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Resumo 
 

COMUNICAÇÃO JUNCIONAL EM MACRÓFAGOS NO PROCESSO 
INFECTO INFLAMATÓRIO in vitro COM Toxoplasma gondii 

 
Toxoplasma gondii (T. gondii) é o agente causador da toxoplasmose. Este 
protozoário possui a característica de ser intracelular obrigatório e ter alta 
prevalência em todo o mundo, em que se acredita ter infectado um terço da 
população mundial, causando grande morbidade e mortalidade. Dada à 
complexidade desta doença, diversas pesquisas têm se dedicado ao estudo de 
estruturas que estejam associadas às doenças parasitárias. Dentre estas 
estruturas, estão as Junções Comunicantes que são responsáveis pela troca de 
íons e pequenos mensageiros que mantém a homeostase tecidual. Estes canais 
transmembranares exercem um importante papel na comunicação intercelular 
em diferentes tecidos, pois permitem a comunicação em diferentes tipos 
celulares, incluindo os macrófagos. Com isto, a caracterização morfológica e 
funcional das junções comunicantes em macrófagos, e em particular formada 
pela conexina 43 tem sido alvo de estudo de diversos grupos, mas seus 
mecanismos regulatórios ainda merecem esclarecimentos, principalmente 
diante de alterações patológicas, como nos processos infecto-inflamatórios 
causados pelo T. gondii. Diante disto, o objetivo principal deste estudo foi avaliar 
a modulação das junções comunicantes na linhagem macrofágica J774-G8, 
após a infecção com o parasito Toxoplasma gondii e a posterior ativação com 
fatores pró-imuno inflamatórios. Como metodologia, foi utilizada: (1) Cultura de 
células J774-G8; (3) Infecção da cultura pelo do T. gondii cepa RH; (4) 
Tratamento com os fatores pró-imuno inflamatórios individuais e conjugados 
(IFN-γ, TNF-α, IFN-γ + TNF-α); (5) Ensaios imunoeletroforéticos (Western Blot); 
e (4) Ensaios de imunofluorescência e análise por microscopia confocal. Os 
resultados gerais achados foram: (1) A melhora no perfil morfológico das culturas 
de células J774-G8 infectadas com T. gondii tratadas com os fatores pró-imuno-
inflamatórios; (2) O aumento da expressão proteica da Cx43 em células J774-
G8 infectadas após o tratamento com os fatores imunes pró-inflamatórios, por 
24 e 48 horas; (3) A ativação celular estimulada pelo tratamento com fatores 
conjugados; (4) Os danos no citoesqueleto celular causados pela infecção foram 
irreversíveis, mesmo após o tratamento com os fatores pró-imuno inflamatórios 
em células infectadas; (5) O dano ao citoesqueleto impediu o transporte e o 
ancoramento da Cx43 na membrana plasmática, porém os fatores proveram um 
aumento dos níveis citoplasmáticos da Cx43. Com isto foi possível concluir que: 
a infecção com o T. gondii causa danos irreversíveis nas células macrofágicas, 
porém o tratamento com fatores pró-imuno inflamatórios estimula a produção da 
Cx43, que mesmo não conseguindo se inserir na membrana plasmática em 
células infectadas por conta dos danos no citoesqueleto, pode exercer papéis 
importantes no processo de manutenção da estrutura celular infectada. 
 
 
PALAVRAS CHAVES: Junção Comunicante, Macrófagos, Toxoplasma gondii. 

  



 

 
 

Abstract 
  
Toxoplasma gondii (T. gondii) is the causative agent of toxoplasmosis. This 
protozoan has the characteristic of being obligate intracellular and having a high 
prevalence worldwide, where it is believed to have infected one third of the world's 
population, causing great morbidity and mortality. Given the complexity of this 
disease, several studies have been dedicated to the study of structures that are 
associated with parasitic diseases. Among these structures are the 
Communicating Junctions, which are responsible for the exchange of ions and 
small messengers that maintain tissue homeostasis. These transmembrane 
channels play an important role in intercellular communication in different tissues, 
as they allow communication in different cell types, including macrophages. With 
this, the morphological and functional characterization of gap junctions in 
macrophages, and in particular formed by connexin 43, has been the subject of 
study by several groups, but their regulatory mechanisms still deserve 
clarification, especially in the face of pathological changes, such as in infectious-
inflammatory processes caused by T. gondii. In view of this, the main objective 
of this study was to evaluate the modulation of gap junctions in the macrophage 
lineage J774-G8, after infection with the parasite Toxoplasma gondii and 
subsequent activation with inflammatory pro-immune factors. As methodology, it 
was used: (1) Culture of J774-G8 cells; (3) Infection of the culture by the T. gondii 
strain RH; (4) Treatment with individual and conjugated pro-immunoinflammatory 
factors (IFN-γ, TNF-α, IFN-γ + TNF-α); (5) Immunoelectrophoretic assays 
(Western Blot); and (4) Immunofluorescence assays and analysis by confocal 
microscopy. The general results found were: (1) Improvement in the 
morphological profile of cultures of J774-G8 cells infected with T. gondii treated 
with pro-immune-inflammatory factors; (2) Increased Cx43 protein expression in 
infected J774-G8 cells after treatment with pro-inflammatory immune factors for 
24 and 48 hours; (3) Cell activation stimulated by treatment with conjugated 
factors; (4) The damage to the cellular cytoskeleton caused by the infection was 
irreversible, even after treatment with inflammatory pro-immune factors in 
infected cells; (5) Damage to the cytoskeleton prevented the transport and 
anchoring of Cx43 in the plasmatic membrane, however the factors provided an 
increase in the cytoplasmic levels of Cx43. With this, it was possible to conclude 
that: infection with T. gondii causes irreversible damage to macrophage cells, 
however treatment with pro-immune inflammatory factors stimulates the 
production of Cx43, which even though it fails to insert itself into the plasmatic 
membrane in infected cells due to damage to the cytoskeleton, may play 
important roles in the process of maintaining the infected cell structure. 

KEYWORDS: Communicating Junction, Macrophages, Toxoplasma gondii.  
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1. INTRODUÇÃO 

Toxoplasma gondii (T. gondii) é o agente causador da toxoplasmose, esta 

zoonose possui uma alta prevalência em todo o mundo e é de significativa 

importância médico-veterinária. Este protozoário possui a característica de ser 

intracelular obrigatório, e é capaz de infectar e se replicar em células nucleadas.  

Toxoplasma gondii é um parasita eucariótico intracelular obrigatório do filo 

Apicomplexa que infecta até um terço da população global. A soro prevalência 

do T. gondii indicou que o Brasil (56% da população geral) possui 4 vezes mais 

exposição ao parasita que nos Estados Unidos (13% da população geral). 

Apesar da alta prevalência, a doença apresenta-se na maioria dos casos 

como assintomática, entretanto, em indivíduos com o sistema imune imaturo ou 

em pacientes imunocomprometidos a infecção pode levar a manifestações 

clínicas relacionadas a lesões na retina e manifestações severas como 

encefalites, em casos de infecção congênita pode levar ao óbito. 

As junções comunicantes também executam um papel de destaque em 

estudos associados às infecções parasitárias. Estas junções são canais 

transmembranares que permitem a comunicação direta entre as células dos 

tecidos. 

As junções comunicantes são formadas por uma família multigênica de 

proteínas transmembranares denominadas conexinas. Fazem parte da família 

destas proteínas 21 conexinas em humanos. As conexinas compõem diversos 

sistemas fisiológicos, e estudos recentes têm ajudado a compreender o papel da 

conexina 43 (Cx43) em macrófagos.  

A caracterização morfológica e funcional das junções comunicantes em 

macrófagos, e em particular formada pela conexina 43 (proteína presente neste 

sistema) tem sido alvo de estudo de diversos grupos, pois possui um papel-

chave na homeostase dos tecidos, na inflamação e reparação tecidual, bem 

como na hematopoiese, no entanto, seus mecanismos regulatórios ainda 

merecem esclarecimentos, principalmente diante de alterações patológicas, 

como nos processos infecto-inflamatórios causados pelo T. gondii.  

Vários estudos têm indicado o envolvimento de junções comunicantes na 

interação entre as células do sistema imunológico. Sabe-se que algumas células 

do sistema imunológico apresentaram junções comunicantes funcionais, como 
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células de micróglia de camundongos e monócitos/macrófagos oriundos do 

sangue de humano. Posteriormente foi observado que células de 

monócitos/macrófagos mesmo após 24 horas de incubação com interferon-ɣ + 

TNF- α e interferon- ɣ + lipopolissacarídeo (LPS) apresentavam a expressão da 

Cx43.  

Os estudos envolvendo moléculas relacionadas à resposta imune 

mostram que estas podem influenciar a expressão de junções comunicantes, 

como demonstrado por Handel (2007). 

Estudos da interação de macrófagos com T. gondii vem demonstrando 

que o parasita também possui capacidade de inibir a ativação de macrófagos. 

Seabra et al., 2002 demonstrou que macrófagos de camundongo ativados com 

IFN- ɣ e LPS infectados com taquizoítas de T. gondii tem a produção de NO 

inibida devido à redução da expressão da iNOS em macrófagos infectados.  

Com isto, indagamos como estruturas de caráter juncional em células 

macrofágicas associadas com o sistema imunológico se comportam no processo 

infecto-inflamatório causado pelo T. gondii e se existe a possibilidade de uma via 

de proteção contra a infecção com o T. gondii através da ativação macrofágica 

com tratamento com os fatores pró-imuno-inflamatórios, após o contato da célula 

com o T. gondii.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 JUNÇÕES COMUNICANTES 

O início da descrição das junções comunicantes ocorreu no final da 

década de 50 por Furshpan e Potter (1959), estes pesquisadores apresentaram 

os primeiros indícios de comunicação intercelular com os dados que 

evidenciaram o acoplamento elétrico em neurônios de lagostim.  

Outros trabalhos demonstraram o acoplamento elétrico em outros tipos 

celulares, porém sem afirmar que a junção comunicante seria responsável por 

tal fenômeno. No final dos anos 60, experimentos de microscopia eletrônica de 

transmissão em amostras tratadas previamente com nitrato de lantânio 

permitiram a visualização de estruturas heptalaminares, apresentando um 

padrão hexagonal de subunidades de 7 a 8 nm de diâmetro, e com espaços de 

aproximadamente 2 nm entre as membranas das células adjacentes (REVEL e 

KARNOVSKY, 1967). Essa evidência foi crucial para a distinção entre as 

Junções do tipo Tight e os canais que realmente conseguiriam conduzir estes 

sinais elétricos, bem como para o estabelecimento do termo “GAP” (fenda, em 

inglês) utilizado atualmente. 

Em 1970 Uehara e Burnstock apresentaram uma imagem de microscopia 

eletrônica de transmissão com uma estrutura que os autores descreveram como 

“precisa e localizada na maior aproximação das membranas de células 

musculares lisas”, sendo semelhante a uma fusão entre as membranas, mas na 

verdade se tratavam de uma junção “Gap”, Figura 1. 

 



18 
 

 
 

 

Figura 1: Eletromicrografia de músculo cardíaco ventricular do porco. Região de ligação entre as 
membranas, representada por uma junção gap. Aumento de 300.000 X (UEHARA e 
BURNSTOCK, 1970) 

 

Utilizando técnicas de difração de raios X, a estrutura juncional foi melhor 

elucidada (MAKOVSKI et al., 1977). As observações demonstraram que o canal 

era formado por seis monômeros que formam um poro de diâmetro de 1,5 nm, 

permitindo que através do alinhamento dos hemicanais na membrana ocorra a 

comunicação entre as membranas das células adjacentes, como mostrado na 

Figura 2 (LAIRD, 2006; GOODENOUGH e PAUL, 2009; KOVAL et al., 2014; 

LAIRD, 2014). 

Os hemicanais alinhados adquirem um formato tubular atingindo um 

comprimento total de 100 – 150 Å, estando nas membranas das células a uma 

distância de aproximadamente 20 Å (DHEIN, 1998). Após os achados 
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morfológicos, a correlação das junções com o acoplamento elétrico se tornou 

mais evidente (GILULA et al., 1972).  

Sendo assim, as junções comunicantes são canais transmembranares 

localizados na fenda extracelular (GIEPMANS, 2004), que exercem um 

importante papel na comunicação intercelular em diferentes tipos celulares e em 

diferentes tecidos (FORTES et al., 2004), pois permitem a comunicação 

bidirecional (BERMUDEZ-FAJARDO et al., 2007), direta do citoplasma de duas 

células vizinhas. Além de ser uma via de baixa resistência para propagação de 

impulsos elétricos em mamíferos, o canal juncional permite o tráfego de 

moléculas de até 1 kDa (FLAGG-NEWTON et al., 1979; KOVAL et al., 2014), 

possibilitando o intercâmbio de íons e substâncias como aminoácidos, 

nucleotídeos, ATP, AMPc e segundos mensageiros, o que pode ser observado 

na propagação de ondas de Ca2+ dependentes de inositol trifosfato (IP3) 

(BENNETT et al., 1991; DHEIN, 1998; GIEPMANS, 2004; NEIJSSEN et al., 

2007).  
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Figura 2: Modelo esquemático dos componentes da placa juncional. Em A observamos a 
estrutura molecular de um conexon destacando as quatro porções transmembranares. Em B 
destaca-se a esquematização desta estrutura unitária que é sintetizada no Reticulo 
endoplasmático. A conexina oligomerizada e organizada em hexamero é vista em C formando 
um conexon, e em D a figura mostra o transporte dos conexons armazenados no complexo de 
Golgi sendo transportados para a membrana celular por vesículas formando um canal quando 
conectam-se com conexons de uma célula adjacente, estes seguem para se agrupar formando 
a placa juncional (LAIRD, 2014). 

 

Em vertebrados as junções comunicantes são formadas por uma família 

multigênica de proteínas transmembranares denominadas conexinas e em 

invertebrados, essas junções são formadas por proteínas das família de inexinas 

(NEIJSSEN et al., 2007; SÁNCHEZ et al., 2019). As inexinas em Arthropoda, 

Nematoda, Annelida e Cnidaria, desempenham diversas funções, como 

resposta imune, apoptose e desenvolvimento e comportamento do embrião, 

dentre outros (GUIZA et al., 2018). 
As conexinas são divididas em nove domínios estruturais, que podem ser 

vistos na Figura 3. São quatro domínios transmembrana apresentando uma 
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estrutura em α-hélice (TM1, TM2, TM3 e TM4); uma porção C-terminal; uma 

porção N-terminal; duas alças extracelulares (E1 e E2); uma alça intracelular ou 

citoplasmática entre as regiões transmembrana 2 e 3, caracterizada por 

representar a região de menor similaridade e menor conservação entre as 

conexinas (AC) (KUMAR e GILULA, 1996; HERVE et al., 2004).  

Os domínios transmembranares e as alças extracelulares são as regiões 

que apresentam maior conservação filogenética entre os integrantes da família 

das conexinas, enquanto que o domínio carboxi-terminal e os demais 

apresentam pouca conservação filogenética (BENNETT et al., 1991; DHEIN, 

1998). Por ser a região mais anfipática, o domínio transmembrana 3 constitui a 

região central do canal juncional, formando as paredes do canal (UNGER, 1999). 

 

 

Figura 3: Organização topológica da proteína juncional (conexina) na membrana 
plasmática.Descrição dos 9 domínios estruturais da conexina na membrana plasmática lido da 
esquerda para a direita. Porção amino-terminal localizada no citoplasma (NH2), domínio 
transmenbranar 1, alça extracelular 1 (E1), domínio transmembranar 2, alça citoplasmática (AC), 
alça transmembranar 3, alça extracelular 2 (E2), domínio transmembranar 4 e porção carboxi-
terminal (COOH) (Adaptado: LAIRD e LAMPE, 2018). 
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As junções celulares são estruturas fundamentais para todos os 

organismos vivos. Nos invertebrados as inexinas são estruturas semelhantes às 

conexinas e ao compará-las observamos que ambas são compostas de 

hemicanais que consiste principalmente de um arranjo hexamérico de 

monômeros de conexina ou inexina que formam um canal cilíndrico com um poro 

axial central, cujo acoplamento produz uma junção intercelular funcional com 

variação nas suas isoformas, tendo como principal diferença molecular entre as 

inexinas e as conexinas, o número de cisteínas na sua composição, como 

mostrado na Figura 4 (KRISTAN et al., 1988; OSHIMA et al., 2016; SÁNCHEZ 

et al., 2019). 

 

 

Figura 4:Estruturas gerais da composição da conexina e da inexina. A conexina (esquerda) 
presente em vertebrados, possui três porções de cisteína em cada alça extracelular, enquanto 
em invertebrados as inexinas (direita) possuem duas cisteínas por alça. Ambas as estruturas têm 
quatro domínios transmembranares (tubos laranja) conectados por uma alça citoplasmática, e a 
porção carboxi-terminal e amino-terminal no citosol. 

 

As conexinas podem ser diferenciadas pelos parâmetros dos pesos 

moleculares, em kDa que varia entre 25 e 62 kDa, advindos das sequências de 

DNA complementar (cDNA), sendo assim a conexina 43 possui 43 kDa 

(NEIJSSEN et al., 2007). 

Com isto, as conexinas estão divididas em dois ramos filogenéticos: 

Grupo I, formado por conexinas com um peso molecular menor que 32 kDa; 

Grupo II, constituído por conexinas com peso molecular igual ou maior que 32 

kDa (BENNETT et al., 1995; DHEIN, 1998; SOSINSKY e NICHOLSON, 2005).  
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Estas proteínas também são classificadas nos subgrupos α e β de acordo 

com a similaridade entre determinadas regiões da sequência protéica primária 

da conexina (GIMLICH et al., 1990; WILLECKE et al., 2002; SEGRETAIN e 

FALK, 2004) Com isso, a sua nomenclatura ainda pode ser codificada pela 

família dos genes relacionados a sua síntese a partir do mapeamento de quatro 

genes funcionais (α 1 , β 1 , β 2 e α 3 ). Assim, os respectivos nomes para 

conexina 43, conexina 32 e conexina 46, por exemplo, são GJA1, GJB1 e GJA3 

(HSIEH et al., 1991; KUMAR e GILULA, 1996; MEŞE et al., 2007). A Figura 5 

apresenta a homologia entre os diferentes tipos de conexinas identificados até o 

momento de acordo com o mapeamento genético dos mesmos. 

Até o momento foram relatados 21 tipos de conexinas em humanos e 20 

tipos de conexinas em roedores (Tabela 2) (SOHL e WILLECKE, 2004; HERVE, 

2005; SÁNCHEZ et al., 2019, LAIRD e LAMPE, 2022). Em humanos o gene está 

localizado no cromossomo 6q22-q23 (Paznekas et al., 2003).  

 

 

Figura 5: Diagrama de homologia de aminoácido.É apresentado o índice de similaridade das 
famílias das conexinas com os nomes de proteínas de conexina humana e os nomes de genes 
(KOVAL et al., 2014).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002929707605497#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002929707605497#!
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Tabela 1: Família multigênica das conexinas (SOHL e WILLECKE, 2003).  

 

Na membrana plasmática as conexinas estão dispostas em hexâmero 

formando o hemicanal juncional, chamado de conexon, esta organização 

topológica de membrana é característico e semelhante para todos os subtipos 

de conexinas (MAKOVSKI et al., 1977; DERMIETZEL e SPRAY, 1993; KUMAR 

e GILULA, 1996; WHITE et al., 1999; UNGER et al., 1999; SEGRETAIN e FALK, 

2004; LILY at al., 2016). Estes conexons uma vez localizados na membrana 

podem interagir de forma não covalente com o conexon da célula adjacente, 

formando então um canal juncional completo (BENNETT et al., 1991). 

Com isto, doze conexinas interagem entre si para formar um canal 

juncional, sendo que seis conexinas se organizam em um hexâmero na 

membrana plasmática de uma célula. Uma vez paralelo com a célula adjacente, 

o conexon pode se alinhar e a outro conexon e formar o canal juncional (KOVAL 

et al., 2014). Este canal só se torna funcional quando ligado, permitindo a 

passagem de substâncias de até 1 kDa (FORTES et al., 2004).  

O conexon pode ser classificado de acordo com a sua composição: 

quando constituído de conexinas iguais, por exemplo, todas formadas pela 

conexina 43 (Cx43), são chamados de conexons homoméricos, e quando a sua 
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composição possui conexinas diferentes são chamados de conexons 

heteroméricos (WANG e PERACCHIA, 1998; LILY et al., 2016).  

O hemicanal também é classificado de acordo com sua composição, este 

leva em consideração a relação ao canal juncional completo, podendo ser 

classificado como: homotípico e heterotípico, respectivamente, quando as 

conexinas dos conexons pareados pertencem à mesma família ou famílias 

diferentes (MEŞE et al., 2007; KOVAL et al., 2014).  

Sendo assim toda a estrutura do hemicanal pode ser classificada pela sua 

composição, sendo: (1) homomérico – homotípico, no qual o canal é constituído 

por dois conexons idênticos formados pela mesma conexina; (2) homomérico– 

heterotípico, em que o canal é formado por dois conexons diferentes, sendo cada 

conexon formado pela mesma conexina; (3) heteromérico – homotípico, em que 

o canal é formado por dois conexons iguais que são constituídos por conexinas 

diferentes, estando as conexinas de um conexon alinhadas com conexinas de 

mesmo tipo no outro conexon; (4) heteromérico – heterotípico ou biheteromérico, 

onde o canal é formado por dois conexons diferentes constituídos por conexinas 

diferentes, e estes alinhados com conexinas diferentes do outro conexon 

(KUMAR e GILULA, 1996; MEŞE et al., 2007); e (5) monoheteromérico, onde 

apenas um dos conexons é heteromérico (Figura 6) (SOSINSKY, 1999; KOVAL 

et al., 2014).  
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Figura 6: Tipos de conexons e canais juncionais formados por associação de conexinas iguais 
ou diferentes.Seis conexinas são oligomerizadas para formar um conexon que pode ser 
classificado em homotípico e heterotípico para formar os canais que quando alinhados podem 
interagir seletivamente entre si para formar canais homotípicos e heterotípicos, que diferem em 
seu conteúdo e disposição espacial das subunidades de conexina, um conexon homomérico 
pode interagir com um heteromérico formando o canal monoheteromérico. (modificado de Meşe 
et al., 2007 acrescido do esquema proposto por Sosinsky,1999). 

 

A hetero-oligomerização é um processo regulado que atua diretamente na 

regulação da função desempenhada pelos hemicanais na fisiologia humana 

alterando a afinidade para diferentes substâncias (KOVAL et al., 2014), mas nem 

todas as combinações das isoformas são compatíveis, com isto a Figura 7 

fornece um guia razoável para a compatibilidade heteromérica entre conexinas. 
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Figura 7: Compatibilidade heteromérica e heterotípica. Interações indicadas pelo diagrama 
apontam onde há conexinas conhecidas por formarem canais heteroméricos, e estas estão 
ligadas por linhas tracejadas. A linha de divisória sólida separa as conexinas para indicar a falta 
de compatibilidade heteromérica (esquerda). Interações heterotípicas foram indicadas pelo 
diagrama onde conexinas conhecidas por formarem canais heteroméricos são conectadas por 
linhas tracejadas. Existem dados conflitantes sobre os canais heterotípicos Cx30 e Cx31. As 
linhas sólidas mostram três grupos de compatibilidade que não se alinham com os grupos de 
aminoácidos totais (KOVAL et al., 2014), 

 

2.1.1 PROPRIEDADES DAS JUNÇÕES COMUNICANTES 

Os canais juncionais alternam entre os estados: aberto e fechado 

(UNWIN e ZAMPIGHI, 1980; KOVAL et al., 2014). Para compreender os 

fenômenos de abertura e fechamento do canal, começaram a ser empregadas 

técnicas de eletrofisiologia, mais precisamente ensaios de patch clamp, fazendo 

uso da configuração de double whole cell, onde pares de células são analisados 

(WHITE et al., 1985). 

Como descrito no protocolo de Dhein (1998), para a realização do 

experimento, uma das células tem seu potencial de membrana mantido em um 

valor fixo que se chama potencial de holding, que pode estar em -40 mV, por 

exemplo, enquanto a outra célula do par tem seu potencial modificado ao longo 

do experimento, variando de -90 mV a +10 mV.  
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Ao variar a voltagem de uma das células mede-se o fluxo de corrente da 

célula de voltagem modificada para a célula de voltagem fixa através do 

amplificador de patch clamp, que injeta corrente suficiente para que não haja 

variação de voltagem na célula que tem seu potencial mantido fixo. Esta corrente 

medida é igual e contrária à que passa através das junções comunicantes, 

chamada de corrente juncional (DHEIN, 1998). 

Vários fatores podem influenciar a condutância das junções 

comunicantes. Um destes fatores seria a dependência de voltagem 

transjuncional, onde variações podem ser responsáveis pela abertura ou pelo 

fechamento do canal. Em canais homotípicos esta dependência de voltagem é 

simétrica, sendo a condutância juncional modificada quando se altera a voltagem 

em qualquer uma das duas células que estão sendo analisadas (BENNETT et 

al., 1991). Já em canais heterotípicos a mudança da condutância juncional 

depende de qual das duas células do par analisado terá a voltagem alterada 

(WERNER et al., 1989). 

A dependência de voltagem das junções comunicantes varia de acordo 

com a conexina que forma o canal juncional. Por exemplo, as conexinas 40 e 45 

são mais sensíveis a variações de voltagem transjuncional do que outras 

conexinas como a Cx43 (JONGSMA et al., 1993; DHEIN, 1998). Além dos 

fatores biofísicos, vários fatores bioquímicos podem modular a condutância 

juncional, dependendo em que conexina ou tecido estão atuando. 

As vias relacionadas a proteína quinase C (PKC), proteína quinase A 

(PKA), proteína quinase G (PKG), MAP-quinase e tirosina quinases estão 

relacionadas com a regulação das junções comunicantes (DHEIN,1998). 

Destacando a via da PKA, muitos estudos têm observado que a estimulação 

desta via pode aumentar o acoplamento de junções comunicantes formadas por 

conexina43 em cardiomiócitos (BURT e SPRAY, 1988).  

Outros fatores podem influenciar a condutância das junções 

comunicantes além destes já citados, como por exemplo, alguns íons: Ca2+, Mg2+ 

e H+. Concentrações elevadas de Ca2+ em cardiomiócitos proporcionam a 

diminuição do acoplamento elétrico celular (LOEWENSTEIN, 1966), mas se o 

pH intracelular for mantido constante esta resposta não ocorre, sugerindo uma 

ação sinérgica entre H+ e o Ca2+ (NOMA e TSUBOI, 1987). O aumento das 

concentrações intracelulares de Mg2+ também leva ao desacoplamento celular, 
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porém em concentrações maiores do que os níveis fisiologicamente toleráveis 

(NOMA e TSUBOI, 1987; PERACCHIA, 2004). 

Outro fator importante, descrito na regulação das junções comunicantes, 

é o pH, que interfere reduzindo a condutância através da acidificação intracelular. 

Ao realizar técnicas de eletrofisiologia, analisando canais formados pela Cx43, 

Delmar et al. (2000) demonstraram que a interação da porção carboxi-terminal 

com uma região em separado da conexina é responsável pela sensibilidade do 

canal juncional a diminuição do pH celular.  

 

2.1.2.  FORMAÇÃO DAS JUNÇÕES COMUNICANTES  

As conexinas são sintetizadas pelos ribossomos no retículo 

endoplasmático, sendo co-traduzidas integralmente na membrana do retículo 

endoplasmático rugoso (LOEWENSTEIN, 1981; SEGRETAIN e FALK, 2004; 

LAIRD, 2006; LILY et al., 2016). Ainda no retículo endoplasmático rugoso, a 

conexina é fosforilada, podendo ser oligomerizada e transportada para o 

complexo de Golgi, outra opção é que a proteína também pode ser 

primeiramente transportada e só depois oligomerizada no complexo de Golgi 

(SARMA et al., 2001; SEGRETAIN e FALK, 2004; KOVAL et al., 2014). Após a 

oligomerização, a conexina forma o hexâmero, chamado de conexon (dentro de 

vesículas exocíticas) que é transportado do complexo de Golgi até a membrana 

plasmática da célula, através de microtúbulos (Figura 8) (MUSIL e 

GOODENOUGH, 1993; DHEIN, 1998, GAIETTA et al., 2002; SEGRETAIN e 

FALK, 2004; LAIRD 2006).  

Através de ensaios com a proteína recombinante Cx43, utilizando 

técnicas de microscopia confocal e microscopia eletrônica de transmissão, 

Gaietta e colaboradores (2002) observaram que as proteínas pré-formadas são 

inseridas nas bordas das placas de junções comunicantes localizadas na 

membrana plasmática. Enquanto a placa é repovoada com conexinas novas, as 

conexinas antigas centralizam-se, até deixarem a placa dentro de vesículas 

endocíticas.  

Ao longo deste processo acredita-se que a integridade da conexina e do 

estado oligomerizado do conexon seja mantido por ligações não covalentes, 
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sugerindo-se a existência de pontes dissulfeto intramoleculares e não 

intermoleculares (JOHN e REVEL, 1991; LAIRD, 2006).  

 

 

Figura 8: Esquema demonstrando a síntese, montagem e degradação das junções comunicantes 
dentro da célula. A sequência se inicia com a síntese da conexina no retículo endoplasmático 
(RE) (1), ocorre a oligomerização (2) e a passagem do RE para o complexo de Golgi (3) onde é 
armazenado (4) até o direcionamento para a membrana através de microtúbulos (5) e a inserção 
na membrana plasmática (6). Uma vez inseridos na membrana ocorre a difusão lateral (7) para 
a formação da placa de junções comunicantes (8) que são mantidas por proteínas do 
citoesqueleto celular (9). Quando as junções são renovadas, as antigas são retiradas das 
membranas por vesículas endocíticas (10) e degradas por lisossomos e proteossomos (11) 
(Adaptado: LAIRD e LAMPE, 2018). 

 

Em contraste com a maioria das proteínas do complexo juncional, a Cx43 

é estabilizada como monômeros no retículo endoplasmático e só se oligomeriza 

após o transporte para o complexo de Golgi (Figura 9). Parte desta via é regulada 

pela proteína de controle, ERp29, que se liga ao segundo domínio de extracelular 

e estabiliza uma conformação que favorece a Cx43 monomérico (KOVAL et al., 

2014). 
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Figura 9: Vias de oligomerização de dois tipos de conexina. As conexinas são inseridas de forma 
co-traducional na membrana do retículo endoplasmático. Dependendo do subtipo de conexina, 
a oligomerização pode ocorrer no próprio retículo endoplasmático (Cx32) ou no complexo de 
Golgi (Cx43). Uma vez oligomerizados, eles são direcionados a membrana celular, formando os 
hemicanais, que quando paralelo com o hemicanal da célula adjacente formam os canais 
intercelulares. Estes canais na membrana plasmática unidos em matrizes conhecidas como 
placas de juncional que pode conter de dezenas a milhares de canais. As placas podem ser 
homogêneas (compostas de uma única conexina) ou heterogêneas (composta por conexinas 
heteroméricas) (KOVAL et al., 2014). 

