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RESUMO 

O parasita Toxoplasma gondii infecta leucócitos do hospedeiro e os utiliza como 

“Cavalos de Tróia” para se disseminar e ultrapassar barreiras biológicas, acessando 

assim, sítios imunoprivilegiados. Ao infectar macrófagos, o parasita promove aumento 

da expressão de metaloproteinases, como MT1-MMP e ADAM-10, sugerindo uma 

participação ativa destas moléculas nos mecanismos de invasão/migração destas 

células. A glicoproteína CD147 pode estar envolvida na migração de macrófagos 

infectados por induzir a expressão de metaloproteinases. Sendo assim, o objetivo 

deste trabalho foi investigar o envolvimento de MT1-MMP, ADAM-10, CD147 e vias 

de γ-secretase e de furina convertase na migração de macrófagos murinos infectados 

por T. gondii. Foi avaliado por microscopia de fluorescência o perfil de expressão de 

MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 nas primeiras 24 horas de infecção e as possíveis vias 

de processamento destas moléculas, utilizando inibidores de γ-secretase e de furina 

convertase. Macrófagos infectados por T. gondii, linhagem RH, foram transfectados 

com RNAs de interferência (siRNA) a fim de promover o silenciamento pós 

transcricional de MT1-MMP ou CD147. Após 24 horas de infecção, a eficiência dos 

siRNAs como silenciadores foi avaliada por epifluorescência e citometria de fluxo. A 

invasividade dos macrófagos infectados após silenciamento ou na presença dos 

inibidores foi analisada através do ensaio transwell com presença de matriz 

extracelular tridimensional (MATRIGEL™). Os resultados demonstraram que T. gondii 

aumenta a expressão de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 nos macrófagos durante as 

primeiras 24 horas de infecção e promovem um perfil de expressão similar ao de 

linhagens metastáticas. Além disso, a expressão de MT1-MMP é dependente de furina 

convertase e de ADAM-10 é mediada pelo complexo ɣ-secretase. Através do 

silenciamento gênico, foi demonstrado que CD147 regula a expressão de MT1-MMP 

e é essencial para a migração dos macrófagos infectados em matriz extracelular 

tridimensional. As proteínas γ-secretase e furina convertase também são necessárias 

para a migração das células infectadas em matriz extracelular 3D. Em conjunto, este 

trabalho apresenta novas moléculas e vias de sinalização envolvidas na disseminação 

de T. gondii ao utilizar macrófagos do hospedeiro, contribuindo, desta forma, com 

informações para a melhor compreensão da relação parasita-hospedeiro. 
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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 γ-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 γ-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 ɣ-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. ɣ-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. Introdução 
 
 

1.1  Toxoplasma gondii e seu ciclo biológico 
 

Toxoplasma gondii é um protozoário parasita intracelular obrigatório, 

pertencente ao filo Apicomplexa, capaz de infectar células nucleadas de animais 

endotérmicos. Os felídeos são seus hospedeiros definitivos e mais de 30 

espécies de aves e 300 espécies de mamíferos não felídeos, seus hospedeiros 

intermediários (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 o nomearam de Toxoplasma (do grego 

toxon = arco e plasma = corpo) gondii (devido ao C. gundi). No mesmo ano, 

Splendore identificou o novo protozoário em coelhos no Brasil. 

O parasita apresenta um ciclo de vida com fase sexual e assexual e possui 

três estágios infeciosos: taquizoítos, bradizoítos (cistos) e esporozoítos 

(oocistos), o que contribui para o sucesso na expansão em muitos hospedeiros 

(WEISS e DUBEY, 2009). Os taquizoítos são a forma que causa infecção aguda 

em humanos e nos outros hospedeiros intermediários. Estes infectam células 

nucleadas, se replicando em um grande número de descendentes e promovendo 

a saída por lise da célula hospedeira. Sob resposta do sistema imunitário do 

hospedeiro, o parasita irá diferenciar-se em bradizoítos, 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 ingestão 

de animais com bradizoítos no tecido libera parasitas no trato intestinal, e em 

felídeos isso resulta no desenvolvimento sexual e posterior liberação de oocistos 

no ambiente. Em outros hospedeiros, pode conduzir a uma infecção 

disseminada. Oocistos se desenvolvem em esporozoítos haplóides no ambiente. 

A ingestão oral desses esporozoítos leva à diferenciação em taquizoítos no íleo 

e infecção aguda nos hospedeiros intermediários (SPEER et al., 1999) (Figura 

1). 

Vários fatores contribuem para a disseminação do T. gondii no organismo de 

seus hospedeiros, incluindo a transmissão feita por meios verticais e horizontais 



17 
 
 

(KIM & WEISS, 2004). A infecção em humanos pode ser adquirida pela ingestão 

oral de esporozoítos provenientes do ambiente (água, solo, vegetais e frutas), 

por ingestão oral de cistos teciduais, ou por transmissão transplacentária de 

taquizoítos (Figura 1). O T. gondii também pode ser transmitido por transfusão 

de sangue, transplante de órgãos ou pelo consumo de leite não pasteurizado 

(HILL e DUBEY, 2002; GANGNEUX e DARDE, 2012). 

 

 

Estima-se que a infecção esteja presente em aproximadamente um terço da 

população humana. No entanto a prevalência do T. goondi varia muito de país 

para país. Esta variação baseia-se nos diferentes hábitos alimentares, condições 

sanitárias, bem como nos fatores ambientais que influenciam na estabilidade dos 

oocistos no solo e na água (PAPPAS et al., 2009; GANGNEUX e DARDE, 2012). 

Figura 1. O ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Traduzido de Hunter & Sibley, 2012 
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O Brasil apresenta altas taxas de infecção, sendo que 50% das crianças e 50-

80% das mulheres em idade fértil possuem anticorpos contra este parasita 

(DUBEY et al., 2012).  

A estrutura populacional global de T. gondii é complexa e varia por região 

geográfica (SU et al., 2012). As linhagens que são encontradas na América do 

Sul são mais divergentes, já na América do Norte e na Europa, a estrutura da 

população é notavelmente clonal e nestas regiões os isolados de T. gondii 

compreendem quatro linhagens principais: os tipos I, II, III e o haplótipo 12 

(SIBLEY e AJJOKA, 2008; KHAN e DUBEY, 2011). A linhagem tipo I é a mais 

virulenta em camundongos, e apresenta um fenótipo altamente migratório, o que 

pode contribuir para sua disseminação nos hospedeiros infectados (SAEIJ et al., 

2005). A linhagem tipo II é comumente associada à doença humana 

(BOOTHROYD e GRIGG, 2002) e as tipo III e 12 são frequentemente 

encontradas em gado e animais selvagens, respectivamente (KHAN et al., 

2011). 

A maior parte da população humana mundial infectada por T. gondii é 

assintomática, pois o sistema imunológico geralmente mantém o parasita em 

estágio crônico sem causar a doença (PAPPAS et al., 2009). No entanto, cerca 

de 10% dos pacientes desenvolvem linfadenite ou uma síndrome gripal leve ou 

ainda uma doença semelhante à mononucleose. Além disso, indivíduos 

imunocompetentes podem desenvolver a toxoplasmose ocular (coriorretinite) 

como uma manifestação da infecção primária ou crônica (HAVELLAR et al., 

2007).  

A infecção tem recebido atenção médica e científica considerável em 

indivíduos imunocomprometidos, visto que na maioria dos casos resulta em 

reativação do toxoplasma latente preexistente. Esta reativação pode ser fatal, 

uma vez que na maioria das vezes envolve danos no sistema nervoso central 

(SNC) e os sintomas podem incluir meningoencefalite ou lesão de massa 

encefálica, dor de cabeça, confusão, febre, letargia, convulsões e perda de sinais 

neurológicos (YAROVINSKY, 2014). Em gestantes, a infecção primária com T. 

gondii pode resultar em morte intra-uterina e abortos espontâneos, ou em 

manifestações clínicas no feto como: hidrocefalia, microcefalia ou macrocefalia, 
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encefalite, calcificações, coriorretinite e cegueira. A sintomatologia clínica está 

muitas vezes ausente em crianças ao nascimento, mas se não tratados podem 

desenvolver sequelas tardias (coriorretinite, complicações neurológicas ou 

desordens cognitivas) (TORGERSON e MASTROIACOVO, 2013). 

As manifestações clínicas da toxoplasmose são influenciadas pelo genótipo 

do parasita, pelo background genético e status imunológico do hospedeiro, 

dentre outros fatores (DENKERS, 2003; HUNTER e SIBLEY, 2012; PITTMAN e 

KNOLL, 2015). O T. gondii é capaz de atravessar barreiras biológicas como a 

placentária, hemato-retiniana e hemato-encefálica para se estabelecer em 

tecidos imunoprivilegiados e grande parte das manifestações clínicas da doença 

são o resultado da destruição tecidual e da resposta inflamatória induzida por 

parasitas disseminados nestes tecidos (PITTMAN e KNOLL, 2015). A 

disseminação de taquizoítos em tecidos secundários distantes é claramente um 

fator chave e que precisa ser melhor compreendido para o desenvolvimento de 

abordagens específicas para limitar a propagação deste parasita. 

 

1.2  Infecção e disseminação de T. gondii no hospedeiro 

 

Dentro de seus hospedeiros vertebrados, o T. gondii encontra muitos 

desafios na travessia de barreiras biológicas, evitando a ação do sistema 

imunológico e estabelecendo o seu nicho como um parasita intracelular. Após 

infecção oral, esporozoítos ou bradizoítos resistem à degradação no estômago 

e eventualmente alcançam o lúmen intestinal, onde são capazes de atravessar 

a barreira epitelial (BARRAGAN e SIBLEY, 2002).  

Três mecanismos são propostos para a travessia do parasita pela barreira 

epitelial intestinal (Figura 2). No primeiro, taquizoítos livres transmigram de 

maneira paracelular (entre as células) com participação de receptores e 

manutenção da integridade da camada epitelial (BARRAGAN et al., 2005, 

WEIGH e CARDING, 2012) ou de maneira transcelular (através das células), 

com invasão ativa destes parasitas na parte apical da célula epitelial e saída pelo 

domínio basolateral. Como segundo mecanismo, os parasitas podem infectar 
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leucócitos que transmigram através do epitélio para a lâmina própria (mecanismo 

Cavalo de Tróia) (DA GAMA et al., 2004). Além disso, como um mecanismo 

alternativo, indutores de apoptose presentes na barreira epitelial podem bloquear 

a infiltração de leucócitos e induzir a saída do parasita nestas células, com 

subsequente travessia de T. gondii pela barreira (LAMBERT e BARRAGAN, 

2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao transmigrar por células epiteliais, os parasitas se convertem em 

taquizoítos proliferativos, que sofrem um ciclo lítico assexuado de crescimento 

intracelular, rompem a célula hospedeira e são liberados tanto no lúmen 

intestinal quanto nos tecidos subjacentes da lâmina própria, onde ativam uma 

resposta imune pró-inflamatória (HOFF e CARRUTHERS, 2002). A infecção se 

espalha rapidamente para os gânglios linfáticos de drenagem e para os demais 

órgãos como pulmão e cérebro (DUNAY e SIBLEY, 2010).  

Como um patógeno intracelular, T. gondii possui uma grande diversidade de 

proteínas que são secretadas por organelas especializadas e que estão 

relacionadas com a motilidade do parasita, invasão da célula hospedeira, 

sobrevivência intracelular, aquisição de nutrientes durante a replicação e 

eventual saída da célula hospedeira. A secreção de proteínas ocorre 

Figura 2. Possíveis mecanismos para a travessia  do Toxoplasma gondii 
pela barreira eptelial intestinal em infecções orais naturais. Modificado de 
Lambert & Barragan, 2010. 
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principalmente a partir de três organelas com estruturas distintas: micronemas, 

róptrias e grânulos densos (DUBEY et al., 1998).  

O processo de invasão de T. gondii tem início quando o taquizoíto entra em 

contato com a superfície da célula hospedeira. No momento da adesão do 

taquizoíto à superfície da célula hospedeira, há secreção das proteínas dos 

micronemas e róptrias (ROPs) (CARRUTHERS et al., 1999; CARRUTHERS e 

TOMLEY, 2008; MORDUE et al., 1999; HÅKANSSON e CHARRON, 2001; 

SHEN e SIBLEY., 2012; BECK et al, 2014). Enquanto o parasito invade a célula, 

ocorre a formação do vacúolo parasitóforo (PV). Esse vacúolo tem 

características não fusogênicas, evitando a fusão com os elementos das vias 

endo e exocíticas da célula hospedeira e escapando, assim, de uma fusão com 

os lisossomas (HUNTER e SIBLEY, 2012).  

As róptrias, no momento da adesão e após a invasão, secretam seus 

conteúdos na célula hospedeira através de vesículas que irão se fundir com a 

membrana do vacúolo (MORDUE et al., 1999; HÅKANSSON e CHARRON, 

2001; SHEN e SIBLEY., 2012; BECK et al, 2014) ou serão liberadas no citosol, 

onde serão dirigidas para o núcleo da célula hospedeira (SAEIJ et al., 2007). 

Além das ROPs, as proteínas dos grânulos densos (GRA) preparam o PV para 

replicação e sobrevivência do parasita (CARRUTHERS e SIBLEY 1997; 

ROBIBARO et al. 2001; SIBLEY 2004).  

A infecção por T. gondii induz muitas alterações na transcrição gênica da 

célula hospedeira, incluindo os genes envolvidos no metabolismo energético, 

nas respostas imunitárias e na sinalização (MOLESTINA, 2003; HAKIMI et al., 

2017). Tanto o parasita como o hospedeiro desenvolveram várias estratégias 

para diminuir as lesões colaterais imediatamente após a infecção, interferindo 

desta forma na imunidade e sinalização celular, além de bloquear a apoptose, 

permitindo que a célula hospedeira infectada permaneça viva (BRASIL et al, 

2017).  

Mesmo sendo capaz de infectar qualquer célula nucleada, sabe-se que o T. 

gondii explora a motilidade das células imunológicas para se dispersar no 

organismo de seus hospedeiros, por meio do mecanismo “Cavalo de Tróia” (DA 
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GAMA et al., 2004). Este mecanismo pode permitir a entrada do parasita em 

sítios imunoprivilegiados, como cérebro, retina e placenta, onde nos quais 

permanecerá latente através de um fino ajuste da resposta imune. 

 

1.3 Resposta imunológica e mecanismos de modulação imune. 

 

A imunidade ao Toxoplasma gondii é essencialmente ligada ao sucesso da 

resposta imune celular. Depois da infecção oral, uma ileíte de moderada a severa 

é observada em modelos murinos (DUPONT et al., 2012). Monócitos, 

macrófagos, neutrófilos e células dendrídicas (CDs) são recrutados para o sítio 

de infecção. Todos estes tipos celulares estão relacionados à capacidade do 

hospedeiro em eliminar taquizoítos durante a infecção aguda e controlar a 

persistência de bradizoítos encistados, evitando a reemergência de taquizoítos 

(GAZZINELLI et al., 1993).   

A resposta imunológica desempenha importante função no controle do 

parasita. O reconhecimento de taquizoítos, feito principalmente por macrófagos, 

neutrófilos e CDs promovem a produção de interleucina 12 (IL-12), que estimula 

células natural killers (NK) e células T a produzirem interferon-gamma (IFN-γ) 

(GAZINELLI et al., 1994; HUNTER et al., 1994). O IFN-γ é o principal mediador 

da resistência ao T. gondii e promove múltiplos mecanismos intracelulares para 

matar o parasita e inibir sua replicação através da indução robusta de quase 

2000 genes conhecidos como genes induzíveis por IFN-γ (KIM et al., 2012). 

Camundongos com deficiência em IL-12 ou IFN-γ que são infectados com T. 

gondii desenvolvem a forma aguda da doença e demonstram inabilidade em 

controlar o parasita (SUZUKI et al., 1988). 

Outras citocinas estão relacionadas ao controle da infecção como TNF-α, IL-

6, IL-10 e IL-4. Estas atuam num balanço delicado entre a inibição da replicação 

dos bradizoítos e da amplificação da resposta inflamatória exacerbada, 

potencialmente deletéria ao hospedeiro (CHAO et al., 1994; DENKERS e 

GAZZINELLI, 1998). A presença de IL-27, que é capaz de suprimir a 

diferenciação de células Th17, também parece ser fundamental, uma vez que 
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camundongos deficientes para o receptor de IL-27 têm um aumento da resposta 

de células Th17, levando à neuro-inflamação severa associada as células TCD4+ 

(STUMHOFER et al., 2006). 

