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RESUMO

Introducédo: A Toxoplasmose é uma doenga causada por um protozoario intracelular
obrigatoério, denominado Toxoplasma gondii. Esta parasitemia pode ser adquirida de
varias formas, e dentre elas a forma mais comum de contrair a doenca se da pela
infeccdo oral, através da ingestdo de oocistos ou cistos teciduais. Por isto, o estudo
do epitélio intestinal pode proporcionar um melhor entendimento da primeira linha de
defesa contra infecgdes oriundas da via oral. A integridade da camada de células
epiteliais intestinais € mantida por juncbes celulares, dentre elas as Juncdes
Comunicantes, formadas pela Conexina 43 (Cx43), responséveis por mediar as
interacOes entre as células adjacentes. De acordo com a literatura, a expressao das
juncBes comunicantes no epitélio intestinal pode ter envolvimento na modulacdo da
resposta celular diante dos processos infecciosos, e por permitir a passagem de
agentes importantes para 0 organismo no processo de infeccdo. Objetivo: Diante
disto, o presente estudo tem como objetivo geral: Avaliar a modulacdo das juncdes
comunicantes formadas pela Cx43 durante o processo de infeccdo do Toxoplasma
gondii na linhagem celular epitelial intestinal IEC-6 e durante o tratamento com TNF-
a. Métodos: Para isso foram realizados os ensaios de: (1) Cultura de células epitelial
intestinal IEC-6; (2) Infeccdo das células com a propor¢éo 1:1, 5:1 e 10:1 protozoario
durante 24, 48 e 72h; (3) Analise qualitativa e quantitativa da morfologia e do
crescimento celular em ambientes infectados ou tratados com fatores pré-
imunoinflamatorios; (4) Ensaios de imunoeletroforéticos (Western blot) em células
controle, células infectadas e tratadas com o fator pré-imunoinflamatario; e (5) Ensaios
de imunofluorescéncia para proteina Cx43 e F-actina, analisados por microscopia
confocal. Resultados: As células IEC-6 infectadas com o parasita Toxoplasma gondii
apresentaram alteracdes morfologicas consideraveis e uma sensivel diminuicdo em
seu tempo de vida celular. Por outro lado, o tratamento com TNF-a em baixa
concentracdo conseguiu promover o aumento do niamero de células, apos 48h de
incubacédo. Por ensaios imunoeletroforéticos, foi demonstrado que as células IEC-6
infectadas com o Toxoplasma gondii apresentavam varia¢cdes nos niveis da proteina
Cx43, de acordo com o tempo de infeccdo. Além disso, foi possivel observar por
imunofluorescéncia que a localizagdo da proteina Cx43 é reduzida na membrana
plasmatica das células IEC-6 apés a infeccao com parasita de T. gondii. Este mesmo
processo de infeccdo também gerou uma representativa desorganizacdo do
citoesqueleto, quando analisada a marcacao dos filamentos de F-actina. Conclusao:
Desta forma, é possivel indicar com os presentes dados que a infeccdo com o T. gondii
promove alteracbes no microambiente, bem como na morfologia e proliferacao
celulares, associadas com uma consideravel desorganizacdo do citoesqueleto, o que
interfere diretamente no transporte da Cx43 para a membrana plasmatica. Isto pode
reduzir sobremaneira a comunicacéo intercelular e consequentemente as funcdes do
epitélio intestinal. Por outro lado, o fator pro-imunoinflamatério TNF-a se mostrou
promissor no processo de ativacdo das células intestinais IEC-6, mantendo a
morfologia celular e promovendo um consideravel aumento na quantidade de células,
podendo ser um dos fatores a serem utilizados em ensaios de recuperacao e protecao
celular em ambiente de infeccdo parasitaria.

Palavras-chave: Epitélio Intestinal, Células IEC-6, Juncdo comunicante, Conexina

43, Toxoplasma gondii, TNF-a.