 

O tempo para início de formação da junção varia de 3 a 30 minutos, com 

uma velocidade de formação de 1,3 canais por minuto (DHEIN, 1998; LAIRD, 

2006). O canal juncional forma-se através da interação das alças extracelulares 

E1 e E2, sendo este processo facilitado por proteínas de adesão, como as 

caderinas, pois estas mantêm as células em contato (MUSIL e GOODENOUGH, 

1993). Após o tempo de permanência da conexina na membrana plasmática, o 

dodecâmero é internalizado e eliminado por vias que envolvem vesículas 

endocíticas, que irão se fundir com lisossomos e proteossomos (YEAGER et al., 

1998; GAIETTA et al., 2002; SEGRETAIN e FALK, 2004). Sendo a meia vida da 

Cx43 de aproximadamente 1-2 h após sua síntese (LAIRD et al., 1991; SEVERS 

et al., 2006; LAIRD 2006). 



32 
 

 
 

2.1.3 FUNÇÕES DAS JUNÇÕES COMUNICANTES 

Com exceção de alguns tipos celulares como: eritrócitos, trombócitos, 

fibras musculares esqueléticas maduras e espermatozoides, as junções 

comunicantes estão presentes em todos os tipos de células de vertebrados 

(WILLECKE et al., 2002). 

As junções comunicantes possuem como característica principal permitir 

que os citoplasmas de células adjacentes, troquem íons e pequenos 

mensageiros e esta troca de informações é necessária para a manutenção da 

função de diversos tecidos (FLAGG-NEWTON et al., 1979; HERVE et al., 2004).  

Com isto, estes canais também possuem papel na sinalização autócrina 

e parácrina fornecendo um caminho para a liberação de ATP (DALE, 2008), 

glutamato (YE et al., 2003), NAD+ (BRUZZONE et al., 2001) e prostaglandinas 

(CHERIAN et al., 2005) como mostrado na Figura 10. Sendo assim, as conexinas 

desempenham funções mesmo que não estejam formando a junção 

comunicante, de modo que o hemicanal não conectado desempenha a função 

de sinalização autócrina (MORENO, 2004).  

 

Figura 10: Função das junções comunicantes. As junções comunicantes promovem a difusão 
passiva de pequenas moléculas e peptídeos envolvidos em diversos processos como maturação 
e diferenciação celular, morte celular apoptótica, hematopoiese e reparo tecidual, dentre outros 
papeis não relatados até o momento (modificado de Neijssen et al., 2007 acrescido das 
informações de BRUZZONE et al., 2001; CHERIAN et al., 2005). 
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Nos tecidos as funções das conexinas variam de acordo com o papel 

desempenhado pelo tecido no organismo e o tipo celular que o compõe, 

participando de processos como: a homeostase de diversos tecidos; a mediação 

de processos inflamatórios; reparo tecidual; hematopoese; secreção de insulina 

pelas células beta do pâncreas; coordenação da propagação de ondas de cálcio 

em células do tecido cardíaco; contribuição para a atividade cardiovascular e 

neural, regulação de fatores carcinogênicos, dentre outros (Tabela 2) (CAO et 

al., 1997; CHANSON et al., 2005; KAR et al., 2012). 

 
Tabela 2: O papel desempenhado por junções comunicantes em alguns órgãos. Modificado de 
KAR et al. (2012) 

 

Em tecidos cardíacos as junções comunicantes possuem um papel 

fundamental para a propagação de impulsos elétricos e a orientação do ritmo 

cardíaco (YEAGER, 1998; MORENO, 2004; SEVERS et al., 2008). Esta 

estrutura representa uma via de baixa resistência elétrica, facilitando a 

propagação do impulso elétrico e permitindo o sincronismo de contração 

cardíaca responsável pelo bombeamento de sangue (WEIDMANN, 1972), mas 

possui outros papeis, sendo essencial para a remodelação cardíaca após um 

infarto (SCHWANKE et al., 2002). 

Como citado anteriormente, a diversidade de expressão dessas proteínas 

permite a montagem de canais heteroméricos, e no coração as principais 

conexinas existentes são a Cx40, Cx43 e Cx45; no entanto a Cx43 é a 

predominante, como visto na Figura 11 (KAR et al., 2012). Exemplicando, 
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camundongos deficientes em Cx43 morrem no período pós-natal como resultado 

de arritmia ventricular (REAUME et al., 1995). 

As diferentes combinações formadas pela conexinas existentes no tecido 

estão relacionadas com a modulação das atividades do tecido cardíaco, levando 

a diferentes propriedades de condução elétrica e, influenciando o sincronismo 

dos batimentos (MORENO, 2004; KAR et al., 2012).  

Seu papel na vasculatura do organismo facilita a comunicação entre as 

células que constituem a parede do vaso sanguíneo e coordena a regulação 

do tônus vascular, assim o acoplamento de células musculares 

lisas vasculares pode ser responsável pela contração síncrona de pequenos 

vasos sanguíneos (WILLECKE et al., 2002). 

O acúmulo intracelular de Na+ e a perda de K+ desempenham papéis 

importantes na patogênese das arritmias e lesões no coração isquêmico. Kondo 

et al. (2000) mostram eletrofisiologicamente que a remoção de íons Ca2+ 

extracelular permitem a ativação de corrente não seletiva que pode ter um papel 

na alteração dos fluxos iônicos, promovendo arritmias e infarto do miocárdio. 

 

Figura 11: Esquema demonstrando a distribuição das conexinas no coração de mamíferos. 
Observa-se a distribuição de conexinas em todo o sistema de condução elétrica do coração, 
determinando a sincronicidade do órgão (SEVERS et al., 2008). 

No sistema nervoso temos um sistema complexo de células interligadas 

através de junções comunicantes que são expressas tanto em neurônios quanto 

em células gliais (CHEW et al., 2010; KAR et al., 2012), participando dos 
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processos cognitivos como: percepção, memória e aprendizagem (SÖHL et al., 

2005), assim como na neurogênese, migração celular, desenvolvimento 

neuronal, diferenciação e morfogênese (KAR et al., 2012). Sendo alterado sob 

condições inflamatórias em cultura de astrócitos, onde ocorre a redução da 

comunicação pelas junções comunicantes e o aumento da atividade de 

hemicanais (SÁEZ et al., 2013). 

Com isto, foram detectados 11 tipos de conexinas no sistema nervoso 

central como mostra a Tabela 3 (FOWLER et al., 2010; KAR et al., 2012). 

 
Tabela 3: Conexinas em células Gliais e Neurônios do Sistema Nervoso. Fonte ROUACH et al. 
(2002). 

No sistema auditivo é possível encontrar diversos tipos de conexinas 

diferentes e apesar de serem necessários mais estudos acredita-se que sua 

função neste sistema envolva a recirculação de K+ (Figura 12) e a passagem de 

IP3 (GOSSMAN e ZHAO, 2008), importantes para a atividade de células 

presentes no Órgão de Corti. 

Dentro da cóclea, o estímulo hidro-mecânico do som resulta em 

movimentos ondulatórios da membrana basilar que suporta o órgão espiral e 

suas células ciliadas. O deslocamento da membrana basilar gera o desvio de um 

feixe de filamentos de actina localizados no ápice das células ciliadas 

(estereocílios). O deslocamento dos estereocílios em um ângulo menor que um 

grau, abre mecanicamente os canais de transdução, permitindo o influxo de íons 

de potássio da endolinfa para as células ciliadas externas, causando 

despolarização da membrana celular e o influxo de íons de cálcio, o que conduz 

a estimulação do nervo auditivo aferente e a formação de sinapses com a região 

basal das células ciliadas, convertendo o estímulo sonoro em estímulos elétricos 

que são transmitidos ao sistema nervoso auditivo central (FRIEDMAN et al., 

2000). 
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 Foi relatada a presença de diferentes tipos de conexinas, incluindo as: 

Cx26, Cx30, Cx31, Cx32 e Cx43 expressas na cóclea e a presença da junção 

comunicante tanto na cóclea quanto no órgão de Corti (MARTINEZ et al., 2009), 

de modo que mutações na Cx26, Cx30, Cx31, Cx32 e Cx43 contribuem para 

uma grande proporção de surdez causada na população humana (KELSELL et 

al., 2001). 

Em deficiências auditivas, o dano no papel das junções comunicantes 

interfere no processo de manutenção das altas concentrações de potássio 

intracelular, o que prejudica a resposta rápida das células ciliadas ao novo 

estímulo sonoro (KELSELL et al., 1997, LAIRD e LAMPE, 2022). 

 

Figura 12: Representação do processo homeostático do íon K+ no interior da cóclea. 
Representação do processo homeostático do íon K+ no interior da cóclea, mostrando a expressão 
da Conexina 26 (verde e azul) nas células de suporte do Órgão de Corti, nos fibrócitos do 
Ligamento Espiral e nas células da Estria Vascular (STEEL, 1999). 

 

No sistema excretor diversos estudos forneceram evidências da 

expressão de RNA mensageiro (mRNA) de 10 conexinas diferentes no rim, 

incluindo Cx26, Cx30, Cx30.1, Cx31, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 e Cx46 
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tendo o último artigo revisional publicado em 2010 por Hanner e colaboradores 

como mostrado na Figura 13. 

Sua função neste sistema envolve a regulação hemodinâmica renal, 

mecanismos de sinalização e participação na resposta vasomotora do sistema, 

de modo que as células da musculatura lisa presentes na arteríola aferente 

permitam contribuir para a comunicação dos néfrons vizinhos. Sendo expressos 

na vasculatura renal as Cx37, Cx40, Cx43 e Cx45, com predominância da Cx40 

nas células endoteliais e Cx45 nas células musculares lisas vasculares 

(WAGNER, 2008).  

Além disso, a deleção dos genes Cx40 e Cx43 resultam na alteração 

funcional das células produtoras de renina, sugerindo envolvimento dessas 

isoformas de conexinas na regulação da secreção e síntese de renina (HANNER 

et al., 2010). 
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Figura 13: Desenho esquemático da localização dos tipos de conexina presentes no néfron. 
Conexinas encontradas nas porções que constituem um néfron (recriado de HANNER et al., 
2010) 
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Um dos primeiros órgãos em que essas junções foram detectadas foi o 

fígado, com predominância da Cx32 e Cx26. O papel da junção comunicante na 

regulação da função hepática foi revisado por Vinken et al. (2007), relatando que 

os hepatócitos comunicam-se diretamente entre si através das junções 

comunicantes, e estas também promovem a troca direta de mensageiros 

essenciais que por sua vez regulam aspectos-chave do ciclo de vida hepático, 

incluindo crescimento e proliferação celular, diferenciação, funcionamento 

celular e apoptose.  

O estudo de Meda (1996) em ilhotas pancreáticas e células ácinares 

(células responsáveis pela liberação de enzimas digestivas e outros 

componentes não enzimáticos no duodeno) indicam que a comunicação celular 

pelas junções comunicantes é necessária para a biossíntese, armazenamento e 

liberação adequada de insulina e amilase, com isto, a Cx43 é expressa em 

ilhotas pancreáticas e as Cx26 e Cx32 nos ácinos pancreáticos, e essa 

expressão também é encontrada em várias outras glândulas endócrinas e 

exócrinas. 

Há relatos que indicam que a comunicação via hemicanais, possa estar 

envolvida na regulação da indução de morte celular em condições patológicas 

(SAEZ et al., 2003). Estudos testando a resposta celular à liberação de LPS 

(Lipopolissacarídeo, componente da parede celular de bactérias gram 

negativas), presente durante a infecção bacteriana, demonstraram que os 

hemicanais juncionais regulam a propagação da morte celular, por evitar a 

propagação de fatores apoptóticos para células vizinhas (VUYST et al., 2007). 

Em células migratórias a presença de junção comunicante foi descrita 

pela primeira vez em (Levy et al., 1976), porém somente Fortes e Colaboradores 

(2004) indicaram em seus estudos que as junções eram funcionais nestas 

células eram funcionais. Tais estudos demonstraram que células da linhagem 

macrofágica J774-G8 e macrófagos peritoneais provenientes de camundongos 

suíços expressam junções comunicantes formadas pela proteína Cx43 e 

permitiam a passagem do corante de baixo peso molecular através do 

experimento de microinjeção de corante, caracterizando a presença deste tipo 

de comunicação em macrófagos. 

Este estudo impulsionou diversos outros estudos que atualmente indicam 

que as funções da Cx43 em macrófagos são consideradas críticas em vários 
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processos fisiológicos e fisiopatológicos, incluindo interações com células 

vizinhas no microambiente, migração para locais de inflamação, apresentação 

de antígenos, imunomodulação, bem como suporte a funções macrofisiológicas, 

como regulação dos batimentos cardíacos. A Cx43 também é modulada em 

doenças como HIV, sepse e outras, portanto, é provável que Cx43 também tenha 

importância em outros tipos de doenças (RODJAKOVIC, SALM e BELDI, 2021). 

 

2.1.4 CONEXINA 43  

Hansson e Skiöldebrand (2015) apresentaram diversas estruturas no 

corpo humano que possuem redes de células acopladas por junções 

comunicantes que expressam sistemas de sinalização para Cx43 e Ca2+, 

relacionando inclusive as modificações destas redes com as patologias no 

organismo (Figura 14). 

 

Figura 14: Ilustração esquemática de três células acopladas em rede e condições fisiológicas. 
As células são acopladas por junções comunicantes formando uma extensa rede celular. 
Receptores, bombas de íons, transportadores de glutamato, filamentos de actina (linhas 
brancas), liberação de citocinas e sinalização de Ca2+ são mostrados. O Ca2+ citosólico 
desempenha funções-chave como um segundo mensageiro e um sensor de Ca2+ celular detecta 
alterações no microambiente. Existem duas vias de comunicação: as principal vias de 
comunicação é a intercelular através das junções comunicantes compreendendo a Cx43, e 
através dos receptores na superfície das células que são acoplados às proteínas G que no 
processo de sinalização liberam Ca2+ do retículo endoplasmático via Fosfolipase C (PLC) e 
inositol trifosfato (IP3). As elevações de Ca2+ são seguidas pela propagação de ondas de Ca2+ 
intercelulares através das junções comunicantes, que também são permeáveis a moléculas de 
até 1 kDa, como Ca2+, IP3 e cAMP (HANSSON e SKIÖLDEBRAND, 2015). 
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Os hemicanais formados pela Cx43 são altamente expressos em diversas 

células, como: microglia, astrócitos e endotélio, e são altamente sensíveis à 

(Padrões Moleculares Associados à Danos) DAMPs e (Padrões Moleculares 

Associados à Patógenos) PAMPs (CONTRERAS et al., 2004; HANSSON e 

SKIÖLDEBRAND, 2015).  

Considerando que os hemicanais Cx43 são rigorosamente controlados 

sob condições de repouso, a presença de DAMPs e PAMPs pode desencadear 

a abertura de poros. Os canais tornam-se ativos sob condições de stress 

mecânico ou isquêmico e permitem a liberação de moléculas como ATP, 

glutamato e NAD+, provocando diferentes respostas fisiológicas (LILLY et al., 

2015). 

O domínio carboxi-terminal da Cx43 desempenha um papel no tráfico, 

localização e turnover dos canais por meio de numerosas modificações pós-

traducionais e interações proteicas, se ligando a múltiplas proteínas que podem 

modular a função do canal, diversas técnicas foram usadas para identificar a 

interação entre estas proteínas durante todo o ciclo da conexina e Sorgen e 

colaboradores reuniram as estruturas que se relacionam em um artigo revisional 

publicado em 2018 (Tabela 4). 

  



42 
 

 
 

 
Tabela 4: Sugestão de proteínas que interagem com a Cx43. Sugestão de proteínas que 
interagem com a conexina 43 durante o ciclo, destacando proteínas que participam do tráfego, 
localização e turnover. Legenda: IP: Imunoprecipitação, Co-Loc: Co-localização, PLA: Ensaio de 
ligação por proximidade, TEM: Microscopia eletrônica de transmissão, PD: Pull-down, IV: Ensaio 
in vitro (SORGEN et al., 2018). 

 

Com relação aos tecidos que apresentam a expressão de conexinas, 

pôde se observar a presença de Cx43 na medula óssea de recém-nascidos e de 

adultos, o que pode estar relacionado com a regulação da comunicação entre 

células hematopoiéticas e mesenquimais neste tecido (MORITA et al., 2007).  

Em astrócitos, a junção comunicante formada por Cx43 tem sido 

implicada na manutenção do meio extracelular dos neurônios (CHEW et al., 

2010). Já em células da micróglia, quando se encontra em homeostase existe 

uma morfologia ramificada com um baixo nível de Cx43 (GARG et al., 2005), 

mas estímulos como lesões cerebrais ou infecções ativam as células da 

microglia que aumentam a expressão de Cx43 (EUGENIN et al., 2001). Estas 

alterações na expressão de Cx43 podem ser relacionadas à presença de 

moléculas da cascata inflamatória. (WANG e PERACCHIA et al., 1994). 
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Em alguns tipos celulares a Cx43 é expressa em abundancia em 

condições basais, como em miócitos cardíacos (ROUACH et al., 2002), músculo 

liso ou neurônios (SEVERS et al., 2004).  

A Cx43 em adipócitos está relacionada a diferenciação celular, sendo 

fundamental para a manutenção do pré-adipócito durante o processo de 

expansão clonal na adipogênese, assim como também está relacionado a via de 

sinalização na via de proliferação e diferenciação durante a osteogênese, 

atuando em osteócitos. Quando o processo de diferenciação se inicia ocorre o 

aumento da expressão desta junção celular (ROJAS-GOMEZ, 2016). 

Laird publicou um artigo em 2006 que aponta todos os tecidos e células 

onde foi identificada a presença da Conexina 43, sendo a Tabela 5 um bom 

resumo dos locais de identificação. 

 

Tabela 5: Principais tecidos e tipos células com Cx43 (LAIRD, 2006). 
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As junções comunicantes também executam um papel de destaque em 

estudos associados às infecções parasitárias (DE CARVALHO et al, 1998). 

Estudos que envolvem a interação de macrófagos com Toxoplasma gondii e 

Trypanosoma Cruzi demonstraram que o parasita possui a capacidade de 

reduzir o acoplamento e a expressão de conexina entre astrócitos e células da 

leptomeninge, levando a crer que esta pode ser uma resposta celular geral à 

infecção com protozoários intracelulares (DE CARVALHO et al, 1998). 

Estudos em ratos e cardiomiócitos de ratos após a infecção por 

Trypanosoma cruzi demonstraram que a expressão de Cx43 de células 

infectadas foi substancialmente inferior a 72h após a infecção. Entretanto, o 

acoplamento entre células não parasitadas não foi alterado pelas células 

infectadas, indicando que os fatores segregados para o meio não são 

susceptíveis de serem responsáveis pela diminuição da Cx43, indicando que as 

alterações na distribuição e funcionalidade de Cx43 estão relacionadas com a 

presença do parasito na célula, independente de fatores solúveis envolvidos na 

infecção (DE CARVALHO et al., 1992). 

A Cx43 também foi detectada dentro das mitocôndrias, sendo a conexina 

mitocondrial mais bem estudada até o momento (BOENGLER et al., 2022). 

 

2.2 TOXOPLASMOSE 

Toxoplasma gondii é o protozoário causador da toxoplasmose, de caráter 

intracelular obrigatório capaz de infectar e se replicar em qualquer célula 

nucleada de mamíferos, aves e répteis, incluindo o homem (DUBEY; LINDSAY 

e SPEER, 1998; ATTIAS et al., 2020). Sua capacidade de induzir infecções 

duradouras em animais de sangue frio tem como fonte mais provável de infecção 

o consumo de carne contendo cistos teciduais ou pela ingestão de alimentos ou 

água contaminados com oocistos (FERREIRA et al., 2020).  

Este parasita pertencente ao Filo Apicomplexa, à Classe Sporozoea, à 

Sub-classe Coccidia, à Ordem Eucoccidiida, à Família Sarcocystidae e à Sub-

família Toxoplasmatinae (LEVINE et al., 1980; DUBEY e HILL, 2002.).  O 

gênero Toxoplasma contém apenas uma espécie, denominada T. gondii, que 

pode ser agrupada em genótipos (tipos I, II e III, XII e os haplótipos X e A) e 

alguns são restritos a animais selvagens (ATTIAS et al., 2020). 
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O presente protozoário é um patógeno com um processo de infecção bem 

sucedido, na qual em algumas populações foi estimada a proporção de infecção 

de 60%, o que indica de forma global uma porcentagem de infecção que chega 

a cerca de 30% da população mundial (HIDE, 2016; CDC, 2018).  

Dubey e colaboradores (2012) demonstraram que no Brasil 1 (uma) a 

cada 1.000 (mil) crianças nascidas estavam infectadas com o T. gondii, o que 

representaria anualmente um total de 2.649 crianças susceptíveis a nascerem 

com toxoplasmose congênita. A maioria das crianças infectadas podem 

desenvolver sinais clínicos da toxoplasmose, como doenças neurológicas, 

incluindo hidrocefalia, microcefalia, deficiência intelectual e lesões oculares 

(probabilidade de 80%), além da possibilidade de virem ao óbito logo após o 

nascimento.  

A toxoplasmose faz parte do grupo de infecções parasitárias mais comuns 

ao homem e a outros animais homeotérmicos, sendo mais de 30 espécies de 

aves e 300 de mamíferos que já tiveram a infecção comprovada. (LÜDERA et 

al., 2001). Desta forma, o T. gondii é um dos parasitas mais estudados por sua 

importância médica e veterinária (DUBEY, 2008). 

As fontes de T. gondii isoladas e genotipadas no Brasil são identificadas 

no mapa abaixo (Figura 15), demonstrando a quantidade de casos nos estados 

em que a doença foi relatada (valores apresentados em milhões de pessoas).  
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Figura 15: Mapa do Brasil com 5 regiões e distribuição da população humana, demonstrando 
fontes de T. gondii isolados genotipados. Para a construção da imagem foram consultados 
artigos originais Sorológicos, parasitológicos, informação clínica e genética histórica detalhada 
sobre as infecções do T. gondii em humanos e outros animais. Abreviação dos estados —
(população em milhões, %): AC – Acre (0,7; 0,38%), AL – Alagoas (3,1; 1,64%), AM – Amazonas 
(3,4; 1,83%), AP – Amapá (0,6; 0,35%), BA – Bahia (14,0; 7,35%), CE – Ceará (8,4; 443%), DF 
– Distrito Federal (2,5;1,35%), ES – Espírito Santo (3,5; 1,84%), GO – Goiás (6,0; 3,15%), MA – 
Maranhão (6,5; 3,45%) MS – Mato Grosso do Sul (2,4; 1,28%) MG – Minas Gerais (19,5; 
10,27%), MT – Mato Grosso (3,0; 1,59%) PA – Pará (7,5; 3,97%), PB – Paraíba (3,7; 1,97%), PE 
– Pernambuco (8,7; 4,61%), PI – Piauí (3,1; 1,63%), PR – Paraná (10,4; 5,48%), RN – Rio Grande 
do Norte (3,2; 1,66%), RJ – Rio de Janeiro (15,9; 8,38%), RO – Rondônia (1,5; 0,82%), RR – 
Roraima (0,4; 0,24%), RS – Rio Grande do Sul (10,6; 5,60%), SC – Santa Catarina (6,2; 3,28%) 
SE – Sergipe (2,0; 1,08%) SP – São Paulo (41,2; 21,63%) TO – Tocantins (1,3; 0,73%). (Dubey 
et al; 2012) 

 

Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em 1908 por Nicolle e 

Manceaux em um roedor encontrado na Tunísia, Norte da África. Como 

apontado por De Souza et al. (2010), no Brasil o Toxoplasma foi relatado pela 

primeira vez por Splendore em 1908, encontrado em um coelho. O nome da 

espécie é originário do roedor Ctenodactylus gundi, do qual foi isolado; e o 
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gênero é derivado do grego toxon (arco) e plasma (molde) devido ao seu formato 

encurvado e crescente (FERGUSON, 2009).  

Em 1937 foi sugerido pela primeira vez que existe uma forma de 

disseminação natural do T. gondii por meio da ingestão de tecido contaminado 

com toxoplasma (SABIN e OLITSKY, 1937). E em 1940 Pinkerton e Weinman 

relataram um caso fatal de toxoplasmose em um adulto. 

No ano seguinte Wolf, Cowen e Paige, (1941) relataram pela primeira vez 

a transmissão congênita em uma análise de casos de mães assintomáticas, mas 

com recém-nascidos com encefalite testados positivos para o protozoário.  

 Em 1948 foram desenvolvidos métodos sorológicos com anticorpos 

específicos para o T. gondii por Sabin-Feldman (1948), o que permitiu realizar 

estudos em larga escala para identificar indivíduos (humanos e animais) 

infectados com o parasita. 

Através desta descoberta foi possível identificar que o parasita tem a 

capacidade de infectar qualquer animal de sangue quente, o que permitiu 

associar as diferentes formas clínicas da doença ao T. gondii (DUBEY, 2008; 

GUIMARÃES et al., 2008). 

Em 1960 foi confirmando o possível papel da ingestão do cisto na 

transmissão do parasita, após a demonstração de que os bradizoítos em cistos 

teciduais podem sobreviver à exposição ao ácido clorídrico e tripsina (JACOBS, 

REMINGTON, e MELTON, 1960). Tais achados embasaram as indicações de 

que a ingestão de carne mal cozida ou crua também contribuía para transmissão 

do Toxoplasma em humanos, o que fora confirmado por Desmonts et al. (1965). 

De acordo com Dubey et al. (1998) as fontes de infecção da toxoplasmose 

são abundantes, e têm sido encontradas em um grande número de animais 

domésticos e silvestres, e dentre eles podem ser citados o cão, o gato, o coelho, 

o porco, o carneiro, o boi, o rato e o pombo, bem como outras aves silvestres.   
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2.2.1 CICLO DE VIDA DO Toxoplasma gondii 

O T. gondii infecta animais considerados hospedeiros intermediários que 

incluem mamíferos terrestres, aquáticos e aves, ocorrendo neles apenas 

estágios assexuados do ciclo. As fases sexuadas são observadas nos membros 

da família Felidae, incluindo o gato doméstico (ATTIAS et al.,2020) 

Deste modo, o T. gondii possui um ciclo heteróxeno, tendo como 

hospedeiro definitivo o felino, marcado pela presença dos oocistos que figuram 

o estágio ambientalmente resistente do parasita. Este é o hospedeiro mais 

importante, do ponto de vista epidemiológico, para a toxoplasmose humana, 

dada a sua convivência próxima com o homem (HILL e DUBEY, 2016). 

De acordo com Dubey et al. (1998) existem três estágios infecciosos do 

T. gondii em seu ciclo de vida: (1) forma Esporozoíta (nos oocistos); (2) forma 

Bradizoíta (nos cistos teciduais); e (3) forma Taquizoíta (replicação assexuada), 

como mostrado na Figura 16.  

 

 
Figura 16: Os três estágios infecciosos do T. gondii. Taquizoíta ( a ), bradizoíta ( b ) e esporozoíta 
( c ). O núcleo (azul) é circundado pelo retículo endoplasmático rugoso (amarelo). Acima dele, o 
complexo de Golgi (verde) e o apicoplasto (azul esverdeado). A única mitocôndria se espalha 
pelo citosol (vermelho). Grânulos densos (magenta) e grânulos de amilopectina (brancos) estão 
dispersos no citosol. O complexo apical é composto pelo conóide cilíndrico. Abaixo, as organelas 
secretoras: micronemas (laranja) e roptrias (rosa). O corpo celular é limitado por três unidades 
de membrana (a película) e abaixo dela um conjunto de microtúbulos subpeliculares (ATTIAS et 
al., 2020). 

 

O ciclo assexuado consiste em dois estágios de vida distintos 

dependendo da fase da infecção: aguda ou crônica. (DE SOUSA et al., 2010)  
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A forma taquizoíta está presente nas manifestações clínicas da fase 

aguda da toxoplasmose e possui alta taxa de proliferação, enquanto a forma 

bradizoíta possui proliferação lenta (DE SOUSA et al., 2010)  

De acordo com Elmore et al. (2010), é estimada a soro prevalência em 

gatos domésticos (Felix catus) que pode chegar à 30-40% em um todo. Na 

maioria das vezes esse ciclo tem início com a ingestão de cistos teciduais 

através do carnivorismo ou na ingestão de oocistos esporulados (SHAPIRO et 

al. 2019).  

Os hospedeiros intermediários podem ser infectados por diversas vias, 

incluindo: (1) ingestão de água, vegetais e frutas contaminadas com oocistos 

viáveis, esporulados após eliminação prévia nas fezes de gatos; (2) ingestão de 

carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais viáveis; (3) transmissão 

congênita através da placenta; (4) ingestão de frutos do mar mal cozidos; (5) 

transfusão de sangue; (6) transplante de órgãos. Além destas possibilidades 

anteriores de infecção, também é identificada na ingestão de leite ou de produtos 

lácteos não pasteurizados uma potencial fonte de transmissão (BAHIA-

OLIVEIRA et al.2003; SHAPIRO et al. 2019; ATTIAS et al., 2020).  

A partir desta infecção, o parasita irá apresentar duas formas de 

diferenciação de acordo com a fase da infecção, e se multiplicam 

assexuadamente (Figura 3).  

Como foi descrito por Dubey et al. (1998), no ambiente externo estes 

oocistos esporulam, se tornando infecciosos e possuindo em seu interior 

esporocistos, que contém a forma infectante esporozoíta.  

Esta é a principal via de transmissão, e garante que os oocistos sejam 

distribuídos no meio ambiente pela dispersão deste material durante a chuva, 

vento ou pela fauna coprófila. O número de oocistos eliminados na evacuação 

de um gato contaminado é da ordem de 20 à 20 milhões em 20 gramas de fezes 

(SHAPIRO et al. 2019). 