Células T CD4+ são críticas para a resistência durante a toxoplasmose. 

Pacientes infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV), com 

declínio do número destas células, apresentam a forma aguda da doença 

(ISRAELSKI e REMINGTON, 1988; LUFT et al., 1984). Durante os estágios 

iniciais da infecção, estas células também contribuem para a resposta de células 

B e T CD8+ (LÜTJEN et al., 2006). Células T CD8+ podem controlar a infecção 

através da produção de citocinas como IFN-γ, interação 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 infecção por T. gondii também induz 

produção de anticorpos contra os taquizoítos extracelulares.  Os anticorpos 

produzidos atuam mediando a morte dos parasitas na presença do complemento 

na tentativa de limitar sua multiplicação, dentre outros mecanismos tais como 

opsonização e aumento da fagocitose pelos macrófagos (SENSINI et al., 1996). 

Dentro de duas semanas após a infecção, anticorpos IgM, IgG, IgA e IgE anti-

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

Ao mesmo tempo em que é gerada uma resposta imune eficaz, várias 

estratégias são utilizadas pelo T. gondii para modular a resposta imunológica do 

hospedeiro a seu favor. A invasão ativa deste parasita forma uma junção móvel 

(JM) na superfície da célula hospedeira, onde se acredita formar-se um ponto de 

ancoragem estável para a penetração (MORDUE et al., 1999; BECK et al, 2014). 

A JM funciona de maneira seletiva, recrutando proteínas celulares para a 

formação do vacúolo parasitóforo (PV) e excluindo proteínas transmembranas 

do hospedeiro, como os receptores de fosfato manose (MPRs), receptores de 

transferrina (TfR), proteína 1 associada a lisossomas (LAMP1) (MORDUE et al., 

1999) e molécula de adesão intercelular 1 (ICAM1) (MORDUE et al., 1999).  O 

PV formado apresenta natureza não fusogênica com o sistema endocítico da 



24 
 
 

célula hospedeira. Desta maneira, o parasita evade a imunidade celular 

autônoma evitando a destruição lisossomal (BESTEIRO, 2012). 

Proteínas do T. gondii podem interagir diretamente com as vias de 

transdução de sinal e ativadores da transcrição (STATs) da célula hospedeira, 

influenciando na transcrição de moléculas pró-inflamatórias (BUTCHER et al., 

2005; LANG et al., 2007, AHN et al., 2009, RAUCH et al., 2013). A róptria 16 

kinase do toxoplasma (ROP16), que é secretada no citosol da célula hospedeira 

após a invasão de taquizoítos tipo I, fosforila diretamente STAT3, STAT5 e 

STAT6 (SAEIJ et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2009; BUTCHER et al., 2011; 

JENSEN et al, 2013), sugerindo que essa molécula inibe respostas pró-

inflamatórias, reduzindo por exemplo, a produção de IL-12 em macrófagos 

murinos e a geração de imunidade protetora no intestino de animais infectados 

(ONG et al., 2010; YAMAMOTO et al., 2011; JENSEN et al, 2013).  A róptria 18 

kinase (ROP18) também está envolvida na modulação imune do hospedeiro, 

inibindo a via NF-kappaB (NF-KB) e suprimindo a expressão de citocinas pró-

inflamatórias em macrófagos parasitados (DU et al., 2014).  

Foi demonstrado que, durante a infecção, T. gondii também é capaz de inibir 

a produção de moléculas microbicidas, como o óxido nítrico (NO), em 

macrófagos inflamatórios (SEABRA et al., 2002, LÜDER et al. 2003, SHRESTHA 

et al., 2006).  Macrófagos ativados com IFN-ɣ produzem NO via enzima NO 

sintase induzida (iNOS), porém a infecção por T. gondii é capaz de inibir a 

produção de NO pela degradação da iNOS através da via do proteossomo (DA 

CRUZ PADRÃO et al., 2014).   

Leucócitos infectados por Toxoplasma gondii apresentam resistência a 

múltiplos 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 é capaz de inibir o início da 

cascata apoptótica desencadeada tanto pela via mitocondrial quanto pela via de 

receptor de morte nas células infectadas. Os mecanismos incluem o bloqueio da 

liberação de citocromo c pela mitocôndria (GOEBEL et al., 2001, CARMEN et 

al., 2006, HIPPE et al., 2009), alterações do equilíbrio entre as proteínas Bcl-2 

pró e anti-apoptóticas (GOEBEL et al. , 2001), inibição direta da ativação da 
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cascata de caspase mediada por citocromo c (KELLER et al., 2006), degradação 

da caspase 8, bloqueio da apoptose mediada por Fas / CD95 (VUTOVA et al., 

2007; HIPPE et al., 2008), inativação da caspase 3 e PARP (KIM et al, 2006) e  

bloqueio da atividade da granzima B (YAMADA et al, 2011). 

Muitos dos mecanismos de modulação e evasão imune descritos 

anteriormente, são demonstrados através de estudos feitos com leucócitos 

infectados, visto que T. gondii infecta ativamente monócitos, macrófagos e 

células dendrídicas (DCs), presentes na lâmina própria próxima ao sítio de 

entrada do parasita (WILSON e REMINGTON, 1979; CHANNON et al., 2000; 

SUBAUSTE e WESSENDARP, 2000). Por estarem presentes na circulação e 

nos tecidos periféricos, estes leucócitos são utilizados pelo T. gondii como 

“Cavalos de Tróia”, e medeiam a dispersão deste parasita no organismo de seus 

hospedeiros (DA GAMA et al., 2004, COURRET et al., 2006; LAMBERT et al., 

2006).  

 

1.3  Utilizando leucócitos como “Cavalos de Tróia”. 

 

Patógenos com potencial neurotrópico e neurovirulento podem entrar no 

sistema nervoso central (SNC) pelo mecanismo "Cavalo de Tróia". 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 vírus da imunodeficiência humana (HIV), Cryptococcus 

neoformans e Mycobacterium tuberculosis também aproveitam a migração das 

células monocíticas para atingir este sítio imunoprivilegiado (NOTTET et al., 

1996; SCHLESINGER, 1996; PERSIDSKY et al., 1997; FELDMESSER et al., 

2001; CHARLIER et al., 2009) 

Diferentes estudos demonstram que a infecção de DCs, monócitos e 

macrófagos com taquizoítos de T. gondii promove aumento da capacidade 

migratória e invasiva destas células in vitro, o que está diretamente relacionado 

com o aumento da disseminação do parasita in vivo (LÜDER et al., 2001; LÜDER 

et al., 2003; DA GAMA et al., 2004; LAMBERT et al., 2006; TARDIEUX e 
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MENARD, 2008). Os leucócitos infectados por este parasita são 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-encefálica (COURRET et al., 2006, 

LACHENMAIER et al., 2011), hemato-retiniana (FURTADO et al., 2013) e a 

interface materno-fetal (ROBBINS et al., 2012).  

A migração de leucócitos está relacionada com a manutenção da 

homeostasia, tráfego inflamatório, embriogênese, processos regenerativos e 

doenças como o câncer (SWANEY, et al., 2010).  Na migração de células 

imunológicas, uma sequência bem orquestrada de etapas pode ser observada, 

como mudanças de polaridade, protrusão e retração, e adesão/desadesão a 

outras células ou à matriz extracelular (MEC) (LUSTER et al., 2005). Estes 

leucócitos são capazes de atravessar camadas teciduais como endotélio 

vascular e epitélio, por mediação de selectinas e seus ligantes e adesão 

dependente de integrinas e moléculas de adesão celular (CAMs), que promovem 

a posterior transmigração paracelular e transcelular (LEY et al., 2007). Vários 

fatores podem influenciar na eficiência da interação célula-célula, incluindo a 

natureza do estímulo que gera a polarização, a densidade dos receptores de 

adesão e a cinética de associação/dissociação entre as moléculas de adesão 

(KINASH, 2005). 

Células apresentadoras de antígenos (APCs) são predominantemente 

encontradas nos tecidos e após ativação migram através dos vasos linfáticos e 

sangue para os linfonodos, onde atuam iniciando a resposta imune adaptativa 

(BANCHEREAU et al. 2000; MARTÍN-FONTECHA et al. 2003). A ativação 

destas células inicia uma série de alterações fenotípicas que são em conjunto 

chamadas de maturação (UENO et al., 2007). Durante a maturação, as APCs 

processam os peptídeos antigênicos para apresentação via moléculas de 

histocompatibilidade principal (MHC) e também super-regulam moléculas co-

estimulatórias, que são essenciais para a subsequente ativação de células T 

CD4 + e CD8 +. A maturação também promove mudanças no comportamento 

migratório, regulando negativamente os receptores inflamatórios de quimiocinas 
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e super-regulando os receptores de quimiocina CCR7 (C-C chemokine receptor 

7) e CXCR4, o que lhes confere a capacidade de responder as quimiocinas 

presentes nos órgãos linfóides secundários (SALLUSTO et al., 1998; SOZZANI 

et al., 1998). 

A infecção com T. gondii altera o perfil de migração de APCs para os 

linfonodos, visto que é observado uma retenção temporária destas células nos 

nódulos linfáticos de drenagem. Além disso, a persistência do parasita no 

hospedeiro, principalmente no SNC, parece ser favorecida, visto que APCs 

infectadas alcançam linfonodos distais que estão próximos dos sítios 

imunoprivilegiados quando são inoculadas por via intraperitoneal (i. p) em 

camundongos, diferente do que ocorre quando a inoculação é feita apenas com 

parasitas livres (DA GAMA et al., 2004; LAMBERT et al., 2006; LAMBERT et al., 

2010; UNNO et al., 2008). 

Células dendrídicas (DCs) infectadas apresentam alterações morfológicas e 

moleculares que estão associadas a um fenótipo hipermigratório, diferente do 

observado quando estas células são estimuladas apenas com lipopolissacarídeo 

de membrana (LPS) ou com IFN-ɣ (LAMBERT et al., 2006; LEE et al., 2014). A 

invasão ativa de taquizoítos em DCs imaturas promove redistribuição de actina 

no citoesqueleto, diminui a expressão de integrinas (β1, β2, CD18 e CD11c) e L-

selectina na membrana plasmática nas primeiras 24h de infecção. 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 é capaz de infectar monócitos/macrófagos 

ativamente, sendo essas as principais células imunes infectadas no sangue 

periférico (BERMUDEZ et al., 1993). Por apresentarem a função primária de 

migrar da corrente sanguínea para os tecidos (SERBINA et al., 2008), elas 

podem servir como um meio de transporte ideal para parasitas se espalharem 

do sítio de entrada para órgãos distantes. De fato, em camundongos, o parasita 

pode ser transportado por macrófagos CD11b+/CD11c− para o SNC (COURRET 

et al., 2006; LAMBERT e BARRAGAN, 2010).  
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A infecção também promove mudanças na regulação transcricional de 

células endoteliais barreira hematoencefálica. Os genes regulados 

correspondem a moléculas envolvidas na interação entre células imunes e 

funções da barreira hemato-encefálica do hospedeiro, evidenciando o papel dos 

leucócitos na neuroinvasão do parasita (LACHENMAIER et al., 2011). Moléculas 

de adesão, 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 sinalização e receptor do tipo toll 4 (TLR-4) são super-

reguladas nas células endoteliais da barreira hematoencefálica após infecção, 

promovendo a quimiotaxia de leucócitos infectados para estes sítios (KHAN ET 

AL., 2006; STEIN e NOMBELA-ARRIETA, 2005; BIJLI et al., 2008).  

Os mecanismos de migração e transmigração também envolvem a interação 

de leucócitos infectados com componentes da matriz extracelular (MEC). 

Estudos demonstram que DCs e macrófagos infectados por T. gondii 

apresentam perfis de adesão aos componentes da MEC diferentes do observado 

em leucócitos estimulados com LPS ou IFN-ɣ. Além disso, são capazes de 

degradar componentes da MEC por aumentarem a expressão/secreção de 

metaloproteinases de matriz, adquirindo um fenótipo similar ao de células 

tumorais metastáticas (SEIPEL et al., 2010; SCHUINDT et al., 2012). Este 

fenótipo leva à desorganização e à fragmentação dos componentes do estroma 

e da membrana basal e podem facilitar o processo de transmigração de 

leucócitos infectados pelas barreiras teciduais (FLORES-BORJA et al., 2016). 

 

 

1.4  Metaloproteinases 

 

A família de metaloproteases ou metaloproteinases possui função 

relacionada ao metabolismo da matriz extracelular. Estas metaloproteinases são 

divididas em três grupos: as metaloproteinases da matriz (MMPs, matrixinas), as 

proteínas desintegrinas e metaloproteínases (ADAMs), e as astacinas (SALOWE  

et al., 1992; STÖCKER e BODE, 1995). Esses grupos compreendem uma 

grande variedade de endopeptidases, que possuem o íon zinco (Zn2+) em seu 
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centro ativo (por isso o utilização do prefixo "Metalo"). Além disso, pertencem ao 

clã das metzincinas, que apresentam o motivo 3-histidina (His) (His-Glu-Xaa-

Xaa-His + His) e uma metionina conservada (Met) no sítio ativo (STÖCKER e 

BODE, 1995).  

As metzincinas, possuem um resíduo de glutamato (Glu) dentro do motivo 

catalítico que ativa uma molécula de H2O ligada ao zinco criando o nucleófilo, 

que corta as ligações peptídicas. A hidrólise das ligações peptídicas é feita 

internamente na cadeia polipeptídica entre as extremidades N (amino) e C 

(carboxi)-terminal de seus substratos (BODE et al., 1996). 

Com exceção das astacinas, que desempenham papéis específicos 

durante o desenvolvimento embrionário e formação óssea (BOND e BEYNON, 

1995), tanto as ADAMs quanto as MMPs são super-reguladas em muitos tipos 

de células cancerígenas, e por isso, recebem muita atenção nas áreas de 

progressão tumoral e metástase. Além disso, estão associadas a doenças 

inflamatórias agudas com consequente dano tecidual (FINGLETON, 2006; HU 

et al., 2007). A super-expressão destas moléculas em leucócitos infectados por 

T. gondii pode favorecer os mecanismos de migração e invasão destas células, 

e por este motivo, suas funções e mecanismos de regulação serão abordados 

nos próximos tópicos.   

 

1.4.1 ADAMs 

 

As ADAMs (do inglês, A Disintegrin And Metalloprotease) são 

metaloproteinases envolvidas nas interações célula-célula de processos 

biológicos como adesão e fusão, sinalização e proteólise de citocinas, de 

receptores de citocinas e de componentes da MEC, dentre outras moléculas 

(SEALS e COURTNEIDGE, 2003).   

A maioria das ADAMs são expressas como proteínas de superfície 

transmembranar tipo I com um domínio de metaloproteinase N-terminal, um 

domínio desintegrina que se liga a integrinas, um domínio rico em cisteína, um 

domínio semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF) seguido pelo 
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domínio transmembranar e uma cauda citoplasmática. Algumas ADAMs podem 

apresentar algumas diferenças em sua estrutura, como a ADAM10 e ADAM17, 

que não possuem o domínio semelhante ao EGF, e nem domínio cisteína 

(TAKEDA, 2009). Há ainda, formas secretadas pertencentes a um grupo de 

ADAMS, as ADAMTSs, que se constituem de motivos trombospondina (TS), e 

também se ligam à MEC (PORTER et al., 2005) (Figura 3). 

Geralmente estas metaloproteinases são sintetizadas como proenzimas, 

e são ativadas quando o prodomínio inibidor N-terminal é liberado por clivagem 

através da ação da furina convertase e/ou outras pró-proteínas convertases. 

Esta clivagem ocorre no trans-Golgi network (TGN) (GIEBELER e ZIGRINO, 

2016), antes do transporte dessas proteínas à superfície celular. O domínio com 

íon zinco medeia a atividade proteolítica (HOUGAARD et al., 2000). 