ABSTRACT

Introduction: Toxoplasmosis is a disease caused by an obligate intracellular
protozoan called Toxoplasma gondii. This parasitemia can be acquired in several
ways, and among them the most common form of contracting the disease is through
oral infection, through the ingestion of oocysts or tissue cysts. Therefore, the study of
the intestinal epithelium can provide a better understanding of the first line of defense
against infections originating from the oral route. The integrity of the intestinal epithelial
cell layer is maintained by cell junctions, including gap junctions, formed by Connexin
43, responsible for mediating interactions between adjacent cells. According to the
literature, the expression of gap junctions in the intestinal epithelium may be involved
in the modulation of the cellular response to infectious processes, and for allowing the
passage of important agents to the organism in the infection process. Objective: In
view of this, the present study has the general objective: To evaluate the modulation
of gap junctions formed by Connexin 43 (Cx43) during the process of Toxoplasma
gondii infection in the intestinal epithelial cell line IEC-6 and during treatment with TNF-
a. Methods: For this, assays were performed: (1) IEC-6 intestinal epithelial cell culture;
(2) Infection of cells with 1:1, 5:1 and 10:1 protozoan during for 24, 48 and 72h.; (3)
Qualitative and quantitative analysis of cell morphology and growth in environments
infected or treated with pro-immunoinflammatory factors; (4) Immunoelectrophoretic
assays (Western blot) in control cells, infected cells and cells treated with the pro-
immunoinflammatory factor; and (5) Immunofluorescence assays for Cx43 protein and
F-actin, analyzed by confocal microscopy. Results: The IEC-6 cells infected with the
parasite Toxoplasma gondii showed considerable morphological changes and a
significant decrease in their cellular lifespan. On the other hand, treatment with TNF-a
at low concentration was able to promote an increase in the number of cells after 48h
of incubation. By immunoelectrophoretic assays, it was demonstrated that the IEC-6
cells infected with Toxoplasma gondii had variations in the levels of protein Cx43,
according to the time of infection. Furthermore, it was possible to observe by
immunofluorescence that the localization of the Cx43 protein is reduced in the plasma
membrane of IEC-6 cells after infection with a T. gondii parasite. This same infection
process also generated a representative disorganization of the cytoskeleton, when the
labeling of F-actin filaments was analyzed. Conclusion: In this way, it is possible to
indicate with the present data that infection with T. gondii promotes changes in the
microenvironment, as well as in cell morphology and proliferation, associated with
considerable disorganization of the cytoskeleton, which directly interferes with the
transport of Cx43 to the plasma membrane. This can greatly reduce intercellular
communication and consequently the functions of the intestinal epithelium. On the
other hand, the pro-immunoinflammatory factor TNF-a showed promise in the process
of activating IEC-6 intestinal cells, maintaining cell morphology and promoting a
considerable increase in the number of cells, which may be one of the factors to be
used in assays. recovery and cell protection in an environment of parasitic infection.

Keywords: Intestinal Epithelium, IEC-6 Cells, Gap junction, Connexin 43, Toxoplasma
gondii, TNF -a
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1 INTRODUCAO

No lumen intestinal sdo encontrados diversos microrganismos comensais,
provenientes da alimentagdo, os quais compdem a microbiota do intestino. Esses
microrganismos vivem na superficie mucosa e atuam de forma a competir com outros
microrganismos com potencial patogénico. Contudo, se esses microrganismos
comensais ultrapassam a barreira intestinal e caem na circulacéo se tornam altamente
nocivos ao hospedeiro (LOZUPONE et al., 2012; MUNIZ et al., 2012).

Segundo dados do Ministério da Saude (2018), no Brasil, entre os anos de 2000
a 2017 foram notificados 12.503 Surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA), contudo somente 3.196 dos casos foram confirmados laboratorialmente. Onde
cerca 2.340.201 pessoas foram expostas a alimentos contaminados com algum tipo
de agente patogénico e se teve 236.403 casos de doencas registrados.

Corroborando com o exposto, conforme dados recentes do Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo (Sinan), sdo notificados por ano uma média de
700 surtos de DTA, com envolvimento de aproximadamente 13 mil doentes. Diante
disto, nem sempre o sistema imunolégico consegue combater esses patdégenos,
promovendo assim por ano milhdes de mortes no mundo (BRASIL, 2020).