Após a ingestão de cistos presentes nos tecidos de um hospedeiro 

intermediário, a parede do cisto é destruída por enzimas gástricas e os 

bradizoítos se estabelecem dentro dos enterócitos, onde sofrem um número 

autolimitado de multiplicações assexuadas, caracterizadas pelo 

desenvolvimento de merozoítos dentro dos esquizontes (DUBEY et al., 1970; 

DUBEY, 1998).  
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Este período é denominado estágio Enteroepitelial, marcado pelo tempo 

necessário para o derramamento de oocistos após a infecção inicial, também 

podendo ser chamado de período pré-patente. De acordo com Dubey et al. 

(1998) o período pré-patente é de 3 à 10 dias após a ingestão de cistos nos 

tecidos, 18 dias após a ingestão de oocistos, e 13 dias após a ingestão de 

taquizoítas.  

Após a fertilização, os oocistos formados dentro dos enterócitos são 

liberados pela lise celular e excretados como formas não esporuladas nas fezes 

dos gatos. O processo de esporogonia ocorre após alguns dias no ambiente 

externo. Este processo é uma redução meiótica e mudanças morfológicas que 

levam à formação de um oocisto esporulado com dois esporocistos, cada um 

contendo quatro esporozoítos haplóides. A eliminação dos oocistos começa de 

3 a 7 dias após a ingestão dos cistos teciduais e pode continuar por até 20 dias 

(DUBEY e FRENKEL, 1972; JONES e DUBEY, 2010).  

Após o início do desenvolvimento de numerosas gerações de T. gondii, 

cinco tipos morfologicamente diferentes do parasita se desenvolvem em células 

epiteliais do intestino antes da gametogonia começar. Estes estágios se 

estendem dos tipos de A até E, como demonstrado na figura 17 (DUBEY e 

FRENKEL, 1976; DUBEY et al., 1970, DUBEY et al., 1998, HILL e DUBEY, 

2002). 

Esta primeira etapa é seguida pelo desenvolvimento sexual, com a 

formação dos gametas masculino e feminino (gametogonia) (FERGUNSON, 

2002). 
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Figura 17: Esquema do ciclo sexual do T. gondii iniciado com a ingestão do cisto que terá a 
membrana rompida. No estágio de Enteroepitelial, os bradizoítas passaram pelos estágios de 
diferenciação A, B, C, D e E, com o decorrer do tempo, dando origem ao microgametócito que 
irá originar os oocitos imaturos. (Modificado de Dubey et al.,1998) 

 

Nos hospedeiros intermediários (Figura 18), o parasita sofre 

desenvolvimento assexuado. Após a ingestão, os bradizoítas ou esporozoítas se 

diferenciam rapidamente em taquizoítas, estes se disseminam dentro do 

hospedeiro e levam à fase aguda da infecção (FERREIRA DA SILVA et al.,2008)  

  

Cisto tecidual 

Bradizoita

Tipo A 

Tipo B 

Tipo C 

Tipo D 

Tipo E 

Microgamonte 

Oocisto imaturo 

Tempo de ocorrência após a 

ingestão do cisto tecidual 

12 Horas 

24-54 Horas 

32-54 Horas 

 

40 horas – 15 dias 

3 – 15 dias 

3 – 15 dias 

3 – 15 dias 

Taquizoita 

Bradizoita  

1-3 semanas 

Macrogamonte 
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A forma taquizoíta possui como característica básica a rápida 

multiplicação, sendo esta forma também a responsável pela transmissão vertical 

para o feto via placenta (DUNCANSON et al., 2001).  

Sob ação do sistema imunológico do hospedeiro, como método de 

evasão, os taquizoítas diferenciam-se em bradizoítas, que formam os cistos 

teciduais ou tissulares, dando início à fase crônica da infecção tendo como 

característica diferencial o metabolismo lento podendo permanecer por muito 

tempo no tecido (DUBEY et al.,1998).   

Segundo De Sousa et al. (2010) estes cistos são encontrados na fase 

crônica do ciclo e predominam no sistema nervoso central e nos tecidos 

musculares esquelético e cardíaco, onde podem permanecer pelo resto da vida 

do hospedeiro sem causar resposta inflamatória.  

 

 

Figura 18: Figura 4: Organização esquemática descrevendo o ciclo de vida do T. gondii. (Acervo 
LTFCM) 
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2.2.2 ASPECTOS CELULARES  

O T. gondii possui uma variedade de organelas especializadas que 

liberam proteínas ligadas a motilidade e a invasão celular, modulando as vias do 

hospedeiro (LOURIDO, 2019). 

As três formas infecciosas apresentam a mesma organização primária, 

exibindo uma forma alongada e um complexo apical (ATTIAS et al., 2020). O filo 

Apicomplexa é caracterizado pela presença do complexo apical, composto de 

organelas secretórias especializadas, como róptrias e micronemas, e de 

elementos do citoesqueleto, como os anéis polares e o conóide, este último 

apenas nos coccídeos, subclasse que inclui T. gondii. (DE SOUZA et al.,2010) 

As estruturas estão assinaladas na microscopia de transmissão mostrada 

na figura 19. 

 
Figura 19: Microscopia eletrônica de transmissão de um taquizoíta de T. gondii. (ATTIAS et al., 
2020)  

Um complexo de membranas denominado como película delimita todo o 

corpo do protozoário. É formado por uma membrana plasmática externa e, 
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abaixo dela, duas membranas estreitamente opostas que formam o complexo de 

membranas internas. Este complexo interno está ausente na região mais apical 

onde o conóide está localizado e na parte posterior da célula (ATTIAS et al., 

2020). 

Uma das características do citoesqueleto do T. gondii é o conóide, ele 

aparece como um cilindro oco inserido dentro do anel polar do qual emergem os 

22 microtúbulos subpeliculares. Tem um diâmetro de 400 nm e um comprimento 

de 250 nm e está presente em dois estados. Em estado de repouso, aparece 

sob o anel polar. Durante o processo de invasão da célula hospedeira ele é 

ativado por um influxo de Ca ++ e desloca-se em direção à região anterior das 

células ( MONTEIRO et al., 2001, MONDRAGON et al., 1996).  

No estado de repouso, o conóide se posiciona abaixo da membrana 

plasmática, sob o anel posterior, de onde emergem os microtúbulos 

subpeliculares. Dois microtúbulos estão situados no interior do conóide, e mais 

dois anéis apicais estão presentes em sua porção mais apical. O anel anterior 

tem um diâmetro de 160 nm e o segundo mede 200 nm (HU et al., 2006; 

GRAINDORGE et al., 2016). 

Além da estrutura celular, Rey (2008) descreveu que a glicose é a 

principal fonte de energia para o T. gondii. Ela é oxidada segundo o esquema de 

Embden-Meyerhof da glicose fosforilativa.  

 
O açúcar é desdobrado em ácido lático, ácido acético e outros 

produtos. O oxigênio consumido produz CO2, tendo um sistema 
citocromo que oxida o NADH. A respiração é cianeto-sensível. Em 
toxoplasmas livres e intracelulares, foram encontradas reservas que 
parecem ser de glicogênio, sob a forma de pequenos grânulos, mais 
volumosos nos parasitos contidos em cistos. (REY, 2008) 

 

O Toxoplasma gondii apresenta três linhagens diferentes, designadas 

cepas do tipo I, II e III, classificadas de acordo com a virulência e a ocorrência 

epidemiológica.   

O genótipo I é menos encontrado, porém de maior patogenicidade. O 

genótipo II é a mais frequente como causa de doenças caracterizadas pela baixa 

virulência e alta capacidade de formar cistos, está relacionada com lesões 

oculares ou com o retorno à fase aguda da toxoplasmose na imunodeficiência 
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humana adquirida. O genótipo III ocorre principalmente em animais 

homeotermicos (SIBLEY et al., 2011). 

Há três tipos de estágios infecciosos do T.gondii: (1) Taquizoítas (“tachos” 

= rápido em Grego), em grupos de clones; (2) Bradizoítas (“brady” = devagar em 

Grego), em cistos teciduais; e (3) Esporozoítas, em oocistos (MERCIER et al., 

2002).  

O T. gondii também possui como característica a presença de organelas 

secretoras apicais, sendo os micronemas as organelas mais abundantes, estas 

são encontradas em maior número em esporozoítas, taquizoítas e bradizoítas 

respectivamente (DUBEY; LINDSAY e SPEER, 1998). Estes micronemas se 

concentram em torno do anel polar abaixo do sistema de membrana e parecem 

se fundir com a região onde existe apenas a membrana plasmática (PAREDES-

SANTOS, DE SOUZA e ATTIAS, 2012).  

O conteúdo protéico secretado pelos micronemas é essencial para a 

movimentação do protozoário e sua associação com a membrana da célula 

hospedeira (CARRUTHERS e SIBLEY, 1997). As proteínas micronemais 

incluem proteínas com propriedades semelhantes às perforinas, adesinas e 

proteases que participam do processo de infecção a célula hospedeira 

(SOLDATI, DUBREMETZ E LEBRUN, 2001; KAFSACK e CARRUTHERS, 

2010).  

As roptrias são maiores que os micronemas, têm duas regiões bem 

definidas. Esta estrutura contem proteínas envolvidas no fator de virulência 

levando a subversão das funções da célula hospedeira e concentra proteínas 

associadas à invasão celular apresentando um pH ácido, além desempenhar um 

papel essencial na formação da membrana do vacúolo parasitóforo (PV) 

(BRADLEY e SIBLEY, 2007; BOOTHROYD e DUBREMETZ, 2008). 

 

2.2.3 O TAQUIZOÍTA  

Durante a infecção no hospedeiro intermediário, o T. gondii passa do 

estágio de taquizoíta de divisão rápida, responsável pela fase aguda, para o 

estágio de bradizoíta encistado, com a característica de replicação lenta 

(LYONS, MCLEOD e ROBERTS, 2002).  
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De acordo com Boothroyd e Black (2000), o taquizoíta de T. gondii é uma 

célula de forma alongada e polarizada, apresentando a região anterior afunilada 

e a região posterior arredondada com aproximadamente 5 μm de comprimento 

e 2 μm de largura. 

Imagens de microscopia permitiram a descrição das estruturas celulares 

do taquizoíta de T. gondii. De acordo com De Souza et al. (2010) o núcleo celular 

situa-se na região mediana e acima deste dispõem-se o complexo de Golgi e o 

apicoplasto. Compondo o envoltório nuclear e ramificando-se pelo citosol, estão 

presentes elementos do retículo endoplasmático. A mitocôndria é única e 

ramificada. Os grânulos densos, acidocalcissomas e grânulos de amilopectina 

estão presentes em número e localização variáveis (Figura 20).  

 

 
Figura 20: Desenhos esquemáticos em corte transversal de um taquizoíta de T. gondii 

indicando as principais estruturas e organelas (ATTIAS et al.,2020)  
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O taquizoíta consegue se deslocar por deslizamento, flexão ondulante e 

com movimentos rotatórios, não possuindo meios visíveis de locomoção como 

cílios, flagelos ou pseudópodes (DUBEY et al., 1998).   

O T. gondii se locomove através da associação da película com os 

elementos do citoesqueleto. A película, estrutura trimembranar que envolve o 

taquizoíta, é formada pela membrana plasmática e pelo complexo membranar 

interno (DE SOUZA et al., 2010). 

As proteínas micronemais são as primeiras a serem secretadas e são 

essenciais para a motilidade do protozoário por deslizamento e adesão inicial à 

superfície da célula hospedeira. A motilidade deslizante resulta de um complexo 

conjunto de proteínas ancoradas a um motor de actina-miosina, localizado entre 

a membrana plasmática e a película interna. Este é chamado glideossomo, e 

envolve proteínas micronemas (AMA1 e MIC2) inseridas na membrana 

plasmática do taquizoíta que reconhecem e se ligam à receptores da membrana 

plasmática da célula hospedeira (ATTIAS et al., 2020). 

O parasita na forma taquizoíta é internalizado pela célula hospedeira por 

penetração ativa através da membrana plasmática ou por fagocitose. (DUBEY 

et al., 1998). No processo de entrada, o parasita exclui a maioria das proteínas 

da superfície das células hospedeiras através de interações com o citoesqueleto 

de base, e a partir de diferenças na ancoragem na membrana plasmática que 

influenciam a fluidez da membrana. Esse processo é conhecido por junção móvel 

(SIMBLEY, 2011).  

Para a invasão celular, o taquizoíta forma uma junção móvel com a 

membrana plasmática da célula hospedeira. Essa junção móvel forma um anel 

ao redor do taquizoíta no ponto de entrada na célula hospedeira (ATTIAS et al., 

2020).  

Depois de penetrar na célula hospedeira, o taquizoíta torna-se oval e está 

rodeado pelo vacúolo parasitóforo (DUBEY et al., 1998; PORTES et al., 2023). 

As róptrias, após a invasão, secretam seus conteúdos na célula hospedeira 

através de vesículas que irão se fundir com a membrana do vacúolo. Esse 

vacúolo tem características não fusogênicas, evitando a fusão com os elementos 

da célula hospedeira e escapando, assim, de uma fusão com os lisossomas (DE 

SOUZA et al., 2010).  
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As proteínas secretadas pela porção basal da roptria também são 

responsáveis por implementarem modificações no comportamento da célula 

hospedeira, onde o protozoário sobreviverá e se multiplicará, além de provocar 

alterações no citosol da célula hospedeira, levando à alterações na distribuição 

de outras organelas desta célula, incluindo as mitocôndrias e o retículo 

endoplasmático (ATTIAS et al., 2020). 

Dubey et al. (1998) relatou que o taquizoíta multiplica-se assexuadamente 

no interior da célula hospedeira por endodiogenias repetidas, uma forma 

especializada de reprodução em que são formadas duas células filhas do 

parasita original (Figura 21). 

O complexo de Golgi e o apicoplasto são as primeiras organelas a se 

dividirem, seguidos da divisão do centrossomo na porção posterior ao núcleo e 

do complexo de Golgi, em que o núcleo assume a forma de ferradura. Em 

seguida, ocorre o aparecimento de dois novos complexos apicais rudimentares, 

consistindo de conóide, anéis apicais e anel polar posterior, que irão nuclear os 

microtúbulos subpeliculares e o complexo interno de membrana. (DE SOUSA et 

al.,2010; ATTIAS et al., 2020). 

Essas estruturas membranares começam a definir as células filhas dentro 

do citoplasma da célula mãe. A mitocôndria é a última organela a ser separada 

entre as células-filhas. As duas células-filhas emergem e a membrana externa 

da célula-mãe é incorporada. O complexo apical da célula-mãe desaparece. As 

duas células-filhas permanecem ligadas ao corpo residual onde os 

acidocalcissomas começam a se acumular. Este processo é repetido até que 

uma roseta de parasitas seja formada (DE SOUSA et al., 2010; ATTIAS et al., 

2020). 

A divisão nuclear ocorre por uma endomitose fechada, ou seja, o envelope 

nuclear permanece intacto, e desta forma o núcleo adota a forma de ferradura, 

com as pontas crescendo em direção aos conóides. Na medida em que vão se 

formando dois núcleos filhos independentes as estruturas membranosas 

crescem para trás, envolvendo cada um dos núcleos e englobando outras 

organelas celulares (BOOTHROYD e BLACK, 2000). 
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Figura 21: Diagrama simplificado do processo de divisão do T. gondii por endodiogenia. No início 
da divisão (1), dois complexos apicais começam a se desenvolver no meio da célula lembrando 
um conóide rudimentar e um centro organizador de microtúbulos. o núcleo assume formato de 
ferradura (2). À medida que o complexo interno se estende a partir destas estruturas, o núcleo, 
apicoplasto e a mitocôndria dividem-se entre as duas células filhas em formação (3). Ao término, 
as células filhas brotam e são envoltas pela membrana plasmática da célula mãe até a cisão 
completa (4). As células podem permanecer unidas por um corpo residual (5) ou separar-se 
dando início ao novo ciclo. Imagem modificada de De Sousa et al., (2010).  

Os parasitas resultantes das divisões celulares organizam-se na forma de 

rosetas dentro do vacúolo parasitóforo e, após sucessivas multiplicações, 

atravessam ativamente a membrana do vacúolo e da célula hospedeira, que 

acaba por romper-se, liberando novos taquizoítas capazes de infectar outras 

células (DE SOUSA et al.,2010; PORTES et al., 2023). 

Eles se replicam dentro de uma célula com um tempo de geração de 6 a 

8 horas (in vitro), até que saem da célula para infectar células vizinhas, com 

geralmente 64 a 128 parasitas intracelulares (BOOTHROYD e BLACK, 2000). 

Alguns dias após a infecção, os taquizoítas localizados dentro de um 

vacúolo parasitóforo gradualmente começam a alterar seu metabolismo, 

diminuindo a taxa de divisão e convertendo-se em bradizoítos (ATTIAS et al., 

2020). 
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2.2.4 O BRADIZOÍTA  

No animal infectado, os taquizoítas se diferenciam em bradizoítas e 

formam cistos teciduais que aparecem pela primeira vez de 7 a 10 dias após a 

infecção, marcando o estágio crônico do ciclo assexuado do parasita 

(BOOTHROYD e BLACK, 2000).  

O tamanho de cada cisto varia de acordo com a idade, linhagem do 

parasita e natureza da célula hospedeira. Cistos pequenos têm diâmetro em 

torno de 5 µm, enquanto cistos antigos podem chegar a 60 µm, podendo conter 

cerca de 2.000 bradizoítos (ATTIAS et al., 2020). 

Os bradizoítas se diferem estruturalmente de taquizoítas, apresentando 

um núcleo situado em direção à extremidade posterior, enquanto o núcleo dos 

taquizoítas é mais central. Eles são mais delgados do que os taquizoítas e são 

menos suscetíveis à destruição por enzimas proteolíticas (Figura 22) (DUBEY et 

al., 1998).  

 
Figura 22: Desenhos esquemáticos de um bradizoíta de T. gondii em vista longitudinal. O maior 
número de micronemas e a presença de grânulos de amilopectina são as principais diferenças 
desta forma em relação aos taquizoítas. (ATTIAS et al.,2020)  
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Os bradizoítas também secretam conteúdos de organelas na matriz do 

vacúolo parasitóforo, que gradualmente levam ao surgimento de uma parede 

cística em associação com a membrana do vacúolo parasitóforo e uma rede 

intracística. A parede do cisto geralmente é fina (< 0,5 µm) e formada por uma 

membrana limitante, adjacente a uma matriz levemente eletrodensa, e uma 

camada interna onde se observam pequenas vesículas e túbulos (ATTIAS et al., 

2020; PORTES et al., 2023). 

Devido a sua característica de resistência, os cistos teciduais 

permanecem infecciosos em carcaças refrigeradas (1°C a 6°C) ou carne picada 

por até 3 semanas. No entanto, o ultracongelamento da carne a -12°C ou menos, 

por pelo menos 3 dias, geralmente é eficaz para matar os cistos. Os cistos 

teciduais geralmente são mortos imediatamente por aquecimento a 67°C ou 

mais. A sobrevivência dos cistos teciduais em temperaturas mais baixas 

depende da duração do cozimento. Os cistos teciduais permanecem viáveis a 

60°C por cerca de 4 minutos e a 50°C por cerca de 10 minutos (DUBEY, 1998). 

Com relação à sua nomenclatura, o termo bradizoita (bradi = lento em 

grego) foi criado por Frenkel para descrever o organismo multiplicando-se 

lentamente dentro de um cisto de tecido, porém estes bradizoítas também 

podem ser denominados cistozoítos. Os cistos teciduais crescem no meio 

intracelular com os bradizoítas dividindo-se de modo assexuado (Dubey e 

Frenkel, 1976). 

Apesar dos cistos teciduais se desenvolverem em órgãos viscerais como 

um todo, incluindo os pulmões, o fígado e os rins, os tecidos de maior prevalência 

são os neurais e musculares, incluindo o cérebro, olhos e músculos (esqueléticos 

e cardíacos) (BOOTHROYD e BLACK, 2000). 

Por outro lado, cistos teciduais intactos não causam dano e podem 

persistir durante toda a vida do hospedeiro, não provocando uma resposta 

inflamatória. (DUBEY et al., 1998). 

 

2.2.5 O ESPOROZOITA  

Quando os oocistos são liberados com as fezes do gato, o ambiente 

desencadeia a maturação deste oocisto, ou seja, a esporulação. Os oocistos 

esporulados são altamente resistentes às condições ambientais e permanecem 
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viáveis na água ou em condições secas por vários meses (Figura 23). Após a 

maturação do oocisto, cada esporocisto contém quatro esporozoítas (ATTIAS et 

al., 2020). 

A esporulação ocorre no ambiente no período de 1 a 5 dias após a sua 

excreção, dependendo da temperatura e arejamento local. Morfologicamente, os 

oocistos esporulados são subesferas que possuem de 10 a 12 µm de diâmetro, 

e sob a microscopia de luz, sua parede consiste em duas camadas incolores 

(SIBLEY, 2011). 

 
Figura 23:Microscopia eletrônica de varredura de um esporocisto. Ponta de seta mostrando as 
linhas de sutura da parede do esporocisto (ATTIAS et al., 2020). 

 

A ultraestrutura da parede do oocisto esporulado consiste em três 

camadas: (1) uma camada densa exterior de eletrodensa; (2) uma camada de 

meio elétron lúcida; e (3) uma camada interna de elétrons moderadamente 

densa. A camada intermédia é composta de dois restos de membranas que 

foram estabelecidas entre as camadas interior e exterior durante a formação da 

parede do oocisto (DUBEY et al.,1970). 

O esporozoíta é formado através da divisão sexuada. Na formação do 

esporozoíta o citoplasma do oocisto esporulado tem um grande núcleo com 

nucleoplasma e o zigoto é limitado por uma unidade de membrana com alguns 

microporos. O núcleo se divide duas vezes, dando origem a quatro núcleos, que 
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estão situados na periferia do zigoto, e uma segunda membrana limitante é 

formada. Após isto, o citoplasma se divide em dois esporoblastos esféricos e são 

formados dois núcleos, os esporoblastos são alongados e os esporocistos são 

formados (FRENKEL, DUBEY e MILLER, 1970; ATTIAS et al., 2020).  

As duas membranas exteriores dos esporoblastos tornam a camada 

exterior da parede do esporocisto. Em seguida, o esporocisto desenvolve quatro 

placas arqueadas para formar a camada mais interna do esporocisto. As placas 

estão interligadas por quatro suturas lipídicas e com uma depressão na 

superfície da parede de esporocisto no ponto de união (Figura X) (FERGUSON 

et al., 1978).  

Estruturalmente os esporozoítos possuem em abundância algumas 

estruturas citoplasmáticas, como os corpos lipídicos, e grânulos de amilopectina, 

que aparecem como estruturas esféricas que contêm polissacarídeos de reserva 

(Figura 24) (DUBEY; LINDSAY e SPEER, 1998). 

 

 
 

Figura 24:Desenho Esquemático do esporozoíto de T. gondii em vista longitudinal. Os 
esporozoítos são mais alongados que os taquizoítas e bradizoítas e, como os bradizoítas, 
também possuem grânulos de amilopectina.. (ATTIAS et al., 2020)  
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2.2.6 ASPECTOS CLÍNICOS DA TOXOPLASMOSE 

A Toxoplasmose é uma da doença infecciosa causada pelo parasita T. 

gondii (KALANI et al. 2016). O quadro clínico da doença no homem varia em 

função da idade em que se dá à contaminação, bem como em relação à situação 

imunológica do mesmo (DUBEY, 2008).  

A capacidade do Toxoplasma gondii de gerar a doença em seus 

hospedeiros imunocompetentes e imunodeficientes, juntamente com sua 

facilidade de uso in vitro e disponibilidade de modelos murinos, levou ao seu uso 

como organismo modelo para estudar como o sistema imunológico controla uma 

infecção intracelular (PARK e HUNTER, 2020). 

Nas infecções que ocorrem durante a gravidez, com a mulher se 

infectando neste período, há a transmissão vertical pelos taquizoítas que são 

passados para o feto pela via transplacentária (LOPES-MORI et al., 2011). 

Neste contexto, o parasita atravessa a barreira formada pela placenta e 

infecta o feto, sendo este processo possível dado à modificação do sistema 

imunológico do hospedeiro, que para impedir a rejeição do feto proporciona uma 

oportunidade para o parasita atravessar a placenta (HIDE; 2016). Com a ação 

do sistema imunológico do hospedeiro, os taquizoítas diferenciam-se em 

bradizoítas, formando cistos teciduais ou tissulares que criam diversas sequelas 

no feto (TIBAYRENE et al., 1991).  

Na toxoplasmose congênita, as mulheres com infecção crônica não 

passam a infecção para o feto durante o desenvolvimento intrauterino, no 

entanto, as mulheres que contraem a doença durante o período de gestação 

estão sujeitas a complicações que podem gerar danos neurológicos e/ou 

oculares ao feto, ou até mesmo causar o aborto (FERREIRA-DA-SILVA et al., 

2008).  

Entretanto, existem casos de toxoplasmose congênita em recém-nascidos 

de mães soropositivas para a toxoplasmose antes da concepção, em que 

provavelmente a reinfecção ocorreu pela ingestão de carne contaminada 

(ELBEZ-RUBENSTEIN, 2009). 

De acordo com Gilbert et al. (2008) geralmente os casos de toxoplasmose 

congênita os parasitos invadem todos os órgãos, mas as lesões do sistema 

nervoso e da retina são características. As síndromes mais comuns quando o 
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feto sobrevive estão associadas à Corioretinite (90%), as calcificações cerebrais 

(69%), as alterações neurológicas (60%) e o hidrocéfalo interno ou microcefalia 

(50%).  

Na toxoplasmose pós-natal, De Souza et al. (2010) expôs que pode haver 

a adenopatia, afetando os gânglios cervicais e em alguns casos, há a simulação 

de um quadro de linfoma. Dentre os casos mais graves da doença pode haver 

sinais e sintomas como febre, mal-estar, dores musculares e articulares, e ainda 

no início da infecção, estes casos podem ser acompanhados de prostração e 

complicações orgânicas como hepatite, esplenite, miocardite e por vezes, 

meningite e encefalomielite. Dependendo da gravidade, o óbito pode sobrevir em 

até uma semana. 

Porém, a toxoplasmose congênita, e suas sequelas, podem ser evitadas 

pela prevenção primária, pela triagem sorológica pré-natal e ainda pela triagem 

neonatal, seguida por tratamento antimicrobiano de recém-nascidos infectados, 

para evitar danos clínicos (LAGO et al., 2007). 

Já em pacientes imunodeficientes a toxoplasmose é extremamente grave, 

apresentando na maioria dos casos encefalite aguda, o que leva o indivíduo ao 

óbito em poucos dias. Porém, em alguns casos a evolução pode ser prolongada, 

em que o paciente pode manifestar a toxoplasmose extra cerebral (ocular, 

pulmonar ou cardíaca) (BOOTHROYD e BLACK, 2000). 

Porter e Sander (1992) relataram que a maioria dos pacientes apresenta 

febre e dor de cabeça. Dentre as alterações das funções cerebrais existem 

sintomas de confusão mental, letargia, alucinações ou psicose, perda de 

memória ou do conhecimento, e até mesmo o coma.  

De acordo com SHAPIRO et al. (2019) o diagnostico consiste na busca 

do parasita em exsudatos e no líquor (Liquido Cefalorraquidiano), em cortes de 

tecidos ou placenta, ou em impressões de órgãos. Também é realizado o 

diagnóstico imunológico (por ELISA), o diagnóstico molecular (PCR - reação em 

cadeia de polimerase), e recentemente tem sido utilizada a semeadura em 

cultura de tecidos como uma das técnicas de diagnóstico. 

Ainda não há tratamentos capazes de curar a infecção por este parasita, 

entretanto, por outro lado, os indivíduos infectados desenvolvem cistos teciduais 

de crescimento lento, o que ainda disponibiliza tempo para tratamentos de 

contenção da infecção em níveis alastrantes (ENGLISH e BOYLE, 2018). O 



66 
 

 
 

tratamento da toxoplasmose utiliza quimioterápicos que Dubey (2008) afirmou 

ter o caráter supressivo, agindo sobre os taquizoítas, mas não afetando a fase 

crônica, pois os bradizoítas estão protegidos pelas formações císticas. 

As informações disponíveis com base em investigações em modelos 

animais e in vitro indicam medicamentos com ação reconhecida contra o parasita 

e, assim, com potencial para uso na doença humana, entretanto é necessária a 

realização de mais estudos (DEROUIN et al., 1995). 

Atualmente, os principais medicamentos que se demonstraram eficazes 

efetivamente contra a toxoplasmose aguda de pacientes adultos são 

combinações de sulfonamidas com pirimetamina. No entanto, o número de 

opções de fármacos efetivas é baixo e ainda oferecem grande toxicidade nas 

doses indicadas para o tratamento (BOOTHROYD e BLACK, 2000; DUBEY, 

2008). 

Outros medicamentos que dispõem de dados relativos ao uso em 

humanos, em particular e que têm aplicação mais extensiva compõem os 

seguintes grupos: sulfamídicos: sulfadiazina; sulfametoxazol; diaminopiridinas: 

pirimetamina; trimetoprim; lincosaminas: clindamicina; macrolídios: 

espiramicina, azitromicina e claritromicina (DE MENDONÇA, 2014). 

Devido a grande importância médica da toxoplasmose é fundamental o 

desenvolvimento de novas terapias de tratamento para esta doença parasitária. 

No entanto, existe a dificuldade para o desenvolvimento de compostos que 

sejam capazes de alcançar o protozoário no interior da célula hospedeira em 

uma concentração tóxica para o parasita e segura para a célula. 

Existem relatos na literatura indicando a coordenação de compostos para 

uma alternativa para terapia antiparasitária. Como publicado por Ramirez-

Macias et al. (2011), compostos contendo íons cobre ou cobalto ligados ao 

ligante HmtpO, onde HmtpO é {5-metil-1,2,4-triazol [1,5-a] pirimidina-7 (4H)-um}, 

afetam fortemente o metabolismo energético de Leishmania infantum e 

Leishmania braziliensis, alterando estrutura de membrana de organelas e 

induzindo morte celular. 

Atualmente é estudado o efeito biológico de compostos metalocomplexos. 

Compostos inorgânicos que apresentam promissoras atividades biológicas como 

fungicida, bactericida e antiviral (SINGH et al., 2000; NATH et al., 2001). Horn et 
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al. (2005) demonstraram que o ligante HPClNOL [1-(bispiridina-2-ylmetil-amino)-

3-cloropropano-2-ol] é promissor para o desenvolvimento de metalofármacos.  

Portes at al. (2015) e Portes et al. (2018) publicou os resultados sobre um 

novo complexo de ferro(III) contendo sulfadiazina que inibe a proliferação e induz 

a cistogênese do T. gondii. Outro composto metalocomplexo promissor é o 

derivado de Cobre (II), os derivados induziram a diferenciação do taquizoíta em 

bradizoíta, induzindo a morte por apoptose e interferindo na disposição correta 

do complexo da membrana interna do parasita, afetando a divisão celular (Portes 

et al., 2017).  