 

 

 

Figura 3. Diferença entre a estrutura dos domínios dos membros da família ADAM. Os 

membros da família ADAM possuem um pró-domínio que mantém o domínio 

metaloprotease em sua forma latente, domínio catalítico metaloproteinase N-terminal 

que hidrolisa substratos protéicos, um domínio desintegrina, uma região rica em 

cisteína, um domínio tipo-EGF e um domínio transmembrana. Modificado de Giebeler 

e Zigrino, 2016. 
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A proteína ADAM-10, juntamente com ADAM-17, é provavelmente, a mais 

importante α–secretase expressa fisiologicamente. A atividade α–secretase está 

presente no núcleo catalítico desta metaloprotease e cliva a proteína precursora 

amilóide (APP), ligantes ErbB (betacelulina - BTC, e EGF) e, ainda está 

envolvida na liberação (shedding) de proteínas de membrana tipo I e II por 

clivagem proteolítica (BAI et al., 2015) e na sinalização Notch (MARETZKY et 

al., 2005).   

          A via de sinalização Notch é uma via conservada e iniciada por uma família 

de proteínas que engloba quatro receptores (Notch1-4) e cinco ligantes (Jagged1 

/ 2, Dll-1/3/4). Os receptores Notch são ativados quando se ligam a um ligante 

expresso na membrana de uma célula adjacente. Em seguida, os receptores 

podem sofrer duas clivagens proteolíticas realizados por ADAM-10 e pelo 

complexo ɣ-secretase, respectivamente (QU et al., 2017). Os dois eventos 

proteolíticos resultam na liberação de uma forma intracelular ativa dos 

receptores que entram no núcleo, onde formam um complexo de ativação 

transcricional. Este complexo, promoverá a expressão de vários genes que 

coletivamente controlam a proliferação celular, morte celular, adesão, invasão e 

migração (DEMITRACK et al., 2017).  

Em barreiras teciduais, ADAM-10 controla a expressão de proteínas que 

medeiam a adesão celular como VE-caderina (Caderina endotelial vascular) e 

E-caderina (caderina endotelial), permitindo a transmigração transiente de 

leucócitos (SCHULZ et al., 2008; DONNERS, 2010). Esta metaloproteinase 

também regula moléculas de adesão como CXCL16 e CX3CL1 que medeiam a 

interação de linfócitos T e monócitos com células teciduais (HUNDHAUSEN et 

al., 2003). Através do shedding de várias proteínas transmembranares, promove 

a degradação da MEC, proteólise de CD44, de citocinas como TNF-α e de outras 

moléculas que coletivamente participam dos eventos de migração (SAHIN et al., 

2004; NAGANO et al., 2004; LE GALL et al., 2009; Herzog et al., 2014).  

ADAM-10 também pode regular a expressão de integrinas na superfície 

de leucócitos e favorecer a migração destas células. Em células mielóides, a 

deficiência de ADAM-10 está relacionada com a redução da expressão de 

integrinas, comprometimento da interação célula-matriz e rearranjo do 
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citoesqueleto, resultando em inibição da migração destes leucócitos em um 

modelo de inflamação pulmonar aguda (PRUESSMEYER et al., 2014). 

Alguns tipos de células tumorais apresentam grande expressão de 

receptores para o fator de crescimento epidermal (EGFR do inglês, epidermal 

growth factor receptor) e para o fator de crescimento transformador (TGFR do 

inglês, transforming growth factor receptor) (PURBA et al., 2017). Estudos 

demonstram que ADAM-10 regula e ativa EGFR e TGFR-α e por isso poderia 

favorecer o desenvolvimento e progressão de alguns tipos de câncer (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 inibição do crescimento de 

células tumorais (DUFFY et al., 2009). 

Em estudo feito por Kieseier e colaboradores (2003), foi observado 

expressão de ADAM-10 nos astrócitos e macrófagos presentes no cérebro de 

pacientes com esclerose múltipla após a morte. ADAM-10 também é super-

regulada no líquido sinovial e articulações de pacientes com artrite reumatoide. 

Sua expressão está relacionada com a gravidade da doença e com a migração 

de monócitos para o sítio inflamatório (ISOZAKI et al., 2013). Pacientes com 

déficit cognitivo infectados por HIV, também apresentaram aumento na 

expressão de ADAM10 em seus astrócitos (MEGRA et al., 2017).  

O papel da ADAM-10 em doenças inflamatórias e infecciosas ainda não é 

totalmente compreendido (DREYMUELLER et al., 2017). Desta maneira, são 

necessários mais estudos sobre suas funções e mecanismos de regulação 

nestas doenças, incluindo sua possível participação nos mecanismos de 

migração de leucócitos infectados por T. gondii. 
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1.4.2 Metaloproteinases de matriz  

 

As Metaloproteinases de matriz (MMPs, do inglês Matrix Metalloproteinases) 

ou matrixinas são capazes de promover a clivagem de quase todos os 

componentes da matriz extracelular (MEC), tais como: colágeno, proteoglicanos, 

laminina, elastina e fibronectina. E estão envolvidas em processos fisiológicos 

como o remodelamento tecidual, angiogênese, desenvolvimento embrionário, 

cicatrização de feridas e ciclo menstrual (BRINCKERHOFF e MATRISIAN, 2002; 

YOON et al., 2003; AMAR et al., 2017).  

Além de processos fisiológicos, as MMPs estão relacionadas com processos 

patológicos nos quais a renovação da matriz extracelular (MEC) é anormal, como 

na artrite, aterosclerose, doenças infeciosas e câncer (AMAR et al., 2017). No 

desenvolvimento e progressão do câncer, por exemplo, além de degradar 

componentes estruturais da MEC, as MMPs estão envolvidas na sinalização 

celular, sendo capazes de ativar receptores celulares e fatores de crescimento 

ou liberá-los da MEC, regulando assim vários mecanismos celulares, incluindo 

crescimento, diferenciação, apoptose e migração (Figura 3) (HUA et al., 2011; 

TURUNEN et al., 2017). 
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Estruturalmente as MMPs geralmente apresentam um peptídeo sinal que 

as direcionam ao retículo endoplasmático, um pró-domínio que mantém a 

enzima em sua forma latente, um domínio catalítico contendo o sítio de ligação 

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

Figura 4. Papel das MMPs no câncer. As MMPs são freqüentemente super-expressas 

em uma variedade de tumores humanos. Elas podem degradar os componentes 

estruturais da matriz extracelular e também estão envolvidas no processamento de 

fatores de crescimento e receptores (EGF, TGF-β, sFlt-1, etc.), citocinas, quimiocinas e 

moléculas relacionadas a apoptose. Além disso, as MMPs participam na transição do 

epitélio mesenquimal. Portanto, as MMPs têm efeitos no crescimento celular e 

sobrevivência, angiogênese, inflamação, invasão e metástase. Modificado de Hua et al, 

2011.  
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qual liga a MMP ao seu substrato, à 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 família das MMPs possui diferentes grupos 

onde foram removidos ou incorporados alguns domínios. Assim, com base na 

organização de seus domínios, as MMPs podem ser classificadas em quatro 

grupos diferentes: MMPs arquetípicas, matrilisinas, gelatinases e MMPs ativadas 

por furina (Figura 4) (FANJUL-FERNÁNDEZ et al., 2010). Embora as MMPs 

sejam muitas vezes subdivididas em grupos com base nas diferenças na 

composição do domínio, há pouco consenso sobre como essas subdivisões 

devem ser atribuídas (PARKS et al., 2004).  

 

 

Das 25 MMPs diferentes identificadas em vertebrados, 24 são encontradas 

em humanos (FANJUL-FERNÁNDEZ et al., 2010) e podem também ser 

separadas em dois grandes grupos: tipo solúvel, que são secretadas no espaço 

Figura 5. Metaloproteinases de Matriz de mamíferos. Classificação estrutural com base 

no arranjo dos domínios. Modificado de Fanjul-Fernandez et al., 2010. 
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pericelular, ou as transmembranas que são ancoradas por um domínio 

transmembrana ou por âncoras 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 vários 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 não classificadas (-20, -21, -23, -27, -28) (HUA et al., 

2011). 

As MMPs secretadas são sintetizadas em sua forma latente (zimogênio) 

e liberadas pelas células como pró-MMP, o que requer ativação extracelular feita 

por outras MMPs, serinoproteases (via plasmina, p.ex.), dentre outras moléculas. 

Esta ativação pode ocorrer pela clivagem da interação zinco-cisteína no pró-

peptídeo N-terminal (conhecido como switch cisteína). Além disso, algumas 

MMPs são pré-ativadas no interior da célula e atingem a superfície celular já 

ativas (VISSE e NAGASE, 2003; RYDLOVA et al., 2008).  

Diferente dos outros membros da família MMP, as MT- MMP não são 

secretadas e permanecem ancoradas à superfície celular após ativação. Todas 

as MT-MMPs apresentam uma sequência de reconhecimento de furina na 

extremidade C-terminal do pró-peptídeo. De forma similar às secretadas, as MT-

MMPs são sintetizadas como pró-enzimas inativas, porém, são expressas na 

superfície da célula como enzimas ativas localmente. Sua ativação ocorre, 

principalmente, intracelularmente pela clivagem mediada pela furina convertase 

no pró-domínio dentro do trans-Golgi network, antes de serem transportadas 

para a superfície celular (STAWOWY et al., 2004; MANSO et al., 2006; OWEN, 

2008). 

Estudos demonstram que estas MMPs ancoradas a membrana são super-

expressas em vários tipos de câncer e estão envolvidas na modulação da 

comunicação celular e sinalização intracelular como resultado da alteração de 

receptores, ligantes e moléculas de adesão, ou liberação de fatores de 

crescimento no microambiente tumoral (KESSENBROCK et al., 2010; ITOH, 

2006). Com base nessas atividades, as MT-MMPs exercem um papel dinâmico 

no câncer e são capazes de controlar a plasticidade celular fenotípica destas 

células (STRONGIN, 2010; TURUNEN et al., 2017). 
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A MT-MMP mais estudada e associada ao câncer é a MT1-MMP. 

Carcinomas de mama, próstata e estroma, dentre outros tipos de câncer, 

apresentam expressão aumentada desta molécula (TURUMEN et al, 2017). 

Além das células tumorais malignas, macrófagos, neutrófilos, DCs e células 

endoteliais também expressam MT1-MMP em processos inflamatórios em 

resposta a TNF-α e IL-12 (CHUN et al., 2004; SAKAMOTO e SEIKI, 2009). Sua 

função envolve degradação do colágeno tipo I pericelular, o que, por si só, é 

considerado suficiente para permitir a invasão celular. Além disso, pode ativar 

proMMP-2, proMMP-9 e clivar um grande número de proteínas e receptores da 

superfície celular, tais como CD44, ADAMs e integrinas (BACIU et al., 2003; 

MANSO et al., 2006). 

O aumento da expressão de MMPs pode favorecer a disseminação de 

macrófagos infectados por T. gondii e dotá-los de um fenótipo similar ao 

metastático (SEIPEL et al., 2010; SCHUINDT et al., 2012). Nosso grupo 

demonstrou que a infecção in vitro de macrófagos murinos induz aumento da 

expressão 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) está aumentada no sobrenadante destas células infectadas 

(SEIPEL et al., 2010). O aumento da secreção de MMP-9 e -2 através da via 

Erk1/2/NF-kB também foi observada em mastócitos murinos infectados com este 

parasita (WANG et al., 2016). 

As MMPs ativadas após infecção de macrófagos parecem estar envolvidas 

com a maturação da integrina α5β3, a qual participa de mecanismos de migração 

e invasão celular (SEFTOR et al., 1992), uma vez que, na presença de um 

inibidor de MMPs, macrófagos infectados por T. gondii falham em expressar 

α5β3 (SEIPEL et al., 2010). A MT1-MMP pode ser uma via preferencial para 

processamento das subunidades pró-integrina em macrófagos infectados com 

T. gondii, por apresentar esta função 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 plasminogênio do tipo 

uroquinase (uPAR), inibidor tecidual de metaloproteinase-1 (TIMP- 1) e a 



38 
 
 

glicoproteína de superfície celular (CD44), no sobrenadante de macrófagos 

murinos infectados, sugerindo semelhanças entre os comportamentos 

migratórios de células infectadas por T. gondii e tumores metastáticos (NAGANO 

et al., 2004; CHO et al.,2012; STRONGIN, 2010). 

Em humanos, macrófagos infectados por T. gondii apresentam altos níveis 

de MT1-MMP, com diminuição das formas inativas de MMP-9 e MMP-2 (pro-

MMP-2 e pro-MMP-9) (BUACHE et al., 2007; NIEHUS et al., 2012). Astrócitos 

infectados também apresentam aumento na secreção de MMP-2 e MMP-9, com 

consequente degradação de fibronectina, podendo contribuir para a migração de 

leucócitos durante a encefalite toxoplasmática (LU e LAI, 2013). Em gestantes, 

os níveis séricos de MMP-2 e -9 são maiores no sangue e no cordão umbilical 

de mulheres infectadas, e estão relacionados à transmigração do T. gondii pela 

barreira placentária (WANG e LAI, 2013). 

Na infecção crônica, as células T das linhagens CD4 + e CD8 + são 

essenciais para controlar cistos contendo bradiozoítos no cérebro. Células T 

expressando MMP-10 são encontradas no cérebro de camundongos 21 dias 

após infecção, enquanto as células T que expressam MMP-8 são observadas no 

28º dia de infecção. Ao mesmo tempo, astrócitos expressam TIMP-1, 

provavelmente como resultado de uma reação do sistema imune para controlar 

o dano tecidual (CLARK et al., 2010). A presença de TIMP-1 no cérebro durante 

o estágio crônico da toxoplasmose pode ser um indicativo do controle da 

resposta exacerbada causada pela alta expressão de MMPs, bem característica 

em diversas condições inflamatórias do SNC (DUBOIS et al., 1999; THWAITES 

et al., 2003; DHANDA  e SANDHIR et al., 2017).  

As MMPs são reguladas de muitas maneiras, incluindo regulação por 

mecanismos de oligomerização ao nível da membrana plasmática, para que 

sejam efetuadas as reações de clivagem das formas pró-proteína em proteína 

ativa enzimaticamente. Entre os facilitadores destas interações está a molécula 

CD147, também conhecida como EMMPRIN ou basigina (SEIZER et al., 2010) 

que pode ser uma forte candidata na regulação das MMPs expressas em 

leucócitos infectados por T. gondii.  
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1.4.3 CD147 

 

A CD147 foi originalmente caracterizada como um fator presente nas células 

de câncer de pulmão, que estimulava a produção da colagenase MMP-1 e 

aumentava os níveis de MMP-2 e -3, e por esta função, recebeu o nome de 

EMMPRIN (do inglês, extracellular matrix metalloproteinase inducer) (BISWAS 

et al., 1995). Estudos subsequentes demonstraram que EMMPRIN era idêntico 

a outras proteínas, incluindo a basigina (Bsg) (DECASTRO et al, 1996) e 

antígeno associado ao hepatoma (HAb18G) (CHENG, et al., 1994), os quais 

agora são comumente denominados CD147 (GRASS e TOOLE, 2016).  

Estruturalmente, CD147 é uma glicoproteína transmembrana tipo I de cadeia 

simples com dois domínios imunoglobulinas, pertencente então, à superfamília 

das imunoglobulinas (Ig). Além dos domínios imunoglobulinas, nomeados EC1 

e EC2, que ficam na porção extracelular, possui regiões de ligação e domínios 

transmembranar (TM) e citoplasmático (Figura 6). As regiões de ligação, TM e 

citoplasmáticas são altamente conservadas, mas os domínios Ig podem variar 

entre espécies (SCHLEGEL et al., 2009; GRASS e TOOLE, 2016). 

Cada domínio apresenta interações específicas, visto que foram identificadas 

diferentes proteínas interagindo com cada um deles. O domínio EC1, por 

exemplo, está envolvido na ativação de MMPs (MMP-1, -2, -3 e -9, bem como 

MT1-MMP e MT2-MMP), oligomerização de integrinas, CD44 e de CD98 

(gllicoproteína TM envolvida na adesão e no transporte de aminoácidos) 

(NABESHIMA et al., 2006; YURCHENKO et al., 2010). O domínio EC2 se liga a 

ciclofilinas, integrinas e caveolina-1 (importantes na quimiotaxia e adesão) 

(TANG et al., 2004; YURCHENKO et al., 2010). O domínio TM também se liga à 

ciclofilinas e provavelmente envolve interações com CD43, sindecan-1 e 

integrinas (envolvidas na adesão) (PAKULA et al., 2007; KHUNKAEWLA et al., 

2008). Além disso, tanto o domínio TM quanto o citoplasmático interagem com 

transportadores de monocarboxilato (MCTs), promovendo o transporte de 

piruvato e lactato (Figura 6) (KAUSHIK et al., 2015).  

