilizacdo do anticorpo especifico para a regido C-
terminal de ADAM-10, foi demonstrada a expresséo desta molécula na superficie
e citoplasma das células infectadas. Este resultado sugere o envolvimento desta
metaloproteinase nas atividades relacionadas & membrana, como shedding e
sinalizacao intracelular, como a sinalizagdo Notch (YANG et al., 2015).

Também ha evidéncias de que a sinaliza¢do intracelular feita por fragmentos
de ADAM-10 torne os substratos mais suscetiveis a clivagem. Em CD44 por
exemplo, a fosforilacdo da regido citoplasmatica induz mudancas
conformacionais e/ou dimerizacdo na regido extracelular desta molécula, o que
promove a posterior clivagem por ADAM-10 liberando o complexo CD44-MMP-
9 (HARTMANN et al., 2015; PARRA et al., 2015).

Schuindt e colaboradores em 2012, demonstraram que CD44 forma
complexos multi-proteicos com MMP-9, uPAR e TIMP- 1 no sobrenadante de
macrofagos murinos infectados por T. gondii. Portanto, ADAM-10 e MT1-MMP
podem ser fortes candidatas na regulacdo da formacdo destes complexos,
sugerindo semelhancas com as cascatas de sinaliza¢do envolvidas na migracéo
de células metastaticas (NAGANO et al., 2004; STRONGIN, 2010).

A proteina CD147 super-expressa em diferentes linhagens tumorais, também
pode estar envolvida na migracdo e acessibilidade de leucocitos infectados a
sitios imunoprivilegiados, visto que ativa metaloproteinases (MMP-9 e MT1-
MMP) e promove o shedding de integrinas e CD44 (NABESHIMA et al., 2006;
YURCHENKO et al., 2010). De fato, através da microscopia de fluorescéncia,
nds demonstramos pela primeira vez que o T. gondii aumenta a expressao de

CD147 na linhagem Raw 264.7 nas primeiras 24 horas de infeccao (figura 13).

O perfil de expressao de CD147 (Figura 14), concentrado em areas marginais
dos macroéfagos infectados, é similar ao encontrado em cancer hepatico (DAI et
al., 2009), cancer do colo de utero (PUSHKARSKY et al., 2005) e melanoma
(KANEKURA et al., 2002). Também é observado perfil de expressao marginal
em macrofagos infectados por Listeria monocytogenes, um patégeno bacteriano
intracelular. Nestes macrofagos os niveis de CD147 influenciam diretamente nas

propriedades cito-invasivas de L. monocytogenes (TILL et al., 2008).
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A CD147 é expressa em niveis basais em eritrocitos, é essencial para a
invasdo de parasitas do género Plasmodium (P. falciparum. e P. vivax)
causadores da maléria. Sendo um receptor para a proteina RH5 dos merozoitos,
a CD147 possibilita a entrada do parasita nas células do hospedeiro (CROSNIER
et al.,, 2011; WRIGHT., 2015). Além disso, parece ser essencial para o
crescimento intracelular de P. vivax (RATHORE et al., 2017).

Por apresentar afinidade a diferentes substratos, CD147 pode apresentar
multiplas fungdes na infecgdo de macréfagos por T. gondii, incluindo migracéo,
sinalizacdo celular e influéncia nas propriedades de invasdo do parasita.
Portanto, ao demonstrar super-expressao de CD147 em macréfagos infectados,
este trabalho abre novos caminhos a serem explorados sobre o papel desta
glicoproteina no complexo mecanismo de interagdo parasita-hospedeiro.

Apé6s analisar o perfil de expressdo de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 na
superficie dos macrofagos infectados por T. gondii, nés avaliamos por
microscopia de fluorescéncia a influéncia da furina convertase e y-secretase no
processamento/regulacdo destas moléculas utilizando inibidores especificos.
Nossos resultados demonstraram que a furina convertase pode participar do
processamento de MT1-MMP e y-secretase da regulacdo de ADAM-10 através
da via de sinalizagdo Notch, em macréfagos infectados por T. gondii (Figura 17
e 20).

A reducdo da expressdo de MT1-MMP na presenca do inibidor de furina
corrobora com diferentes trabalhos que mostram que o pr6-dominio inibidor de
MT1-MMP é clivado por furinas convertases no Trans Golgi network regulando
assim a atividade funcional de MT1-MMP (IMAI et al., 1996; SATO et al., 1996;
YANA e WEISS, 2000; ANDERS et al., 2001; STAWOWY et al., 2004). Por outro
lado, o inibidor de furina ndo reduziu a expresséo de CD147 ou de ADAM-10 nos
macrofagos infectados (Figura 18 e 19), sugerindo ativacdo por vias de
sinalizacao intracelular independente de pro-proteinas convertases (MARETZKY
et al., 2015).