Foi publicado por Martins-Duarte et al. (2022) que o composto N-fenil-

1,10-fenantrolina-2-aminas foi eficiente para o tratamento da forma bradizoíta do 

T. gondii, causando a lise e morte dos protozoários de forma eficiente.  

A ausência de toxicidade às células do hospedeiro atuando apenas nos 

parasitos é um dos atrativos para utilização desses compostos inorgânicos para 

avaliação de sua atividade na terapia envolvendo o protozoário T. gondii, uma 

vez que a principal desvantagem da terapia antiparasitária atual é não preservar 

a viabilidade dessas células.  

Deste modo, é importante destacar o trabalho publicado por Duarte et al. 

(2021) que relata a atividade in vitro de quimioterápicos coordenados contra o T. 

gondii, e que exercem baixa citoxicidade celular, sendo estes capazes de reduzir 

a atividade de enzimas antioxidantes cruciais para a defesa do parasita. 

 

2.3 SISTEMA IMUNOLÓGICO E A INFLAMAÇÃO  

O Sistema Imunológico é constituído por uma gama de tecidos, células e 

moléculas, se apresentando como a primeira linha de defesa do organismo, e 

tem por finalidade manter a homeostase ao se manifestar diante a injurias e 

combatendo substância estranha (antígeno) (CHEN, 2010; ABBAS, 2011; YANG 

et al., 2020). 

A resposta imunológica pode ser dividida em imunidade natural (Inata) e 

em imunidade adquirida (Adaptativa). Elas atuam em conjunto e utilizam 

barreiras físicas, químicas e biológicas, além de componentes celulares e 

moléculas solúveis. Promovem o reconhecimento de estruturas proteicas das 

substâncias estranhas e posterior ativação de vias bioquímicas intracelulares 
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que por consequência causam proliferação celular e modificações nos tecidos, 

por mediadores com efeitos locais e sistêmicos (CHEN et al., 2009; ABBAS, 

2011; HAMMEL et al., 2021) 

A Imunidade Inata consiste em mecanismos de defesa pré-existentes, que 

independe do contato prévio com o agente patogênico. Diante disso, representa 

a linha de defesa inicial que está programada para responder rapidamente as 

infecções. Por outro lado, há a Imunidade Adquirida, que surge após o estímulo 

pela exposição aos agentes infecciosos, ou seja, se apresenta em resposta a 

infecção e consegue se adaptar. Dentre os atributos que conceituam a 

imunidade adaptativa, é importante destacar a habilidade de identificar diferentes 

substâncias, o que caracteriza a especificidade em de responder com mais 

exatidão as repetidas exposições ao mesmo microrganismo, conhecida como 

memória imunológica (Figura 25) (ABBAS, 2011).  

O principal mecanismo que o sistema imunológico utiliza para combater 

infecções, e lesões teciduais, é o de processo inflamatório. A inflamação é um 

processo de recrutamento de células e moléculas, denominadas de mediadores 

químicos, levando a uma complexa reação em resposta à infecção, exposição a 

toxinas ou lesões no tecido vascularizado, promovendo assim a um acúmulo 

extravascular de proteínas plasmáticas e leucócitos (CUZZOCREA, 2005; 

CHEN, 2010). Os principais mediadores inflamatórios ligados à resposta 

imunológica são as citocinas e quimiocinas, que vão contribuir para a 

imunopatogênese da inflamação (CHEN, 2010). 

A inflamação pode ser de dois tipos: Aguda ou Crônica. A inflamação aguda 

apresenta um quadro de desenvolvimento rápido, ocorrendo em minutos ou 

horas, podendo durar por alguns dias. Diante deste cenário, o quadro agudo 

pode sofrer evolução, gerando a inflamação crônica caracterizada pela demora 

e manutenção do processo inflamatório, associada a um ambiente infeccioso 

resistente ou a uma lesão tecidual prolongada (ABBAS, 2011). 

Embora a resposta inflamatória tenha a função protetora na promoção do 

reparo tecidual e no controle de infecções, por conta da ação constante de 

mecanismos de sinalização, há em grande parte das vezes a lesão e o avanço 

do processo patológico (COTRAN et al., 1994; MOSSMAN, 1998; WEINER, 

2006 ROSS, 1999; COUSSENS, 2002; MURPHY et al., 2010). 
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Figura 25:  

Figura 25:Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial contra infecções. A 
resposta imune adaptativa desenvolvesse posteriormente e consiste na ativação dos linfócitos. 
(ABBAS, 2011) 

 

A resposta imunológica, seja inata ou adquirida, conta com a participação 

de células, as quais possuem atividade funcional mediada por citocinas, que são 

polipeptídeos liberados em resposta a antígenos, e atuam auxiliando no 

processo de regulação das respostas imunológicas e inflamatórias. Dentre as 

citocinas envolvidas na imunopatogênese do processo inflamatório, algumas se 

destacam, sendo estas: (1) Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α); e a (2) 

Interleucina 1 (IL-1). O TNF-α é considerado um dos principais mediadores da 

resposta inflamatória aguda, podendo ser produzido por fagócitos 

mononucleares ativados, células NK (natural killer) e mastócitos em resposta a 

padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs) (ABBAS, 2011; 

SOMPAYRAC, 2022). 

Diversos tipos de microrganismos, como vírus, bactérias gram-positivas e 

gram-negativas, fungos e protozoários, expressam diferentes PAMPs. Os 

componentes da imunidade Inata reconhecem estruturas essenciais para a sua 

sobrevivência (PAMPs) e os receptores que se ligam a essas estruturas são 

denominadas de receptores de reconhecimento de padrões. Além disso, o 
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sistema imunológico inato pode reconhecer não somente os produtos 

microbianos, como também células estressadas ou lesadas do hospedeiro, que 

expressam moléculas que não são abundantes nas células saudáveis 

(MURPHY, 2010). 

As citocinas do tipo quimiotáticas estimulam neutrófilos e monócitos a 

migrarem para o sítio de infecção e possuem a capacidade de induzir a 

expressão de moléculas de adesão pelas células endoteliais, num processo 

chamado de diapedese, que se baseia nessa migração de células do sistema 

imune para os tecidos. Também se tem a indução, por citocinas, de fagócitos 

mononucleares para a produção de IL-1 que atua em conjunto com o TNF-α na 

inflamação aguda aumentando a expressão de moléculas de adesão. A IL-1 

pode ser produzida por fagócitos mononucleares, neutrófilos, células epiteliais e 

células endoteliais e sua produção também é induzida por PAMPs 

(CUZZOCREA, 2005; CHEN, 2010; TAKEUCHI, 2010; SOMPAYRAC, 2022).  

As citocinas quimiotáticas, chamadas de quimiocinas são de uma grande 

família estruturalmente homóloga as citocinas, que estimulam o movimento 

leucocitário e regulam a migração de leucócitos do sangue aos tecidos (ABBAS, 

2011).  

Após o processo de quimiotaxia, os agentes patológicos são eliminados por 

fagocitose e degranulação de neutrófilos e monócitos. Para que ocorra a 

fagocitose, inicialmente se tem o reconhecimento do agente pelo fagócito. Em 

seguida, receptores com alta afinidade para essas moléculas como anticorpos, 

proteínas do sistema complemento e receptores de reconhecimento padrão são 

ativados (ABBAS, 2011). 

Cada uma das principais citocinas produzidas por macrófagos ativados 

possuem funções especificas. A IL-1 possui a capacidade de ativar o endotélio 

vascular, ativar linfócitos, promover de modo local a destruição do tecido, além 

de aumentar o acesso de células efetoras, o que na maioria das vezes causa a 

febre. O TNF-α também provoca a ativação do endotélio, aumentando a 

permeabilidade vascular, levando o individuo a desenvolver um quadro febril, o 

que de forma extrema provoca a mobilização de metabólitos e o choque caso a 

terapia aplicada para o controle do quadro não seja eficiente (MURPHY, 2010). 

Neste mesmo cenário, a IL-6 tem a capacidade de promover a ativação de 

linfócitos e o aumento da produção de anticorpos, também ocasionando febre e 
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induzindo a produção de proteínas da fase aguda. Outra interleucina importante 

é a IL-8, uma das quimiocinas que atua no recrutamento de neutrófilos, basófilos 

e linfócitos T para o local da infecção. Em conjunto a esta resposta, a IL-12 ativa 

células Natural Killer, induzindo a diferenciação de linfócitos CD4+ para o perfil 

celular do tipo TH1. Diante deste conjunto de reações, a destruição dos 

microrganismos ocorre através da ação de células e moléculas especificas que 

atuam no sistema imune (MURPHY, 2010). 

As respostas imunológicas, Inata e Adaptativa, interagem de diferentes 

maneiras através de seus componentes. A resposta imunológica natural (Inata) 

fornece sinais que atuam na estimulação, proliferação e a diferenciação de 

linfócitos T e B para antígenos específicos. Na imunidade mediada por células 

T, os macrófagos são mais eficientes na destruição de microorganismos 

fagocitados, e na imunidade humoral, pela opsonização (Figura 26). Essa 

interação acontece a partir de células apresentadoras de antígenos (APCs), 

(MURPHY, 2010; SOMPAYRAC, 2022). 

 
Figura 26: Organização esquemática demonstrando a ativação do macrófago pelo IFN-g, 
fazendo com que o mesmo: (1) fagocite microorganismo; (2) libere interleucinas; e (3) faça a 
apresentação do antígeno ao linfócito do tipo T (ABBAS, 2011). 

 

Desta forma, a resposta inflamatória, como uma consequência do 

mecanismo de defesa do organismo, está presente em todos os momentos da 
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atividade imunológica, não só no início e na efetivação da resposta inata como 

já descrito, como também na imunidade adaptativa humoral pela ativação do 

complemento. A resposta adaptativa celular, quando ocorre a ativação das 

células T CD4+ por APCs, libera TNF-α intensificando ainda mais o processo 

inflamatório, que por sua vez tende a favorecer as células auxiliares a seguirem 

para o perfil TH1, e que deverá atuar no processo de resolução da infecção e/ou 

reparação tecidual (MURPHY, 2010). 

 

2.3.1 O Macrófago  

O sistema imunológico tem como uma de suas características possuir um 

sistema de células responsáveis pela fagocitose e pela apresentação de 

antígenos, que irão dar origem a respostas em vários tipos de situações de 

invasão sistêmica por microrganismos (JAWETZ et al., 1995). 

Originado na medula óssea, na qual células tronco hematopoiéticas se 

diferenciam em monoblastos, o conjunto de células fagocitárias do sistema 

imunológico dá origem aos monócitos, que já presentes na circulação sanguínea 

possuem a capacidade de se diferenciar em macrófagos quando entram no 

tecido (JAWETZ et al.,1995; ABBAS, 2011).  

O macrófago é a célula mais distinta do sistema mononuclear fagocítico 

(VAN FURTH, 1972) medindo entre 25 a 50 µm de diâmetro.  Sua superfície 

apresenta grande número de projeções, pseudópodes e invaginações (Figura 

27), e o citoplasma grande possui um vasto número de vesículas e vacúolos, 

que podem ser de secreção ou de reserva (SANTOS e DE SOUZA, 1983). 

 
Estruturalmente os macrófagos estão organizados da seguinte 

maneira: (1) o núcleo detém um aspecto ovóide ou em forma de rim, 

apresentando sua cromatina condensada; (2) membrana plasmática 

pregueada, formando reentrâncias e saliências, conferindo um aspecto 

superficial irregular; (3) lisossomas primários que derramam o seu 

conteúdo dentro de vacúolos que contém o material englobado pela 

célula, formando agora o que se chama de lisossomas secundários ou 

fagossomas, nos quais se processa a digestão (Figura 16) 
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1998).  
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Espalhados pelo citoplasma são encontrados filamentos de actina e 

microtúbulos, que estão concentrados principalmente próximo à superfície 

celular e possuem envolvimento direto com a mobilidade dos pseudópodos (DE 

SOUZA e BENCHIMOL, 1985), bem como no tráfico vesicular e de organelas 

(ALLISON et al., 1971).   

Através de ensaios de microscopia óptica é possível identificar que o 

macrófago possui um núcleo regular, com formato uniforme e cromatina 

dispersa.  Lisossomos estão presentes espalhados pelo citoplasma, e a região 

do complexo de Golgi é bem desenvolvida, encontrado próximo ao 

centríolo. Outra estrutura bem desenvolvida neste tipo celular é o retículo 

endoplasmático rugoso, estando perto do núcleo e do Complexo de Golgi (IAN, 

1973).  As mitocôndrias encontram-se em grande número irradiando da região 

perinuclear para a periferia celular (CARVALHO e DE SOUZA, 1989).  

O macrófago tem a capacidade de se apresentar com morfologias distintas, 

dependendo da sua necessidade de atuação, ao longo do seu desenvolvimento. 

Após sua estimulação, são denominados Macrófagos Ativados, e com isso 

passam a ter uma maior capacidade de secretar diversas substâncias que 

participam do processo de defesa, o que faz com que o número de vacúolos, de 

lisossomos e de outras estruturas internas aumente, levando a modificações 

morfológicas perceptíveis. Em casos específicos pode ocorrer a fusão com 

outros macrófagos formando as denominadas Células Gigantes Multinucleadas 

(JAWETZ et al., 1995; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1998). 
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Figura 27:Micrografia eletrônica de varredura de um macrófago sendo invadido pelo T. gondii 
(ATTIAS et al., 2020) 

2.3.2 Macrófago: Função e interação celular  

Os macrófagos possuem em suas funções principais: (1) a capacidade de 

eliminar microrganismos através de fagocitose; (2) a possibilidade de apresentar 

ao sistema imune os antígenos que devem ser combatidos, portanto podem ser 

caracterizados como células apresentadoras de antígenos (APCs) através do 

complexo de histocompatibilidade principal (MHC), e (3) a habilidade de ativar 

outras células envolvidas com a resposta imune celular. Desta forma, os 

macrófagos estão envolvidos não só com a resposta imune inata, como também 

com a resposta adaptativa (ABBAS, 2011; CROOKE et al. 2019). 

Na resposta imunológica inata, os macrófagos têm como principal função 

fagocitar os microrganismos invasores e ativar mecanismos de resposta a 

estes patógenos (ABBAS, 2011). 

O processo de ativação dos macrófagos é caracterizado pela capacidade 

desta célula migratória de realizar funções complexas que o macrófago residente 

não consegue (ADANS e HAMILTON, 1984; MURRAY, 2017).  

Sabe-se que a ativação dos macrófagos está relacionada à resposta 

imunológica inata ou específica na qual o antígeno (patógeno) inoculado é 

apresentado a linfócitos T que secretam citocinas, como o interferon-γ (IFN-γ), 
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que irão ativar os macrófagos, podendo estes ser mais ativados se entrarem em 

contato com LPS (lipopolissacarídeo) ou TNF-α (ADANS e HAMILTON, 1984). 

A partir do reconhecimento dos microrganismos pelos macrófagos ou pela 

interação com o IFN-γ, produzido por células natural killer, ocorre o estímulo de 

receptores presentes na membrana dos macrófagos desencadeando reações 

intracelulares, dando início ao processo de fagocitose. Dentre os receptores de 

membrana presentes nos macrófagos estão os receptores com sete domínios 

transmembranar em α-hélice (ADEREM e UNDERHILL, 1999; MOSSER e 

EDWARDS, 2008), os receptores de manose, e a proteína que reconhece o 

LPS. (ABBAS, 2011). 

Após esta fase é iniciada a eliminação do microorganismo, com a junção 

do fagossoma e dos lisossomas presentes no citoplasma contendo enzimas 

proteolíticas que irão digerir as bactérias, ou partículas estranhas, presentes 

neste fagolisossoma. Outro mecanismo de eliminação microbiana está ligado à 

conversão catalítica do oxigênio molecular, onde os fagolisossomas contendo 

microorganismos englobados associam-se a intermediários reativos do oxigênio 

(ROIs) e óxido nítrico, fazendo com que o pH dentro deste local se torne ácido, 

eliminando o microorganismo capturado (MACMICKING et al., 1997). 

Na resposta imune adaptativa estão presentes os mecanismos de defesa 

secundários, ou seja, existe uma resposta direcionada e intensa para a infecção 

presente no organismo através da atividade celular e humoral, devido à 

existência de um contato prévio do sistema imune com a infecção em andamento 

(ABBAS, 2011). 

Após o reconhecimento dos antígenos pelos linfócitos-T, e a migração 

destas células para sítios de inflamação produzidos pelos linfócitos-T CD4+, o 

interferon-γ (IFN-γ) liberado ativa os macrófagos fazendo com que estes 

produzam a interleucina-12 (IL-12). Além da ativação pela produção de IFN-γ, a 

ligação da molécula CD-40L, presente na membrana dos linfócitos-T CD4+, em 

moléculas CD-40 na membrana dos macrófagos também aumenta a produção 

de IL-12 (BOEHM et al., 1997). 

Em resposta a ativação dos macrófagos por estes fatores, várias funções 

passam a se tornar constantes no sistema imune infectado. Através da ativação, 

os macrófagos aumentam sensivelmente sua capacidade de eliminação de 
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microorganismos através da fagocitose, onde consequentemente os 

fagolisossomas associados a enzimas, a ROIs e/ou óxido nítrico atuam na 

destruição dos microrganismos com maior avidez (ABBAS, 2011).  

Paralelamente aos eventos que envolvem a fagocitose, a produção de 

citocinas ou co-estimuladores do tipo B7 que irão desencadear respostas 

celulares imediatas, também se encontra aumentada, e substancias como o 

TNF-α e interleucinas-1 e 12, irão estimular a proliferação e diferenciação de 

linfócitos-T, amplificando a resposta imune (SCHAIBLE et al., 1999). 

 
Para que o macrófago possa apresentar ao sistema imune os 

antígenos responsáveis pela infecção, este deverá expressar o que se 

chama de complexo de histocompatibilidade principal ou MHC 

caracterizado por moléculas proteicas que se associam a peptídeos 

antigênicos advindos da fagocitose de microorganismos e que serão 

demonstrados a células de defesa. As moléculas de MHC estão 

divididas em 2 classes, as de classe I e as de classe II, onde as últimas 
estão presentes nas células apresentadoras de antígenos, entre elas 

nos macrófagos (ABBAS, 2011). 
 

Inicialmente os antígenos extracelulares são fagocitados pelos 

macrófagos, sendo expostos a enzimas presentes nas vesículas 

endolisossomais intracelulares, denominadas catepsinas. Ao mesmo tempo, no 

reticulo endoplasmático as moléculas de MHC II são sintetizadas, passando ao 

complexo de Golgi onde serão empacotadas. As vesículas originadas no Golgi 

fundem-se com os endolisossomos, onde ocorre à degradação proteolítica da 

cadeia invariante (proteína que esta ligada ao MHC, e que impede que esta se 

ligue a outros sítios diferentes dos peptídeos advindos dos microorganismos 

fagocitados), liberando um sitio para ligação do peptídeo antigênico. Após o 

acoplamento do peptídeo, o MHCII completo é transportado e expresso na 

membrana plasmática do macrófago, entrando em contato com o receptor da 

célula de defesa (linfócito-T CD4+), apresentando o antígeno (ABBAS, 2011). 

A resposta imune bem sucedida requer comunicação entre muitos tipos 

de células diferentes. Esta comunicação ocorre por meio de proteínas de 

sinalização solúveis em água, tais como quimiocinas ou citocinas (BALKWILL, 



77 
 

 
 

1989), pela formação de sinapses entre as células (FRIEDL et al., 2005) e pela 

distribuição de proteínas de superfície celular (DAVIS, 2007).  

 

2.3.3 MACRÓFAGO: JUNÇÕES COMUNICANTES 

Especificamente, estudos acerca da presença de junções comunicantes 

em macrófagos tiveram início na década de 70, quando macrófagos advindos de 

explantes de timo, rim e fígado foram avaliados experimentalmente por ensaios 

de fagocitose e apresentação de antígenos, eletrofisiologia, microscopia 

eletrônica de transmissão e de varredura. (LEVY et al., 1976). 

 
Na microscopia eletrônica de transmissão foi observada uma 

orientação em cadeia linear dos macrófagos, onde havia regiões de 

grande contato entre as células, sendo denominado close junctions. 

Com relação aos dados eletrofisiológicos, foi registrado o acoplamento 

elétrico entre os macrófagos que estavam orientados de forma linear 
(LEVY et al., 1976). 

 

No final da década de 70, estudos utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão em células progenitoras de macrófagos, advindas da medula óssea 

de cães, permitiram a análise e a identificação de regiões com a presença de 

junções comunicantes (PORVAZNISK e MACVITTIE, 1979).  

Entretanto, no início da década de 80, questionamentos acerca da 

existência de junções comunicantes em macrófagos começaram a surgir. 

Estudos utilizando ensaios de cooperação metabólica em macrófagos 

peritoneais ativados, tanto in vitro quanto in vivo, não observaram a transferência 

de partículas marcadas radioativamente de uma célula para outra, tanto entre 

macrófagos como entre macrófagos e outros tipos celulares (KANE e BOLS, 

1980).  

Corroborando estes resultados, Dean et al., em 1988, demonstraram 

através de injeções do corante Lúcifer yellow a ausência de acoplamento entre 

macrófagos peritoneais elicitados de camundongos ou entre co-culturas de 

fibroblastos com macrófagos. Neste mesmo trabalho foi observada a passagem 

de corante entre células adjacentes, e que segundo argumento dos autores se 
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deve a formação de vacúolos exocíticos e endocíticos nas membranas dos 

macrófagos. 

Em 1991 e em 1993, Beyer e Steinberg demonstraram que macrófagos de 

camundongo e células da linhagem macrofágicas J774 possuíam mensagem e 

expressão para conexina 43, utilizando respectivamente técnicas de Northen blot 

e Western blot (transferência eletroforética de ácidos nucleicos e de proteínas, 

respectivamente).  

Ainda em 1993 Polacek et al. demonstraram através de ensaios de 

Northern blot a expressão da conexina 43 em células endoteliais, mas não em 

macrófagos peritoneais de camundongos e macrófagos humanos periféricos. O 

acoplamento entre as células foi avaliado através de injeções de corante, 

resultando em não acoplamento entre células endoteliais e macrófagos em co-

cultura, vindo a ocorrer apenas entre células endoteliais adjacentes.  

Em 1996, Alves et al. estudaram a presença e a funcionalidade deste tipo 

de comunicação celular em macrófagos peritoneais de camundongos e células 

de linhagem macrofágicas J774-A1. De acordo com os dados obtidos tanto os 

macrófagos quanto as células J774-A1 expressavam Cx43, porém ao serem 

realizados experimentos de injeção de corantes não foi observada a passagem 

de corante para as células adjacentes. Com o uso de técnicas de eletrofisiologia 

também não foi detectada a passagem de corrente entre as células. Este 

trabalho concluiu que a proteína do complexo juncional estava presente, mas 

caso estivesse formando um canal, este não seria funcional. 

Entretanto, em 1998 dados divergentes surgiram quando Martin et al. 

demonstraram que linhagens macrofágicas P388D1 e J774-A1, quando co-

cultivadas com células epiteliais intestinais, se apresentavam acopladas entre si 

ou com as próprias células epiteliais, sugerindo que alguns fatores desta co-

cultura poderiam determinar a formação de junções comunicantes funcionais.  

Em concordância com os dados acima mencionados, Saez et al. (2000), 

utilizando a linhagem macrofágica J774-A1 observaram o acoplamento celular 

através de injeção de corantes. No entanto, este efeito só foi observado após um 

tratamento prévio com um meio de cultura condicionado, sugerindo que este 

meio, obtido da cultura de células endoteliais da microcirculação de cérebro de 

rato, deveria conter fatores que modulariam a comunicação juncional em 

macrófagos. 
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No ano seguinte, Eugenin et al. (2001), através das técnicas de western 

blot, imunofluorescência e injeção intracelular de corantes, demonstraram que 

culturas de microglia advinda de cérebros de ratos apresentavam junções 

comunicantes funcionais, apenas quando estas culturas eram incubadas com 

interferon-γ + TNF-α (Fator de Necrose Tumoral-α) e interferon-γ + 

lipopolissacarideo (LPS). 

No entanto, Eugenin et al. (2003) observaram que monócitos/macrófagos 

oriundos do sangue de humano, apresentam junções comunicantes funcionais 

apos 24 horas de incubações com interferon-γ + TNF-α e interferon-γ + 

lipopolissacarídeo (LPS), igualmente aos dados encontrados por este mesmo 

grupo em experimentos semelhantes com microglia, em 2001. Entretanto, 

podemos inferir que estes dados conflitantes demonstrados até o presente 

momento podem estar relacionados ao fato dos macrófagos utilizados nos 

experimentos terem sido obtidos de fontes diferentes (peritônio, sangue e 

cérebro).  

A seguir, Fortes e colaboradores (2004) demonstrou através de ensaios de 

RT-PCR, western blot, imunofluorescência e injeção de corantes, que células da 

linhagem macrofágica J774-G8 e macrófagos peritoneais advindos de 

camundongos suíços expressam junções comunicantes funcionais formadas 

pela proteína conexina 43, sem a necessidade de qualquer tratamento com 

citocinas. Assim, foi caracterizada a presença deste tipo de comunicação em 

macrófagos. 

De acordo com diversos achados, ainda é possível inferir que as junções 

comunicantes tenham outros papéis potencialmente importantes na resposta 

imunológica, como por exemplo, o de "alertar" células vizinhas através de 

moléculas de sinalização, o que pode ajudar no recrutamento de componentes 

associados à resposta imunológica inata e adaptativa.  

 

2.2.3 Junções Comunicantes X Infecção Parasitária X Macrófagos  

As junções comunicantes também executam um papel de destaque em 

estudos associados às infecções parasitárias (CAMPOS DE CARVALHO et al, 

1998). Estudos que envolvem a interação de macrófagos com T. gondii têm 

demonstrado que o parasita possui capacidade de inibir a ativação de 
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macrófagos (LÜDER et al., 2017) e de reduzir a expressão de conexina e o 

acoplamento juncional entre astrócitos e células da leptomeninge parasitadas, 

indicando que esta pode ser uma resposta celular geral à infecção com parasitas 

intracelulares (CAMPOS DE CARVALHO et al., 1998). 

Este parasita possui diversos mecanismos de escape e promove 

alterações na célula parasitada para promover a manutenção de sua sobrevida, 

como demonstrado por Seabra et al. (2002), em que macrófagos de 

camundongo ativados com IFN-γ e LPS infectados com taquizoítas de T. gondii 

tem a produção de NO inibida devido à redução da expressão da iNOS no 

processo de infecção. Além disso, foi demonstrada a presença de mecanismos 

de escape da ação microbicida de macrófagos ativados envolvendo a exposição 

de Fosfatidilserina (FS), mimetizando a apoptose e facilitando a infecção 

(SANTOS et al., 2011). 

Por outro lado, Campos de Carvalho et al. (1998) afirmou que tanto o T. 

gondii quanto o Trypanosoma cruzi (T.cruzi) influenciam as junções 

comunicantes de uma forma semelhante, sugerindo que a diminuição na 

comunicação juncional poderia ser resultado de mudanças secundárias no 

metabolismo celular devido à infecção.  

Os estudos com o protozoário T. cruzi demonstraram que a infecção 

parasitária alterou não só a produção de citocinas, como também o padrão de 

atividade de comunicação intercelular por junções comunicantes. Ainda nesta 

linha, foi demonstrado que havia a modificação do padrão estrutural da 

organização da comunicação juncional, bem como o seu perfil funcional 

(GOLDENBERG et al., 2000).  

Astrócitos e células da leptomeninge (pia-máter e aracnóide), quando 

infectados in vitro e in vivo por T. cruzi e T. gondii, também apresentavam a 

redução no acoplamento celular e na marcação para Cx43 e Cx26, entretanto, 

os níveis totais de proteína Cx43 não se encontravam significativamente 

alterados, sugerindo que a infecção interrompe o tráfico e a montagem da 

proteína em canais juncionais na membrana plasmática (CAMPOS DE 

CARVALHO et al., 1998). 

Estudos em cardiomiócitos de ratos demonstraram que a expressão da 

proteína Cx43 foi substancialmente diminuída após 72 horas de infecção com o 

T. cruzi. Entretanto, o acoplamento entre células não parasitadas continuou 
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inalterado em comparação com as células infectadas, indicando que os fatores 

possivelmente segregados para o meio não eram os responsáveis pelas 

alterações na distribuição e funcionalidade de Cx43, e sim a presença do 

parasito no interior da célula, independente de fatores solúveis envolvidos na 

infecção (CAMPOS DE CARVALHO et al., 1992). 

Nogueira et al. (2015) demonstrou que a infecção por T. gondii induz 

mudanças no complexo juncional de células epiteliais de pigmento da retina, 

alterando as junções de adesão. Tal achado mostra mais uma vez que este 

parasita promove alterações na homeostase celular, gerando alterações no 

complexo juncional presentes nas patologias causadas pela infecção. 

Corroborando com este cenário, experimentos anteriores do nosso grupo 

de trabalho (2021) utilizando a linhagem celular macrofágica J774-G8 infectada 

com taquizoítas de Toxoplasma gondii demonstraram sensíveis alterações 

relacionadas ao crescimento celular após a interação célula-parasita (DE 

CARVALHO et al.,2021)  

Além disso, neste mesmo estudo, foi possível avaliar as alterações que 

atingiram o comportamento estrutural das junções comunicantes (Cx43) e dos 

filamentos de F-actina, que formam o citoesqueleto, através da diminuição da 

colocalização dessas estruturas em células migratórias do sistema imunológico.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar a modulação estrutural e funcional das Junções Comunicantes em 

linhagem macrofágica após a ativação com fatores pró-imuno inflamatórios e a 

infecção com o parasito Toxoplasma gondii.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

- Estudar o perfil morfológico da linhagem celular J774-G8 infectada com 

Toxoplasma gondii, antes e após o tratamento com os fatores pró-imuno 

inflamatórios; 

- Avaliar a expressão da proteína Conexina 43 através de ensaios 

imunoeletroforéticos utilizando a linhagem celular J774-G8 infectada com 

Toxoplasma gondii, antes e após o tratamento com os fatores pró-imuno 

inflamatórios; 

- Pesquisar a localização da proteína Conexina 43 através de ensaios de 

imunofluorescência utilizando a linhagem celular J774-G8 infectada com 

Toxoplasma gondii, antes e após o tratamento com os fatores pró-imuno 

inflamatórios; 

- Analisar a correlação entre a localização/expressão das proteínas 

Conexina 43 e F-actina (organização de citoesqueleto) utilizando a linhagem 

celular J774-G8 infectada com Toxoplasma gondii, antes e após o tratamento 

com os fatores pró-imuno inflamatórios; 
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4 MATERIAIS & MÉTODOS 
 

4.1. CULTURA DE CÉLULAS DE LINHAGEM MACROFÁGICA J774-G8 

A linhagem de células macrofágicas J774-G8 (UNKELESS et al, 1979), 

derivada da linhagem americana original J774-A1 obtida de camundongo 

(American Type Culture Collection - ATCC, Rockville, MD), foi cedida pelo 

Laboratório de Pesquisa em Timo na Fundação Oswaldo Cruz - Instituto 

Oswaldo Cruz. As células foram plaqueadas, com uma densidade inicial de 

1x106 células/ml, em garrafas de plástico de 25 cm2 (CORNING / USA), em 

lamínulas de vidro número 1 (Fisherbrand / Fisher Scientific). 