Estas interações estão relacionadas com funções de migração, vias de 

sinalização celular, transporte de nutrientes e fármacos, e por isso, a expressão 

de CD147 pode influenciar mecanismos de migração fisiológicos e patológicos 
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(MURAMATSU et al., 2015). Estudos demonstram que CD147 é expresso em 

muitas células epiteliais, neuronais, linfóides e mielóides (GRASS e TOOLE, 

2016), em tecidos saudáveis a expressão é principalmente restrita ao trato 

reprodutivo, cérebro, olhos e músculos (NAKAI et al., 2006).  

Estudos em camundongos knockout (bsg - / -) revelaram que a maioria morre 

no início do desenvolvimento embrionário (NAKAI et al., 2006). Nos raros casos 

em que o embrião se desenvolve, os descendentes são pequenos e geralmente 

morrem antes de um mês devido à dificuldade respiratória secundária e  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pneumonia intersticial. Os machos sobreviventes são estéreis devido a defeitos 

na espermatogênese (NAKAI et al., 2006; BI et al., 2013) e as fêmeas têm 

Figura 6. Estrutura de CD147. CD147 possui 3 regiões com resíduos de asparagina 

(Asn) na região extracelular (EC), uma região TM contendo um resíduo de ácido 

glutâmico altamente conservado (Glu), e uma pequena cauda citoplasmática. A região 

EC pode ser dividida em 2 loops tipo Ig (EC1 e EC2), mantidos em conjunto por ligações 

dissulfeto. Cada Domínio de CD147 interage com diferentes proteínas, sendo assim, 

possui diferentes funções. Modificado de Hahn et al., 2015. 
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problemas na fertilização (IGAKURA et al, 1998). Além disso, estes animais 

exibem anormalidades na aprendizagem espacial, memória e percepção 

sensorial a estímulos dolorosos e odores nocivos (IGAKURA et al, 1996), na 

função retiniana com cegueira precoce (OCHRIETOR et al., 2002), no 

desenvolvimento dentário (XIE et al., 2015) e nas respostas imunológicas 

(JOGHETAEI et al., 2011; PAYNE et al., 2012; GE et al., 2015; MAEDA et al., 

2015).  

A CD147 é regulada em vários tipos de câncer, e a alta concentração nos 

tumores dos pacientes oncológicos está relacionada com um mau prognóstico 

(ISHIBASHI et al., 2004; NABESHIMA et al., 2006; LI et al., 2009). Esta proteína 

transmembrana demonstrou promover múltiplos estágios de progressão tumoral, 

tais como: proliferação, invasividade e metástase, via indução de MMPs 

(KANEKURA et al., 2002; CHEN et al., 2006; XIN et al., 2016); angiogênese, 

estimulando a produção de VEGF (ZONG et al., 2016); crescimento 

independente de ancoragem (MARIEB et al., 2004); quimorresistência (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 estão 

explorando e compreendendo o benefício do uso de anticorpos anti-CD147 como 

potencial terapia tumoral (CHICHE et al., 2013). 

Em modelos experimentais, CD147 também demonstrou estar envolvida em 

muitas doenças inflamatórias, como artrite reumatoide, esclerose múltipla e 

fibrose renal (YURCHENKO et al., 2010). Nestas doenças, a principal função de 

CD147 é aumentar a migração de leucócitos inflamatórios via interação 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 crítico em doenças infecciosas. Ela pode 

facilitar a infecção pelo HIV-1 através da interação com ciclofilina-A associada 

ao vírus, pode ser um receptor do vírus do sarampo em células epiteliais por 

interação com a ciclofilina-B (PUSHKARSKY et al., 2007) e aumentar a invasão 

intracelular de Listeria monocytogenes por supressão de NOD2 (TILL et al., 

2008). Além disso, é uma proteína essencial para a invasão de eritrócitos pelo 

Plasmodium falciparum, parasita pertencente ao filo Apicomplexa (mesmo do T. 

gondii), causador da malária (CROSNIER et al., 2011).  
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A invasão de eritrócitos é central para a patogênese da malária, e a RH5 é a 

única proteína do parasita que é essencial para invasão por todas as cepas. A 

proteína que interage com RH5 é a CD147 (CROSNIER et al., 2011) e a estrutura 

precisa do complexo, revela resíduos de aminoácidos em RH5 essenciais para 

ligação a CD147 (FORNI et al., 2015).  

Em conjunto, o conhecimento das funções de CD147 em processos 

fisiológicos e patológicos a torna atrativa para estudos sobre seu possível papel 

na invasão e migração do T. gondii, podendo contribuir na travessia de leucócitos 

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

 

O Toxoplasma gondii desenvolveu com sucesso estratégias para evadir a 

resposta imune do hospedeiro e acessar sítios imunoprivilegiados, como cérebro 

e retina, onde permanece em um ambiente controlado dentro de cistos 

quiescentes.  Acredita-se que a capacidade deste parasita em infectar leucócitos 

e utilizá-los como “Cavalos de Tróia”, seja determinante para o acesso a estes 

tecidos, uma vez que após infecção, macrófagos e células dendrídicas 

apresentam um fenótipo hipermigratório e são capazes de atravessar barreiras 

teciduais.  

 Nosso grupo recentemente demonstrou que metaloproteinases podem 

estar envolvidas na migração de macrófagos infectados por T. gondii, visto que 

a infecção in vitro de macrófagos murinos induz aumento da expressão de MT1-

MMP e ADAM-10 nestas células, além de aumentar a concentração de MMP-9 

ativa no sobrenadante (SEIPEL et al., 2010).  

 Apesar das Metaloproteinases, como ADAM-10 e MT1-MMP, serem 

super-expressas em macrófagos infectados, ainda é necessário caracterizar o 

perfil de expressão, as vias de ativação dos zimogênios e as funções destas 

moléculas nos mecanismos de migração / invasão. Além disso, a proteína 

CD147 pode estar envolvida na regulação das metaloproteinases, de moléculas 

de adesão e fatores de crescimento, desempenhando funções similares a 

metástase nos macrófagos infectados.  

 Em conjunto, as proteínas ADAM-10, MT1-MMP e CD147 são fortes 

candidatas a desempenharem funções na migração de macrófagos infectados 

por T. gondii, principalmente devido a seus múltiplos papéis em diferentes 

processos fisiológicos e patológicos (Tabela 1). Deste modo, ao caracterizar o 

perfil de expressão, determinar as vias de processamento e avaliar a importância 

destas moléculas para a migração de macrófagos infectados em matriz 

extracelular tridimensional, poderemos contribuir com informações para a melhor 

compreensão da relação T. gondii-hospedeiro. 
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Tabela 1. Múltiplas Funções de ADAM-10, MT1-MMP e CD147 em processos 

fisiológicos e patológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ADAM-10 

 

MT1-MMP 

 

CD147 

Shedding de proteínas 

transmembranares 

Shedding de proteínas 

transmembranares 

Shedding de proteínas 

transmembranares 

 Envolvida na sinalização 

Notch em conjunto com 

ɣ-Secretase 

Degradação de colágeno 

tipo I 

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

MT1-MMP e MT2-MMP 

Regula moléculas de 

adesão em tecido 

endotelial e epitelial 

  Ativa MMP-2 e 9 Regula moléculas de 

adesão e fatores de 

crescimento   

Regula expressão de 

integrinas, CD44 

Regula expressão de 

integrinas, CD44, ADAMs 

e fatores de crescimento 

Regula expressão de 

integrinas 

Regula fatores de 

crescimento 

Regulada por furina-

convertase 

Receptor HIV, sarampo, 

Plasmodium falciparum 

Super- expressa em 

alguns tipos de câncer, 

artrite reumatóide, 

esclerose múltipla 

Super- expressa em 

alguns tipos de câncer e 

leucócitos em processos 

inflamatórios 

Super- expressa em 

alguns tipos de câncer, 

artrite reumatóide, 

esclerose múltipla 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo Geral 
 

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

macrófagos murinos infectados por T. gondii.  

 

3.2 Objetivos específicos  

 

 Verificar o perfil de expressão de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 em 

macrófagos murinos infectados por T. gondii; 

 

 Determinar qual o envolvimento das vias de furina convertase e ɣ-

secretase no processamento de zimogênios de MT1-MMP, ADAM-10 e 

na expressão de CD147;   

 

 Avaliar a influência da inibição das vias de furina convertase e ɣ-secretase 

na capacidade invasiva/migratória de macrófagos infectados em matriz 

extracelular tridimensional; 

 

 Reduzir/inibir a expressão de MT1-MMP e CD147 na superfície dos 

macrófagos infectados através do silenciamento gênico transiente 

utilizando siRNAs específicos; 

 

 Analisar o envolvimento de CD147 na ativação de MT1-MMP em 

macrógafos infectados após silenciamento gênico; 

 

 Avaliar a capacidade invasiva/migratória de macrófagos murinos 

infectados após silenciamento gênico em matriz extracelular 

tridimensional;  
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1 Animais  

Para a realização da infecção experimental, foram utilizados 

camundongos suíços (Swiss webster) fêmeas 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 laboratório 

foram feitos estão de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Comitê de Uso 

e Experimentação Animal da UENF (protocolo CEUA 292) (anexo).  

 

4.2 Anticorpos utilizados 

Para análise das moléculas de interesse através da microscopia de 

fluorescência e citometria de fluxo, foram utilizados anticorpos primários IgG 

policlonais de cabra: MT1-MMP (sc-12366), ADAM-10 (sc-16523) e CD147 (sc-

9757) (Santa Cruz Biotechnology) em diluição de 1:100 com PBS/BSA 1%. O 

anticorpo primário anti-T. gondii (cedido pelo prof. Renato DaMatta) foi utilizado 

na diluição de 1:1000 em PBS/BSA 1%. Este anticorpo foi obtido de 

camundongos suíços cronicamente infectados com a cepa ME 49 através da 

punção cardíaca e consequente centrifugação para separação das hemácias e 

soro. Anticorpos secundários suíno anti-IgG de cabra conjugados a Alexa Fluor® 

568 (Thermo Fisher Scientific), cabra anti-IgG de camundongo conjugado a FITC 

(Merk) e suínos anti-IgG de cabra conjugado a biotina (CALTAG) foram diluidos 

na proporção 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 Condições de cultura para Raw 264.7 

A linhagem de macrófago 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 75cm² (Kasvi). 

A cultura foi replicada a cada 2 dias ou quando as células que formavam a 

monocamada atingiam aproximadamente 80% de confluência.  As culturas foram 

mantidas em estufa (Scientific Inc., modelo 3159) a 37°C, com 5% de CO2 e 

umidade controlada.  

 

4.3 Obtenção de T. gondii para infecção in vitro 

Taquizoítos, da linhagem RH (Sabin e Feldman, 1948), foram mantidos 

por passagens sucessivas na cavidade peritoneal de camundongos suíços com 

idade entre 3-5 semanas no infectório do LBCT (Laboratório de Biologia Celular 

e Tecidual) na UENF, sob supervisão do prof. Renato DaMatta. Após o período 

de 48 h, o lavado peritoneal foi realizado com 5 mL de tampão fosfato salino 

(PBS) para obtenção 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 alíquota 

foi retirada e os parasitas corados com azul de Trypan para verificar viabilidade. 

A quantificação foi feita em câmara de neubauer, e na sequência a concentração 

ajustada na proporção de três parasitas por célula (3:1). 

 

4.4 Infecção in vitro  

Os macrófagos 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 alíquota foi diluída em Azul de Trypan (0,2%) 

para quantificação em câmara de Neubauer.  

Os macrófagos foram plaqueados na concentração de 1x106 células/ml 

em placas de 24 poços (Greiner bio-one) para todos os ensaios propostos. Para 
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a microscopia de fluorescência foram inseridas nos poços, lamínulas circulares 

estéreis de 13 mm (Glasscyto) antes do plaqueamento. Para o ensaio de 

migração (transwell) foram inseridas câmaras com membranas transwell com 

camada uniforme de Matrigel™ (Realce) antes do plaqueamento. Todas as 

placas foram mantidas por 12 h (overnight) em estufa (Forma Scientific) a 37 °C 

com 0,5% de CO2 e umidade controlada. 

Após 12h, macrófagos foram infectados com taquizoítos de T. gondii na 

proporção de três parasitas (Total de 3 x 106 parasitas/ml) por macrófago (3:1), 

durante 1 h. Decorrido o tempo de infecção, o meio de cultura foi retirado de 

todos os poços e os mesmos lavados cuidadosamente três vezes com PBS 

estéril para remoção dos parasitas livres. Após lavagem, foram realizados os 

protocolos com inibidores ou siRNAs. 

 

4.5 Inibidores de Furina e ɣ-secretase 

Para analisar as possíveis vias de sinalização envolvidas na mobilização 

de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 para a superfície celular e a função destas 

vias no mecanismo de migração/invasão, foram utilizados inibidores de furina 

convertase II (C₃₆H₇₅N₂₅O₆) (Calbiochem) e ɣ-secretase (C23H26F2N2O4) (DAPT 

- Sigma). Estes inibidores foram acrescentados às culturas 1h após a infecção 

in vitro de T. gondii nos diferentes ensaios, conforme descrito no item 4.4, na 

concentração de 2 μM do inibidor de furina e 20 µM do inibidor de ɣ-secretase, 

após diluição das soluções estoque em meio RPMI (As concentrações foram 

selecionadas após ensaio com MTT descrito no item 4.7). Para todos os 

experimentos com inibidores foram utilizados como controles macrófagos 

infectados com T. gondii e não infectados, e macrófagos não infectados com 

tratamento com inibidores. Os ensaios com inibidores foram realizados após 24 

horas de tratamento.  
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4.6 Silenciamento gênico utilizando siRNA em macrófagos murinos 

infectados por Toxoplasma gondii  

 

4.6.1 Reagentes para silenciamento gênico utilizando siRNAs 

Os siRNAs de interferência (do inglês, 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) são um 

conjunto de 3 siRNAs de 19-25 nucleotídeos específicos para silenciar os 

respectivos alvos em células de camundongos. Os frascos continham 3.3 nmol 

de siRNA liofilizado, nos quais foi preparada uma solução estoque de 10 μM, 

após adição de tampão de diluição de siRNA (sc-29527), as soluções foram 

mantidas a 20 °C. Além dos siRNAs específicos, foi utilizado siRNA não 

específico conjugado a FITC (sc-36869) a fim de determinar a eficiência da 

transfecção por microscopia de fluorescência e siRNA-A não específico (sc-

37007) para os testes de viabilidade e como controles. 

Reagentes lipídicos são utilizados para aumentar o acesso dos siRNAs 

ao interior das células, contribuindo para o sucesso do silenciamento gênico 

(Barbosa & Lin, 2004). Neste trabalho, foi utilizado o reagente de transfecção 

lipídico (sc-29528), para aumentar a eficiência da transfecção dos siRNAs para 

MT1-MMP, CD147 e dos siRNAs controle. O meio de transfecção (sc-36868) foi 

utilizado para o preparo de todas as soluções.  

 

4.6.2 Padronização da transfecção de siRNA em Raw 264.7 

Tendo como base o protocolo de transfecção disponibilizado pela Santa 

Cruz Biothecnology, desenvolvemos um protocolo de silenciamento para a 

linhagem de macrófago Raw 264.7 infectadas por T. gondii utilizando o siRNA 

FITC controle a fim de determinar qual seria a concentração de siRNA e reagente 

de transfecção necessários para uma transfecção mais eficiente. 

Macrófagos Raw 264.7 foram plaqueados e infectados nas condições descritas 

no item 4.4. Após 4 horas de infecção, o meio contido nos poços foi descartado 
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e substituído por meio de transfecção. Enquanto as células estavam incubadas 

com meio de transfecção, foram preparadas as seguintes soluções: 

 

 Solução A: Meio de transfecção + siRNA FITC. Concentração final de 
siRNA utilizada: 0,2 μM ou 0,4 μM ou 0,8 μM 

 Solução B: meio de transfecção + reagente de transfecção. Concentração 

final do reagente de transfecção utilizada: 0,2 μM ou 0,4 μM.  