A toxoplasmose é uma doenca causada por um protozoario, intracelular
obrigatorio, denominado Toxoplasma gondii (MONTOYA e LIESENFELD, 2004;
RAMIREZ-FLORES et al., 2019). Entre as diversas formas de se contrair essa
parasitemia, pode-se destacar a infeccao através da via oral, apés a ingestdo de
oocistos ou de cistos teciduais (DUBEY et al., 2005).

No Brasil, a prevaléncia de toxoplasmose é considerada alta, tendo em cerca de
50 a 80% das gestantes e mulheres em idade fértil infectadas e 4 a 5% correm risco
de se infectar durante a gestacdo (REMINGTON et al., 2006; ANDRADE e TONELLLI,
2006).

Apos a infeccdo pela via oral, o Toxoplasma gondii invade células intestinais,
alterando a fisiologia e funcdes da barreira epitelial intestinal em algumas espécies de
animais. (BURGER et al., 2018)

Embora a invasdo dos parasitas em células hospedeiras seja um evento
conhecido, os efeitos da infeccédo por T. gondii na barreira intestinal ainda néo estéo
bem estabelecidos (WEIGHT et al., 2015; BRICENO et al., 2016). Um estudo realizado
por Trevizan et al. (2016) demonstrou que a infecgcdo aguda com T. gondii causou

alteracdes morfoldgicas na parede intestinal do duodeno em ratos.
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Estudos tém investigado também o modo que fatores pré inflamatorios
influenciam no avango da parasitemia. Bout e Dimier (1993), observaram que o
interferon-y promove a inibi¢gdo, de forma dose dependente, de T. gondii em células
intestinais da linhagem IEC-6. Leaphart et al. (2007), mostraram que o interferon -y
prejudica as juncbes comunicantes, Cx43, que sao importantes no processo de
migracao dos enterdécitos, prejudicando assim o processo de restituicao intestinal.

Pesquisas utilizando o TNF-o mostraram a regulacdo positiva da claudina-2
através da regulacdo da expressdo do gene (MANKERTZ et al., 2009). Deckert-
Schliter et al. (1998), mostraram em seu trabalho a agdo do TNF-a em sinergismo
com outros fatores inflamatérios sdo cruciais na resposta durante a Toxoplasmose
murina.

Diante disto, o epitélio intestinal € um modelo celular que proporciona estudar a
primeira linha de defesa contra infec¢cdes que podem ser adquiridas através da via
oral, como a toxoplasmose. Neste contexto, é sabido que a integridade da camada de
células epiteliais intestinais é mantida por juncdes celulares. Dentre elas, séo
destacadas neste trabalho as jun¢cdes comunicantes, mediadas pela conexina 43, que
sdo responsaveis por mediar as interacdes entre as células adjacentes.

A expressado das juncdes comunicantes na célula epitelial intestinal pode ter
envolvimento na modulacdo da resposta da célula diante dos processos infecciosos,
e por permitir a passagem de agentes importantes para 0 organismo no processo de
infeccdo (CHEN et al., 2014; LEAPHART et al., 2007).

Portanto, diante deste cenario, é importante entender 0os possiveis mecanismos
de interacdo entre a célula epitelial intestinal e o que modula positiva, ou
negativamente, a comunicacdo e a barreira celular durante o processo infecto-
inflamatorio com o protozoario Toxoplasma gondii. Para isto, foi realizado o processo
de interacdo celular com o parasita a fim de elucidar fatos importantes sobre o

comportamento do epitélio intestinal e como 0 mesmo responde a tais estimulos.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Leaphart+CL&cauthor_id=17570214
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Epitélio Intestinal

O intestino delgado é composto pelo duodeno, jejuno e ileo, e sua funcéo
principal é a finalizacéo da digestéo e absorcao de nutrientes. Esta porcéo do intestino
é dividida histologicamente em duas unidades: cripta e vilosidades (figura 1). As
vilosidades tém a funcéo de aumentar a superficie de contato, j& a cripta do intestino
delgado, também conhecida como cripta de Lieberkiihn, € um sitio continuo de

renovacao e proliferacéao celulares (GUYTON e HALL, 2011).