As culturas foram mantidas em meio RPMI (Roswell Park memorial 

Institute), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (V/V) (GIBCO), 

penicilina 1.000UI/ml e estreptomicina 100UI/ml (Sigma- Aldrich). As células 

foram mantidas a 370C em atmosfera úmida a 5% de CO2. 

 

4.2 OBTENÇÃO DE TAQUIZOÍTA DE T. gondii 

A obtenção e manipulação dos parasitas foram descritas por Padrão et al. 

(2014). Taquizoítas de Toxoplasma gondii (Cepa RH) foram mantidos por 

passagens de 105 parasitas inoculados na cavidade intraperitoneal em 

camundongos suíços (CF-1). Após 48h de infecção, os parasitas foram 

coletados em solução salina de tampão fosfato (PBS) através de lavagem 

peritoneal. O lavado peritoneal sofreu centrifugação (100g; 5’; 4°C), o 

sobrenadante coletado foi centrifugado (1.000g; 10’; 4°C) para a obtenção das 

formas taquizoítas. Os parasitas contidos no pellet foram ressuspensos em RPMI 

e diluídos em fixador (Paraformaldeído 4% em PBS) para quantificação através 

da câmara de Neubauer ao microscópio óptico convencional.  

Taquizoítas de T. gondii (cepa RH) foram mantidos e obtidos sob o 

número da CEUA 2108050821 na Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

campus Zona Oeste (UERJ -ZO). 
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4.3 INTERAÇÃO PARASITO-CÉLULA 

As células foram plaqueadas em garrafas de plástico de 25 cm2 ou em 

lamínulas de vidro (número 1) organizadas na placa de 24 poços. Após 48h a 

cultura atingiu a confluência (Freshney, 2005). O taquizoíta de T. gondii foi 

ressuspendido em meio RPMI e colocado em contato com a célula na proporção 

10 parasitas para cada célula. Este foi mantido 1 hora em estufa 370C em 

atmosfera úmida a 5% de CO2. Em seguida, o meio foi descartado e substituído 

por RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, penicilina 1.000UI/ml e 

estreptomicina 100UI/ml e foram mantidas a 370C em atmosfera úmida a 5% de 

CO2, no período de 24, 48 e 72 horas. 

 

4.4. TRATAMENTO COM FATORES PRÓ IMUNO-INFLAMATÓRIOS 

Os ensaios de tratamento com os fatores pró-imuno inflamatórios foram 

feitos em garrafas de plástico de 25cm2 (CORNING / USA) e em lamínulas de 

vidro número 1 (Fisherbrand Fisher Scientific), ou em placas de cultura de 

plástico de 35mm de diâmetro com células de linhagem macrofágica J774-G8 

ativadas com 1 ng/ml de Interferon-γ recombinante de camundongo (IFN-γ; 

Sigma), 1ng/ml de TNF-α e 100 ng/ml numa janela de 24h, 48h e 72h. (SEABRA, 

2002) 

Os ensaios foram realizados com os fatores de forma combinada ou de 

forma isolada, da seguinte forma: IFN-γ, TNF-α e TNF-α + IFN-γ. 

 

4.5  CONTAGEM DE CÉLULAS E GRUMOS CELULARES 

As micrografias de contraste de fase foram obtidas pelo microscópio 

invertido (Axiovert 40 CFL, campo claro, contraste de fase, ZEISS, Alemanha) 

nos aumentos de 100X e 400X. As imagens foram submetidas a uma avaliação 

qualitativa e quantitativa para avaliação das alterações de morfologia e 

crescimento celular.  

A fim de avaliar os dados obtidos a partir das micrografias de contraste 

de fase foi realizada a contagem de 11 imagens por variável para análise do 

número celular total e do crescimento celular sobreposto (crescimento em 
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grumos de agregados celulares) utilizando o programa Image J, desenvolvido no 

National Institutes of Health destinado a processamento de imagens.  

Os resultados foram analisados no programa Prism (Graphpad, USA), 

utilizando os testes T student e One Way Anova, com análise pelo pós-teste de 

Bonferroni considerando uma significância inferior a 0,05 (p<0,05)  

 

4.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford 

(1976), que detecta concentrações da ordem de mg/mL de proteína. Cinco 

mililitros de reagente de Bradford, composto por Comassie Brilliant Blue G-250 

10% (P/V), etanol 5%, ácido fosfórico 10% e água, foram adicionados a amostra 

a ser dosada. As alíquotas são distribuídas em triplicatas de diferentes 

concentrações. Estas foram homogeneizadas e comparadas a uma curva 

padrão obtida com albumina bovina sérica (1mg/mL). As leituras da densidade 

ótica foram realizadas em comprimento de onda (ʎ) de 595nm em 

espectrofotômetro (SHIMADZER, modelo UV-2450). 

 

4.7 IMUNOELETROTRANSFERÊNCIA 

As células estudadas pela técnica de transferência imunoeletroforética ou 

Western Blot após o período de interação na proporção de 1:10 células por 

parasita e tratamento nos horários de 24,48 e 72 horas, foram lavadas e 

raspadas em uma solução de bicarbonato de sódio, pH: 8.3, e centrifugadas a 

10000 x g durante 10min. Foi adicionado 3 ml de Tween 20 1% e homogienizado 

com o auxílio do vortex. O material foi centrifugadas a 10.000 x g durante 5 min 

e ressuspenso em e armazenadas em solução de bicarbonato de sódio, pH: 8.3 

com o coquetel de inibidores de proteases (Inibidores de protease: PMSF – 50 

mM em etanol; Leupeptina – 5 mg/ml; EDTA - 200 mM; Aprotinina – 10 mg/ml; 

E-64 – 1 mM; Pepstatina – 1 mg/ml; Antipaina – 10 mM; 0-fenantrolina – 200 

mM). O material foi armazenado a -20oC. 

A separação das proteínas presentes na célula J774-G8 foi feita através 

da técnica de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

(Laemmli, 1970). Foi adicionado 23 µg de proteína nos géis que foram 
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preparados em duplicatas, em placas de 1.5 mm de espessura. O gel de 

empacotamento (stacking gel) foi feito numa concentração a 4% e o gel de 

corrida (running gel) foi feito numa concentração a 10% em todos os tipos 

celulares estudados. As amostras foram solubilizadas em tampão de amostra 

(Tris-Cl, 125 mM; SDS, 4%; glicerol, 20%; β-mercaptoetanol, 10%; azul de 

bromofenol, 0,4%; pH 6,8) e mantida a temperatura ambiente por cerca de 60 

minutos antes de sua aplicação no gel. A corrida eletroforética foi realizada a 

voltagem constante de 150 mV por 2 horas (sistema BIO-RAD). 

Após a corrida eletroforética o gel foi colocado em contato com um papel 

de nitrocelulose em solução tampão (Tris-OH, 25mM; glicina, 192mM; metanol, 

20%; pH 8,3) e a transferência realizada sob uma corrente constante de 300 mA 

por 2 horas (sistema BIO-RAD, EUA). A transferência ocorreu a 100V por 1h e o 

gel foi corado para se avaliar o grau de transferência e a nitrocelulose, em 

seguida, este foi incubado em tampão TBS (Tris Buffer Saline) contendo leite em 

pó desnatado MolicoR a 5%, e Tween 20 a 0.5% por 30 min, seguindo-se de 

lavagens com TBS contendo Tween 20 a 0.5% (TBS-T) por 5 vezes durante 5 

minutos por vez.  

A membrana foi incubada por 17 horas a 4ºC sob agitação com anticorpo 

monoclonal produzido em camundongo imunizado com peptídeo sintético 

correspondente a Proteína alfa-1 da junção comunicante (Conexina 43) 

(AB11369, Abcam, Reino unido) diluído na proporção de 1:1.000 em TBS-T 

contendo leite em pó desnatado MolicoR a 3%. Após a incubação lavamos a 

nitrocelulose com TBS-T como descrito anteriormente, sendo logo depois 

incubada com anticorpo secundário (NXA931, GE Heallthcare, EUA) diluído na 

proporção de 1:5.000 em TBS-T contendo leite em pó desnatado MolicoR a 3%, 

este está ligado a horseradish peroxidase para quimioluminescência, por 2 

horas. Após nova lavagem com TBS-T, foi adicionado para a revelação da 

marcação na nitrocelulose o reagente revelador do kit de amplificação de 

quimiluminescência da BioRad com a solução de ECL (Substrato de peroxidase 

para quimioluminescência) acrescentada a Peróxido por 10 minutos para 

revelação no sistema ChemiDoc MP imaging system BIO-RAD, e avaliado pelo 

programa Image lab 5.1. 

As bandas de proteínas reveladas foram quantificadas por densitometria 

óptica, utilizando o programa ImageLab da BioRad. Os valores das bandas de 
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proteínas obtidos nessa análise foram normalizados pela densitometria da banda 

de proteína totas por Ponceau, utilizada em todo o protocolo experimental do 

Western Blot. 

 

4.8 IMUNOFLUORESCÊNCIA 

As células foram fixadas com formaldeído 4% durante 1h em temperatura 

ambiente. Após esta etapa, as células foram lavadas com PBS-TRITON X-100R 

em uma concentração de 0,3%, três vezes durante 30 minutos, e logo em 

seguida incubadas com albumina sérica bovina (BSA-Bovine Serum Albumin, 

SIGMA, EUA) isenta de imunoglobulinas, diluída em PBS a 2% por 30 minutos. 

Após o bloqueio as células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-Cx43 

descrito na seção de transferência imunoeletroforética, em uma diluição de 1:100 

por 2 horas. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS, três vezes 

por 10 minutos e incubadas com o marcador de citoesqueleto Faloidina (F-

actina) conjugado com o fluorocromo ALEXA 546 (A12379, Life, California) em 

uma diluição de 1:100 por 2 horas.  

Em seguida, as células foram lavadas com PBS, três vezes por 10 

minutos, e incubadas com anticorpo secundário ALEXA 488 (na diluição de 1:400 

(A11029, Invitrogen, EUA). Após a lavagem com PBS, como descrito 

anteriormente, as lamínulas foram marcadas com DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole) para marcar o núcleo das células. Elas foram montadas sobre 

lâminas que continham 10 µl de Prolong goldR, (P-10144, Invitrogen, EUA) uma 

solução que reduz o decaimento da fluorescência. 

As marcações nas lâminas foram observadas no laboratório de Imuno 

Patologia do Instituto Nacional de Cardiologia – Ministério da Saúde, Rio de 

Janeirio. Para a obtenção da imagem foi realizada a varredura dos planos X e Y 

para a análise simples e de secções no plano Z (sem a reconstrução 

tridimensional) no microscópio confocal Nikon Eclipse Ti (Japão), equipado com 

sistema confocal A1. Para o controle do equipamento, obtenção de dados e 

análise das imagens foi utilizado o software Acquisition Nis Elements 4.20.  

Para a obtenção das imagens os lasers do sistema de emissão foram 

programados para ʎ = 405 nm (DAPI), ʎ = 488 nm em laser de Argônio (FITC 

Alexa 488), e ʎ = 543 nm em lazer de gases combinados por Hélio e Neônio 
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(FITC 546). A especificidade da imunoreatividade foi avaliada na ausência do 

anticorpo primário.  

A especificidade das imunomarcações foi avaliada utilizando o mesmo 

protocolo acima, substituindo os anticorpos primários nas incubações por 

soluções de PBS com albumina sérica bovina a 0,1%. Nenhuma marcação foi 

observada nestas condições. 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi plotada no programa Prism da Graphpad. Foram 

utilizados os testes estatísticos T- studant e One Way Anova, com pós-teste de 

Bonferroni.  

Foram utilizados para a análise inferencial valores em um nível de 

significância inferior a 0,05 (p<0,05). 
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5. RESULTADOS 

5.1. INFECÇÃO COM O T. gondii: CRESCIMENTO CELULAR E ASPECTOS 
MORFOLÓGICOS 

Os macrófagos são as células mais plásticas do sistema hematopoiético 

encontrados em todos os tecidos. Estas células apresentam grande diversidade 

funcional, tendo papéis no estabelecimento da homeostase, reparo tecidual e 

imunidade (TA; CHAWLA e POLLARD, 2013). 

A linhagem macrofágica J774-G8, infectada na proporção de 10 parasitas 

por célula, demonstra alterações morfológicas causadas pela alteração no 

microambiente de infecção aguda gerado pelo parasita T. gondii durante 24, 48 

e 72 horas. Neste processo é possível observar as mudanças celulares que 

ocorrem no processo de infecção, envolvendo a manutenção da sobrevida do 

parasita no meio intracelular. 

A figura 28 mostra micrografias de contraste de fase do processo de 

infecção das células J774-G8 nos tempos de 24, 48 e 72 horas em cultura. Com 

o decorrer do tempo podemos observar os danos crescentes causados pelo 

aumento da parasitemia, na interação parasito-célula, provocando uma sensível 

diminuição na quantidade de células viáveis. As micrografias foram realizadas 

em aumentos de 100X (objetiva de 10X), com o objetivo de apresentar um 

panorama dos danos gerais da cultura, e no aumento de 400X (Objetiva de 40X) 

para mostrar as alterações específicas e a presença do parasita no 

microambiente celular. 

Observamos que houve alterações em todos os horários de incubação, 

com o desprendimento das células da garrafa de cultivo, levando a diminuição 

do número de células em cultura e o aumento na quantidade de parasitas livres 

pela lise celular. Durante a interação, no período de 72 horas, foi observado o 

maior dano quando comparado aos outros horários de interação (24 e 48 horas), 

pois as células infectadas foram lisadas pelo parasita aumentando assim a 

quantidade deste livre em cultura.  
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Figura 28:Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica J774-
G8 controle infectadas com o T gondii (24, 48 e 72 horas) sem o tratamento com fatores pró-
imuno inflamatórios. É demonstrada o perfil de danificação celular nos grupos (A) após a 
incubação de 24 horas, em (B) após a incubação de 48 horas, e em (C) após a incubação de 72 
horas. São observadas na linha 1 as micrografias obtidas com a objetiva de 10x, e na linha 2 as 
micrografias obtidas com a objetiva de 40x. As setas indicam o T.gondii. Barra de calibração em 
50µm. 

 

5.2. FATORES PRÓ-IMUNO INFLAMATÓRIOS: CRESCIMENTO CELULAR E 

ASPECTOS MORFOLÓGICOS: 

A Linhagem Macrofágica J774-G8 foi submetida ao tratamento com os 

fatores pró-imuno inflamatórios IFN-γ e TNF-α, e de forma combinada 

associando o IFN-γ + TNF-α após a infecção com o protozoário T. gondii nos 

horários de 24h, 48h e 72h a fim de avaliar se os danos causados pela 

parasitemia poderiam ser revertidos pela presença dos fatores no 

microambiente, com o objetivo de reproduzir um ambiente inflamatório. Para 

tanto, foram feitos tratamentos em tempos de 24, 48 e 72 horas de incubação 

com os fatores. 

Antes de realizar a análise das culturas infectadas tratadas com os 

fatores, foram realizados experimentos que pudessem demonstrar possíveis 

mudanças dinâmicas no crescimento celular, que analisassem especificamente 

o tempo de crescimento e a morfologia das células quando tratadas com os 

fatores em comparação à situação controle (sem tratamento). Como é possível 
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identificar nas micrografias abaixo, não foram observadas alterações 

significativas (Figura 29). 

 

 
Figura 29: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-γ + TNF-α) (24, 48 e 
72 horas).É demonstrada a manutenção das características morfológicas e o crescimento das 
culturas de célula nos grupos (A) após a incubação de 24 horas, em (B) após a incubação de 48 
horas, e em (C) após a incubação de 72 horas. São observadas na linha 1 as micrografias obtidas 
com a objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva de 40x. Barra de 
calibração em 50µm. 

 

5.2.1. INFECÇÃO COM T. gondii 24 HORAS E TRATAMENTO COM OS 

FATORES PRÓ-INFLAMATÓRIOS: 

A figura 30 mostra as micrografias de contraste de fase do processo de 

infecção das células J774-G8 no tempo de 24 horas e incubadas com os fatores 

por 24 horas, sendo comparadas as culturas do grupo IFN-γ, TNF-α e TNF-α + 

IFN-γ. 

Já a figura 31 mostra as micrografias de contraste de fase do processo de 

infecção das células J774-G8 no tempo de 24 horas e incubadas com os fatores 

por 48 horas, sendo comparadas as culturas do grupo IFN-γ, TNF-α e TNF-α + 

IFN-γ. Foi possível observar que nos experimentos em que houve o tratamento 

com TNF-α e TNF-α + IFN-γ há o início da formação de grumos celulares 

(agregados celulares). 
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A figura 32 mostra as micrografias de contraste de fase do processo de 

infecção das células J774-G8 no tempo de 24 horas e incubados com os fatores 

por 72 horas, sendo comparadas as culturas do grupo IFN-γ, TNF-α e TNF-α + 

IFN-γ, que apresentaram grumos celulares em todos os tratamentos. 

As micrografias foram realizadas em aumentos de 100X (objetiva de 10X), 

com o objetivo de apresentar um panorama dos aspectos gerais da cultura e 

400X (Objetiva de 40X) para mostrar as alterações específicas no 

microambiente. 

Com base nos resultados obtidos, observamos uma sensível melhora no 

crescimento celular após tratamento com os fatores individuais e combinados, 

em todos os períodos de incubação, quando comparadas com as culturas 

infectadas no período de 24 horas. 

Este resultado pode nos indicar uma possível melhora do quadro geral da 

infecção, com o aumento do número de células e a manutenção da morfologia 

ideal da linhagem celular, além da redução dos parasitas livres no meio. 

 
Figura 30: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (24 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (24 horas). É demonstrada uma pequena redução no dano causado 
pela infecção nos grupos (A) após a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-
α, e em (C) após a incubação com o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 
as micrografias obtidas com a objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva 
de 40x. As setas indicam a sobreposição de células. Barra de calibração em 50µm. 
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Figura 31: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (24 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (48 horas). É demonstrada uma pequena redução no dano causado 
pela infecção nos grupos (A) após a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-
α, e em (C) após a incubação com o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 
as micrografias obtidas com a objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva 
de 40x. A seta amarela indica o T. gondii. As setas vermelhas indicam a sobreposição de células. 
Barra de calibração em 50µm. 

 

Figura 32: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (24 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (72 horas). É demonstrado a redução no dano causado pela infecção 
nos grupos (A) após a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-α, e em (C) 
após a incubação com o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 as 
micrografias obtidas com a objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva 
de 40x. As setas vermelhas indicam a sobreposição de células. Barra de calibração em 50µm. 
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5.2.2. INFECÇÃO COM T. gondii 48 HORAS E TRATAMENTO COM OS 

FATORES PRÓ-INFLAMATÓRIOS: 

A figura 33 mostra as micrografias de contraste de fase do processo de 

infecção das células J774-G8 no tempo de 48 horas com a incubação das 

mesmas utilizando os fatores por 24 horas, sendo estas comparadas as culturas 

do grupo IFN-γ, TNF-α e TNF-α + IFN-γ. É possível observar a formação de 

grumos celulares em todos os tratamentos. 

Na figura 34 as micrografias de contraste de fase demonstram o processo 

de infecção das células J774-G8 no tempo de 48 horas, e incubação com os 

fatores por 48 horas, sendo comparadas as culturas do grupo IFN-γ, TNF-α e 

TNF-α + IFN-γ. Neste experimento foi observada a manutenção da morfologia 

da linhagem celular, sem a presença de muitos grumos aparentes. 

E por fim, a figura 35 mostra as micrografias de contraste de fase do 

processo de infecção das células J774-G8 no tempo de 48 horas, sendo estas e 

incubados com os fatores por 72 horas, e comparadas às culturas do grupo IFN-

γ, TNF-α e TNF-α + IFN-γ. Neste tempo de incubação foi possível identificar a 

presença de grumos celulares em todos os tratamentos, sendo que nos 

tratamentos com IFN-γ e TNF-α + IFN-γ foi observada uma maior quantidade de 

células em grumos. 

As micrografias foram realizadas em aumentos de 100X (objetiva de 10X), 

com o objetivo de apresentar um panorama dos possíveis danos gerais da 

cultura, provocados pela infecção, e em 400X (Objetiva de 40X) para que as 

alterações específicas no microambiente fossem analisadas. 

Com base nos resultados obtidos, observamos que em incubações 

envolvendo todos os períodos há uma melhora considerável do crescimento 

celular, com a formação de grupos celulares após o tratamento com os fatores 

individuais e combinados, quando comparadas com as culturas infectadas no 

período de 48 horas sem o tratamento. 

Este resultado pode evidenciar uma possível melhora da resposta celular 

diante da infecção com o T. gondii após a utilização de fatores pró-imuno 

inflamatórios, já que há um aumento real do número de células no campo de 

visualização e a manutenção da morfologia celular inerente a esta linhagem.  
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Neste contexto, o surgimento de grumos celulares pode indicar o aumento 

do crescimento celular, e um possível aumento da comunicação intercelular com 

a presença dos fatores no microambiente. Foi identificada uma sensível redução 

dos parasitas livres no meio extracelular, o que pode traduzir a melhora dos 

aspectos morfológicos das células sob o tratamento com fatores quando 

comparadas a célula sem tratamento e infectada (vide o aumento de 400X). 

 

 

Figura 33: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (48 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (24 horas). É demonstrada a redução no dano causado pela infecção 
nos grupos (A) após a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-α, e em (C) 
após a incubação com o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 as 
micrografias obtidas com a objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva 
de 40x. As setas vermelhas indicam a sobreposição de células. Barra de calibração em 50µm. 
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Figura 34: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (48 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (48 horas). É demonstrada a redução no dano causado pela infecção 
nos grupos (A) após a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-α, e em (C) 
após a incubação com o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 as 
micrografias obtidas com a objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva 
de 40x. A seta amarela indica o T. gondii. A seta vermelha indica a sobreposição de células. 
Barra de calibração em 50µm. 

 

Figura 35: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (48 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (72 horas). É demonstrada a redução no dano causado pela infecção 
nos grupos (A) após a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-α, e em (C) 
após a incubação com o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 as 
micrografias obtidas com a objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva 
de 40x. A seta amarela indica o T. gondii. As setas vermelhas indicam a sobreposição de células. 
Barra de calibração em 50µm. 
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5.2.3. INFECÇÃO COM T. gondii 72 HORAS E TRATAMENTO COM OS 

FATORES PRÓ-INFLAMATÓRIOS: 

A figura 36 mostra as micrografias de contraste de fase do processo de 

infecção das células J774-G8 por 72 horas e incubadas com os fatores por 24 

horas, sendo comparadas as culturas do grupo IFN-γ, TNF-α e TNF-α + IFN-γ. 

Foi possível identificar que nos tratamentos com TNF-α e TNF-α + IFN-γ há um 

sutil aumento no quantitativo de células. 

A figura 37 mostra as micrografias de contraste de fase do processo de 

infecção das células J774-G8 por 72 horas e incubadas com os fatores por 48 

horas, sendo comparadas as culturas do grupo IFN-γ, TNF-α e TNF-α + IFN-γ. 

Foi observando um discreto aumento na quantidade de células em todos os 

tratamentos quando comparado com as células infectadas por 72h sem 

tratamento. 

Na figura 38 são mostradas micrografias de contraste de fase do processo 

de infecção das células J774-G8 por 72 horas e incubadas com os fatores por 

72 horas, sendo comparadas as culturas do grupo IFN-γ, TNF-α e TNF-α + IFN-

γ. Neste experimento há um discreto aumento na quantidade de células em todos 

os tratamentos quando comparado com a célula infectada por 72h sem 

tratamento, porém a morfologia celular não apresentou melhoras se mantendo 

alterada. 

As micrografias foram realizadas em aumentos de 100X (objetiva de 10X), 

com o objetivo de apresentar um panorama dos danos gerais da cultura e em 

400X (Objetiva de 40X) para mostrar as alterações específicas no 

microambiente. 

Estes resultados indicam que as incubações com todos os fatores 

apresentaram uma sutil melhora quanto ao número de células presentes no 

microambiente, todavia a sua morfologia permanece alterada. Assim, seria 

possível inferir que os danos causados pela infecção durante 72 horas levariam 

a uma considerável diminuição número de células (viabilidade celular), 

dificultando a reversão do quadro infeccioso. Entretanto, as células restantes no 

microambiente se mostraram unidas, sugerindo que há uma possível 

manutenção da comunicação, mesmo em um ambiente desfavorável. 
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Figura 36: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (72 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (24 horas). É demonstrada uma discreta melhora nos grupos (A) após 
a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-α, e em (C) após a incubação com 
o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 as micrografias obtidas com a 
objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva de 40x. A seta vermelha 
indica a sobreposição de células. Barra de calibração em 50µm. 

 

Figura 37: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (72 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (48 horas).  É demonstrada uma discreta melhora nos grupos (A) após 
a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-α, e em (C) após a incubação com 
o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 as micrografias obtidas com a 
objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva de 40x. As setas vermelhas 
indicam a sobreposição de células. Barra de calibração em 50µm. 
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Figura 38: Micrografias em contraste de fase das culturas de Linhagem Celular Macrofágica 
J774-G8 infectadas com T. gondii (72 horas) tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 
individuais e combinados (72 horas). É demonstrada uma discreta melhora nos grupos (A) após 
a incubação com IFN-γ, em (B) após a incubação com TNF-α, e em (C) após a incubação com 
o fator combinado TNF-α + IFN-γ. São observadas na linha 1 as micrografias obtidas com a 
objetiva de 10x, e na linha 2 as micrografias obtidas com a objetiva de 40x. A seta vermelha 
indica a sobreposição de células. Barra de calibração em 50µm. 

 

5.2.4. MICROAMBIENTE CELULAR INFECTADO X TRATAMENTO COM 

FATORES: COMPARAÇÃO ESTATÍSTICA 

A fim de avaliar os dados obtidos a partir das micrografias de contraste 

de fase foi realizada a contagem das células e dos grumos formados utilizando 

o programa Image J, desenvolvido no National Institutes of Health destinado a 

processamento de imagens.  

Foram utilizadas 11 imagens por variável e os resultados foram 

analisados no programa Prism (Graphpad, USA), utilizando os testes T student 

e One Way Anova, com análise pelo pós-teste de Bonferroni considerando uma 

significância inferior a 0,05 (p<0,05). 
A figura 39 apresenta o gráfico comparativo gerado a partir da análise 

do número de células observadas nos campos obtidos das culturas controle e 

das culturas infectadas com o parasita, sem os tratamentos com os fatores pró-

imuno inflamatórios nos horários de 24, 48 e 72 horas.  
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No horário de 24 horas não há diferença significativa em relação à 

contagem do número de células quando comparadas as culturas controle e 

infectadas. Entretanto, nos horários de 48 e 72 horas a diferença na contagem 

de células é significativa, devido à morte celular causada pelos episódios de 

infecção e reinfecção com protozoário, liberado pela lise celular.  

 

Figura 39: Gráfico comparativo do número de células nas culturas da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 controle (24, 48 e 72 horas) e nas culturas de Linhagem Celular 
Macrofágicas J774-G8  infectada com T. gondii (24, 48 e 72 horas). Total de experimentos: 3. 
Análise estatística pelo Teste T-student (p<0,05). As indicações apontam os valores comparados 
com diferença estatística. 

A seguir são apresentados os gráficos comparativos gerados a partir da 

análise do número de células e dos grumos celulares, formados pela 

sobreposição de células após o crescimento celular, nas culturas de células da 

linhagem macrofágica J774-G8 infectadas com o parasito T. gondii por 24, 48 e 

72 horas, e tratadas com fatores pró-imuno inflamatórios. 

Nas figuras 40 e 41 é observado o conjunto de resultados referentes às 

culturas de células infectadas que foram tratadas apenas com IFN-, nas figuras 

42 e 43 os resultados estão associados com as culturas de células infectadas 

que foram tratadas com TNF-, e nas figuras 44 e 45 é possível identificar os 

resultados referentes às culturas de célula infectadas tratadas com IFN- e TNF-

 conjugados. Vale ressaltar que todos os tratamentos foram avaliados por 24, 

48 e 72 horas. 

A figura 40 apresenta os gráficos comparativos entre o número de células 

tratadas com IFN-, no qual é observado o aumento do número de células em 
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cultura após 72h de infecção, e o tratamento por 24 e 48 horas com o fator em 

comparação com a célula não tratada (figura 40C).  

A figura 41 refere-se aos gráficos comparativos da contagem de grumos 

de células no mesmo ensaio de tratamento com IFN-. Neste experimento 

podemos observar o aumento na quantidade de grumos nas culturas de células 

J774-G8 em todos os horários de infecção, na qual com 24 e 48 horas de 

infecção foi observado um significativo aumento destes grumos após 24 e 48 

horas de tratamento com o fator (figuras 41A e 41B). Já com 72 horas de 

infecção, sem tratamento, foi possível observar culturas sem a formação de 

grumos, que ocorreu em todos os tempos de tratamento, demonstrando que o 

fator melhora a resistência celular frente ao processo de infecção (figura 41C). 

Tratamento IFN - ɣ

 

Figura 40: Gráficos comparativos do número de células nas culturas da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com o T. gondii sem tratamento (Cont) e tratados com IFN- nos 
períodos de 24, 48 e 72 horas. No gráfico A podemos observar que a infecção foi mantida por 
24h antes do tratamento; o gráfico B se refere ao tempo de 48h de infecção antes do tratamento; 
e no gráfico C podemos observar o período de 72h de infecção antes do tratamento. Nos gráficos 
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A e B não foi observado diferença estatística entre o número de células infectadas sem 
tratamento e de células infectadas e tratadas (24, 48 e 72 horas). No gráfico C é possível 
observar a diferença estatística entre a célula infectada sem tratamento e o aumento significativo 
de células após tratamento por 24 e 48 horas. Total de experimentos: 3. P<0,05. As indicações 
apontam os valores comparados com diferença estatística. 