Após preparo das soluções, a solução com siRNA FITC (Solução A) foi 

adicionada à solução contendo reagente de transfecção (Solução B) e a mistura 

foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente. Deste modo, foram 

produzidas 6 soluções AB: 0, 2 μM A + 0,2 μM B; 0,4 μM A + 0,2 μM B; 0,8 μM 

A + 0,2 μM B; 0,2 μM A + 0,4 μM B; 0,4 μM A + 0,4 μM B; 0,8 μM A + 0,4 μM B. 

No decorrer do tempo de 1h de incubação das soluções AB, os macrófagos 

plaqueados foram lavados duas vezes com meio de transfecção. Após lavagem, 

o meio de transfecção foi descartado dos poços e a solução AB adicionada.  

Após 4 horas da adição da solução AB, lâminas foram montadas e observadas 

através da microscopia de fluorescência. Imagens foram obtidas através da 

câmera AxioCam utilizando o microscópio Axioplan - Carl Zeiss.  

 

4.6.3 Transfecção utilizando siRNAs específicos para MT1-MMP e CD147  

Ao padronizar a metodologia de transfecção, todos os experimentos 

utilizando siRNAs específicos para MT1-MMP e CD147 foram feitos nas 

condições descritas como se segue: 

Os macrófagos foram plaqueados e infectados como descrito no item 4.4. 

Após 4 horas de infecção, o meio contido nos poços foi descartado e substituído 

por meio de transfecção. Enquanto as células estavam incubadas com meio de 

transfecção, foram preparadas as seguintes soluções: 

 Solução A: 250 μl de meio de transfecção + 20 μl siRNA para MT1-MMP 
ou CD147. Concentração final de siRNAs utilizada: 0,8 μM  

 Solução B: 250 μl de meio de transfecção + 20 μl reagente de transfecção. 

Concentração final do reagente de transfecção utilizada: 0,4 μM  
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Após preparo das soluções, a solução A foi adicionada a solução B, e a 

solução AB foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente. No decorrer 

do tempo de 1h de incubação com a solução AB, os macrófagos plaqueados 

foram lavados duas vezes com meio de transfecção. Após lavagem, o meio de 

transfecção foi descartado dos poços e a solução AB adicionada. Deste modo, 

a solução AB foi adicionada nos poços 6h após infecção de T. gondii.  Após 4 

horas de incubação, a solução AB foi retirada dos poços e substituída por meio 

RPMI suplementado com 20% de SFB.  

Após 18 horas da adição da solução AB nos poços (24 h de infecção), foi 

avaliada a expressão de MT1-MMP e CD147 nos macrófagos infectados por 

microscopia de fluorescência e citometria de fluxo. 

Para todos os experimentos com siRNAs foram utilizados como controles: 

macrófagos infectados com T. gondii e não infectados sem tratamento com 

siRNAs, e macrófagos não infectados com tratamento com siRNAs. Foram 

realizadas triplicatas em três ocasiões independentes. 

 

4.7 Avaliação da viabilidade celular por metabolização do MTT após 

tratamento com siRNA-A e com inibidores de furina e ɣ-secretase. 

A viabilidade das células Raw 264.7 infectadas por T. gondii após 

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-difeniltetrazólio) (Sigma, M2128). Tal metodologia foi descrita por 

Mosmann (1983), e consiste na redução do MTT a formazam, composto de cor 

púrpura, 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 transfecção, que consiste 

em uma sequência codificada que não conduzirá à degradação específica de 

qualquer mensagem celular.  

O inibidor de furina convertase foi utilizado nas concentrações de 1 μM, 2 

μM e 4 μM e o inibidor de ɣ-secretase nas concentrações de 20 µM e 40 µM, a 
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fim de determinar a concentração a ser utilizada em todos os experimentos 

subsequentes.  

Após 18 horas de transfecção ou 24 horas do tratamento com inibidores, 

foram adicionados 50 µL de MTT (Sigma, 5 mg/mL) para 500 µL de cultivo em 

cada poço. As placas foram mantidas na estufa por 4 horas. Após esse período 

foram retirados 450 µL do sobrenadante de cada poço e depois adicionados 250 

µL de uma solução de ácido clorídrico com isopropanol, homogeneizando bem 

até a completa dissolução dos cristais de sal formados.  

A placa de 24 poços foi lida em espectrofotômetro (MULTISKAN-EX) 

utilizando o comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram analisados 

através da avaliação da absorbância de cada poço e os experimentos realizados 

em triplicatas. 

 

 

4.8 Análise da expressão de MT1-MMP, CD147 e ADAM-10 por microscopia 

de fluorescência  

Para todos os experimentos de microscopia de fluorescência foram 

inseridas nos poços das placas, lamínulas circulares estéreis de 13 mm 

(Glasscyto) antes do plaqueamento dos macrófagos. As amostras não tratadas 

ou as tratadas com siRNAs e inibidores, bem como os controles não infectados, 

foram fixadas em solução de paraformaldeído a 1% durante 30 min. Na 

sequência, foram lavadas por três vezes com PBS e bloqueadas com solução 

de PBS com cloreto de amônio (50 mM) por mais 30 min.  Após esse tempo, as 

amostras foram lavadas três vezes com solução de PBS suplementado com 1% 

de albumina de soro bovino (BSA) (SIGMA).  

Anticorpos primários específicos (anti-MT1-MMP ou anti-ADAM-10 ou 

anti-CD147 descritos no item 4.2) foram adicionados à amostra. Após 1 hora, as 

amostras foram lavadas por três vezes, e incubadas por mais 1 hora com 

anticorpo anti-T. gondii (item 4.2). A utilização do anticorpo anti-T. gondii foi feita 

apenas para os experimentos de cinética em macrófagos infectados. 

Posteriormente, após três lavagens com PBS/BSA 1%, o anticorpo 

secundário suíno anti-IgG de cabra conjugados à Alexa Fluor 568 (item 4.2) foi 

adicionado. Para os experimentos de cinética, após período de incubação (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 incubação das amostras com os anticorpos, foi colocado uma folha 

de parafilme sobre a tampa de uma placa de 24 poços, e 50 μl de cada um dos 

anticorpos adicionados sobre esta tampa previamente envolta pelo parafilme. Na 

sequência, as lamínulas contendo as amostras foram retiradas dos poços e 

colocadas em contato direto com os anticorpos. Após 1h de incubação com cada 

anticorpo, as lamínulas retornavam aos poços, onde eram lavadas por três vezes 

com PBS/BSA 1%.  

Ao final das lavagens, as lamínulas foram retiradas da placa e coladas, 

com a face superior voltada para baixo, por meio de 10 µl de solução anti-

desbotamento Prolong™ Gold com DAPI (Life Technologies) em lâminas, 

previamente limpas em álcool 70%. As lâminas foram mantidas a temperatura 

ambiente ao abrigo da luz por 24 horas.  

Decorrido este tempo, as lamínulas foram observadas utilizando o 

microscópio óptico Axioplan (Zeiss), em objetiva de 40 X e 100 X. As imagens 

digitais foram capturadas com uma câmera AxioCam Mrc5 (Axiovision system - 

Zeiss) e sobrepostas utilizando o software do microscópio AxioVision. Para cada 

lamínula observada, foram fotografados 05 campos aleatórios em três 

experimentos independentes.  

Esta metodologia foi realizada no Laboratório de Biologia Celular e 

Tecidual, da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, com a 

colaboração do prof. Renato DaMatta.  

 

4.8.1 Mensuração da fluorescência de MT1-MMP, CD147 e ADAM-10 

Todas as imagens sobrepostas foram analisadas no software ImageJ 

(v1.51g, NIH), a fim de quantificar os níveis de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 

nos macrófagos. As imagens obtidas com objetiva de 40 x foram trabalhadas nas 

seguintes condições: 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 proteínas 

de interesse são detectadas no filtro vermelho. Na sequência, cada célula foi 
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selecionada utilizando a ferramenta freehand selections. Após esboço feito 

contornando a célula, foram mensuradas a área, a fluorescência média e a 

densidade integrada através da ferramenta analyze – meansure (Figura 7). Além 

disso, foram selecionadas e mensuradas regiões próximas às células, que não 

possuíam fluorescência (background), como controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

calculada com a seguinte fórmula: 

TCCF = densidade integrada - (área da célula selecionada × média de 

fluorescência do background). 

Para cada tratamento, foram selecionadas 5 imagens obtidas de 3 

experimentos independentes. Para cada imagem foram escolhidas de maneira 

Figura 7. Imagem representativa da análise realizada no ImageJ para quantificar 

fluorescência. A e C) Imagens sobrepostas obtidas por microscopia em aumento de 40x. 

B e D) Imagens geradas após seleção do canal vermelho de interesse (8 bit); célula 

selecionada; mensuração da área, média de fluorescência e densidade integrada. A e 

B) expressão de CD147 em macrófagos infectados. C e D) expressão de CD147 em 

macrófagos não infectados. 
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aleatória 8-10 células, de modo que, para cada tratamento foram feitos cálculos 

de TCFF em 25-40 células. Os gráficos e a análise estatística (testes t de Student 

não paramétrico bicaudal) foram realizados utilizando GraphPad Prism 5. 

A mensuração da fluorescência 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 Análise da expressão de MT1-MMP por Citometria de Fluxo 

Após 24 horas com os diferentes tratamentos, amostras (1×106 

células/poço) foram retiradas dos poços por raspagem com auxílio 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 solução de PBS/BSA 1% gelado 

por 30 min antes da adição dos anticorpos primários. 

Para análise da expressão de MT1-MMP foram utilizados anticorpos 

primários (item 4.2) revelados com sistema de amplificação 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.   

Após marcação, células foram lavadas e fixadas em solução de 

paraformaldeído a 1%, mantidas ao abrigo da luz, seguida de análise imediata 

por citometria de fluxo (BD FACScalibur – Fluorescence Activated Cell Sorter), 

no Laboratório 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 Análise da capacidade de adesão e transmigração de macrófagos in 

vitro (Transwell assay) 

A infecção com T. gondii foi feita em tubos tipo Falcon de polipropileno (15 

ml) na proporção de 3:1 (parasitos:célula), por um período 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 ɣ-secretase, células após 1h de infecção foram 

ressuspensas com as concentrações de 2 µM e 20 µM respectivamente. 

Na placa de 24 poços, as células foram distribuídas em insertos com 

membranas transwell com poros de 8,0 µm (ThinCertTM- PoreØ 8.0 μm/ Greiner 

bio-one) cobertas com camada uniforme de Matrigel™ (BD Matrigel™ Basement 

Membrane Matrix). O preparo do Matrigel™ foi feito seguindo as recomendações 

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, 

após 4 horas da adição das células nos insertos, foram feitos os procedimentos 

descritos no item 4.6.3. Após 24 horas de infecção, todas as amostras que 

receberam os diferentes tratamentos nos insertos, foram lavadas por três vezes 

com PBS para retirar as células que não transmigraram. Além disso, foi utilizado 

um swab, com cuidado para não soltar as células que estavam fortemente 

aderidas na membrana transwell. Na sequência, as membranas foram fixadas 

com paraformaldeído 2%.   

Para a visualização por microscopia óptica, os insertos foram lavados com 

PBS e em seguida foi adicionada solução de cristal violeta a 0,5% por 15 

minutos. Passado esse tempo, os insertos foram lavados com água corrente. 

Após a secagem dos insertos, à temperatura ambiente, as membranas transwell 

com Matrigel™ foram recortadas dos insertos com lâmina de bisturi, montadas 

sobre lâminas contendo glicerol e cobertas com lamínulas. A face da membrana 

que continha matigel™ foi fotografada em 03 campos aleatórios com a câmera 

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 gráficos foram 

realizados utilizando GraphPad Prism 5. 
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4.11 Análise estatística 

As análises foram realizadas usando o GraphPad Prism versão 5.0 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Os valores estão expressos como 

média, desvio padrão (DP) ou números absolutos. Todos os dados foram 

analisados pelo Teste t de student não paramétrico bicaudal utilizando o software 

Prism. Os gráficos foram montados com intervalo de 5 a 95% de confiança e o 

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

 

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

macrófagos.  

 

A análise da expressão das proteínas de interesse em macrófagos da 

linhagem Raw 264.7 infectados por T. gondii, foi realizada por 

imunofluorescência para MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 e citometria de fluxo 

para MT1-MMP. Macrófagos Raw 264.7 não infectados foram utilizados como 

controle negativo da expressão destas moléculas. 

O padrão de expressão das proteínas de interesse após 1 h, 6 h, 12 h e 

24 h de infecção foi avaliado de maneira qualitativa através das imagens obtidas 

por microscopia de fluorescência. O núcleo das células foi marcado por DAPI 

(azul) e as proteínas de interesse, analisadas individualmente, marcadas por 

Alexa Fluor 568 (vermelho). Além disso, para o experimento de cinética de 

expressão, os taquizoítos de T. gondii foram marcados por FITC (Verde). A 

fluorescência, por célula, das proteínas marcadas com Alexa Fluor 568 foi 

mensurada após tratamento das imagens no software ImageJ e cálculo da 

fluorescência celular corrigida total (TCCF).  

A expressão de MT1-MMP após 24 horas de infecção também foi 

quantificada por citometria de fluxo. O gráfico demonstra os parâmetros de 

intensidade de fluorescência vermelha, pela marcação de MT1-MMP por PE-Cy5 

(FL4) e quantidade de células. Levando em consideração que o detector FSC 

correlaciona-se com o volume celular, e o SSC depende da complexidade interna 

da partícula como forma do núcleo, quantidade e tipo dos grânulos 

citoplasmáticos, foi definida uma janela de análise sobre a região 

correspondente à subpopulação de interesse a fim de maximizar a seleção de 

células que tivessem sido infectadas pelo parasita (maior granulosidade). 

 Os resultados de cada uma das proteínas investigadas (MT1-MMP, 

ADAM-10 e CD147), obtidos após análises qualitativas e quantitativas do perfil 

de expressão nos macrófagos, são apresentados nos próximos tópicos. Nossos 

dados demonstram que a infecção por T. gondii aumenta a expressão de todas 

essas moléculas envolvidas na migração celular.  
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Através do ensaio de imunofluorescência, foi possível analisar a 

distribuição de MT1-MMP em macrófagos Raw 264.7 durante as primeiras 24 

horas de infecção por T. gondii. Na figura 8 A é demonstrado, por imagens 

representativas, o aumento da expressão de MT1-MMP (vermelho) em 

macrófagos durante 1 h, 6 h, 12 h e 24 h de infecção. E em contrapartida, o grupo 

controle não infectado, não apresenta expressão desta molécula em nenhum 

tempo avaliado. O aumento do número de parasitas (verde) por célula no 

decorrer da infecção, parece estar diretamente relacionado com o aumento da 

expressão desta metaloproteinase, visto que é observado sobreposição da 

marcação vermelha e verde (laranja). 

 Através da mensuração da fluorescência relativa, figura 8 B, observa-se 

que a expressão de MT1-MMP permanece constante nas primeiras 6 horas de 

infecção. No entanto, no período entre 6 a 12 horas de infecção é possível 

observar aumento significativo da expressão desta molécula. Entre 12 e 24 horas 

de infecção, a expressão de MT1-MMP é elevada, mas não sofre variação 

significativa. 

Analisando a figura 8 A, pode-se observar que os taquizoítos de T. gondii 

foram marcados com o fluorocromo Alexa Flúor 568 (vermelho). Afim de 

confirmar a expressão desta proteína sobre o parasita, foi realizado um novo 

ensaio de microscopia de fluorescência no tempo de 24 horas de infecção sem 

a utilização do anticorpo específico para T. gondii e secundário conjugado a 

FITC. A figura 9, apresenta imagens obtidas de três ensaios independentes, e 

confirma a presença de MT1-MMP em taquizóitos de T. gondii, além disso essa 

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

infectados. 

  

Figura 8. Expressão de MT1-MMP em macrófagos após 1 h, 6h, 12 h e 24 h de infecção 

por T. gondii (Tg). Macrófagos não infectados foram utilizados como controle. A) 

Microscopia de fluorescência, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), núcleo celular 

(DAPI - azul) e T. gondii (FITC - verde).  100x. B) Média da intensidade da fluorescência 

(A.U) mensurada através do cálculo da fluorescência celular corrigida total (TCCF). O 

Teste t de Student foi aplicado para determinar a relevância estatística. Foi 

demonstrado um valor significativo (*) 
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Figura 9. Aumento da expressão de MT1-MMP em macrófagos após 24 h de infecção por 

T. gondii (Tg). Macrófagos não infectados utilizados como controle. Microscopia de 

fluorescência, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 - vermelho), núcleo celular (DAPI - azul). 100x. 