Apesar do inibidor de furina néo ter efeito sobre a expressdo de ADAM-10, o
inibidor de y-secretase foi capaz de reduzir significativamente a expressao desta
molécula na superficie dos macrofagos infectados (Figura 20). Este resultado

confirmou dados da literatura que demonstram a importancia da y-secretase



97

para a via de sinalizacdo Notch. ADAM-10 provoca o shedding do receptor Notch
que por sua vez é clivado pelo complexo y-secretase presente na membrana
celular. Apos clivagem, os fragmentos intracelulares liberados controlam a
transcricdo de varios genes, inclusive genes que regulam a expressao de ADAM-
10 na membrana (DREYMUELLER et al., 2017).

Ao demonstrar que furina e Yy-secretase estdo envolvidas na
regulacédo/processamento de metaloproteinases como MT1-MMP e ADAM-10,
pode-se deduzir que estas proteinas participam indiretamente da regulacéo de
MMPs secretadas e shedding de proteinas transmembranares também em
células infectadas por T. gondii. Através do ensaio de migracdo transwell
utilizando matriz tridimensional, n6s avaliamos o efeito dos inibidores destas vias
na invasao e migracdo dos macréfagos infectados por T. gondii.

Como descrito em muitos trabalhos, a furina convertase promove
proliferacdo celular, invasédo e metastase de células tumorais (DE CICCO et al.,
2005; SCAMUFFA et al., 2008; FU et al., 2012). Seu papel na progressao tumoral
estd relacionado com o processamento de moléculas como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1R), fator de crescimento transformador- (TGF- ),
fator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF-2), bem como MT1-MMP
(HOTARY et al., 2000; YANA et al., 2000; DE CICCO et al., 2004; ARSENAULT
et al., 2012).

Nossos resultados demonstraram que o inibidor de furina reduz
consideravelmente o potencial invasivo dos macréfagos infectados por T. gondii,
sugerindo um papel similar ao da progressdo do cancer. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para entender a participacdo desta pro-convertase no
processamento de moléculas, além da MT1-MMP, envolvidas na migragéo dos

macrofagos infectados.

O inibidor de y-secretase, como esperado, também foi capaz de reduzir o
potencial invasivo das células infectadas por T. gondii, provavelmente com
participacdo na sinalizacdo Notch que atua nas decisdes do destino das células,
na diferenciacdo celular, adesao, invasao e migracdo (FLUHRER e HAASS,
2007; DE STROOPER e ANNAERT, 2010; ZHAO, 2010; DIAZ-PADILLA et al.,
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2015), logo, a inibicdo desta via pode afetar todos estes mecanismos. De fato,
células de céncer coloretal, células endoteliais microvasculares e células de
metastase cerebral, tratadas com o mesmo inibidor de y-secretase (DAPT)
utilizado neste trabalho, diminuiram o potencial invasivo via inibicdo da
sinalizacdo Notch (NAM et al., 2008; GAO et al., 2013; LI et al., 2017). Portanto,
nossos resultados sugerem que a via de sinalizagcdo Notch esteja envolvida na
migracao dos macrofagos infectados por T. gondii.

Solanas e colaboradores (2011) demonstraram que ADAM-10 também
desempenha um papel durante o desenvolvimento e a homeostase do epitélio
auto-renovavel no intestino. A superexpressdo condicional influencia na
compartimentalizacdo das células em tecidos epiteliais, bem como na adesao e
polaridade de células migratorias dentro de um tecido tdo complexo (GLOMSKI
etal., 2011). Além disso, o desenvolvimento do endotélio depende da expresséo
de ADAM-10. A inativacdo desta protease em células endoteliais de
camundongos (KISANUKI et al., 2001) leva a maior ramificacdo e densidade da
vasculatura da retina, veias hepaticas subcapsulares aberrantes, glomérulos
alargados e pdlipos intestinais. Essas descobertas evidenciam o papel de
ADAM-10 como modulador central das decisdes do destinos de células através
do endotelio, e com estas caracteristicas também poderia influenciar na

migracdo de macrofagos infectados através das barreiras endoteliais.