 

Tratamento IFN - ɣ 

 

Figura 41:Gráficos comparativos do número de grumos nas culturas da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com o T. gondii sem tratamento (Cont) e tratados com IFN- nos 
períodos de 24, 48 e 72 horas. No gráfico A podemos observar que a infecção foi mantida por 
24h antes do tratamento; o gráfico B se refere ao tempo de 48h de infecção antes do tratamento; 
e no gráfico C podemos observar o período de 72h de infecção antes do tratamento. Nos gráficos 
A e B é observado o aumento no número de grumos presentes nas células infectadas sem 
tratamento e de células tratadas após 24 e 72 horas. No gráfico C é possível observar a diferença 
significativa entre a célula infectada sem tratamento e tratada por 72 horas. Total de 
experimentos: 3. P<0,05. As indicações apontam os valores comparados com diferença 
estatística. 
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A figura 42 apresenta os gráficos comparativos entre o número de 

células tratadas apenas com TNF-. A partir da análise dos gráficos é possível 

demonstrar que a contagem de número de células se manteve constante nas 

culturas infectadas nos tempos de 24 e 48 horas, após os tratamentos de 24, 48 

e 72 horas com o fator, o que poderia indicar um aumento da resistência das 

células frente às lesões induzidas pela parasitemia (figuras 42A e 42B). 

Porém, com 72 horas de infecção as culturas tratadas com TNF- 

apresentaram um significativo aumento na contagem de células em 24 horas de 

tratamento, e que ainda se manteve maior que o controle (infectado sem 

tratamento) nas posteriores 48 e 72 horas de tratamento (figura 42C). 

Ainda, no mesmo experimento, foram analisadas as formações de 

grumos celulares (figura 43). Foi possível identificar, como reproduzido em todos 

os gráficos, que o número de grumos com células sofreu aumento em todos os 

tempos de infecção (24, 48 e 72 horas) após os tratamentos em todos os tempos 

(24, 48 e 72 horas). 
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Tratamento TNF-α 

 

Figura 42: Gráficos comparativos do número de células nas culturas da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com o T. gondii sem tratamento (Cont) e tratados com TNF-α 
nos períodos de 24, 48 e 72 horas. No gráfico A podemos observar que a infecção foi mantida 
por 24h antes do tratamento; o gráfico B se refere ao tempo de 48h de infecção antes do 
tratamento; e no gráfico C podemos observar o período de 72h de infecção antes do tratamento. 
Nos gráficos A e B não foi observado diferença significativa entre a célula infectada sem 
tratamento e as células infectadas e tratadas (24, 48 e 72 horas). No gráfico C é possível observar 
o aumento significativo entre a célula infectada sem tratamento e o aumento de células após 
tratamento por 24 e 48 horas. Total de experimentos: 3. P<0,05. As indicações apontam os 
valores comparados com diferença estatística. 
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Tratamento TNF-α 

 

Figura 43: Gráficos comparativos do número de grumos nas culturas da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com o T. gondii sem tratamento (Cont) e tratados com TNF--α  
nos períodos de 24, 48 e 72 horas. No gráfico A podemos observar que a infecção foi mantida 
por 24h antes do tratamento; o gráfico B se refere ao tempo de 48h de infecção antes do 
tratamento; e no gráfico C podemos observar o período de 72h de infecção antes do tratamento. 
Em todos os períodos de infecção foi observado o aumento significativo no número de 
aglomerados de células após o tratamento (24, 48 e 72 horas). Total de experimentos: 3. P<0,05. 
As indicações apontam os valores comparados com diferença estatística. 
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A figura 44 apresenta os gráficos relacionados à contagem de células 

infectadas e comparadas com as culturas tratadas com IFN-γ e TNF- de forma 

combinada. É possível identificar que o número de células foi mantido nas 

culturas tratadas (por 24, 48 e 72 horas) com os fatores combinados durante 24 

e 48 horas de infecção (figuras 44A e 44B). O gráfico referente às 72 horas de 

infecção indica um sensível aumento na contagem dos números de células em 

todos os tempos de tratamento com os fatores combinados (figura 44C). 

Os gráficos comparativos referentes à formação de grumos de células 

infectadas com e sem tratamento combinado são demonstrados na figura 45. 

Como identificado, em todos os tempos de infecção (24, 48 e 72 horas) as 

células tratadas com os fatores formaram mais grumos do que as células 

controle, somente infectadas. Neste cenário, é importante dar destaque para os 

experimentos referentes às 72 horas de infecção, uma vez que sem o tratamento 

não havia a formação de grumos por conta da alta quantidade de células 

comprometidas, quadro revertido como demonstrado na figura 45C. 

Em comparação com os demais tratamentos, os fatores conjugados 

apresentaram a melhor resposta celular, sendo expressiva essa diferença, 

principalmente quando analisada a formação de grumos, independente do tempo 

de tratamento (24, 48 ou 72 horas) quando comparados com as células 

infectadas sem tratamento. Diante deste cenário, seria possível atribuir esta 

resposta à ação aguda e combinada destes fatores, mimetizando o quadro 

inflamatório que ocorre em microambientes infectados e lesionados.  

E mesmo com a diminuição no número de grumos ao passo que os 

tempos de incubação avançavam (porém ainda maiores que nas células 

infectadas), a partir de 48 horas de tratamento, deve ser destacado que os 

grumos formados nas placas apresentaram um volume de concentração celular 

maior. 
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Tratamento IFN-γ e TNF-α  

 

Figura 44: Gráficos comparativos do número de células nas culturas da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com o T. gondii sem tratamento (Cont) e tratados com os fatores 
pró-imuno inflamatórios IFN- +TNF- nos períodos de 24, 48 e 72 horas. No gráfico A podemos 
observar que a infecção foi mantida por 24h antes do tratamento; o gráfico B se refere ao tempo 
de 48h de infecção antes do tratamento; e no gráfico C podemos observar o período de 72h de 
infecção antes do tratamento. No gráfico C é possível observar o aumento significativo no número 
de células após o tratamento (24, 48 e 72 horas). Total de experimentos: 3. P<0,05. As indicações 
apontam os valores comparados com diferença estatística. 
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Tratamento IFN-γ e TNF-α 

 

Figura 45: Gráficos comparativos do número de grumos nas culturas da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com o T. gondii sem tratamento (Cont) e tratados com IFN- 
+TNF- nos períodos de 24, 48 e 72 horas. No gráfico A podemos observar que a infecção foi 
mantida por 24h antes do tratamento; o gráfico B se refere ao tempo de 48h de infecção antes 
do tratamento; e no gráfico C podemos observar o período de 72h de infecção antes do 
tratamento. Em todos os períodos de infecção foi observado o aumento significativo no número 
de aglomerados de células após o tratamento (24, 48 e 72 horas). Total de experimentos: 3. 
P<0,05. As indicações apontam os valores comparados com diferença estatística. 

 

 

5.3. WESTERN BLOTTING 

Os experimentos imunoeletrotransferência (Western Blot) foram 

realizados para que houvesse a análise da expressão dos níveis proteicos da 

conexina 43 nas células da linhagem macrofágica J774-G8 controle e infectada 

(1:10 célula/parasitas) nos horários de 24, 48 e 72 horas, bem como nos 
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materiais obtidos a partir de culturas infectadas e incubadas com IFN-γ e TNF -

α de forma combinada. 

Os experimentos a seguir foram realizados apenas com os fatores 

combinados, pois na avaliação comportamental das culturas infectadas e 

tratadas, os resultados foram expressivos quando estes fatores eram 

combinados, bem como nos resultados prévios associados ao experimento 

funcional de microinjeção de corante nas células com o mesmo tratamento 

(Anexos 1, 2, 3 e 4). 

A partir dos resultados, observamos que a proteína Cx43 foi expressa 

nas células controle, nas células infectadas e nas células tratadas em todos os 

tempos de incubação analisados no experimento (24, 48 e 72 horas), como 

destacado na figura 46.  

Na figura 49 também é possível observar que a proteína Cx43 é 

expressa nas células infectadas por 24, 48 e 72 horas, e nas células que 

receberam o tratamento com os fatores associados, em todos os tempos de 

incubação analisados no experimento (24, 48 e 72 horas). 

Os dados dos gráficos densitométricos presentes nas figuras 47, 48 e 50 

confirmaram os achados visíveis representados na membrana marcada com o 

anticorpo anti-Cx43. Analisando a membrana e as imagens de densitometria, as 

bandas referentes ao controle (sem infecção e sem tratamento) não 

apresentaram alterações, independente do horário, bem como as células 

infectadas com o parasita, devido ao grande desvio padrão dos dados avaliados 

(Figura 48). 

Entretanto, ao analisar a expressão da proteína Cx43 nas células J774-

G8 tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios, foi possível identificar um 

aumento significativo na expressão da Cx43 nas células após 72 horas de 

tratamento com os fatores combinados, em comparação com a célula J774-G8 

não tratada no tempo de 72 horas (Figura 47B), e em comparação com a célula 

tratada por 24 horas com fatores combinados (Figura 47A). 

Este aumento na expressão induzida pelos fatores pode estar ligado aos 

dados de Eugenin et al. (2003) que observou o aumento do acoplamento celular 

induzido pelo aumento da Cx43 após o tratamento com IFN-γ e TNF-α, refletindo 

o aumento na comunicação heterocelular em monócitos/macrofágos. 
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Figura 46: Imagem representativa do experimento de imunoeletrotransferência. A figura A 
apresenta a membrana em 2 dimensões, e a figura B apresentada a imagem em 3 dimensões. 
Foram utilizadas de culturas de Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 controle (não-infectada), 
culturas de Linhagem Celular Macrofágicas J774-G8 infectada com T. gondii (24, 48 e 72 horas), 
e culturas de Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 tratadas com os fatores pró-imuno 
inflamatórios associados (IFN-γ e TNF-α) (24, 48 e 72 horas). A proteína Cx43 foi detectada nas 
células J774-G8 controle, infectadas e tratadas. É observado o aumento na expressão de Cx43 
em relação ao controle nas (1) células infectadas no período de 48 horas; (2) células tratadas no 
período de 48 horas; e (3) nas células tratadas no período de 72 horas.  

 
 

 
Figura 47: Gráficos densitométricos representativos das bandas observadas na imagem de 
Western blot. No gráfico A podemos observar que as colunas relacionadas ao controle não 
apresentaram alteração significativa entre os horários, entretanto, as colunas referentes a J774-
G8 tratada com os fatores pró-imuno inflamatórios associados (IFN-γ e TNF-α) (24, 48 e 72 
horas) apresentaram o aumento na expressão de após o tratamento com aumento significativo 
em 72 horas em comparação com a célula controle 72 horas. No gráfico B podemos observar 
que as colunas referentes a Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 tratada com os fatores pró-
imuno inflamatórios associados (IFN-γ e TNF-α) no período de 24, 48 e 72 horas. Sendo 
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significativo a diferença da expressão de proteínas das células tratadas 24 horas em comparação 
com as células tratadas 72 horas. A barra indica o desvio padrão. Total de 3 experimentos. 
P<0,01(**). 

 

Figura 48: Gráfico densitométrico representativos das bandas observadas na imagem de Western blot. 
Podemos observar que as colunas relacionadas ao controle não apresentaram alteração 
significativa entre os horários, entretanto, as colunas referentes a cultura da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii apresentou um aumento não significativo na 
expressão de proteína com o decorrer do tempo de infecção. A barra indica o desvio padrão. 
Total de 3 experimentos. P<0,05 

 

Nos experimentos a proteína Cx43 foi expressa em células J774-G8 

infectadas por 24, 48 e 72 horas e tratadas com os fatores combinados em todos 

os tempos de incubação analisados no experimento (24, 48 e 72 horas) (Figura 

49). É possível observar o aumento da expressão proteica da Cx43 nas células 

infectadas por 24 e 48 horas quando tratadas por períodos de 48 e 72 horas, 

entretanto nas células infectadas 72 horas houve uma sutil queda na expressão 

da Cx43 em 48 e 72 horas de tratamento com os fatores. 

Os resultados presentes nas figuras 49A e 49B podem estar associados 

a resposta celular do macrófago ao estímulo pró-imuno inflamatório, que gera o 

aumento da capacidade migratória destas células, pois como apresentado por 

Shen et al. (2018), o aumento na expressão de Cx43 consequentemente 

aumenta a capacidade migratória de macrófagos. 

Os dados densitométricos (figura 50) confirmaram os achados visíveis 

representados na membrana da figura 49 (em 2D e 3D) marcada com o anticorpo 

anti-Cx43. Analisando as imagens de densitometria é observado que as células 
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infectadas por 24 horas apresentaram um aumento significativo na expressão da 

proteína Cx43 quando tratadas com os fatores por 48 e 72 horas, diferentemente 

do que ocorre após 24 horas de tratamento, em que é possível notar a diminuição 

da expressão proteica quando comparada a célula infectada por 24 horas e não 

tratada (figura 50A). 

Quando analisadas as culturas infectadas por 48 horas, observamos uma 

sensível diminuição da expressão da proteína Cx43 após o tratamento com os 

fatores por 24 horas. Em 48 e 72 horas de tratamento com os fatores combinados 

foram identificadas as respectivas elevações na expressão da CX43, chegando 

aos níveis proteicos das células infectadas por 48 horas sem tratamento. Vale 

destacar que houve significância estatística para o aumento da expressão da 

Cx43 em todos os tempos de tratamento (figura 50B). 

E por fim, ao comparar a expressão proteica da Cx43 entre as células 

infectadas por 72 horas e as células incubadas com os fatores combinados, foi 

possível identificar uma acentuada queda nos níveis proteicos em relação às 

células com 24, 48 e 72 horas de tratamento. Sendo necessário destacar que o 

decréscimo na expressão de Cx43 foi significativo em 48 e 72 horas de 

tratamento com IFN-γ e TNF-α. 

 

 

Figura 49: Imagem representativa do experimento de imunoeletrotransferência. A figura A apresenta a 
membrana em 2 dimensões, e a figura B apresentada a imagem em 3 dimensões. Foram 
utilizadas de culturas de Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectadas com T. gondii 24 
horas tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios conjugados (IFN-γ e TNF-α) no período 
de 24, 48 e 72 horas; culturas de Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectadas com T. 
gondii 48 horas tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios conjugados (IFN-γ e TNF-α) no 
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período de 24, 48 e 72 horas; e culturas de Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectadas 
com T. gondii 72 horas tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios conjugados (IFN-γ e 
TNF-α) no período de 24, 48 e 72 horas. A proteína Cx43 foi detectada nas células de Linhagem 
Macrofágica J774-G8 infectadas com T. gondii (24, 48 e 72 horas) tratadas com os fatores 
conjugados (24, 48 e 72 horas). É observado o aumento na expressão de Cx43 nas (1) células 
infectadas 24 horas tratadas no período de 48 e 72 horas; (2) células infectadas 48 horas tratadas 
no período de 48 e 72 horas; e (3) nas células infectadas 72 horas tratadas no período de 24 
horas.  

 

 

 

Figura 50: Gráficos densitométricos representativos das bandas observadas na imagem de 
Western blot. No gráfico A podemos observar a cultura da Linhagem Celular Macrofágica J774-
G8 infectada com T. gondii 24 horas e a cultura da Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 
infectada com T. gondii 24 horas tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios associados 
(IFN-γ e TNF-α) (24, 48 e 72 horas). No gráfico B podemos observar a cultura da Linhagem 
Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii 48 horas e a cultura da Linhagem Celular 
Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii 48 horas tratadas com os fatores pró-imuno 
inflamatórios associados (IFN-γ e TNF-α) (24, 48 e 72 horas); e no gráfico C podemos observar 
a cultura da Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii 72 horas e a cultura 
da Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii 72 horas tratadas com os 
fatores pró-imuno inflamatórios associados (IFN-γ e TNF-α) (24, 48 e 72 horas). A barra indica o 
desvio padrão. Total de 3 experimentos. P<0,05 (*); P<0,01(**), P<0,001(***). 

 

5.4. IMUNOFLUORESCÊNCIA 

A microscopia confocal à laser é uma das técnicas de microscopia de 

fluorescência mais utilizadas para a análise morfológica e o estudo estrutural de 

células e tecidos, possibilitando a visualização da colocalização de padrões de 

expressão de proteínas (BAYGUINOV et al., 2018).  

A microscopia confocal permite a observação de uma única linha do plano 

Z em específico (profundidade), o que garante a análise de marcações em cada 
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uma das fatias óptica de uma amostra. Além desta possibilidade, é possível 

avaliar faixas de comprimentos de onda de forma individualizada, evitando as 

sobreposições dos comprimentos de onda de cada canal de leitura.  

Com isso, nestes experimentos, é possível confirmar o acontecimento da 

colocalização de estruturas celulares após as marcações com os anticorpos ou 

corantes no momento em que é feita sobreposição de imagens automática, 

denominada figura Merged.  

Vale ressaltar que as imagens obtidas neste conjunto de resultados estão 

no plano X e Y de uma única fatia óptica de um plano Z. 

A fim de avaliar a proteína Cx43 no processo de infecção, tratamento e 

infecção seguida de tratamento nas células de linhagem macrofágica J774-G8, 

foram realizados experimentos de imunofluorescência com a marcação 

simultânea dos anticorpos anti-conexina 43 e Faloidina, que se liga aos 

filamentos de F-actina, bem como a incubação com o corante DAPI, que marca 

o núcleo celular.  

Os resultados abaixo visam avaliar o posicionamento da proteína Cx43 e 

a organização estrutural do citoesqueleto de macrófagos de: (1) linhagem J774-

G8 controle (não infectada e não tratada); (2) linhagem J774-G8 infectada com 

T. gondii na proporção de 10 parasitas para uma célula nos horários de 24, 48 e 

72 horas; (3) linhagem J774-G8 tratadas em 24 e 48 horas; e por fim (4) analisar 

as alterações que a linhagem J774-G8 infectadas pode sofrer após o tratamento 

com os fatores pró-imuno inflamatórios IFN-ɣ+TNF-α mantidos no período de 24, 

48 e 72 horas. 

As marcações das lâminas foram observadas na análise de secções nos 

planos X e Y, de um único plano Z, em um microscópio confocal Nikon Eclipse 

Ti (Japão), associado ao sistema confocal A1, com imagens obtidas pelo 

software de controle e análise Acquisition Nis Elements 4.20. 

Na figura 51 é possível observar a célula de linhagem macrofágica J774-

G8 controle (sem infecção ou tratamento). A partir deste resultado podemos 

analisar a linhagem macrofágica J774-G8 em homeostase, estabelecendo os 

parâmetros de comparação para com as variáveis presentes nos experimentos. 

Nestas células controle é possível identificar a marcação pelo anticorpo 

anti-Cx43 (verde) e a marcação dos filamentos de F-actina (vermelho), bem 

como a marcação do núcleo das células pelo DAPI (azul) (figuras 51 B, C e D).  
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A sobreposição das marcações observada na figura 51A nos permite 

afirmar que a Cx43 está colocalizada com os filamentos de F-actina na 

membrana plasmática. Isto, devido a resultante da interação colorimétrica do 

verde e do vermelho relacionada com os dois anticorpos diferentes utilizados, 

que resultam na cor amarela observada em regiões da membrana plasmática 

celular. 

Os resultados presentes na figura 51A indicaram o posicionamento da 

Cx43 em seu local morfofuncional, unindo sua organização estrutural à sua 

atividade de manutenção de comunicação entre os citoplasmas de células 

adjacentes. Além disso, a colocalização da Cx43 com a F-actina sugere que a 

proteína está interagindo com o citoesqueleto, indicando o processo de 

ancoramento do canal juncional na membrana plasmática, sendo esta uma 

organização crucial para a formação de junções comunicantes funcionais. 

Este resultado corrobora com a descrição da síntese e transporte da Cx43 

amplamente apresentada na literatura. Após a síntese no retículo 

endoplasmático, a conexina é transportada para o Complexo de Golgi e 

oligomerizada (SARMA et al., 2001; SEGRETAIN e FALK, 2004; KOVAL et al., 

2014). Após a oligomerização, a conexina forma o conexon no interior de 

vesículas exocíticas, sendo transportado para a membrana plasmática da célula 

através de microtúbulos (MUSIL e GOODENOUGH, 1993; DHEIN, 1998, 

GAIETTA et. al., 2002; SEGRETAIN e FALK, 2004; LAIRD 2006).  

Paralelamente, a imunomarcação da Faloidina demonstrou que os 

filamentos de F-actina estão distribuídos de forma homogênea nas células, o que 

demonstra uma composição organizada do citoesqueleto celular da linhagem 

macrofágica J774-G8. Deste modo, conseguimos observar a organização do 

citoesqueleto e a manutenção do arcabouço da membrana plasmática da célula 

controle, uma vez que a infecção com os parasitas pode alterar a organização 

celular, segundo a literatura. 
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Figura 51: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 controle. Na imagem A é apresentada a sobreposição 
das imagens B, C e D, demostrando pela indicação com cabeça de seta a colocalização entre a 
marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho) em amarelo. A imagem B apresentada a 
marcação para os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular organizado é 
destacado pela indicação com a bola-seta. A imagem C apresenta a marcação específica para 
Cx43. É destacado pela seta vermelha a localização da Cx43 na membrana plasmática. A 
imagem C apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x. 

 
Nas figuras 52 e 53 é possível observar a célula de linhagem macrofágica 

J774-G8 (não infectadas) e tratadas com a combinação dos fatores IFN-ɣ+TNF-

α, nos períodos de 24 e 48 horas respectivamente.  

Este experimento teve como objetivo observar possíveis alterações que 

pudessem ocorrer na distribuição da Cx43 e na organização do citoesqueleto na 

linhagem J774-G8 tratada, sem infecção. Com isto, pudemos estabelecer uma 
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linha de comparação relacionada com a resposta da ativação celular antes da 

interação com o T. gondii, e nos tratamentos pós-infecção que seriam realizados. 

A figura 52 apresenta a célula tratada por 24 horas com os fatores pró-

imuno inflamatórios combinados. Podemos observar a marcação pelo anticorpo 

anti-Cx43 em verde e a marcação dos filamentos de F-actina em vermelho, bem 

como a marcação do núcleo celular pelo DAPI em azul (figuras 52B, 52C e 52D). 

Após a sobreposição das marcações (figura 52A) foi observada a redução da 

marcação para a proteína Cx43 na membrana plasmática, sendo esta 

concentrada no citoplasma da célula.  

Ao compararmos a marcação das células J774-G8 controle com as 

células J774-G8 tratadas, observamos uma sensível redução da marcação de 

Cx43 na membrana celular após o tratamento de 24 horas com os fatores. Como 

descrito na literatura, na presença dos fatores pró-imuno inflamatórios os 

macrófagos alteram o seu comportamento fisiológico para o seu estado de 

ativação, o que permite o remodelamento da célula que deverá atuar na resposta 

imunológica relacionada ao dano tecidual e infeccioso.  

A figura 53 apresenta a célula tratada por 48 horas com os fatores pró-

imuno inflamatórios combinados. Podemos observar a marcação pelo anticorpo 

anti-Cx43 (verde) localizada em maior quantidade no meio intracelular, a 

marcação dos filamentos de F-actina que compõem o citoesqueleto celular em 

vermelho, e a marcação do núcleo celular pelo DAPI em azul (figura 53B, 53C e 

53D). Após a sobreposição das marcações (figura 53A) foi observada não só a 

redução da expressão da Cx43 na membrana plasmática (como maior marcação 

no citoplasma), como também a diminuição dos pontos de colocalização com o 

citoesqueleto. 

É importante destacar que os macrófagos exibem grande plasticidade, 

desempenhando uma capacidade ímpar de alterar sua fisiologia em resposta a 

estímulos, e assim, alterar seu comportamento funcional. Portanto, o ambiente 

inflamatório tem a capacidade de modular o estado de ativação de macrófagos 

em processos infecto-inflamatórios (TA; CHAWLA e POLLARD, 2013). 

O IFN-ɣ é uma citocina pró-inflamatória que ativa células macrofágicas, 

que a partir deste evento passam a apresentar um fenótipo pró-inflamatório 

secretando uma variedade de mediadores inflamatórios, incluindo TNF-α, IL1 e 

Óxido Nítrico (NO). Estes mediadores ativam mecanismos de defesa 
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antimicrobianos, incluindo processos oxidativos que contribuem para a morte de 

organismos invasores (MURRAY e WYNN, 2011). 

 

 

Figura 52: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 tratada com os fatores pró-imuno inflamatórios 
combinados por 24 horas. Na imagem A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, 
demostrando pela indicação com cabeça de seta a colocalização entre a marcação para a Cx43 
(verde) e a F-actina (vermelho) em amarelo. A imagem B apresentada a marcação para os 
filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular organizado é destacado pela 
indicação com a bola-seta. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É 
destacado pela seta vermelha a localização da Cx43 no citoplasma celular. A imagem C 
apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x. 
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Figura 53: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 tratada com os fatores pró-imuno inflamatórios 
combinados por 48 horas. Na imagem A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, 
demostrando a redução da colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina 
(vermelho). A imagem B apresentada a marcação para os filamentos de F-actina pela Faloidina. 
O citoesqueleto celular organizado é destacado pela indicação com a bola-seta. A imagem C 
apresenta a marcação específica para Cx43. É destacado pela seta vermelha a localização da 
Cx43 no citoplasma celular. A imagem C apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI 
(azul). Objetiva de 40x.  
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As figuras 54, 55 e 56 representam os experimentos com as células de 

linhagem macrofágica J774-G8 infectadas com o T. gondii nos períodos de 24, 

48 e 72 horas, respectivamente. A análise da linhagem celular infectada nos 

permitiu analisar possíveis modulações da Cx43 e do citoesqueleto celular na 

presença do parasita, de forma temporal e aguda, para comparação futura com 

experimentos utilizando os fatores pró-imuno inflamatórios associados. 

A figura 54 mostra as marcações para a proteína Cx43 e para F-actina 

nas células J774-G8 infectadas com o T. gondii no período de 24 horas. A figura 

54B indica uma sutil desorganização do citoesqueleto celular na presença do 

parasita, como é possível identificar pela marcação irregular para Faloidina 

(vermelho). Esta desorganização altera o transporte da Cx43 para membrana 

plasmática (figura 54C), como pode ser observado na marcação para Cx43 

(verde), localizada em poucas áreas da membrana e concentrada no citoplasma 

de células infectadas. Na figura 54D observamos os núcleos marcados com o 

corante nuclear DAPI. 

Na sobreposição de imagens (figura 54A) podemos observar pontos de 

colocalização da Cx43 com os filamentos de F-actina na membrana plasmática 

em células não infectadas, porém de forma reduzida.  

Os experimentos utilizando a linhagem macrofágica J774-G8 infectada 

com o T. gondii no período de 48 horas estão destacados na figura 55. A 

marcação para Faloidina (vermelho), presente na figura 55B, indica uma ainda 

maior desorganização do citoesqueleto em células parasitadas, quando 

comparadas com as células infectadas por 24 horas. Esta desorganização, como 

descrito anteriormente, altera o transporte da Cx43 gerando uma redução 

considerável na inserção das junções comunicantes formadas por esta conexina 

(verde) na membrana plasmática das células infectadas (figura 55C). Esta 

alteração acaba por aumentar à concentração da Cx43 no citoplasma, dada à 

deficiência em seu ancoramento, uma vez que o citoesqueleto é essencial para 

o transporte de proteínas para a membrana plasmática. 

Ainda, no mesmo campo analisado deste experimento, foi possível 

localizar células não infectadas e com a organização do citoesqueleto 

preservada, como demonstrado pela marcação em vermelho para F-actina 

(figura 55B). Nestas células, inclusive, foi possível identificar a manutenção da 
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marcação para Cx43 na membrana plasmática, apesar de ser clara a presença 

da marcação para esta proteína no citoplasma (figura 55C).  

Diante destes resultados, a sobreposição de imagens destacada na figura 

55A indicou vários pontos de colocalização da CX43 com os filamentos de F-

actina na membrana plasmática das células não infectadas. Cabe ressaltar que 

estas células não apresentavam o seu citoesqueleto desorganizado, devido à 

ação parasitária identificada neste mesmo experimento, mostrando uma possível 

via de resposta ao microambiente da infecção. Na figura 55D são demonstrados 

os núcleos das células J774-G8, bem como os núcleos dos parasitas, ambos 

marcados o corante nuclear DAPI. 

Estes resultados corroboram com o indicado por Rodjakovic, Salm e Beldi 

(2021), que indicaram em seu trabalho uma possível ligação da Cx43 com 

diversas vias de resposta macrofágica. Destaca-se, neste contexto, a interação 

dos macrófagos com células vizinhas, associada a: (1) resposta ao 

microambiente e o estímulo para migração de células do sistema imunológico 

para locais de inflamação; (2) apresentação de antígenos; e (3) a resposta ao 

caráter imunomodulatório do sistema. E, além disso, a modulação natural da 

Cx43 em processos patológicos como ocorre na AIDS, na sepse e nas 

parasitemias. 

A figura 56 apresenta os experimentos de imunofluorescência realizados 

na linhagem macrofágica J774-G8 infectada com o T. gondii no período de 72 

horas. Como observado nas células infectadas por 48 horas, há uma sensível 

diminuição da marcação para Cx43 na membrana plasmática das células 

infectadas (figura 56C), e que, por conseguinte também apresentam a 

desorganização do citoesqueleto (figura 56B). Porém, neste experimento de 72 

horas de infecção a marcação para Cx43 na membrana plasmática das células 

não infectadas do microambiente está diminuída quando comparada com as 

culturas de células que se submeteram à infecção por 48 horas, mesmo com a 

manutenção da estrutura de citoesqueleto. 

Na figura 56A, em que ocorre a sobreposição de imagens, não é 

observada a colocalização da CX43 com os filamentos de F-actina, uma vez que 

há uma severa desorganização do citoesqueleto em grande parte das células. 

Na figura 56 D observamos os núcleos marcados com o corante nuclear DAPI. 
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Estes resultados poderiam ser explicados por ATTIAS et al. (2020) e 

FUKUMOTO et al. (2021), que indicaram que o protozoário secreta proteínas da 

porção basal da roptria e implementando alterações no citoplasma da célula 

hospedeira. Dentre essas modificações, destaca-se a inibição da fusão dos 

lisossomos da célula hospedeira com a membrana do vacúolo parasitóforo (VP) 

e a redistribuição de outras organelas, incluindo as Mitocôndrias, o Retículo 

Endoplasmático (RE) e Complexo de Golgi (CG) para regiões próximas ao 

vacúolo. 