MF: Microscopia de fluorescência; DIC: Microscopia de Contraste Diferencial Interferencial 

(DIC).  Setas indicam expressão de MT1-MMP 
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A citometria de fluxo, feita após 24 horas de infecção, corrobora com os 

resultados obtidos por microscopia de fluorescência, ao demonstrar que a 

maioria dos macrófagos infectados apresentam super-expressão de MT1-MMP 

quando comparados ao grupo controle não infectado por T. gondii (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Citometria de fluxo para análise da expressão de MT1-MMP em macrófagos 

após 24 horas de infecção por T. gondii. Análise da expressão realizada em células 

infectadas por T. gondii (3:1) comparadas ao controle não infectado. Relação entre a 

intensidade de fluorescência através da marcação 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 infecção por T. 

gondii também aumenta a expressão de ADAM-10 em macrófagos, durante 1 h, 

6 h, 12 h e 24 h de infecção, quando comparado ao controle não infectado (Figura 

11 A). Entre 6 h e 24 h há aumento significativo da expressão desta molécula 

nas culturas infectadas (11 B). O aumento da expressão parece estar 

relacionado com o aumento do número de parasitas no decorrer do tempo da 

infecção, visto que é observado sobreposição dos corantes (laranja) (11 A).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Analisando a microscopia de fluorescência e a sobreposição destas 

imagens com DIC (figura 12), nota-se que ADAM-10 é super-expressa e 

 Figura 11. Expressão de ADAM-10 em macrófagos após 1 h, 6 h, 12 h e 24 h de 

infecção por T. gondii (Tg). Macrófagos não infectados utilizados como controle. A) 

Microscopia de fluorescência, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), núcleo celular 

(DAPI - azul) e T. gondii (FITC - verde).  100x. B) Média da intensidade da 

fluorescência (A.U) mensurada através do TCCF. O Teste t de Student foi aplicado 

para determinar a relevância estatística. Foi demonstrado um valor significativo (*) 
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encontra-se em maior concentração na membrana plasmática dos macrófagos 

infectados. Também é possível observa-la difundida ou condensada no 

citoplasma destas células.  

  

 

Figura 12.  Aumento da expressão de ADAM-10 em macrófagos após 24 h de infecção 

por T. gondii (Tg). Macrófagos não infectados foram utilizados como controle. 

Microscopia de fluorescência, ADAM-10 (Alexa Fluor 568 - vermelho), núcleo celular 

(DAPI - azul). 100x. MF: Microscopia de fluorescência; DIC: Microscopia de Contraste 

Diferencial Interferencial (DIC) 
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Para verificar se a infecção por T. gondii é capaz de induzir a expressão 

do indutor de metaloproteinases, CD147, em macrófagos murinos, foi realizada 

a marcação com Alexa flúor 568 a fim de demonstrar a possível expressão desta 

proteína nas primeiras 24 horas de infecção.  

Como observado na figura 13, a expressão desta glicoproteína de 

membrana aumenta de maneira progressiva e proporcional ao tempo de 

infecção e quantidade de parasita por célula, diferente do controle que apresenta 

nível basal em todos os tempos avaliados. A análise estatística demonstra que 

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

infecção. 

Figura 13. Expressão de CD147 em macrófagos após 1 h, 6h, 12 h e 24 h de infecção 

por T. gondii (Tg). Macrófagos não infectados foram utilizados como controle. A) 

Microscopia de fluorescência, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), núcleo celular (DAPI 

- azul) e T. gondii (FITC - verde).  100x. B) Média da intensidade da fluorescência (A.U) 

mensurada por TCCF. O Teste t de Student foi aplicado para determinar a relevância 

estatística. Foi demonstrado um valor significativo (*) 
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 A análise das imagens de fluorescência, com dupla marcação (vermelho 

e azul) e sobreposição com DIC, demonstram que CD147 é fortemente expressa 

nas áreas marginais dos macrófagos infectados. Também é possível observar 

regiões da membrana com maior concentração desta molécula (figura 14). 

Figura 14. Aumento da expressão de CD147 em macrófagos Raw 264.7 após 24 h de 

infecção por T. gondii (Tg). Macrófagos não infectados utilizados como controle. 

Microscopia de fluorescência, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho), núcleo celular (DAPI - 

azul). 100x. MF: Microscopia de fluorescência; DIC: Microscopia de Contraste Diferencial 

Interferencial (DIC) 



67 
 
 

5.2 Efeito dos inibidores de furina convertase e ɣ-secretase nos 

macrófagos infectados por T. gondii.   

 

 A síntese de metaloproteinases inativas, na forma de zimogênios, 

permite que a atividade proteolítica das células seja regulada, prevenindo a 

degradação de substratos de maneira inadequada. Para analisar as possíveis 

vias de regulação/processamento envolvidas na ativação dos zimogênios de 

MT1-MMP e ADAM-10 em macrófagos infectados, e na expressão de CD147, 

que não possui atividade enzimática, foram utilizados inibidores de furina e ɣ-

secretase.  

 Inicialmente, a concentração dos inibidores foram selecionadas através 

do teste de viabilidade, MTT. O teste MTT funciona como um indicador de 

sobrevivência e / ou crescimento celular, ele determina a presença de células 

vivas com mitocôndrias funcionais e pode ser utilizado para detectar 

citotoxicidade e crescimento celular. Através deste ensaio, foi avaliado o efeito 

de três concentrações do inibidor de furina ou duas do inibidor de ɣ-secretase 

em macrófagos infectados ou não infectados por T. gondii.  

 Como observado na figura 15, o inibidor de furina, nas concentrações 

de 1 μM e 2 μM, não interferiu na viabilidade dos macrófagos Raw 254.7 após 

24 horas de tratamento. No entanto, na maior concentração testada, reduziu em 

aproximadamente 35 % a viabilidade celular tanto em macrófagos não infectados 

quanto em macrófagos infectados por T. gondii. O inibidor de ɣ-secretase 

apresentou efeito similar sobre macrófagos infectados e não infectados, não 

interferindo, de maneira significativa, na viabilidade das células nas 

concentrações testadas (Figura 16).  
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A partir da avaliação da viabilidade dos macrófagos infectados por T. gondii 

frente as diferentes concentrações dos inibidores, foi possível escolher as 

concentrações que foram utilizadas nos ensaios subsequentes. Analisando os 

gráficos de viabilidade foram escolhidas as concentrações de 2 μM e 20 μM para 

furina e ɣ-secretase, respectivamente. 

Figura 15. Efeito do inibidor de furina convertase na viabilidade de macrófagos não 

infectados e infectados por T. gondii. Avaliação da viabilidade pelo ensaio de MTT 

após 24 h de tratamento (n=3). Inibidor adicionado 1 hora após infecção. Meio RPMI 

utilizado como controle 

Figura 16. Efeito do inibidor de ɣ-secretase na viabilidade de macrófagos não infectados 

e infectados por T. gondii. Avaliação da viabilidade pelo ensaio de MTT após 24 h de 

tratamento (n=3). Inibidor adicionado 1 hora após infecção. Meio RPMI utilizado como 

controle 
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5.2.1 Efeito dos inibidores de furina convertase e ɣ-Secretase no 

processamento de MT1-MMP, ADAM-10 e na expressão de CD147. 

 

 A seguir, serão apresentados os resultados obtidos por microscopia de 

fluorescência. As imagens obtidas e o teste estatístico feito através da 

mensuração da fluorescência relativa permitem analisar o efeito dos inibidores 

de furina convertase e ɣ-secretase sobre o perfil de expressão de MT1-MMP, 

ADAM-10 e CD147 na superfície de macrófagos após 24 h de infecção por T. 

gondii. 

 

5.2.1.1 Furina convertase pode participar do processamento de MT1-MMP 

em macrófagos infectados por T. gondii 

  

 A figura 17 A, demonstra o perfil de expressão de MT1-MMP em 

macrófagos infectados após tratamento com inibidor de furina através de 

imagens obtidas por microscopia de fluorescência utilizando anticorpo primário 

específico para a proteína de interesse e secundário conjugado a Alexa Fluor 

568 (Vermelho). Nela é possível observar que o tratamento com inibidor de furina 

reduz a expressão de MT1-MMP na superfície dos macrófagos infectados por T. 

gondii, de maneira significativa como demonstrado na figura 17 B. Este resultado 

sugere que o processamento de MT1-MMP em macrófagos infectados por T. 

gondii é dependente da ativação por furina-convertase, com perfil de 

processamento similar ao demonstrado na literatura para células metastáticas 

com alta expressão desta molécula. 

  Diferente do efeito observado para expressão de MT1-MMP, o inibidor 

de furina é capaz de aumentar de maneira significativa a expressão de ADAM-

10 na membrana plasmática das células infectadas após 24 horas de tratamento 

(Figura 18). A regulação positiva após inibição da sinalização por furina pode ser 

um indicativo da participação de MT1-MMP na regulação da expressão desta 

molécula.   
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Figura 17. Expressão de MT1-MMP em macrófagos infectados por T. gondii (Tg) após 

24 horas de tratamento com inibidor de furina convertase (2 μM). Macrófagos infectados 

utilizados como controle positivo da expressão e macrófagos não infectados e tratados 

como controle negativo. A) Microscopia de fluorescência, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 - 

vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da fluorescência 

(A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do cálculo da fluorescência celular corrigida 

total (TCCF). Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado para determinar a 

relevância estatística 
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Figura 18.  Expressão de ADAM-10 em macrófagos infectados por T. gondii (Tg) após 

24 horas de tratamento com inibidor de furina convertase, (2 μM). Macrófagos infectados 

utilizados como controle positivo da expressão e macrófagos não infectados e tratados 

como controle negativo. A) Microscopia de fluorescência, ADAM-10 (Alexa Fluor 568 - 

vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da fluorescência 

(A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do cálculo da fluorescência celular corrigida 

total (TCCF). Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado para determinar a 

relevância estatística 
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Figura 19. Expressão de CD147 em macrófagos infectados por T. gondii (Tg) após 24 

horas de tratamento com inibidor de furina convertase, (2 μM). Macrófagos infectados 

utilizados como controle positivo da expressão e macrófagos não infectados e tratados 

como controle negativo. A) Microscopia de fluorescência, CD147 (Alexa Fluor 568 - 

vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da fluorescência 

(A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do cálculo da fluorescência celular corrigida 

total (TCCF). Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado para determinar a 

relevância estatística  
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5.2.1.2. ɣ-Secretase pode participar do processamento de ADAM-10 em 

macrófagos infectados por T. gondii 

 

 Ao utilizar o inibidor de ɣ-secretase, indiretamente pretende-se inibir a 

via de sinalização Notch. Esta via pode ser regulada por ADAM-10, visto que 

Notch é um substrato desta molécula. Ao clivar o ectodomínio de Notch através 

do complexo ɣ-secretase, ADAM10 promove à liberação de um fragmento 

extracelular solúvel e um domínio intracelular citosólico que será responsável por 

toda sinalização intracelular Notch. 

 Através da microscopia de fluorescência para análise da expressão de 

ADAM-10, foi demonstrado que o complexo ɣ-secretase pode estar envolvido na 

atividade desta metaloproteinase super-expressa em macrófagos infectados por 

24 horas com T. gondii. O inibidor DAPT, específico para ɣ-secretase foi capaz 

de reduzir significativamente a expressão de ADAM-10 na superfície dos 

macrófagos infectados quando comparados aos macrófagos infectados que não 

receberam este tratamento (Figura 20). Em contrapartida, este inibidor não foi 

capaz de interferir na expressão de MT1-MMP ou de CD147 (Figura 21 e 22) na 

concentração testada, sugerindo que estas moléculas possam se tornar ativas 

independente do complexo ɣ-secretase. 
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Figura 20. Expressão de ADAM-10 em macrófagos infectados por T. gondii (Tg) após 

24 horas de tratamento com inibidor de ɣ-secretase (DAPT – 20 μM). Macrófagos 

infectados utilizados como controle positivo da expressão e macrófagos não infectados 

e tratados como controle negativo. A) Microscopia de fluorescência, ADAM-10 (Alexa 

Fluor 568 - vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da 

fluorescência (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do cálculo da fluorescência 

celular corrigida total (TCCF). Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado 

para determinar a relevância estatística 
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Figura 21. Expressão de MT1-MMP em macrófagos infectados por T. gondii (Tg) após 

24 horas de tratamento com inibidor de ɣ-secretase (DAPT – 20 μM). Macrófagos 

infectados utilizados como controle positivo da expressão e macrófagos não infectados 

e tratados como controle negativo. A) Microscopia de fluorescência, MT1-MMP (Alexa 

Fluor 568 - vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da 

fluorescência (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do cálculo da fluorescência 

celular corrigida total (TCCF). Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado 

para determinar a relevância estatística 
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Figura 22. Expressão de CD147 em macrófagos infectados por T. gondii (Tg) após 24 

horas de tratamento com inibidor de ɣ-secretase (DAPT – 20 μM). Macrófagos 

infectados utilizados como controle positivo da expressão e macrófagos não infectados 

e tratados como controle negativo. A) Microscopia de fluorescência, CD147 (Alexa Fluor 

568 - vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 100x. B) Média da intensidade da 

fluorescência (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do cálculo da fluorescência 

celular corrigida total (TCCF). Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado 

para determinar a relevância estatística  
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5.2.2 Furina convertase e ɣ-Secretase são necessárias para promover a 

invasão/migração de macrófagos infectados por T. gondii em matriz 

extracelular tridimensional 

 

 Pesquisas prévias mostram que as vias de furina e ɣ-secretase estão 

envolvidas na invasão tumoral e metástase. Para investigar o efeito da inibição 

de furina e ɣ-secretase na migração e invasão de células Raw 264.7 infectadas 

por 24 h com T. gondii, foi realizado o ensaio de migração em sistema transwell 

para avaliar a invasividade destas células sobre uma matriz tridimensional que 

mimetiza a membrana basal (Matrigel™) e a influência 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 ɣ-secretase 1 hora após a infecção, mostraram capacidade 

de invasão significativamente menor em comparação com as células infectadas 

sem o tratamento (Figura 23 B). As imagens representativas obtidas por 

microscopia óptica demonstram uma redução acentuada na quantidade de 

células infectadas aderidas a matriz 3D após tratamento com os inibidores 

(Figura 23 A). Os controles com células não infectadas não apresentaram 

capacidade de invasão e alteração no padrão de migração após 24 horas. 

 Esses dados indicam que os inibidores de furina e ɣ-secretase podem 

inibir significativamente a migração in vitro e a invasão de células Raw 264.7 

infectadas por T. gondii, sugerindo a participação de metaloproteinases 

expressas e secretadas neste processo. 
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Figura 23. Efeito dos inibidores de furina e ɣ-secretase (DAPT) sobre a invasão de 

macrófagos infectados por T. gondii, utilizando matriz 3D (Transwell assay). Macrófagos 

tratados com inibidor DAPT ou Furina por 24 horas. Células não infectadas utilizadas 

como controle. A) Células invasivas coradas com cristal violeta (roxo) e imagens obtidas 

por microscopia óptica de campo claro. Foi utilizada objetiva de 40x B) Análise 

estatística após quantificação das células invasivas a partir de 3 imagens independentes 

(n = 3). Objetiva de 20x. Foi realizado Teste T de Student não paramétrico bicaudal para 

determinar a relevância estatística 
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5.3 Silenciamento gênico de MT1-MMP e CD147 por siRNA em macrófagos 

murinos infectados por T gondii. 

 

 A seguir, serão apresentados os resultados da padronização da 

transfecção de siRNAs, bem como a eficiência dos siRNAs específicos para 

MT1-MMP e CD147 em reduzir a expressão destas moléculas, em macrófagos 

Raw 264.7 infectados por T. gondii.  

 

5.3.1 Padronização in vitro da transfecção de siRNA em macrófagos 

infectados por T gondii. 