Uma das estratégias para se conhecer a funcéo de determinado gene sao
os experimentos de perda de fungcéo. Essa abordagem consiste em impedir que
0 gene estudado gere a proteina por ele codificada, com o propésito de analisar
as consequéncias ou o feno6tipo decorrente dessa inibicdo em células cultivadas
(BARBOSA e LIN, 2004). Para avaliar o papel de MT1-MMP e CD147 na
migracdo dos macrofagos Raw 264.7 infectados por T. gondii, nés
desenvolvemos um protocolo de silenciamento génico utilizando RNAs de
interferéncia (SiRNAs) especificos.

Ao utilizar diferentes concentracdes de siRNAs ndo especifico conjugado
a FITC e lipofectante em macrofagos nao infectados, foi possivel escolher a
melhor combinacdo de reagentes a ser utilizada nos experimentos com siRNAs

com alvos especificos. Nossas andlises qualitativas demonstraram que a melhor



99

combinacdo também poderia ser utilizada para macréfagos infectados (Figura
25 e 26). Como esperado, a eficiéncia da transfeccao em macrofagos infectados
€ menor, visto que a infeccdo aumenta a concentracdo de enzimas que podem

degradar o material genético exdgeno (PALUDAN et al., 2013)

Através do ensaio de viabilidade por MTT, demonstramos que a prépria
infeccdo, na concentracdo de 3 parasitas por célula, reduz em 35-40% a
porcentagem de células viaveis. No entanto deve ser considerado o fato das
células ndo se reproduzirem com a mesma eficiéncia que o controle, apos
infeccdo. Ao comparar células infectadas com células infectadas e transfectadas,
ndao houve diferenca na porcentagem de células viaveis, o0 que garantiu a
utilizacdo dos siRNAs nas concentracfes com maior eficiéncia de transfeccao
(Figura 27).

A guantidade de macroéfagos infectados foi levada em consideracéo para
a escolha do tempo nas analises de expressao de MT1-MMP e CD147 apos
transfeccao, visto que apés 24 horas de infec¢do, como demonstrado por Lee e
colaboradores (2013), o T. gondii é capaz de reduzir a proliferacdo das células

parasitadas.

A eficiéncia da transfeccéo e consequente silenciamento promovido pelos
siRNAs especificos foi analisada por microscopia de fluorescéncia para MT1-
MMP e CD147 e por citometria de fluxo para MT1-MMP. Os resultados
demonstrados aqui evidenciam a capacidade da metodologia proposta em
reduzir de maneira significativa a expressdo de MT1-MMP e CD147 nos
macrofagos infectados por T. gondii (Figuras 28, 29 e 30). No entanto, a
utilizacao de técnicas como Western blot e RT-PCR poderiam respaldar ainda

mais estes resultados.

A transfeccdo do siRNA especifico para CD147 foi capaz de reduzir
significativamente a expressdo de MT1-MMP (Figura 31). A CD147 como ja
demonstrado em muitos trabalhos, € capaz de estimular a producdo de MMPs
como MMP-1, -2, -3, -9 e MT1-MMP (NABESHIMA et al., 2006; YURCHENKO
et al., 2010). Grass e colaboradores em 2012, demonstraram que a regulacéo

positiva de CD147 em células epiteliais de mama nao-invasivas também é
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suficiente para induzir um fenétipo invasivo caracterizado por aumento da
expressao de MT1-MMP. Isso nos leva a sugerir, pelos resultados aqui obtidos,
que na infeccdo de macréfagos por T. gondii a CD147 pode regular

positivamente a expressado de MT1-MMP.

Ao avaliar o papel de CD147 na capacidade de invasdo/migracéo de
macréfagos infectados sobre matriz 3D (Matrigel™), nés demonstramos que
macrofagos com alta expressao de CD147 na membrana plasmatica apresentam
grande habilidade invasiva. No entanto, macréfagos transfectados com siRNA
de CD147 tiveram a capacidade invasiva reduzida significativamente (Figura 32).
Este resultado confirma a importancia de CD147 na promocdo da

migracaol/invasdo de macréfagos infectados por T. gondii.

A reducgao na expressédo de MT1-MMP, utilizando siRNA MT1-MMP, nao
interferiu na capacidade invasiva dos macrofagos infectados (Figura 33). Esse
resultado pode ser explicado pelo fato de que nem todas as células com fenétipo
hipermigratério apresentem necessariamente super-expressdao de MT1-MMP
(ARTYM et al., 2006; FIGUEIRA et al., 2009; KOHRMANN et al., 2009). Em
linhagem de cancer de mama (MCF7), por exemplo, o baixo nivel de expressao
de MT1-MMP esta relacionado com maior capacidade invasiva sobre matriz 3D
(CEPEDA et al., 2016). Além disso, este resultado é consistente com estudos de
cultura de células metastaticas em matriz extracelular, que demonstram que a
baixa expressao de MT1-MMP n&o impede o potencial invasivo destas células
(MORI et al., 2014; PETRIE et al., 2017).