Figura 1 — Trato Gastrointestinal

_~ Estébmago
INTESTINO DELGADO

Lumen

Vilosidade

Cripta

llustracdo de parte do trato gastrointestinal, dando destaque ao intestino delgado com suas vilosidades
bem definidas (Adaptado de DEE SILVERTHORN et al., 2017; BERNE e LEVY, 2009).

Na mucosa gastrointestinal encontra-se o fator de crescimento epidérmico (EGF)
e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), que quando estimulados
induzem a proliferacdo e diferenciacdo das células da cripta (ZNALESNIAK e
HOFFMANN, 2010).

Como destacado nas literaturas académicas basicas, as células provenientes da
cripta de Lieberkiihn se diferenciam em células absortivas e secretoras. Apds a
diferenciacéo, essas células migram para a base da cripta em direcéo as vilosidades.

Na superficie da cripta encontram-se células caliciformes e enterdcitos (figura 2). As
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células caliciformes que secretam muco que lubrifica e protege as superficies
intestinais e o0s enterécitos que, nas criptas, secretam e absorvem grandes
guantidades de agua e eletrdlitos (BERNE e LEVY, 2009; GUYTON e HALL, 2011).

Figura 2 - Cripta de Lieberktuhn

Célula Mucosa
Caliciforme

Célula Epitelial

Cripta de Lieberkuhn

llustracdo mostrando a estrutura da cripta intestinal, regido de depresséo presente em abundancia na
superficie do intestino, que possui distintos tipos de células (Adaptado de GUYTON e HALL, 2011).

O ciclo de vida de uma célula epitelial intestinal tem duracdo de
aproximadamente 5 dias e esta renovagdo continua de células permite, ainda, a
reparacao rapida de lesées que ocorrem na mucosa (AIRES et al., 2008).

O lumen intestinal contém grandes quantidades de endotoxina e a mucosa
intestinal forma uma barreira entre este material potencialmente prejudicial e o interior
do hospedeiro (PODOLSKY et al., 2009). Estudos mostraram que a barreira intestinal
pode ficar comprometida em diversas doencas infecciosas, imunomediadas e
idiopaticas, e por consequéncia podendo ocasionar a ativacdo de uma resposta imune
sistémica (ALLAM-NDOUL et al., 2020).

Com isto, o epitélio intestinal apresenta um modelo celular que proporciona o
estudo da primeira linha de defesa contra infeccbes provenientes da via oral, e a

integridade da camada de células epiteliais intestinais € mantida por juncdes celulares.
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Essas jungdes atuam selando o espaco intercelular e mediando a interagéo entre as
células epiteliais intestinais e otimizando sua agao.

Estudos anteriores mostraram que o dano as células epiteliais intestinais pode
inibir a atividade celular proliferativa na cripta e aumentar a permeabilidade da barreira
epitelial intestinal, permitindo assim a passagens de agentes danosos ao organismo.
Se absorvidos, esses agentes podem levar a uma resposta imune inflamatoria
sistémica (ABIKO et al., 2013).

2.2. Célula Epitelial Intestinal (IEC-6)

A Linhagem Celular Epitelial Intestinal (IEC- 6) foi desenvolvida e caracterizada
por Quaroni et al. (1979), quando foram estabelecidas suas caracteristicas por
critérios morfologicos e imunoquimicos de células ndo diferenciadas da cripta do
intestino delgado de rattus norvegicus.

Algumas caracteristicas tipicas do epitélio intestinal a serem destacadas na IEC-
6 sdo: presenca da borda em escova, que consiste em numerosas microvilosidades
gue se projetam da superficie de cada célula (figura 3), aumentando assim a area
absortiva. As mitocondrias com cristas bem definidas, utilizam energia derivada da
oxidacao para formar adenosina trifosfato (ATP). Apresentam abundantes ribossomos
livres e associados ao reticulo endoplasmatico, e sdo especificamente responsaveis
pela sintese das proteinas. Os aparelhos de Golgi sdo bem desenvolvido e atuam no

processamento, armazenamento e distribuicdo de moléculas (QUARONI et al., 1978).
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Figura 3 - Micrografias eletrénicas de varredura de células IEC-6

Imagem de microscopia eletrénica de Quaroni et al. (1978) apresenta a célula IEC-6 com a presenca
de numerosas microvilosidades em sua superficie e pseudépodes estendem-se as células vizinhas,

estabelecendo contatos entre as células.