 

O RNA de interferência (RNAi) emergiu como um poderoso método para 

modular a expressão gênica/proteica. Desde o primeiro relato em 1998 

(MEISTER et al., 2004), essa metodologia se expandiu para todos os campos da 

biologia, e é amplamente utilizada em estudos para rastreio da funcionalidade 

de genes (GONCZY et al., 2000).  

Neste trabalho foi utilizado uma combinação de três siRNAs de interferência 

de 19 a 25 nucleotídeos específicos para silenciar a expressão gênica de MT1-

MMP ou de CD147 em macrófagos murinos infectados por T. gondii (RH). Os 

siRNAs, correspondem às fitas sense e antisense do RNA alvo e se associam a 

proteínas 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 o mRNA (RNA 

mensageiro) alvo. Uma endorribonuclease, também presente no complexo, cliva 

e degrada o mRNA (WITTRUP e LIEBERMAN, 2015). 

O processo de entrada de ácidos nucleicos através da membrana celular do 

hospedeiro, chama-se transfecção (ZHANG et al., 2009). Para que a transfecção 

dos siRNAs seja eficiente, é necessária utilização de componentes lipídicos 

(PAUL et al., 2002). Estes são fundamentais para o sucesso da transfecção pois 

contêm subunidades lipídicas que formam lipossomos que interagem com 

siRNAs negativamente carregados impedindo a repulsão eletrostática na 
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membrana celular, o que facilita o acesso do siRNA ao interior da célula 

(BARBOSA e LIN, 2004). 

Como fagócitos profissionais, macrófagos são dotados de enzimas que 

podem perturbar a integridade do ácido nucleico e fazer a transfecção de genes 

nessas células ineficiente. Isso é especialmente verdadeiro nos macrófagos 

ativados que sofrem maturação após exposição a estímulos imunitários ou 

inflamatórios (ZHANG et al., 2009). Por este motivo, linhagens como a Raw 

264.7 são em particular muito difíceis de transfectar (CARRALOT et al., 2009). 

Tendo como base o protocolo de transfecção, disponibilizado pela Santa Cruz 

Biothecnology e o trabalho desenvolvido por Carralot e colaboradores (2009) que 

fizeram um estudo de procedimentos para otimizar a transfecção em macrófagos 

Raw 264.7, foi desenvolvido um protocolo de silenciamento para a linhagem de 

macrófago Raw 264.7 infectadas por T. gondii utilizando siRNA conjugado a 

FITC não específico (controle), a fim de determinar qual seria a concentração de 

siRNA e de reagente lipídico necessários para uma transfecção mais eficiente. 

Iniciamente, a fim de verificar qual seria a concentração de siRNA eficiente 

para transfecção, foram utilizadas concentrações do controle siRNA (conjugado 

a FITC): 0.2 µM ou 0.4 µM ou 0.8 µM e 0.4 µM ou 0.8 µM do reagente lipídico 

em células Raw 264.7 não infectadas. A microscopia de fluorescência foi 

realizada após 4h de transfecção (Figura 24). Na figura 25 é demonstrada a 

combinação com maior eficiência de transfecção: 0.8 µM de siRNA e 0.4 µM de 

reagente lipídico quando comparada ao controle não transfectado. A seleção das 

concentrações teve como parâmetro a intensidade da fluorescência das imagens 

nos tratamentos do experimento anterior e a viabilidade das células após 24 

horas de transfecção.  

Para verificar se a eficiência de transfecção era a mesma em macrófagos 

infectados por T. gondii, o mesmo protocolo foi realizado após 8h de infecção 

utilizando a proporção de 3 parasitas por célula (3:1). A eficiência da transfecção 

é demonstrada por imagens representativas obtidas por microscopia na figura 

26 e demonstra que após 4h de transfecção há presença de siRNA no interior 

das células. 
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Figura 24. Células Raw 264.7 transfectadas com diferentes concentrações de siRNA-A 

e reagente lipídico. Macrófagos transfectados com as concentrações de 0,2 μM ou 0,4 

μM ou 0,8 μM de siRNA-A e 0,4 μM ou 0,8 μM de reagente de transfecção (lipídico). 

Imagens foram obtidas através de câmera AxioCam utilizando o microscópio invertido 

Zeiss Axiovision, após 4 horas de transfecção. Objetiva de 20x 

 

 

Figura 25. Padronização da transfecção de siRNA em macrófagos murinos. Células 

Raw 264.7 foram transfectadas com a concentração de 0,8 μM de siRNA-A e 0,4 μM de 

reagente de lipídixo. Microscopia de campo claro de Raw 264.7 não transfectada 

(Controle). Microscopia de campo claro e fluorescência de Raw.264.7 transfectada com 

siRNA-A. (FITC). Imagens obtidas através da câmera AxioCam utilizando o microscópio 

Zeiss Axioplan, após 4 horas de transfecção. Objetiva de 40x 
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A viabilidade das células Raw 264.7 infectadas por T. gondii após 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 fluorescência poderia interferir na viabilidade 

celular. Este siRNA é um controle negativo para experimentos de transfecção, 

que consiste em uma sequência codificada que não conduzirá à degradação 

específica de qualquer mensagem celular. Foram utilizados como controles, 

macrófagos infectados não transfectados e macrófagos transfectados.  

Como observado na figura 27, houve redução da viabilidade celular nas 

células infectadas e nas células infectadas e transfectadas de forma similar. A 

transfecção não foi capaz de reduzir a viabilidade dos macrófagos não infectados 

(cinza escuro). A redução da viabilidade nos macrófagos infectados foi 

moderada. 

Figura 26. Padronização da transfecção de siRNA em Raw 264.7 infectadas por T. gondii. Células 

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

de lipídico. Microscopia de campo claro de Raw 264.7 não transfectada (Controle). Microscopia 

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

Imagens obtidas através da câmera AxioCam utilizando o microscópio Zeiss Axioplan, após 4 

horas de transfecção. Objetiva de 40x 
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Figura 27. Efeito da transfecção de siRNA na viabilidade de macrófagos não infectados 

e infectados por T. gondii. Avaliação da viabilidade pelo ensaio de MTT após 24 h de 

infecção (n=3). siRNA adicionado 6 hora após infecção. Meio RPMI utilizado como 

controle.  

 

5.3.2 siRNAs específicos reduzem a expressão de MT1-MMP e CD147 em 

macrófagos infectados por T. gondii. 

 

Para determinar a eficácia dos siRNAs utilizados como silenciadores 

gênicos, analisou-se por imunofluorescência a expressão destas moléculas na 

membrana dos macrófagos após 24 horas de infecção e 18 horas de transfecção 

com siRNAs específicos quando comparados ao máximo de expressão em 

macrófagos infectados sem a transfecção. Células não infectadas e 

transfectadas foram utilizadas como controle.  

O padrão de expressão das proteínas foi avaliado de maneira qualitativa 

através das imagens obtidas por microscopia de fluorescência. O núcleo das 

células foi marcado por DAPI (azul) e as proteínas de interesse, analisadas 

individualmente, marcadas por Alexa Fluor 568 (vermelho). A fluorescência, por 

célula, das proteínas marcadas com Alexa Fluor 568 foi mensurada através do 
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cálculo da fluorescência celular corrigida total (TCCF). A expressão de MT1-

MMP também foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando PE-CY5. 

Em macrófagos infectados, a metaloproteinase de membrana, MT1-MMP, 

pode ser encontrada sobre parasitas no PV e difusa ou condensada no 

citoplasma dos macrófagos infectados. A transfecção do siRNA específico para 

MT1-MMP de acordo com protocolo desenvolvido por nosso grupo, promove 

redução significativa na expressão desta proteína nos macrófagos infectados 

quando comparados aos macrófagos infectados e não transfectados (Figura 28). 

Ainda na figura 28, é possível observar nas imagens redução na marcação sobre 

os parasitas e na condensação no citosol. Estes dados sugerem menor 

concentração de MT1-MMP no tempo avaliado promovido pelo silenciamento 

gênico utilizando o siRNA específico para MT1-MMP. A citometria de fluxo 

corrobora com os resultados obtidos por microscopia ao demonstrar redução da 

intensidade de fluorescência na maioria das células infectadas e transfectadas 

(Figura 29). 

A transfecção com siRNA específico para CD147 também foi capaz de 

reduzir de maneira significativa a expressão desta molécula na membrana 

plasmática das células infectadas quando comparadas as infectadas sem 

transfecção (Figura 30). Ao observar o gráfico da fluorescência relativa, nota-se 

que ocorreu maior variação da expressão de CD147 nas células apenas 

infectadas, no entanto, o uso do siRNA nas células infectadas parece reduzir 

essa variação, modificando o perfil de expressão desta glicoproteína na 

superfície das células infectadas (Figura 30). 

 Estes resultados, em conjunto, demonstram que a utilização dos siRNAs 

específicos para MT1-MMP e CD147 podem reduzir in vitro a expressão destas 

moléculas nas superfície dos macrófagos infectados, o que abre novos caminhos 

para a compreensão da participação de MT1-MMP e CD147 nos mecanismos 

de invasão e migração de macrófagos utilizados pelo T. gondii como “Cavalos 

de Tróia”. 
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Figura 28. Expressão de MT1-MMP em macrófagos após 24 horas de infecção por T. 

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

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

fluorescência, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 - vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 

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

através do cálculo da fluorescência celular corrigida total (TCCF). Teste T de Student 

não paramétrico bicaudal foi usado para determinar a relevância estatística 
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Figura 29.  Citometria de fluxo para análise da expressão de MT1-MMP em macrófagos 

após 24 horas de infecção por T. gondii e 18 h de transfecção. Análise da expressão 

realizada em células infectadas por T. gondii (3:1) comparadas ao controle não 

infectado. Relação entre a intensidade de fluorescência através da marcação de MT1-

MMP com PE-CY 5 (eixo X) e quantidade de células (eixo Y) 
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Figura 30. Expressão de CD147 em macrófagos após 24 horas de infecção por T. gondii 

e 18 h de transfecção com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou não 

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

fluorescência, CD147 (Alexa Fluor 568 - vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 100x. 

B) Média da intensidade da fluorescência (A.U), Alexa Fluor 568, mensurada através do 

cálculo da fluorescência celular corrigida total (TCCF). Teste T de Student não 

paramétrico bicaudal para determinar a relevância estatística 
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5.3.3 CD147 pode estar envolvida na ativação de MT1-MMP em macrógafos 

infectados por T. gondii 

 

 Para investigar o possível papel de CD147 na ativação de MT1-MMP na 

superfície de macrófagos infectados por T. gondii, nós utilizamos o siRNA 

específico para CD147, de acordo com o protocolo desenvolvido neste trabalho, 

para reduzir a expressão desta molécula e avaliar este efeito sobre a expressão 

de MT1-MMP.   

 Através da marcação com Alexa Fluor 568, figura 31, é demonstrado 

que a redução da expressão de CD147 promovida pelo siRNA específico reduz 

a expressão de MT1-MMP de forma significativa nos macrófagos infectados por 

T. gondii. Ao analisar as imagens representativas, pode-se observar que em 

macrófagos infectados e transfectados a fluorescência que indica presença de 

MT1-MMP está muito reduzida se comparada ao controle apenas infectado. Este 

resultado sugere que a expressão de MT1-MMP na superfície de macrófagos 

Raw 264.7 infectados por T. gondii seja dependente de CD147, similarmente ao 

que ocorre em células de tumor de mama metastáticas. 
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Figura 31. Expressão de MT1-MMP em macrófagos após 24 horas de infecção por T. 

gondii e 18 h de transfecção com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou não 

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

fluorescência, MT1-MMP (Alexa Fluor 568 - vermelho) e núcleo celular (DAPI - azul). 

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

através do cálculo da fluorescência celular corrigida total (TCCF). Teste T de Student 

não paramétrico bicaudal foi usado para determinar a relevância estatística 
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5.3.4 A utilização de siRNA específico para CD147 reduz a 

invasão/migração de macrófagos infectados por T. gondii em matriz 

extracelular tridimensional 

 

A capacidade de invasão/migração de macrófagos infectados após 

transfecção dos siRNAs específicos para CD147 e MT1-MMP foi avaliada pelo 

ensaio transwell com presença da matriz 3D (MatrigelTM). Com este ensaio foi 

possível analisar o efeito da redução da expressão destas moléculas na 

capacidade invasiva dos macrófagos pela matriz extracelular. 

  A figura 32 demonstra que a transfecção com siRNA específico para 

CD147 reduz significativamente o potencial invasivo/ migratório dos macrófagos 

infectados quando comparado aos macrófagos não transfectados. Sugerindo 

que a redução da expressão de CD147 previna o fenótipo hipermigratório 

promovido pelo T. gondii.  

Em contrapartida, o siRNA específico para MT1-MMP não foi capaz de 

reduzir a capacidade invasiva das células infectadas (Figura 33). Ao analisar as 

imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescência, é possível 

observar grande quantidade de macrófagos infectados e taquizoítos livres após 

transfecção. Este resultado utilizando siRNA MT1-MMP demonstra que a 

migração de T. gondii é um processo complexo que envolve a interação de uma 

grande variedade de moléculas. Deste modo, é possível que a redução apenas 

da expressão de MT1-MMP não interfira na capacidade invasiva das células 

infectadas sobre a matriz extracelular. 
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Figura 32. Invasão e migração de macrófagos infectados por T. gondii após transfecção 

com siRNA específico para CD147. Avaliação feita com 24 horas de infecção e 18 h de 

transfecção com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou não infectadas e 

transfectadas foram utilizadas como controles A) Células invasivas coradas com cristal 

violeta (roxo) e imagens obtidas por microscopia óptica. Objetiva de 40x B) Análise 

estatística após quantificação das células invasivas a partir de 3 imagens independentes 

(n = 3). Objetiva de 20x. Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado para 

determinar a relevância estatística 

 

 

 

 

 

 



92 
 
 

 

 

 

 

Figura 33. Invasão e migração de macrófagos infectados por T. gondii após transfecção 

com siRNA específico para MT1-MMP. Avaliação feita com 24 horas de infecção e 18 h 

de transfecção com siRNA CD147. Células apenas infectadas (3:1) ou não infectadas e 

transfectadas foram utilizadas como controles A) Células invasivas coradas com cristal 

violeta (roxo) e imagens obtidas por microscopia óptica. Aumento 40x B) Análise 

estatística após quantificação das células invasivas a partir de 3 imagens independentes 

(n = 3). Objetiva de 20x. Teste t de Student não paramétrico bicaudal foi usado para 

determinar a relevância estatística 
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6. Discussão 

 

 O Toxoplasma gondii é capaz de modular a resposta imune do 

hospedeiro a seu favor e atingir sítios imunoprivilegiados, onde permanece em 

um ambiente controlado dentro de cistos quiescentes. Dentre as estratégias de 

disseminação, a capacidade do parasita em infectar leucócitos e utilizá-los como 

“Cavalos de Tróia” parece ser determinante para a travessia de barreiras 

teciduais e consequente acesso a regiões 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 migração de macrófagos infectados por T. gondii, visto que a 

infecção in vitro de macrófagos murinos induz aumento da expressão de MT1-

MMP e ADAM-10 nestas células, além de aumentar a concentração de MMP-9 

ativa no sobrenadante destas culturas (SEIPEL et al., 2010).  

 Ao promoverem a desorganização e a fragmentação de componentes 

do estroma e da membrana basal, estas metaloproteinases podem facilitar o 

processo de transmigração dos leucócitos infectados, de maneira similar ao que 

ocorre em células metastáticas (FRANZ et al., 2002). Portanto, o estudo da 

expressão e regulação de metaloproteinases em macrófagos infectados por T. 

gondii pode fornecer novos conhecimentos sobre o controle molecular envolvido 

na migração de células infectadas por este parasita.  

Com o objetivo de melhor compreender a participação das 

metaloproteinases de membrana, como MT1-MMP e ADAM-10, na migração de 

macrófagos infectados por T. gondii, nós inicialmente avaliamos o perfil de 

expressão destas moléculas nas primeiras 24 horas de infecção. Através das 

análises realizadas por imunofluorescência e citometria de fluxo foi possível 

confirmar o aumento da expressão de MT1-MMP e ADAM-10 nos macrófagos 

infectados, como já verificado através de citometria de fluxo por Seipel e 

colaboradores (2010). Além disso, nós demonstramos que a expressão destas 

moléculas aumenta proporcionalmente ao tempo de infecção e que MT1-MMP e 

ADAM-10 se localizam no vacúolo parasitóforo (PV) (Figuras 8, 9, 10, 11 e 12).  
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A expressão elevada de MT1-MMP é observada em uma ampla variedade 

de cânceres humanos, incluindo os de pulmão, cólon, fígado, mama, cérebro, 

ovário e útero (HABELHAH et al., 1999; NAKADA et al., 1999; ZHAI et al., 2005) 

refletindo o papel crucial de MT1-MMP na invasão da matriz extracelular pelas 

células tumorais e possivelmente dos macrófagos infectados por T. gondii 

(SABEH et al., 2004; TURUNEN et al., 2017).  