Assim, ao compararmos a marcação das células controle (não infectadas 

e não tratadas) (figura 51), com as células infectadas (figuras 54, 55 e 56), 

observamos uma redução gradual da marcação de Cx43 na membrana 

plasmática, com pontos de localização desta proteína no citoplasma da célula. 

Esta alteração no posicionamento da Cx43, fora de seu local de atividade 

morfofuncional, acompanha a desorganização do citoesqueleto das células 

infectadas pelo protozoário. Por outro lado, a presença da Cx43 no citoplasma 

celular pode estar vinculada a tentativa de resposta celular ao ambiente 

infectado, porém a proteína não é posicionada na membrana plasmática da 

célula, devido o redirecionamento do CG para o VP e não apenas por conta da 

desorganização do citoesqueleto. 
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Figura 54: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 24 horas. Na 
imagem A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando a redução da 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho). A seta branca indica 
a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a marcação para os filamentos 
de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular é desorganizado pela presença do 
protozoário, destacado a marcação pela indicação com a bola-seta. A imagem C apresenta a 
marcação específica para Cx43. É destacado pela seta vermelha a localização da Cx43 no 
citoplasma celular. A imagem C apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). 
Objetiva de 40x.  
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Figura 55: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 48 horas. Na 
imagem A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando a colocalização 
entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho) em células não infectadas pelo 
protozoário. A seta branca indica a localização do parasita nas imagens. A imagem B 
apresentada a marcação para os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular 
é desorganizado pela presença do parazoário, destacado a marcação pela indicação com a bola-
seta. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É destacado pela seta vermelha 
a redução da localização da Cx43 no citoplasma celular. A imagem C apresenta a marcação para 
o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x   
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Figura 56: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 72 horas. Na 
imagem A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D demostrando a ausência de 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho). A seta branca indica 
a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a marcação para os filamentos 
de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular está completamente desorganizado pela 
presença do protozoário, destacado pela indicação com a bola-seta. A imagem C apresenta a 
marcação específica para Cx43. É destacado pela seta vermelha a redução da localização da 
Cx43 no citoplasma celular. A imagem C apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI 
(azul). Objetiva de 40x 
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As figuras 57, 58 e 59 representam os experimentos de 

imunofluorescência com as células de linhagem macrofágica J774-G8 infectadas 

com o T. gondii no período de 24 horas, passando pelo tratamento com os 

fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) nos períodos de 24, 

48 e 72 horas, respectivamente.  

Na figura 57 é possível observar experimentos de imunofluorescência nas 

células da linhagem macrofágica J774-G8 infectadas com o T. gondii nos período 

de 24 horas, e tratamento com os fatores IFN-ɣ+TNF-α no período de 24 horas. 

A figura 57B representa a marcação para a proteína F-actina (Faloidina - 

vermelho), indicando a desorganização do citoesqueleto nas células infectadas 

pelo parasita. Esta desorganização, como já observado em experimentos 

anteriores, altera o transporte da Cx43 para membrana plasmática (figura 57C) 

(verde), mantendo a proteína concentrada no citoplasma de células infectadas.  

Entretanto, o tratamento com os fatores combinados parece diminuir o 

grau de desorganização do citoesqueleto provocado pela infecção parasitária, o 

que se reflete em pontos de manutenção da marcação para Cx43 na membrana 

plasmática, bem como pontos de marcação para a mesma proteína no 

citoplasma celular. Na figura 57 D observamos os núcleos marcados com o 

corante nuclear DAPI. 

Avaliando a figura 57A, podemos observar a sobreposição das 

micrografias, indicando pontos de colocalização entre a Cx43 e os filamentos de 

F-actina na membrana plasmática de células J774-G8 não infectadas (amarelo). 

Os experimentos utilizando a linhagem macrofágica J774-G8 infectada 

com o T. gondii no período de 24 horas, tratada com IFN-ɣ+TNF-α no período de 

48 horas, estão destacados na figura 58. A figura 58B representa a marcação 

para a proteína F-actina (Faloidina - vermelho), em que é possível observar uma 

considerável desorganização do citoesqueleto das células infectadas pelo 

parasita. Como já apresentando anteriormente, esta alteração de 

comportamento do citoesqueleto altera a inserção da Cx43 na membrana 

plasmática das células infectadas, como observado nas células da figura 58C, 

em que a proteína encontra-se dispersa no citoplasma e presente em alguns 

pontos da membrana. Porém, vale destacar que o tratamento combinado 

estimulou o aumento na produção de Cx43, mesmo não identificando a proteína 
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inserida na membrana. Na figura 58D observamos os núcleos marcados com o 

corante nuclear DAPI.  

Analisando a figura 58A, podemos observar a sobreposição das imagens 

com pontos de colocalização da Cx43 com os filamentos de F-actina em locais 

pontuais da membrana nas células não infectadas (amarelo). O dano causado 

pela parasitemia na estrutura do citoesqueleto das células infectadas foi elevado, 

porém ocorreu o aumento da marcação para Cx43, ligado ao aumento da 

expressão destas proteínas nas células. 

Por fim, a figura 59 mostra as imunomarcações nas células da linhagem 

macrofágica J774-G8, infectadas por 24 horas e tratadas com IFN-ɣ+TNF-α no 

período de 72 horas. A figura 59B representa a marcação para a proteína F-

actina (Faloidina - vermelho), em que podemos identificar a completa 

desorganização do citoesqueleto nas células infectadas pelo parasita.  

Porém, como observado nos experimentos com 24 e 48 horas de 

tratamento, foi identificada a marcação da Cx43 (verde) no citoplasma celular 

(figura 59C). Porém, mesmo sem a reversão do dano provocado pela 

parasitemia nas células após o tratamento das células com os fatores por 72 

horas, conseguimos identificar a manutenção da marcação para a Cx43 no 

citoplasma das células J774-G8. Analisando sobreposição das imagens na figura 

59A, não foi possível evidenciar a colocalização das proteínas Cx43 e F-actina, 

uma vez que houve um grave dano à estrutura de citoesqueleto.  
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Figura 57: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 24 horas tratada 
com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) por 24 horas. Na imagem 
A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando com a ponta de seta a 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho) em amarelo. A seta 
branca indica a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a marcação para 
os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular é desorganizado pela presença 
do protozoário, destacado a marcação pela indicação com a bola-seta. A imagem C apresenta a 
marcação específica para Cx43. É destacado pela seta vermelha a localização da Cx43 em 
pontos da membrana plasmática e do citoplasma celular. A imagem C apresenta a marcação 
para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x. 
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Figura 58: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 24 horas tratada 
com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) por 48 horas. Na imagem 
A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando com a ponta de seta as 
pontuais colocalizações entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho) em 
amarelo. A seta branca indica a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada 
a marcação para os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular apresenta uma 
considerável desorganização pela presença do protozoário, destacado a marcação pela 
indicação com a bola-seta. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É 
destacado pela seta vermelha a localização da Cx43 em pontos da membrana plasmática e do 
citoplasma celular. A imagem C apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). 
Objetiva de 40x. 
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Figura 59: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 24 horas tratada 
com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) por 72 horas. Na imagem 
A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando a ausência de 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho). A seta branca indica 
a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a marcação para os filamentos 
de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular apresenta uma completa desorganização pela 
presença do protozoário. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É destacado 
pela seta vermelha a localização da Cx43 no citoplasma celular. A imagem C apresenta a 
marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x.   
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As figuras 60, 61 e 62 representam os experimentos de 

imunofluorescência com as células de linhagem macrofágica J774-G8 infectadas 

com o T. gondii no período de 48 horas, passando pelo tratamento com os 

fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) nos períodos de 24, 

48 e 72 horas, respectivamente. 

A figura 60 representa os resultados de imunofluorescência em células da 

linhagem macrofágica J774-G8 infectadas com o T. gondii no período de 48 

horas, tratadas com os fatores IFN-ɣ+TNF-α combinados, no período de 24 

horas. A figura 60B representa a marcação da Faloidina (vermelho), em que é 

possível observar a desorganização do citoesqueleto nas células infectadas pelo 

parasita. Com a desorganização do citoesqueleto, houve a alteração do 

transporte da Cx43 para membrana plasmática (figura 60C), que se manteve no 

citoplasma das células infectadas. Na figura 60D observamos os núcleos 

marcados com o corante nuclear DAPI. Analisando sobreposição das imagens 

na figura 60A, não foi possível evidenciar a colocalização das proteínas Cx43 e 

F-actina, uma vez que houve um grave dano à estrutura de citoesqueleto. 

As figuras 61 e 62 mostram os experimentos de imunofluorescência em 

células da linhagem macrofágica J774-G8 infectadas com o T. gondii por 48 

horas, sendo estas tratadas com os fatores combinados IFN-ɣ+TNF-α nos 

períodos de 48 e 72 horas, respectivamente.  

Nas figuras 61B e 62B é possível observar a marcação da Faloidina 

(vermelho), mostrando a completa ausência de marcação para F-actina no 

citoesqueleto das células infectadas. Dada à ausência de estruturas de 

citoesqueleto formadas por F-actina, não houve o direcionamento da proteína 

Cx43 (em verde) para a membrana plasmática das células, ficando esta retida 

pontualmente no citoplasma (figuras 61C e 62C). Nas figuras 61D e 62D 

observamos os núcleos marcados com o corante nuclear DAPI.  

Dada a ausência de marcação do citoesqueleto a partir da identificação 

da proteína F-actina nas figuras 61B e 62B, causada pelo dano provocado pela 

parasitemia gerada pelo T. gondii, não ocorreu a formação de pontos de 

colocalização entre a Cx43 e a F-actina. 

Por fim, na figura 63 é possível observar os experimentos de 

imunofluorescência realizados com células J774-G8 infectadas com T.gondii por 

72 horas, e tratadas com os fatores IFN-ɣ+TNF-α por 48 horas. A figura 63B 
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representa a marcação da Faloidina (vermelho), é possível observar a ausência 

de marcação de F-actina, o que indica a completa desorganização do 

citoesqueleto nas células infectadas pelo parasita. Porém, apesar desta 

desorganização, existe a marcação da proteína Cx43 (verde) no citoplasma 

celular (figura 63C).  

Consequentemente na figura 63A não foi possível identificar locais em 

que tenha ocorrido colocalizações, haja vista que não houve marcação para a 

proteína F-actina. Na figura 63D são demonstrados os núcleos marcados com o 

corante nuclear DAPI.  

Porém, mesmo tendo identificado que o tratamento com os fatores 

combinados não reverteu o dano ao citoesqueleto das células macrofágicas, foi 

possível inferir que a produção da proteína Cx43 se manteve podendo este 

resultado estar intimamente associado aos mecanismos de regulação 

promovidos pelos fatores pró-imuno inflamatórios IFN-ɣ+TNF-α. 
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Figura 60: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 48 horas tratada 
com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) por 24 horas. Na imagem 
A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando a ausência de 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho). A seta branca indica 
a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a ausência de marcação para 
os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular é completamente desorganizado 
pela presença do protozoário. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É 
destacado pela seta vermelha a localização da Cx43 no citoplasma celular. A imagem C 
apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x. 
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Figura 61: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 48 horas tratada 
com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) por 48 horas. Na imagem 
A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando a ausência de 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho). A seta branca indica 
a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a ausência de marcação para 
os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular é completamente desorganizado 
pela presença do protozoário. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É 
destacado pela seta vermelha a localização pontual da Cx43 no citoplasma celular. A imagem C 
apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x. 
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Figura 62: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 48 horas tratada 
com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) por 72 horas. Na imagem 
A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando a ausência de 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho). A seta branca indica 
a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a ausência de marcação para 
os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular é completamente desorganizado 
pela presença do protozoário. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É 
destacado pela seta vermelha a localização pontual da Cx43 no citoplasma celular. A imagem C 
apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x. 

 

.  
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Figura 63: Imagem de imunofluorescência demonstrada em Microscopia Confocal da cultura de 
Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii no período de 72 horas tratada 
com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) por 48 horas. Na imagem 
A é apresentada a sobreposição das imagens B, C e D, demostrando a ausência de 
colocalização entre a marcação para a Cx43 (verde) e a F-actina (vermelho). A seta branca indica 
a localização do parasita nas imagens. A imagem B apresentada a ausência de marcação para 
os filamentos de F-actina pela Faloidina. O citoesqueleto celular é completamente desorganizado 
pela presença do protozoário. A imagem C apresenta a marcação específica para Cx43. É 
destacado pela seta vermelha a localização da Cx43 no citoplasma celular. A imagem C 
apresenta a marcação para o núcleo celular pelo DAPI (azul). Objetiva de 40x. 
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6. DISCUSSÃO 
 

6.1. CRESCIMENTO CELULAR E ASPECTOS MORFOLÓGICOS: DA 

INFECÇÃO AO TRATAMENTO 

As infecções parasitárias são um problema de saúde pública de 

abrangência global (TALABANI et al., 2010). Dentre estas infecções, podemos 

destacar a Toxoplasmose, que faz parte do grupo de infecções parasitárias mais 

comuns ao homem e a outros animais homeotérmicos, sendo mais de 30 

espécies de aves e 300 de mamíferos que já tiveram a sua infecção comprovada 

(LÜDERA et al., 2001; PORTES et al., 2023).  

Toxoplasma gondii é o protozoário causador da toxoplasmose, de caráter 

intracelular obrigatório capaz de infectar e se replicar em qualquer célula 

nucleada de mamíferos e aves, incluindo o homem (DUBEY; LINDSAY e 

SPEER, 1998; ATTIAS et al., 2020). Sua capacidade de induzir infecções 

duradouras em animais de sangue frio ainda não está clara, tendo como fonte 

mais provável de infecção o consumo de carne contendo cistos teciduais ou pela 

ingestão de alimentos ou água contaminados com oocistos (FERREIRA et al., 

2020).  

Desta forma, o T. gondii é um dos parasitas mais estudados por sua 

importância médica e veterinária (DUBEY, 2008). 

O protozoário intracelular obrigatório T. gondii possui diversas estratégias 

para contornar ou manipular com sucesso o sistema imunológico e estabelecer 

uma infecção crônica (LIMAE e LODOEN, 2019). 

Desta forma, em nosso trabalho, procuramos estudar não só as 

alterações relacionadas com crescimento celular e os aspectos morfológicos 

associados aos macrófagos (Linhagem Celular J774-G8), infectados com o 

Toxoplasma gondii, como também analisar o comportamento das junções 

comunicantes, a partir da modulação da expressão proteica da conexina (Cx43), 

e do citoesqueleto celular em ambientes de infecção com este parasita. Ainda, 

neste contexto, estes aspectos foram analisados a partir de tratamentos com os 

fatores pró-imuno inflamatórios Interferon-γ (IFN-γ) e Fator de Necrose Tumoral-

α (TNF-α) de forma isolada, ou de forma combinada (IFN-γ +TNF-α).  
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Assim, seria possível analisar um possível perfil de modulação da 

comunicação juncional em um microambiente de infecção aguda gerado pelo 

parasita T. gondii após o tratamento com os fatores. 

A partir de nossos resultados iniciais foi possível observar uma severa 

diminuição no crescimento e na sobrevivência celular das células J774-G8 ao 

longo do processo de infecção (24, 48 e 72 horas) (figuras 28 A2, B2 e C2), 

associada à manutenção da sobrevida do parasita no meio intracelular, quando 

comparadas com as células J774-G8 controle (não-infectadas). Esta descrição 

permite a comparação do comportamento celular após o tratamento com os 

fatores pro imune inflamatórios. 

Tais alterações corroboram com os resultados De Carvalho et al. (2021), 

demostrando a diminuição do número de células viáveis no microambiente 

celular devido à manutenção da sobrevivência do parasita in vitro no modelo 

agudo de infecção.  

Complementado estes dados, o trabalho publicado por Attias et al. (2020) 

afirmou que a interação do T. gondii com a célula do hospedeiro visa sua 

internalização, e esse processo pode ocorrer em qualquer célula nucleada, 

principalmente macrófagos, células epiteliais, células musculares e neurônios. 

Estas alterações estão relacionadas com os achados associados à 

indução de alterações em vias bioquímicas e estruturais celulares promovidos 

pelo parasita, para que o mesmo mantenha a sua sobrevida.  

Uma destas ações está associada à inibição da produção de Óxido Nítrico 

em macrófagos peritoneais e em linhagem macrofágica J774-A1, após a 

infecção com T. gondii (SEABRA et al., 2004; PADRÃO et al., 2014), o que 

desativa sua capacidade microbicida de destruição do patógeno. Lüder et al. 

(2017) demonstrou que o T. gondii possui a capacidade de inibir a ativação de 

macrófagos.  
Este processo de evasão do sistema imunológico foi novamente abordado 

por Lima e Lodoen (2019), destacando que o T. gondii manipula a imunidade do 

hospedeiro por meio do controle da transcrição do gene e da desregulação das 

vias de sinalização que resultam na modulação da adesão e migração celular, 

assim como na modulação da liberação de citocinas imunorreguladoras e 

apoptose.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%BCder%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28189488
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Nas micrografias de maior aumento percebemos a formação de grumos 

celulares e o desprendimento das células da garrafa de cultivo, associadas com 

alterações morfológicas causadas pelo aumento da parasitemia e 

consequentemente da interação parasito-célula provocando assim a diminuição 

na quantidade de células viáveis em cultura (figuras 28A2, B2 e C2).  

Estes dados podem ser justificados pela multiplicação assexuada do T. 

gondii por endodiogenia no interior da célula hospedeira, dando origem a 

inúmeras células-filhas (DUBEY et al.,1998; DE SOUSA et al.,2010; ATTIAS et 

al., 2020), o que esclarece o aumento gradual da parasitemia com o decorrer do 

tempo de infecção. 

Portanto, no presente trabalho, aprofundamos os estudos relacionados à 

comunicação juncional utilizando as células de linhagem macrofágica J774-G8 

infectadas com o T. gondii, e que tiveram início em estudos do nosso grupo em 

2015, abordando a resposta celular ao tratamento com fatores pró-imuno 

inflamatórios.  

Vale ressaltar que todo o estudo foi conduzido com células de linhagem, 

haja vista que estas células reproduzem funcionalmente as atividades praticadas 

por macrófagos obtidos in vivo, principalmente no que tange a expressão e 

funcionalidade das conexinas (Cx43), como já descrito por Fortes et.al. (2004). 

A fim de avaliar se o tratamento com os fatores pró-imuno inflamatórios 

IFN-γ, TNF-α e IFN-γ + TNF-α reverteriam os danos morfológicos da cultura 

infectada com o T. gondii, foram realizados experimentos para a obtenção de 

micrografias de contraste de fase que permitiram acompanhar as características 

morfológicas da cultura submetida ao tratamento. 

Porém, antes fazer os tratamentos com as células infectadas, utilizamos os 

fatores em células controle, para que pudéssemos analisar possíveis alterações 

celulares somente com a ativação pelos fatores. Diante disso, de nossos 

resultados demonstraram que as células tratadas com os fatores pró-imuno 

inflamatórios, isolados ou combinados, não apresentaram alterações 

morfológicas e estruturais, mantendo o crescimento celular uniforme quando 

comparadas com a célula controle (não infectada e sem tratamento) (Figura 29). 

O comportamento das células macrofágicas J774-G8 infectadas com o 

Toxoplasma gondii no microambiente de estímulo inflamatório foi analisado nos 

experimentos das figuras 30, 31 e 32. Nesta sequência as células J774-G8 
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estavam infectadas por 24 horas, e foram tratadas por 24, 48 e 72 horas, 

respectivamente. Estes resultados apontaram para uma melhora no 

microambiente celular quando comparadas com a cultura de células infectadas 

não tratadas, ou seja, com a manutenção do crescimento e da viabilidade celular, 

como demonstrado nas micrografias de contraste de fase.  
As células macrofágicas J774-G8 infectadas com o T. gondii por 48 horas 

e tratadas por 24, 48 e 72 horas, respectivamente, foram analisadas nos 

experimentos das figuras 33, 34 e 35. Estas também apresentaram a melhora 

na morfologia celular, porém com o aumento na formação de agrupamentos 

celulares, denominados em nosso trabalho de Grumos Celulares. 

Do mesmo modo, as células macrofágicas J774-G8 infectadas com o T. 

gondii por 72 horas e tratadas por 24, 48 e 72 horas, respectivamente, foram 

analisadas nos experimentos das figuras 36, 37 e 37. Entretanto, por conta do 

tempo de exposição à parasitemia, foi identificado um conjunto de danos 

celulares elevados, que acabaram por não contribuir para uma melhora 

significativa na morfologia celular e no aumento do número de grumos celulares, 

que foi menor quando comparado com o observado nas células tratadas por 48 

horas, mas expressivo quando comparado com a cultura infectada sem 

tratamento.  

Todavia, destaca-se a formação de grumos celulares em todos os 

tratamentos (individuais ou combinados). Este dado pode nos sugerir que a 

organização celular em grumos deva indicar uma maior necessidade de troca de 

informações, entre as células, uma vez que o ambiente está sendo ativado por 

citocinas como o TNF-, importantes para a ativação de macrófagos na resposta 

imunológica inata e consequente para aumento da capacidade celular em 

apresentação de antígenos aos linfócitos T CD4+, responsáveis pela produção 

de IFN- capaz de retroalimentar a ativação macrofágica (Langston et al. 2017; 

ABBAS, 2011; ADANS & HAMILTON, 1984). 

Ao avaliar os tratamentos de forma individual, os dados nos demonstraram 

que de forma combinada (TNF- + IFN-) os fatores pró-imuno inflamatórios são 

capazes de induzir uma reorganização do arranjo das células em cultura. Este 

fato pode ser corroborado com os gráficos presentes nas figuras 44 e 45, que 

indicam uma formação abrupta de grumos celulares em todos os horários de 
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incubação, em relação às células infectadas sem tratamento. Este indicativo se 

alinha com a descrição da ativação macrofágica clássica, originalmente relatada 

como dependente da ação do IFN-γ e do TNF- (GORDON, 2007). 

Além disso, estes dados corroboram com trabalhos que demonstram a 

ação das citocinas na ativação macrofágica, fazendo com que estas células 

alterem sua estrutura e capacidade de sinalização para que possam adquirir a 

capacidade de realizar funções complexas de destruição e apresentação de 

antígenos (ADANS & HAMILTON, 1984; SCHAIBLE et al., 1999, MOSSER e 

EDWARDS, 2008; TA, CHAWLA e POLLARD 2013; SELDERS et al.,2017).  

Após a etapa de análise do crescimento celular e do perfil morfológico, os 

experimentos foram limitados apenas à utilização dos fatores combinados devido 

a melhor resposta celular neste tratamento. Posteriormente foi realizada a 

análise da expressão da proteína conexina 43 (Cx43) por Western blot, a fim de 

avaliar a sua modulação após o tratamento com os fatores combinados em 

células macrofágicas. 

6.2. EXPRESSÃO PROTEICA DA Cx43: INFECÇÃO x TRATAMENTO 

A expressão dos níveis proteicos da conexina43 foi analisada através de 

ensaios de imunoeletrotransferência utilizando células J774-G8 em 4 situações 

distintas. 

No primeiro conjunto de experimentos (figura 46), estudamos as células 

J774-G8 nas condições experimentais de: (1) Controle (não infectadas); (2) 
Infectadas com o Toxoplasma gondii na proporção de 10 parasitas para uma 

célula; e (3) Não infectadas e tratadas com os fatores combinados por 24, 48 e 

72 horas. Após, foi realizado o segundo conjunto de experimentos em que 

utilizamos células J774-G8 Infectadas e tratadas com os fatores combinados e 

nos horários de 24, 48 e 72 horas (figura 49).  

A partir dos resultados apresentados na figura 46A, pudemos identificar 

que a Cx43 foi expressa tanto nas células controle, como também nas células 

infectadas (sem tratamento), em todos os tempos, e tratadas (sem infecção) em 

todos os tempos de incubação analisados no experimento (24, 48 e 72 horas).  

As bandas com material proteico das células infectadas não 

apresentaram alterações significativas na expressão da proteína Cx43, quando 
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comparadas com os resultados relacionados às células controle não infectadas. 

Entretanto, ao analisar as bandas que representam a expressão da Cx43 nas 

células J774-G8 (não infectadas) tratadas com os fatores combinados é 

identificado um significativo aumento na expressão da proteína no horário de 72 

horas de incubação com os fatores combinados (figura 46). Os dados 

densitométricos confirmaram os achados visíveis representados na membrana 

marcada com o anticorpo (figura 47A e 47B). 

Vale destacar que a funcionalidade das junções comunicantes de células 

da linhagem macrofágica J774-A1 tratadas previamente com meio condicionado 

(adquirido de ambiente lesões inflamatórias) foi avaliada por Saez et al. (2000) 

através do experimento de microinjeção de corante, que demonstrou 

acoplamento celular através do experimento. Eugenin et al. (2001) também 

demonstraram que as junções comunicantes formadas por Cx43 estavam 

presentes e funcionais em células da micróglia ativadas com IFN- + TNF-α  e 

IFN-Ү + LPS. 

Este mesmo grupo relatou, em 2003, que existe comunicação funcional 

entre junções comunicantes mediadas por Cx43 em macrófagos humanos 

tratados com TNF-α e IFN-y, e que a expressão de Cx43 foi detectada em 

macrófagos presentes nos locais de inflamação (EUGENIN et al. 2003). 

Estes resultados corroboram com o trabalho publicado por Shen et al. 

(2018) e Rodjakovic, Salm e Beldi (2021), estabelecendo a ligação da Cx43 

presente em macrófagos com diversas vias de resposta imunomoduladas, 

dentre elas destaca-se a comunicação com as células vizinhas do tecido 

lesionado, a liberação de mediadores inflamatórios em resposta ao 

microambiente, o estímulo para migração de células do sistema imunológico 

para locais de inflamação, a apresentação de antígenos, e a modulação da Cx43 

em processos patológicos que envolvam a AIDS, a sepse e as parasitemias. 

Ao realizarmos os experimentos de Western blot na linhagem celular 

J774-G8 infectada com T. gondii por 24 horas, e que foi tratada com os fatores 

combinados nos horários de 24, 48 e 72 horas, observamos um aumento gradual 

da expressão de Cx43 nos horários de tratamento (Figura 49). A avaliação da 

densitometria destaca este aumento com diferença estatística significativa entre 

as variáveis. Entretanto, ao comparar a expressão da proteína Cx43 nas células 

infectadas (não tratadas) por 24 horas, com as células infectadas por 24 horas, 
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e tratadas pelo mesmo período, foi observada uma queda na expressão da 

proteína Cx43 (Figura 50 A). 

Estes achados apoiam a linha de que a ativação macrofágica com os 

fatores combinados (IFN- + TNF-α) promove uma ativação macrofágica intensa 

(ADANS & HAMILTON, 1984). Neste contexto, é importante destacar que as 

junções comunicantes mediadas pela Cx43 são um componente importante para 

a manutenção da atividade de resposta imunológica no processo de inflamação 

e reparação tecidual (DE MAIO et al, 2002; CHANSON, 2005; SHEN et al. (2018) 

e RODJAKOVIC, SALM e BELDI (2021), assim como na hematopoiese 

(MONTECINO-RODRIGUEZ et al, 2000; MADHUMITA et al., 2013), e com isso 

teriam sua expressão proteica aumentada. 

Ao comparar a expressão da proteína Cx43 nas células da linhagem 

macrofágica J774-G8 infectadas com T. gondii por 48 horas, e tratadas com os 

fatores combinados nos horários de 24, 48 e 72 horas, com a expressão desta 

mesma proteína nas células J774-G8 infectadas por 48 horas, porém não 

tratadas (figura 49), foi possível identificar que houve uma diminuição 

significativa na expressão da Cx43 após 24 horas de tratamento com os fatores 

(figura 50B). Entretanto, as células infectadas (48 horas) e tratadas por 48 horas 

apresentaram um aumento significativo da expressão da Cx43, quando 

comparadas com células tratadas por 24 horas. Inclusive, esta elevação na 

expressão proteica da Cx43 se manteve de forma sustentada após as 72 horas 

de tratamento com os fatores, superando os níveis de expressão de antes do 

tratamento (Figura 50B). 

E por fim, avaliamos a expressão da proteína Cx43 nas células 

macrofágicas J774-G8 infectadas com T. gondii por 72 horas, comparando esta 

expressão com as culturas de células tratadas com os fatores combinados (24, 

48 e 72 horas) (figura 49). Nestes experimentos, os resultados apontaram para 

um decréscimo nos níveis de expressão proteica ao longo das horas de 

tratamento, quando comparados com os níveis de expressão de Cx43 

apresentados nas 72 horas de infecção sem tratamento (figura 50C). 

Como apresentado anteriormente, o tratamento com os fatores pró-imuno 

inflamatórios promovem a ativação de células macrofágicas. Entretanto, uma vez 

que a infecção é estabelecida, o protozoário promove diversas alterações na 

microestrutura celular e dentre estas mudanças destaca-se a reorganização das 
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organelas celulares na presença do parasita, aproximando-as do vacúolo 

parasitóforo (ATTIAS et al.,2020). 

Vale ressaltar que após o T. gondii penetrar na célula hospedeira, as 

proteínas da porção basal da roptria são secretadas e promovem alterações no 

citosol celular. Dentre essas modificações, destacam-se a inibição da fusão dos 

lisossomos da célula hospedeira com a membrana do vacúolo parasitóforo e a 

redistribuição de outras organelas, incluindo as Mitocôndrias, o Retículo 

Endoplasmático e Complexo de Golgi, agora direcionadas para a proximidade 

do vacúolo parasitóforo, como mostrado na Figura 64 (ATTIAS et al.,2020; 

FUKUMOTO et al., 2021).  

 

 
Figura 64: Imagem esquemática de um vacúolo parasitóforo (VP) em seção transversal 
mostrando taquizoítas ligados ao corpo residual. Dentro do corpo residual, acidocalcissomas 
(amarelo) são acumulados. Uma rede intravacuolar (magenta) estabiliza a roseta dos parasitas. 
Perfis do retículo endoplasmático (laranja) com ribossomos (preto) aderidos, microtúbulos 
(círculos cinza), filamentos intermediários (verde) e mitocôndrias (vermelho) da célula 
hospedeira, dispostos ao redor da VP (ATTIAS et al.,2020). 
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Com base nestes dados, poderíamos especular que mesmo após a célula 

de linhagem macrofágica J774-G8 infectada com T. gondii ter sido ativada com 

os fatores pró-imuno inflamatórios, não seria possível aumentar os níveis de 

expressão da Cx43. Isto porque, mesmo com o estímulo para o aumento da 

expressão de proteína, dado o ambiente infecto-inflamatório, há o recrutamento 

de estruturas (organelas) pelo parasito para que possam viabilizar a sua 

manutenção (reprodução, ativação de vias metabólicas e de sinalização, 

produção de proteínas, dentre outras atividades). Assim, tais estruturas não 

conseguiriam atuar na síntese da proteína Cx43 por períodos superiores à 72 

horas, como demonstrado mesmo a partir do tratamento com os fatores. 