Diante das fun¢des das células epiteliais intestinais ja mencionadas, a expressao
das juncBes comunicantes neste tipo celular pode desempenhar um papel importante

na modulacdo da resposta da célula (CHEN et al., 2014).

2.3. Juncdes Celulares

As juncdes celulares permitem a interagéo entre as células e possibilita que estas
compartilhem sinais que regulam seu comportamento. Alteracdes na funcionalidade
destas juncdes celulares sdo responsaveis por uma grande variedade de doencas.
Portanto, sdo essenciais quando se trata da dinamica tecidual (ALBERTS et al., 2010).

Dentre as juncdes celulares, pode-se destacar: as juncdes de ancoramento (que
compreende as adesfes célula-célula e as adesdes matriz-célula); as juncdes
sinalizadoras (que permitem que 0s sinais sejam transmitidos entre as células através
de sua membrana plasmatica nos locais de contato célula-célula); as juncdes
ocludentes (que bloqueiam o espaco intercelular do epitélio, estabelecendo assim
uma barreira); e as juncées comunicantes (que formam canais ligando citoplasmas de
células adjacentes), conforme ilustrado na figura 4 (AIRES et al., 2008; ALBERTS et
al., 2010).
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Figura 4 - llustracao das juncdes celulares
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E possivel observar em (A) jungdes de ancoramento, (B) juncgdes ocludentes e (C) jungdes
comunicantes (Adaptado de ALBERTS et al., 2010).

Juncbes de ancoramento sdo juncdes de adesdo célula-célula e juncdes de
adesao célula-matriz, e suas estruturas sao classificadas de acordo com suas ligacfes
ao citoesqueleto. As juncdes de adesédo célula-célula sao divididas em dois tipos: as
juncdes aderentes e os desmossomos. As juncdes aderentes formam um sitio de
ancoramento para os filamentos de actina, e os desmossomos formam um sitio de
ancoramento para os filamentos intermediarios (ALBERTS et al., 2010; CARTAGENA-
RIVERA et al., 2017).

As juncdes célula-matriz sdo divididas em: adesdes célula-matriz ligadas por
Actina e hemidesmossomos. A adesdes célula-matriz ligadas por Actina, formam
sitios de ancoramento do filamento de actina a matriz, jA os hemidesmossomos
formam sitios de ancoramento dos filamentos intermediarios a matriz (CARTAGENA-
RIVERA et al., 2017).

Os quatro tipos de juncdes de ancoramento tem sua funcdo desempenhada por
proteinas transmembranares de adesdo, e essas proteinas sao denominadas
caderinas e integrinas. As caderinas atuam nas ligagdes célula-célula. Ja as integrinas
atuam nas ligacdes célula-matriz (ALBERTS et al., 2010).

A zonula occludens (ZO) ou juncdo compacta € responsavel por estabelecer
juncdes de alta resisténcia e selar os espacos intercelulares entre as células (LI e
POZNANSKY, 1990).

As juncgbes ocludentes selam os espacgos entre uma célula e outra, fazendo
assim que a moléculas ndo consigam passar livremente, devido a isso é possivel se

ter uma permeabilidade seletiva (AIRES et al., 2008).
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7

A localizacdo exata das proteinas mencionadas € essencial para que seja
formado essa rede de fitas selantes, normalmente encontrada da regido apical,
compondo assim o complexo juncional (SKERRETT e WILLIAMS, 2017).

As juncdes ocludentes sdo compostas por proteinas de adesao
transmembranares e sdo ligadas pelos seus dominios extracelular, bloqueando assim
0 espaco intercelular. Essas ligacbes sdo feitas, em sua maioria, por proteinas
denominadas claudinas e ocludinas, portanto essas proteinas originam as juncdes
ocludentes. Uma terceira proteina encontrada € a tricelulina, que impede o vazamento
transepitelial nas zonas onde sdo situadas trés células, através do selamento das
membranas celulares (FORSTER, 2008).