Através da microscopia de fluorescência, nós demonstramos que além de 

estar altamente expressa nos macrófagos infectados, a MT1-MMP pode ser 

localizada na membrana celular, difusa no citoplasma ou condensada próxima 

ao núcleo (Figura 9). Este perfil de expressão, também encontrado em diferentes 

linhagens tumorais, pode indicar uma interação dinâmica de eventos de tráfego 

exocíticos e endocíticos após a infecção, que controlam a atividade desta enzima 

(GINGRAS e BÉLIVEAU, 2010).  

A presença de MT1-MMP sobre taquizoítos de T. gondii no interior e no 

exterior dos macrófagos (Figura 9) também foi observada, e pode sugerir que 

este parasita utilize MT1-MMP do hospedeiro para migrar de maneira 

independente e/ou modular a resposta imunológica. No entanto, mais 

experimentos são necessários para apoiar esta hipótese. 

A MT1-MMP participa da clivagem de vários componentes da matriz 

extracelular (D'ORTHO et al., 1997; OHUCHI et al., 1997) e também da ativação 

de pro-MMP-2 (ITOH et al., 2001) e pro-MMP-13 (KNÄUPER et al., 1996).  Além 

disso, pode processar vários componentes da membrana celular, como a 

subunidade pro-α5 de integrinas (DERYUGINA et al., 2002a) e CD44 (KAJITA et 

al., 2001) que, inclusive, está presente em maior concentração no sobrenadante 

dos macrófagos infectados por T. gondii, como demonstrado por Seipel e 

colaboradores (2010).  

De maneira similar a MT1-MMP, ADAM-10 interage diretamente com 

proteínas da matriz extracelular e com proteínas transmembranares 

(DREYMUELLER et al., 2017). Ao interagir com seus substratos, ADAM-10 

promove proteólise do substrato próximo à superfície celular, resultando na 

liberação de um ectodomínio solúvel e na produção de um fragmento associado 

à célula que consiste em um domínio transmembrar e citoplasmático (HUOVILA 

et al., 2005).  
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Na Figura 12, através da utilização do anticorpo específico para a região C-

terminal de ADAM-10, foi demonstrada a expressão desta molécula na superfície 

e citoplasma das células infectadas. Este resultado sugere o envolvimento desta 

metaloproteinase nas atividades relacionadas à membrana, como shedding e 

sinalização intracelular, como a sinalização Notch (YANG et al., 2015).  

Também há evidências de que a sinalização intracelular feita por fragmentos 

de ADAM-10 torne os substratos mais suscetíveis à clivagem. Em CD44 por 

exemplo, a fosforilação da região citoplasmática induz mudanças 

conformacionais e/ou dimerização na região 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 

macrófagos murinos infectados por T. gondii. Portanto, ADAM-10 e MT1-MMP 

podem ser fortes candidatas na regulação da formação destes complexos, 

sugerindo semelhanças com as cascatas de sinalização envolvidas na migração 

de células metastáticas (NAGANO et al., 2004; STRONGIN, 2010).  

A proteína CD147 super-expressa em diferentes linhagens tumorais, também 

pode estar envolvida na migração e acessibilidade de leucócitos infectados a 

sítios 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 fluorescência, 

nós demonstramos pela primeira vez que o T. gondii aumenta a expressão de 

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

O perfil de expressão de CD147 (Figura 14), concentrado em áreas marginais 

dos macrófagos infectados, é similar ao encontrado em câncer hepático (DAI et 

al., 2009), câncer do colo de útero (PUSHKARSKY et al., 2005) e melanoma 

(KANEKURA et al., 2002). Também é observado perfil de expressão marginal 

em macrófagos infectados por Listeria monocytogenes, um patógeno bacteriano 

intracelular. Nestes macrófagos os níveis de CD147 influenciam diretamente nas 

propriedades cito-invasivas de L. monocytogenes (TILL et al., 2008).  
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A CD147 é expressa em níveis basais em eritrócitos, é essencial para a 

invasão de parasitas do gênero Plasmodium (P. falciparum. e P. vivax) 

causadores da malária. Sendo um receptor para a proteína RH5 dos merozoítos, 

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 

múltiplas funções na infecção de macrófagos por T. gondii, incluindo migração, 

sinalização celular e influência nas propriedades de invasão do parasita. 

Portanto, ao demonstrar super-expressão de CD147 em macrófagos infectados, 

este trabalho abre novos caminhos a serem explorados sobre o papel desta 

glicoproteína no complexo mecanismo de interação parasita-hospedeiro. 

     Após analisar o perfil de expressão de MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 na 

superfície dos macrófagos infectados por T. gondii, nós avaliamos por 

microscopia de fluorescência a influência da furina convertase e ɣ-secretase no 

processamento/regulação destas moléculas utilizando inibidores específicos. 

Nossos resultados demonstraram que a furina convertase pode participar do 

processamento de MT1-MMP e ɣ-secretase da regulação de ADAM-10 através 

da via de sinalização Notch, em macrófagos infectados por T. gondii (Figura 17 

e 20). 

      A redução da expressão de MT1-MMP na presença do inibidor de furina 

corrobora com diferentes trabalhos que mostram que o pró-domínio 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 não reduziu a expressão de CD147 ou de ADAM-10 nos 

macrófagos infectados (Figura 18 e 19), sugerindo ativação por vias de 

sinalização intracelular independente de pró-proteínas convertases (MARETZKY 

et al., 2015). 

      Apesar do inibidor de furina não ter efeito sobre a expressão de ADAM-10, o 

inibidor de ɣ-secretase foi capaz de reduzir significativamente a expressão desta 

molécula na superfície dos macrófagos infectados (Figura 20). Este resultado 

confirmou dados da literatura que demonstram a importância da ɣ-secretase 
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para a via de sinalização Notch. ADAM-10 provoca o shedding do receptor Notch 

que por sua vez é clivado pelo complexo ɣ-secretase presente na membrana 

celular.  Após clivagem, os fragmentos intracelulares liberados controlam a 

transcrição de vários genes, inclusive genes que regulam a expressão de ADAM-

10 na membrana (DREYMUELLER et al., 2017).   

 Ao demonstrar que furina e ɣ-secretase estão envolvidas na 

regulação/processamento de metaloproteinases como MT1-MMP e ADAM-10, 

pode-se deduzir que estas proteínas participam indiretamente da regulação de 

MMPs secretadas e shedding de proteínas transmembranares também em 

células infectadas por T. gondii. Através do ensaio de migração transwell 

utilizando matriz tridimensional, nós avaliamos o efeito dos inibidores destas vias 

na invasão e migração dos macrófagos infectados por T. gondii.  

Como descrito em muitos trabalhos, a furina convertase promove 

proliferação celular, invasão e metástase de células tumorais (DE CICCO et al., 

2005; SCAMUFFA et al., 2008; FU et al., 2012). Seu papel na progressão tumoral 

está 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-β (TGF- β), 

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 macrófagos infectados por T. gondii, 

sugerindo um papel similar ao da progressão do câncer. No entanto, mais 

estudos são necessários para entender a participação desta pró-convertase no 

processamento de moléculas, além da MT1-MMP, envolvidas na migração dos 

macrófagos infectados. 

O inibidor de ɣ-secretase, como esperado, também foi capaz de reduzir o 

potencial invasivo das células infectadas por T. gondii, provavelmente com 

participação na sinalização Notch que atua nas decisões do destino das células, 

na diferenciação celular, adesão, invasão e migração (FLUHRER e HAASS, 

2007; DE STROOPER e ANNAERT, 2010; ZHAO, 2010; DIAZ-PADILLA et al., 
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2015), logo, a inibição desta via pode afetar todos estes mecanismos. De fato, 

células de câncer coloretal, células endoteliais microvasculares e células de 

metástase cerebral, tratadas com o mesmo inibidor de ɣ-secretase (DAPT) 

utilizado neste trabalho, diminuíram o potencial invasivo via inibição da 

sinalização Notch (NAM et al., 2008; GAO et al., 2013; LI et al., 2017). Portanto, 

nossos resultados sugerem que a via de sinalização Notch esteja envolvida na 

migração dos macrófagos 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-renovável no intestino. A superexpressão condicional influencia na 

compartimentalização das células em tecidos epiteliais, bem como na adesão e 

polaridade de células migratórias dentro de um tecido tão complexo (GLOMSKI 

et al., 2011). Além disso, o desenvolvimento do endotélio depende da expressão 

de ADAM-10. A inativação desta protease em células endoteliais de 

camundongos (KISANUKI et al., 2001) leva à maior ramificação e densidade da 

vasculatura da retina, veias hepaticas subcapsulares aberrantes, glomérulos 

alargados e pólipos intestinais. Essas descobertas evidenciam o papel de 

ADAM-10 como modulador central das decisões do destinos de células através 

do endotelio, e com estas características também poderia influenciar na 

migração de macrófagos infectados através das barreiras endoteliais. 

Uma das estratégias para se conhecer a função de determinado gene são 

os experimentos de perda de função. Essa abordagem consiste em impedir que 

o gene estudado gere a proteína por ele codificada, com o propósito de analisar 

as consequências ou o fenótipo decorrente dessa inibição em células cultivadas 

(BARBOSA e LIN, 2004). Para avaliar o papel de MT1-MMP e CD147 na 

migração dos macrófagos Raw 264.7 infectados por T. gondii, nós 

desenvolvemos um protocolo de silenciamento gênico utilizando RNAs de 

interferência (siRNAs) específicos. 

Ao utilizar diferentes concentrações de siRNAs não específico conjugado 

a FITC e lipofectante em macrófagos não infectados, foi possível escolher a 

melhor combinação de reagentes a ser utilizada nos experimentos com siRNAs 

com alvos específicos. Nossas análises qualitativas demonstraram que a melhor 
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combinação também poderia ser utilizada para macrófagos infectados (Figura 

25 e 26). Como esperado, a eficiência da transfecção em macrófagos infectados 

é menor, visto que a infecção aumenta a concentração de enzimas que podem 

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

Através do ensaio de viabilidade por MTT, demonstramos que a própria 

infecção, na concentração de 3 parasitas por célula, reduz em 35-40% a 

porcentagem de células viáveis. No entanto deve ser considerado o fato das 

células não se reproduzirem com a mesma eficiência que o controle, após 

infecção. Ao comparar células infectadas com células infectadas e transfectadas, 

não houve diferença na porcentagem de células viáveis, o que garantiu a 

utilização dos siRNAs nas concentrações com maior eficiência de transfecção 

(Figura 27). 

A quantidade de macrófagos infectados foi levada em consideração para 

a escolha do tempo nas análises de expressão de MT1-MMP e CD147 após 

transfecção, visto que após 24 horas de infecção, como demonstrado por Lee e 

colaboradores (2013), o T. gondii é capaz de reduzir a proliferação das células 

parasitadas.  

 A eficiência da transfecção e consequente silenciamento promovido pelos 

siRNAs específicos foi analisada por microscopia de fluorescência 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 expressão de MT1-MMP e CD147 nos 

macrófagos infectados por T. gondii (Figuras 28, 29 e 30). No entanto, a 

utilização de técnicas como Western blot e RT-PCR poderiam respaldar ainda 

mais estes resultados. 

A transfecção do siRNA específico para CD147 foi capaz de reduzir 

significativamente a expressão de MT1-MMP (Figura 31). A CD147 como já 

demonstrado em muitos trabalhos, é capaz de estimular a produção 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 regulação 

positiva de CD147 em células epiteliais de mama não-invasivas também é 
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suficiente para induzir um fenótipo invasivo caracterizado por aumento da 

expressão de MT1-MMP. Isso nos leva a sugerir, pelos resultados aqui obtidos, 

que na infecção de macrófagos por T. gondii a CD147 pode regular 

positivamente a expressão de MT1-MMP.  

Ao avaliar o papel de CD147 na capacidade de invasão/migração de 

macrófagos infectados sobre matriz 3D (MatrigelTM), nós demonstramos que 

macrófagos com alta expressão de CD147 na membrana plasmática apresentam 

grande habilidade invasiva.  No entanto, macrófagos transfectados com siRNA 

de CD147 tiveram a capacidade invasiva reduzida significativamente (Figura 32). 

Este resultado confirma a importância de CD147 na promoção da 

migração/invasão de macrófagos infectados por T. gondii. 

A redução na expressão de MT1-MMP, utilizando siRNA MT1-MMP, não 

interferiu na capacidade invasiva dos macrófagos infectados (Figura 33). Esse 

resultado pode ser explicado pelo fato de que nem todas as células com fenótipo 

hipermigratório apresentem necessariamente super-expressão de MT1-MMP 

(ARTYM et al., 2006; FIGUEIRA et al., 2009; KÖHRMANN et al., 2009).  Em 

linhagem de câncer de mama (MCF7), por exemplo, o baixo nível de expressão 

de MT1-MMP está relacionado com maior capacidade invasiva sobre matriz 3D 

(CEPEDA et al., 2016). Além disso, este resultado é consistente com estudos de 

cultura de células metastáticas em matriz extracelular, que demonstram que a 

baixa expressão de MT1-MMP não 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, é multifuncional e por isso afeta comportamentos celulares 

através de mecanismos proteolíticos e não proteolíticos. Provavelmente, na 

migração de macrófagos infectados por T. gondii, seu papel na sinalização 

intracelular e regulação de CD44 e integrinas se sobressaia ao seu papel na 

degradação 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 

fenótipo invasivo adquirido por macrófagos murinos após infecção por T. gondii. 

A figura 34 apresenta as moléculas envolvidas na cascata de invasão/ migração 
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dos macrófagos infectados, bem como suas prováveis vias de regulação e/ou 

processamento.  

 

 

 

 

 

Figura 34. Envolvimento das MMPs no fenótipo hipermigratório de macrófagos murinos infectados 

por T. gondii. A infecção por T. gondii aumenta a expressão de MT1-MMP, CD147, ADAM-10 e uPAR 

na membrana plasmática dos macrófagos infectados, além disso, aumenta a secreção de próMMP9 

e do complexo multiproteico formado por CD44, MMP9, TIMP1 e uPAR. Coletivamente, este fenótipo 

regula a capacidade invasiva e migratória 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, nós demonstramos que MT1-MMP, ADAM-10 e CD147 são 

super-expressas nos macrófagos infectados por T. gondii com perfil de 

expressão similiar ao de linhagens metastáticas. Além disso, a expressão de 

MT1-MMP é dependente de furina convertase e de ADAM-10 é mediada pelo 

complexo ɣ-secretase. A glicoproteína CD147 regula a expressão de MT1-MMP 

e é essencial para a migração dos macrófagos infectados em matriz extracelular 

tridimensional. As proteínas γ-secretase e furina convertase também são 

necessárias para a migração das células infectadas em matriz extracelular 3D. 

Portanto, os resultados aqui apresentados, fornecem novas informações para a 

compreensão da relação parasita-hospedeiro e apresenta novos alvos 

terapêuticos para o desenvolvimento de fármacos que previnam a disseminação 

de T. gondii em seus hospedeiros. 
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7. Conclusões 

 

 A infecção por T. gondii aumenta a expressão de MT1-MMP, 

ADAM-10 e CD147 em macrófagos murinos, promovendo um 

fenótipo hipermigratório; 

 

 A expressão de MT1-MMP induzida pela infecção é dependente de 

furina-convertase 

 

 A expressão de ADAM-10 é mediada pelo complexo ɣ-secretase 

nos macrófagos infectados, com possível influencia na sinalização 

Notch; 

 

 A CD147 induzida pela infecção por T. gondii regula a expressão 

de MT1-MMP 

 

 A CD147 e as vias de furina-convertase e ɣ-secretase estão 

envolvidas na invasão/migração dos macrófagos infectados em 

matriz extracelular tridimensional. 
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