É importante destacar que a proteína Cx43 é sintetizada pelos ribossomos 

no reticulo endoplasmático rugoso, sendo co-traduzida integralmente e 

fosforilada na membrana deste retículo, sendo após transportada para o 

Complexo de Golgi (SARMA et al., 2001; SEGRETAIN e FALK, 2004; KOVAL et 

al., 2014; LILY et al., 2016). Após a oligomerização, a conexina permanece 

dentro de vesículas exocíticas, onde são transportadas do complexo de Golgi 

(agora na forma de Conexons) para a membrana plasmática da célula, através 

de microtúbulos (MUSIL e GOODENOUGH, 1993; DHEIN, 1998, GAIETTA et 

al., 2002; SEGRETAIN e FALK, 2004; LAIRD 2006).  

Deste modo, os resultados encontrados na verificação da expressão da 

proteína Cx43, em infecções de maior duração, poderiam ser justificados pelo 

processo de infecção do T. gondii, que está intimamente ligado à atividade do 

reticulo endoplasmático rugoso e do Complexo de Golgi, permitindo a 

associação entre suas respectivas membranas e alterando a atividade das 

organelas responsáveis pela síntese da Cx43.  

 

6.3. LOCALIZAÇÃO DA Cx43: ALTERAÇÕES NA INFECÇÃO E NO 

TRATAMENTO 

O T. gondii é o agente causador da toxoplasmose. Este protozoário possui 

a característica de ser intracelular obrigatório, e é capaz de infectar e se replicar 

em qualquer célula nucleada de animais homeotérmicos, incluindo assim os 

homens (ATTIAS et al.,2020). 



146 
 

 
 

Diante deste quadro de infecção, diversos estudos têm sido realizados a 

fim de desvendar as ações do T. gondii na célula hospedeira. Dentre estes 

estudos, é imperativo destacar os que envolvem a comunicação juncional, uma 

vez que as junções comunicantes desempenham um papel crucial na 

homeostase de diversos sistemas orgânicos, principalmente em estudos 

associados às infecções parasitárias (DE CARVALHO et al, 1998).  

Nogueira et al. (2015) demonstrou que a infecção por T. gondii induz 

mudanças no complexo juncional de células epiteliais de pigmento da retina, 

alterando as junções de adesão. Isto, corroborando com os resultados 

apresentados anteriormente por De Carvalho et. al. (1998), de que este parasita 

promove alterações na homeostase celular, gerando alterações no complexo 

juncional de astrócitos. 

Corroborando com este cenário, experimentos anteriores do nosso grupo 

de trabalho (2021) utilizando a linhagem celular macrofágica J774-G8 infectada 

com taquizoítas de Toxoplasma gondii demonstraram as alterações que 

atingiram o comportamento estrutural das junções comunicantes (formadas pela 

Cx43) e dos filamentos de F-actina, responsáveis pela formação do 

citoesqueleto. Este estudo indicou que houve a diminuição da colocalização 

dessas estruturas em células migratórias do sistema imunológico (DE 

CARVALHO et al.,2021). 

A Cx43, neste modelo, estaria retida no citoplasma, pois as proteínas 

responsáveis por sua ancoragem e endereçamento estariam desorganizadas ou 

em quantidades reduzidas na célula, o que dificultaria o encaminhamento e 

inserção da conexina na membrana, como apresentado abaixo na figura 65. 
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Figura 65: Esquema demonstrando as proteínas que possivelmente estão envolvidas com a 
inserção da Cx43 na membrana plasmática (adaptado de Giepmans, 2004). 

Diante destes achados, e a fim de avaliar se o tratamento com os fatores 

pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ+TNF-α) seriam capazes de impedir 

a desorganização do citoesqueleto (F-actina), bem como manter a inserção da 

proteína Cx43 na membrana plasmática, foram realizados experimentos de 

imunoflorescência nas seguintes situações, utilizando as células macrofágicas 

J774-G8: (1) Controle (não infectadas); (2) Não infectadas e tratadas com os 

fatores combinados por 24 e 48 horas; (3) Infectadas e não tratadas com o 

Toxoplasma gondii na proporção de 10 parasitas para uma célula nos horários 

de 24, 48 e 72 horas; e (4) Infectadas e tratadas com os fatores combinados nos 

horários de 24, 48 e 72 horas.  

Os resultados da figura 51 indicaram a presença da Cx43 na membrana 

plasmática, bem como a manutenção da estrutura de citoesqueleto nas células 

J774-G8 sem infecção ou tratamento (figuras 51B e 51C). Estes resultados foram 

confirmados pela figura 51A, que indicou a colocalização da proteína Cx43 com 

os filamentos de F-actina na membrana plasmática, demonstrando a 

homeostase celular em condições celulares basais. Estes dados, inclusive, são 

corroborados com os achados por FORTES et al. (2004), em que a Cx43 foi 
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identificada na membrana plasmática de células J774-G8 e formavam junções 

comunicantes funcionais. 

Do mesmo modo, os resultados de imunofluorescência das células 

macrofágicas J774-G8 não infectadas, porém tratadas com IFN-ɣ+TNF-α no 

período de 24 e 48 horas, respectivamente, evidenciaram a colocalização da 

Cx43 com aos filamentos de F-actina, que se encontravam distribuídos de forma 

homogênea no interior das células ativadas (Figura 52 e 53). 

Estes resultados corroboram com os dados da literatura, que indicam os 

macrófagos como células de grande plasticidade funcional, capazes de alterar 

seus mecanismos de atividade fisiológica em resposta aos estímulos. Portanto, 

seria o microambiente inflamatório o responsável por modular o estado de 

ativação destes macrófagos em processos patológicos diversos (TA; CHAWLA 

e POLLARD, 2013). 

Ao avaliar os resultados de imunofluorescência das células J774-G8 

infectadas com T. gondii por 24 horas, sem o tratamento com os fatores, foi 

demonstrada a colocalização da Cx43 com os filamentos de F-actina (marcado 

com faloidina) apenas em células não infectadas (figura 54A). Entretanto, em 

células infectadas o citoesqueleto marcado pelos filamentos de F-actina 

encontrava-se desorganizado (figura 54B), e a expressão da Cx43 na membrana 

plasmática das células não estava presente (figura 54C), o que indicou a 

ausência de colocalização nestas células. 

A mesma análise foi empregada nas células J774-G8 infectadas por 48 e 

72 horas, e que não foram tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios 

combinados (figuras 55 e 56). Em ambas as situações, só foram identificadas 

colocalizações em células não infectadas pelo T. gondii (figuras 55A e 56A), uma 

vez que nas células infectadas havia a desorganização do citoplasma (figuras 

55B e 56B) e a diminuição da expressão de Cx43 (figuras 55C e 56C). 

Portanto, diante destes achados é valido relembrar que o protozoário 

intracelular influencia o posicionamento das organelas que estão ligadas a 

síntese de Cx43 (ATTIAS et al., 2020; como também altera a organização do 

citoesqueleto celular (DE CARVALHO et al., 2020). Desta forma, o citoesqueleto 

de células não infectadas permite o posicionamento da Cx43 na membrana 

plasmática, como resultado de utilização das organelas devidas em nestas 

células.  
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Buscando entender a ação dos fatores pró-imuno inflamatórios na 

distribuição da proteína Cx43 em macrófagos, foram realizados experimentos de 

imunofluorescência em culturas infectadas e tratadas.  

Ao tratar as culturas de células da linhagem macrofágica J774-G8 

infectadas por 24 horas com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados (24 

e 48 horas de tratamento), observamos que as células não infectadas mantinham 

a marcação para a proteína Cx43 na membrana plasmática (figuras 57C e 58C), 

bem como a organização do citoesqueleto (figuras 57B e 58B), inclusive 

mantendo pontos de colocalização (figuras 57A e 58A). Entretanto, nas células 

infectadas presentes na cultura, e que possuíam um citoesqueleto 

desorganizado, foi possível identificar que os níveis de marcação para a Cx43 

se mantinham, contudo, no citoplasma (figuras 57C e 58C). 

Estes dados, como já demonstrado nas análises da expressão proteica 

por Western blot, poderiam ser explicados pela ativação das células 

macrofágicas pelo IFN-ɣ+TNF-α, que auxiliam as alterações fisiológicas destas 

células para que possam desenvolver respostas à infecção, o que pode tender 

a aumentar o acoplamento celular, dada a formação de junções comunicantes 

funcionais formadas pela proteína Cx43 (EUGENIN et al. 2001; EUGENIN et 

al. 2003).  

O aumento da expressão da proteína Cx43 também estaria relacionado 

aos mecanismos de diferenciação e migração celular, apresentação de 

antígenos, liberação de ATP (utilizado como regulação autócrina e comunicação 

parácrina por células do sistema imune) através das junções comunicantes em 

células ativadas para as células em repouso, liberação de ROS, dentre outros, 

sendo necessários mais estudos para avaliar as alterações estimuladas pelo 

tratamento no microambiente (EUGENIN et al., 2003; ZUMERLE et al., 2019; 

RODJAKOVIC, SALM e BELDI, 2021).  

Porém, foi possível observar que a infecção com os parasitas pode alterar 

a organização celular, como destacado por Seabra et al.(2004) ao relacionar a 

inibição da produção de NO com a infecção por T. gondii, sendo capaz de 

despolimerizar as proteínas de F-actina no processo de infecção, e desorganizar 

o citoesqueleto celular.  

Assim, podemos indicar que o citoesqueleto interage intimamente com a 

Cx43 neste modelo, pelo fato da proteína Cx43 não estar presente na membrana 
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das células infectadas da linhagem J774-G8, e que apresentam a 

desorganização no citoesqueleto, com a ausência da marcação para F-actina 

(Faloidina). Esta hipótese pode ser elucidada na figura 65, que nos demonstra a 

intima relação entre as proteínas de citoesqueleto na manutenção e inserção das 

proteínas do complexo juncional na membrana plasmática (GIEPMANS, 2004). 

Nas figuras 60, 61 e 62, em que há a representação dos experimentos de 

imunofluorescência com as células de linhagem macrofágica J774-G8 infectadas 

com o T. gondii no período de 48 horas, passando pelo tratamento com os 

fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-ɣ + TNF-α) nos períodos de 24, 

48 e 72 horas, respectivamente, bem como na figura 63 (72 horas de infecção e 

48 horas de tratamento), foram encontrados resultados semelhantes aos 

apresentados nas figuras 57, 58 e 59. Porém, sem a presença dos pontos de 

colocalização por conta da perda de marcação das proteínas do citoesqueleto. 

Além das organelas já descritas envolvidas com o recrutamento de 

conexinas, é possível indicar neste contexto as mitocôndrias. Segundo 

BOENGLER et. al. (2022), a Cx43 atua nas mitocôndrias auxiliando-as no 

processo de respiração celular, na manutenção da permeabilidade à moléculas 

e na regulação do fluxo de íons junto ao citoplasma da célula. 

Contudo, Guimarães, Carvalho e Barbosa (2009) publicaram um artigo 

que abordava o recrutamento de mitocôndrias de células musculares pelo T. 

gondii, em que o parasita reorganizava as mitocôndrias do hospedeiro ao redor 

do vacúolo parasitóforo (VP). 

Imagens de microscopia eletrônica de transmissão (MET), adquiridas 

anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa indicaram a interação da 

mitocôndria com o VP (Figura 66). Nesta micrografia é possível observar a 

imagem um cisto recém-formado com os taquizoítas se diferenciando em 

bradizoítas, e as mitocôndrias celulares (MT) ligadas a sua membrana. Na figura 

66A é possível identificar a aproximação das mitocôndrias ao vacúolo 

parasitóforo (VP) e a seta indica a área ampliada na figura B, onde é possível 

identificar uma mitocôndria próxima ao cisto, inferindo uma possível associação 

entre as membranas. 
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Figura 66: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão da célula muscular epitelial 
infectada com taquizoíta de Toxoplasma gondii com o crescimento de 20 horas, demonstrando 
a associação do VP, contendo bradizoíta (B). Em A, a barra indica uma área de 500 nanômetros, 
e em B a barra indica uma área de 200 nanômetros. Imagens obtidas em 2013 pelo grupo de 
pesquisas chefiado pelo Dr. Sergio H. Seabra. 

 
As mitocôndrias são organelas responsáveis pela produção de energia 

nas células, sendo as mesmas revestidas por um sistema de membrana dupla, 

que consiste em uma membrana interna e uma membrana externa, com um 

pequeno espaço intermembranar entre elas. Além de seus papéis na produção 

de energia, oxidação de ácidos graxos e divisão e diferenciação celular, estudos 

recentes revelaram que as mitocôndrias também podem regular a morte celular 

por apoptose e a sinalização imunológica (TIKU, TAN e DIKIC, 2020).  

Esta organela também está envolvida na resposta imune do hospedeiro, 

incluindo a modulação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a ativação de 

macrófagos (DE SOUZA BREDA, et al., 2019; ZHANG et al., 2022). E, além 

disso, alguns estudos indicam a presença da Cx43 em sua membrana externa, 

que teria a função de preservar a produção de ATP sob a situação de estresse 

metabólico (SHIMURA e SHAW, 2022). 

Sabe-se que a Cx43 também atua como canal para o deslocamento de 

íons de cálcio no processo de resposta imunológica (TITTARELLI et al., 2020). 

Nas mitocôndrias, o íon cálcio atua como um regulador importante na via 

metabólica, determinando a velocidade de síntese de ATP. A captação de cálcio 

para a matriz mitocondrial ocorre através de um canal uniporter que é 

impulsionado pelo potencial da membrana mitocondrial interna, que atrai 
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espécies positivamente carregadas (AUGUSTO et al., 2020; BOENGLER et al., 

2022). 

Contudo, os íons de Ca++ também possuem um papel importante para a 

manutenção do T. gondii intracelular. No interior do vacúolo parasitóforo os 

Acidocalcissomas são depósitos de ácidos de cálcio que possuem uma matriz 

ácida contendo vários cátions ligados a fosfatos. Sua matriz é acidificada pela 

ação de bombas de prótons, e a captação de cálcio ocorre por meio de um co-

transportador (Ca 2+ /H + ATPase) localizado na membrana da organela. No 

entanto, várias propriedades bioquímicas dos acidocalcissomas de T. 

gondii ainda precisam ser definidas, porém, foi sugerido que estas estruturas 

estejam envolvidas com as roptrias maduras e em formação, pois são os únicos 

compartimentos ácidos em taquizoítas de T. gondii  (ROHLOFF et al., 2011).  

Miranda et al. (2008) cita que na membrana dos acidocalcissomos 

existem uma Ca2+-ATPase envolvida com influxo de Ca2+, e duas bombas de 

prótons, uma H+-ATPase vacuolar e H+-pirofosfatase vacuolar, que atuam na 

acidificação deste compartimento. 

Por outro lado, é importante discutir que durante o processo de infecção 

e reinfecção do protozoário, os conteúdos proteicos secretados pelos 

micronemas são essenciais para a movimentação do protozoário e sua 

associação com a membrana da célula hospedeira (CARRUTHERS e SIBLEY, 

1997), sendo este processo de infecção modulado pela concentração de íons 

Ca++.  

Corroborado com dados apresentados da literatura, a secreção destas 

proteínas é aumentada na presença de cálcio, de modo que o aumento da 

obtenção de Ca++ pelo parasita intracelular resulta no aumento do processo de 

multiplicação celular e induz a lise da célula hospedeira. Portanto, caso ocorra o 

aumento da concentração intracelular de cálcio, também haverá aumento da 

secreção destas proteínas e assim a aceleração do ciclo de replicação do 

parasita (MONDRAGON e FRIXIONE, 1996; HOFF e CARRUTHERS, 2002; 

LOVETT et al., 2002; HETZ, ZHANG, e KAUFMAN, 2020; AUGUSTO et al., 

2020).  

Após sucessivos ciclos de divisão celular do T. gondii, é estimulado o 

influxo de Ca++ que induz a saída dos taquizoítas pelo rompimento da membrana 

da plasmática da célula hospedeira, liberando esses novos taquizoítas que 
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podem infectar novas células no espaço extracelular (MONDRAGON e 

FRIXIONE, 1996).  

Segundo BOENGLER et. al. (2022), a Cx43 atua nas mitocôndrias 

auxiliando-as no processo de respiração celular, na manutenção da 

permeabilidade à moléculas e na regulação do fluxo de íons junto ao citoplasma 

da célula. A redução da expressão da Cx43, presente na membrana da 

mitocôndria, poderia influenciar na redução do rompimento celular devido o Ca++ 

ser o principal íon transportado por este canal.  

Com isto, a redução do transporte de cálcio pode ser um mecanismo 

célula aumentar o a manutenção intracelular do vacúolo parasitóforo a fim de 

evitar a infecção de novas células. 

Vale ressaltar que durante a infecção pelo T. gondii as mitocôndrias 

hospedeiras se fundem restringindo o crescimento do parasita intracelular 

através da limitação da absorção de ácidos graxos. Pernas et al. (2018) indicou 

que a infecção por Toxoplasma desencadeia a lipofagia, a autofagia das 

gotículas lipídicas do hospedeiro, e a fusão da mitocôndria com o vacúolo 

parasitóforo é um mecanismo de defesa para restringir a disponibilidade dos 

ácidos graxos celulares e reduzir a proliferação parasitária através da limitação 

de acesso aos nutrientes do hospedeiro liberados pela lipofagia. 

Assim, no processo de indução da autofagia em eucariontes, a célula 

mobiliza ácidos graxos e partículas lipídicas que sofrem lipofagia (REGGIORI e 

KLIONSKY, 2002). As mitocôndrias se alongam e sua superfície de cristas 

aumenta, para evitar a degradação autofágica e maximizar a eficiência da 

produção de ATP (GOMES, BENEDETTO e SCORRANO, 2011; Pernas et al., 

2014). Essas alterações morfológicas aumentam a eficiência da β-oxidação, 

aumentando a associação mitocondrial aos ácidos graxos e partículas lipídicas 

(PERNAS e SCORRANO, 2016). 

Desta forma, a característica multifuncional da mitocôndria a torna um 

alvo valioso para patógenos intracelulares (KELLERMANN, SCHARTE e 

HENSEL, 2021). 

De modo semelhante, o retículo endoplasmático serve como depósito de 

íons Ca 2+, capaz de regular vias de sinalização dependentes, como contração 

muscular ou apoptose em vários órgãos (STUTZMANN e MATTSON, 2011; 

PRINZ, TOULMAY e BALLA, 2020). Como está sendo abordado, o T. gondii 
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estabelece um contato estreito com organelas do hospedeiro que podem 

contribuir para a manipulação de vias celulares (AUGUSTO et al., 2020).  

A via UPR (Unfolded Protein Response) é uma resposta celular ao 

acúmulo de proteínas desenoveladas no lúmen do retículo endoplasmático, 

induzida por uma variedade de estímulos externos e internos, incluindo acúmulo 

de proteínas mal formadas. Alterações na função do reticulo endoplasmático 

podem resultar no acúmulo de proteínas desenoveladas, uma condição celular 

conhecida como estresse do reticulo endoplasmático que envolve a resposta de 

UPR para manter a viabilidade celular (HETZ, 2012).  

Deste modo, a via UPR possui funções importantes nas cadeias de 

sinalização que são fundamentais para o controle do metabolismo lipídico e 

energético, imunidade inata e programas de diferenciação celular (HETZ, 2012).  

A UPR está interligada em diferentes níveis com as vias de resposta 

imune inata, a primeira linha de defesa contra patógenos e também está 

envolvida na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo essa via 

um mecanismo de defesa a parasitemia (YAMAMOTO et al., 2011; MARTINON 

et al., 2010.). 

Condições de estresse crônico ou irreversível do RE desencadeiam a 

morte celular por apoptose, um processo que envolve a ativação da via 

mitocondrial e tem sido associado à muitas doenças, incluindo câncer, 

neurodegeneração, isquemia, parasitemias e diabetes (KIM et al., 2008; 

LALIBERTE e CARRUTHERS, 2008; GALLUZZI, DIOTALLEVI e MAGNANI, 

2017).  

Corroborando com os resultados apresentado o artigo publicado por 

Augusto et al. (2020) demonstra que a UPR é prejudicada durante a 

patogênese do T. gondii através da manipulação do efluxo de Ca 2+ do reticulo 

endoplasmático, levando à ativação do sensor de estresse e desorganizando o 

citoesqueleto, promovendo a migração da célula hospedeira e a disseminação 

do parasita (HETZ, ZHANG, e KAUFMAN, 2020; PONCET et al., 2021). 

De forma semelhante, o T. gondii também provoca rearranjos do 

Complexo de Golgi para melhorar o suprimento nutricional dos parasitas e 

promover a sua proliferação (ROMANO et al., 2017; VENUGOPAL et al., 2020). 

Entretanto, o Complexo de Golgi é fundamental no processo de formação da 

Cx43, pois esta proteína é estabilizada como monômeros no retículo 
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endoplasmático e só se oligomeriza após o transporte para o Complexo de Golgi 

(KOVAL et al., 2014). 

Deste modo, diante dos achados apresentados até o momento, 

pontuamos uma das hipótese da influência do parasita na modulação do 

posicionamento da mitocôndria ao redor do vacúolo parasitóforo para o 

direcionamento de produtos necessários para a sua manutenção intracelular, 

como ATP, e o sequestro de íons de cálcio que são permeáveis pelos canais 

juncionais formados pela Cx43 na membrana de mitocôndrias.  

De forma associada, o parasita estimula a desorganização do 

citoesqueleto, evitando a inserção da Cx43 na membrana plasmática, mantendo-

a no citoplasma da célula infectada. Com isto, o próprio parasita conseguiria 

regular os canais presentes na membrana mitocondrial, controlando o 

rompimento da membrana plasmática, e o processo de liberação do T. gondii 

para o meio, infectando assim novas células.  
 

6. CONCLUSÃO  

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

1) Em relação ao perfil morfológico das células J774-G8: 

• Houve a melhora no perfil morfofuncional das células de Linhagem 

Macrofágica J774-G8 infectadas com T. gondii tratadas com os fatores pró-

imuno-inflamatórios individuais e conjugados (IFN-γ, TNF-α e TNF-α + IFN-γ), 

em relação à cultura não tratada. Destaca-se como melhora: manutenção do 

aspecto morfológico celular do microambiente, a redução do número de 

parasitas livres no meio, a manutenção do crescimento celular e a formação de 

grumos celulares; 

• O perfil morfológico das células da linhagem macrofágica J774-G8 

infectadas com T. gondii apresentou o melhor resultado em todos os tempos 

analisados (24, 48 e 72 horas) quando tratadas com os fatores pró-imuno 

inflamatórios conjugados (TNF-α + IFN-γ) quando comparado com o tratamento 

individual do IFN-γ e individual do TNF-α. Nas condições de tratamento individual 

com os fatores, foi identificado que os aspectos morfológicos, a manutenção do 
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crescimento celular e a formação de grumos ficaram abaixo do obtido com o 

tratamento conjugado; 

 

2) Em relação a expressão da proteína conexina 43 através de ensaios 

imunoeletroforéticos das células J774-G8: 

• O tratamento com os fatores pró-imuno inflamatórios combinados 

(IFN-γ e TNF-α) por 72 horas aumentou significativamente a expressão da 

proteína Cx43 nas células da linhagem J774-G8; 

• As células de Linhagem Macrofágica J774-G8 infectadas com o T. 

gondii por 24 e 48 horas apresentaram aumento da expressão proteica da Cx43 

quando tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios conjugados nos 

períodos de 48 e 72 horas; 

• As células de Linhagem Macrofágica J774-G8 infectadas com o T. 

gondii por 72 horas apresentaram queda na expressão proteica da Cx43 quando 

tratadas com os fatores pró-imuno inflamatórios conjugados por períodos de 48 

e 72 horas; 

 

3) Em relação a localização da proteína conexina 43 das células J774-G8 

e a correlação entre a localização/expressão das proteínas Conexina 43 e F-

actina: 

• A infecção com T. gondii em células de Linhagem Macrofágica 

J774-G8 (não tratadas) promoveu a redução da marcação para a proteína Cx43 

na membrana plasmática das células; 

• As células de Linhagem Macrofágica J774-G8 infectadas com T. 

gondii apresentaram uma redução gradual da marcação de Cx43 na membrana 

plasmática, acompanhada da desorganização do citoesqueleto destas células 

em 24, 48 e 72 horas. 

• O tratamento com fatores pró-imunos inflamatórios combinados 

(IFN-γ e TNF-α) promoveu a ativação e o remodelamento das células de 

Linhagem Macrofágica J774-G8 resultando em: (1) aumento da expressão da 

Cx43 na membrana plasmática; (2) a diminuição dos pontos de colocalização 

com o citoesqueleto e (3) o aumento da marcação da Cx43 no citoplasma celular. 
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• As células de Linhagem Macrofágica J774-G8 infectadas com T. 

gondii 24 horas tratadas com fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-

γ e TNF-α) promovem a diminuição da desorganização do citoesqueleto 

provocado pela infecção parasitária, apresentando marcação pontual na 

membrana plasmática para Cx43 e a marcação dispersa no citoplasma celular, 

em células não infectadas na mesma cultura; 

• As células de Linhagem Macrofágica J774-G8 infectadas com T. 

gondii 48 horas tratadas com fatores pró-imuno inflamatórios combinados (IFN-

γ e TNF-α) promovem a resposta celular apresentando pontos de marcação na 

membrana plasmática para Cx43, em 24 e 48 horas, e a marcação dispersa no 

citoplasma celular em 72 horas de tratamento, porém sem a reversão dos danos; 

• As células de Linhagem Macrofágica J774-G8 infectadas com T. 

gondii tratadas por 72 horas com fatores pró-imunos inflamatórios combinados 

(IFN-γ e TNF-α), no tempo avaliado de 48 horas promoveu uma resposta celular 

podendo ser observados pontos de manutenção da marcação para Cx43 na 

membrana plasmática, mas sem a reversão dos danos no posicionamento da 

proteína em relação a membrana plasmática. 

• O tratamento com fatores pró-imunos inflamatórios combinados 

(IFN-γ e TNF-α) na Linhagem Celular Macrofágica J774-G8 infectada com T. 

gondii promoveu a ativação celular, entretanto o protozoário acarretou danos de 

desorganização do citoesqueleto celular impedindo o transporte e o 

ancoramento da CX43 para a membrana, o que resultou na retenção da Cx43 

no citoplasma celular. Em conjuntos, esses danos causados pela parasitemia, 

são irreversíveis para a célula. 
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8. ANEXOS 

8.1. Anexo 1 
 

 

Anexo1: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle ou incubadas 
por 24 horas com IFN-γ, TNF-α ou IFN-γ, TNF-α, injetadas com o corante “Lucifer Yellow”. As 
culturas foram injetadas com o corante fluorescente “Lucifer yellow”. O grau de acoplamento foi 
quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada à célula injetada; (1---2) 1 à 2 células 
acopladas à célula injetada com o corante; (3---4) de 3 à 4 células acopladas à célula injetada; 
(5---6) 5 à 6 células acopladas à célula injetada; (7---8) 7 à 8 células acopladas à célula injetada; 
(>9) células acopladas à célula injetada. Um total de 90 células J774-G8 em cada uma das 
condições foi injetado, e mais de 20% das células tratadas injetadas incubadas IFN-γ, TNF-α 
estavam acopladas a mais de 10 células. Estatisticamente p<0,05 por X2. 
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8.2. Anexo 2 
 

 
Anexo 2: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle ou incubadas 
por 48 horas IFN-γ, TNF-α ou IFN-γ, TNF-α, injetadas com o corante “Lucifer Yellow”. As culturas 
foram injetadas com o corante fluorescente “Lucifer yellow”. O grau de acoplamento foi 
quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada à célula injetada; (1---2) 1 à 2 células 
acopladas à célula injetada com o corante; (3---4) de 3 à 4 células acopladas à célula injetada; 
(5---6) 5 à 6 células acopladas à célula injetada; (7---8) 7 à 8 células acopladas à célula injetada; 
(>9) células acopladas à célula injetada. Um total de 90 células J774-G8 em cada uma das 
condições foi injetado, e mais de 50% das células tratadas injetadas incubadas IFN-γ, TNF-α 
estavam acopladas a mais de 10 células. Estatisticamente p<0,05 por X2. 
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8.3. Anexo 3 
 

 
Anexo 3: O histograma ilustra o grau de acoplamento das células J774-G8 controle ou 

incubadas por 48 horas com IFN-γ, TNF-α ou IFN-γ, TNF-α, injetadas com o corante “Lucifer 
Yellow”. As culturas foram injetadas com o corante fluorescente “Lucifer yellow”. O grau de 
acoplamento foi quantificado em seis classes: (0) nenhuma célula acoplada à célula injetada; (1-
--2) 1 à 2 células acopladas à célula injetada com o corante; (3---4) de 3 à 4 células acopladas à 
célula injetada; (5---6) 5 à 6 células acopladas à célula injetada; (7---8) 7 à 8 células acopladas 
à célula injetada; (>9) células acopladas à célula injetada. Um total de 90 células J774-G8 em 
cada uma das condições foi injetado, e menos de 40% das células tratadas injetadas incubadas 
IFN-γ, TNF-α estavam acopladas a mais de ente 5 e 6 células. Estatisticamente p<0,05 por X2. 
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8.4. Anexo 4 
 

Injeção de Corante  
Célula J774-G8 

 

Anexo 4: Micrografias de contraste de fase à esquerda (A, C, E e G) e fluorescência à direita (B, 

D, F e H) de culturas da linhagem celular macrofágica J774-G8 controle ou incubadas IFN-γ, 
TNF-α ou IFN-γ + TNF-α, injetadas com o corante “Lucifer Yellow”. Podemos observar que as 

células incubadas com os fatores de forma combinada (IFN-γ+ TNF-α) apresentam um grau de 

acoplamento maior do que o observado nas células controle ou tratadas com os fatores de forma 

isolada. As setas denotam a célula injetada. Barra de Calibração: 50μm. Total de experimentos: 

3 