As juncbes comunicantes permitem que sejam realizadas trocas de metabdlitos
e informacdes necessarias, para a manutencdo dos tecidos e suas respectivas
funcdes, entre citoplasmas de células adjacentes. (FLAGG-NEWTON et al., 1979;
HERVE et al., 2004).

2.3.1. JuncBes Comunicantes

Uma das principais estratégias de comunicacdo entre células é através das
juncBes comunicantes. As juncdes comunicantes, também conhecida como juncdes
tipo fenda, permitem a comunicacdo direta e bidirecional entre células vizinhas de
substancias menores que 1.000 daltons (DHEIN, 1998; NIELSEN et al., 2013).

Essas fendas sdo compostas por proteinas, similares em sua forma e funcéo,
denominadas conexinas. Essas proteinas formam canais transmembranares através
do qual é possivel a passagem, do citoplasma de uma célula para outra, pequenas
moléculas hidrofilicas e ions inorganicos, permitindo assim a comunicacao entre as
células (figura 5) (SOHL e WILLECKE, 2003).
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Figura 5 - Canais transmembranares formados pelas conexinas

llustracdo das conexinas formando canais transmembranares, que ndo permitem a passagem de
moléculas maiores de 1 kDa, e permitem a passagem de moléculas com menos de 1 kDa de formas
distintas entre o citoplasma das células (A e B), como também as combina¢des de mais de uma
molécula (C) (LAIRD, 2006).

Experimentos, realizados no final dos anos 60, em amostras previamente
tratadas com nitrato de lantanio, permitiram a visualizacdo através de microscopia
eletrbnica de transmisséo de estruturas de padrao hexagonal com subunidades de 7
a 8nm de didmetro, possuindo espagos de aproximadamente 2nm, entre as
membranas das células adjacentes (REVEL e KARNOVSKY, 1967).

A estrutura juncional foi melhor esclarecida através da utilizacdo da técnica de
difracdo de raio X. Com isso foi possivel observar um poro de 1.5nm formado por seis
mondmeros que com o alinhamento dos hemicanais na membrana ocorria a
comunicacdo entre as membranas das células adjacentes (figura 6) (MAKOVSKI et
al., 1977; LAIRD, 2006; GOODENOUGH e PAUL, 2009; KOVAL et al., 2014).
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Figura 6: Esquema da organizacdo dos canais juncionais na membrana

plasmatica
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Figura apresenta a disposicao das jun¢des comunicantes na membrana plasmatica onde cada juncdo
consiste em dois conexons de padrbes hexagonais. Os conexons apresentam entre as membranas das
células adjacentes um espaco de aproximadamente 2 a 4nm. Cada conexon é composto por seis
monoémeros de subunidade de conexina organizadas ao redor de um poro central de 1.5nm de didmetro
gue possibilita, através do alinhamento dos hemicanais, que se tenha comunicacdo entre as

membranas das células adjacentes. (Makovski et al., 1977; adaptado por Alberts et al., 1994).

Existe diversas isoformas de conexinas (21 em humanos e 20 em ratos)
descritas até o presente momento, conforme exibidos na tabela 1. Sua nomenclatura

é dada de acordo com seu peso molecular (LIN et al., 2014).



21

Tabela 1. Familia multigénica das conexinas presentes no homem e no camundongo
(Sohl e Willecke, 2003).

Homem Camundongo
Conexina Peso Molecular Conexina Peso Molecular
(kDa) (kDa)

- - mCx23 23,013

hCx25 25,892 - -
hCx26 26,200 mCx26 26,411
hCx30 30,096 mCx29 28,981
hCx30.2 30,213 mCx30 30,366
hCx30.3 30,419 mCx30.2 30,219
hCx31 30,817 mCx30.3 30,388
hCx31.1 31,088 mCx31 30,901

hCx31.3 31,347 - -
hCx31.9 31,933 mCx31.1 31,194
hCx32 32,024 mCx32 32,003
- - mCx33 32,860
hCx36 36,248 mCx36 36,085
hCx37 37,413 mCx37 37,696
hCx40 40,140 mCx39 39,996
hCx40.1 40,438 mCx40 40,413
hCx43 43,008 mCx43 43,003
hCx45 45,482 mCx45 45,665
hCx46 46,655 mCx46 46,302
hCx47 47,427 mCx47 46,603
hCx50 48,173 mCx50 49 597

hCx59 58,842 - -
hCx62 61,871 mCx57 57,114

O canal juncional, além de possibilitar a passagem de moléculas com peso de

até 1kDa, permite a propagacéo do impulso elétrico em mamiferos e apresenta uma
via de baixa resisténcia (FLAGG et al., 1979; KOVAL et al., 2014; KIM et al., 2016).