A MT1-MMP, assim como as outras moléculas transmembranares
estudadas aqui, € multifuncional e por isso afeta comportamentos celulares
através de mecanismos proteoliticos e nao proteoliticos. Provavelmente, na
migracdo de macrofagos infectados por T. gondii, seu papel na sinalizacao
intracelular e regulacdo de CD44 e integrinas se sobressaia ao seu papel na
degradacgéo da matriz extracelular.

Baseado nos resultados do nosso grupo de pesquisa e em dados da
literatura apresentados nesta tese, propomos uma modelo que demonstra o
fendtipo invasivo adquirido por macrofagos murinos apos infecgéo por T. gondii.

A figura 34 apresenta as moléculas envolvidas na cascata de invasdo/ migracao
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dos macrofagos infectados, bem como suas provaveis vias de regulacdo e/ou
processamento.

MMP9 ativa —> Degradagiio MEC Degradagdo MEC

X

Ativacio de
MMP-9, MT1-MMP, Shedding do Receptor
- i i i Noch e CD44
Pré-MMP9 Shedding de CD44 e integrinas oche

,\ 9 Ativacio MMP-9 égi% ;gi}g}

coid .

: ! - plexo

Shedding de CD44 e integrinas % T ADAM10 SR

.-'/_ﬁ\él;eptor Nach

&
U,\f.\\__/

Com

Tu PAR/uPA

Regula expressdo
u, MT1-MMP
hY

N\
Q -"r; . T Y P
o, . TOCESSEMENTO
Q\ og, . \\ \\ proADAM-10 Sinalizacdio
Q« ocxi‘rbo T~ AN \\ Pré convertases Notch
03 o\ |
'M\\ . \
& Processamento
i proMT1-MIVE.

Furina convertase-~ @

% 5 ST Transcrigdo de

ADAM-10
MT1-MMP
cD147
Pro-MMPS
UPAR

e Genes Noch

T. gondii (RH)

Figura 34. Envolvimento das MMPs no fenétipo hipermigratério de macréfagos murinos infectados
por T. gondii. A infeccdo por T. gondii aumenta a expressao de MT1-MMP, CD147, ADAM-10 e uPAR
na membrana plasmatica dos macréfagos infectados, além disso, aumenta a secre¢cédo de proMMP9
e do complexo multiproteico formado por CD44, MMP9, TIMP1 e uPAR. Coletivamente, este fenétipo
regula a capacidade invasiva e migratéria destas células. Desenho autoral, realizado no programa
PowerPoint (2013), com imagens obtidas do banco de imagens da Servier Medical Art.
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Em conjunto, nés demonstramos que MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 séo
super-expressas nos macrofagos infectados por T. gondii com perfil de
expressdo similiar ao de linhagens metastaticas. Além disso, a expressao de
MT1-MMP é dependente de furina convertase e de ADAM-10 é mediada pelo
complexo y-secretase. A glicoproteina CD147 regula a expressao de MT1-MMP
e é essencial para a migragdo dos macrofagos infectados em matriz extracelular
tridimensional. As proteinas y-secretase e furina convertase também sao
necessarias para a migracao das células infectadas em matriz extracelular 3D.
Portanto, os resultados aqui apresentados, fornecem novas informacdes para a
compreensdo da relacdo parasita-hospedeiro e apresenta novos alvos
terapéuticos para o desenvolvimento de farmacos que previnam a disseminacao

de T. gondii em seus hospedeiros.
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7. Conclusdes

e A infeccdo por T. gondii aumenta a expressdo de MT1-MMP,
ADAM-10 e CD147 em macréfagos murinos, promovendo um
fenotipo hipermigratorio;

e Aexpressao de MT1-MMP induzida pela infeccédo € dependente de

furina-convertase

e A expressdo de ADAM-10 é mediada pelo complexo y-secretase
nos macroéfagos infectados, com possivel influencia na sinalizacdo
Notch;

e A CD147 induzida pela infeccao por T. gondii regula a expressao
de MT1-MMP

e A CD147 e as vias de furina-convertase e y-secretase estdo
envolvidas na invasao/migracdo dos macréfagos infectados em

matriz extracelular tridimensional.
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