Permitindo assim, a troca de ions e varias substancias organicas extremamente

importantes, como aminoacidos, nucleotideos, AMPc e Inositol (SAEZ e SPRAY,
1991; DHEIN, 1998; HERVE et al., 2004). Com isso as células sdo conectadas de

forma elétrica e metabdlica (GILULA et al., 1972).

2.3.2. Formacgao das Jun¢des Comunicantes
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As jungBes comunicantes sao formadas por uma familia de proteinas conexinas
e podem ser divididas em nove dominios estruturais (figura 7). Os quatro dominios
transmembranares da conexina, que apresentam uma estrutura em a-hélice (TM1,
TM2, TM3 e TM4); uma porcdo C-terminal; uma porcdo N-terminal; duas alcas
extracelulares (E1 e E2); uma alga intracelular ou citoplasmatica situada entre as
regides transmembranares 2 e 3, caracterizadas por representar a regiao de menor
similaridade (AC) (KUMAR e GILULA, 1996; HERVE et al., 2004).

As alcas extracelulares e os dominios transmembranares sdo as regides que
apresentam maior conservagdo filogenética entre os integrantes da familia das
conexinas, ja o dominio carboxi-terminal e os demais apresentam pouca conservacao
filogenética (BENNETT et al., 1991; DHEIN, 1998).

Figura 7 — Estrutura molecular da conexina
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Descrigdo dos 9 dominios estruturais da conexina na membrana plasmatica lido da esquerda pra direita.
Porcdo amino-terminal localizada no citoplasma (NH2), al¢ca transmenbranar 1, alca extracelular 1 (E1),
alca transmembranar 2, alca citoplasmatica (AC), alca transmembranar 3, al¢ca extracelular 2 (E2), alca
transmembranar 4 e por¢ao carboxi-terminal (COOH) (Adaptado de LAIRD e LAMPE, 2018).
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As conexinas apresentam uma organizacdo na membrana plasmética sob a
forma de hexameros e assim, constituem o hemicanal juncional, chamado de
conexon. O conexon é constituido por seis proteinas que séo organizadas em forma
hexagonal (MAKOVSKI et al., 1977; DERMIETZEL e SPRAY, 1993; KUMAR e
GILULA, 1996; WHITE et al., 1999; UNGER et al., 1999; SEGRETAIN e FALK, 2004;
KIM et al.,2016; LILY et al., 2016). Um canal juncional completo é formado quando ha
interacdo de forma ndo covalente com o conexon da célula adjacente (BENNETT et
al., 1991).

As jungbBes comunicantes podem formar canais que apresentam diferenca na
permeabilidade. Isso é dado de acordo com as combinagfes distintas de conexinas.
O arranjo de seis conexinas formado na membrana é chamado hemicanal ou conexon.
Portanto, as conexinas se unem e formam conexons. Esses conexons podem ser
homoméricos ou heteroméricos. Os conexons homoméricos sdo compostos por
somente um tipo de conexina. Ja 0s conexons heteromeéricos séo formados por mais
de um tipo de conexinas, possibilitando assim propriedades distintas do conexon
homomérico (SOSINSKY et al., 2007; KOVAL et al., 2014).

Quando dois conexons se unem eles formam canais intercelulares. Esses canais
sdo denominados homotipicos, quando formado por conexons homoméricos, do
mesmo perfil, portanto tais canais sdo constituidos por somente um tipo de conexina.
Ou podem ser denominados canais heterotipicos, quando constituidos por dois
conexons heteroméricos ou por dois conexons homomeéricos, onde cada conexon
possui conexinas de perfis distintos. Portanto, os canais heterotipicos possuem mais
de um tipo de conexina (figura 8) (SOSINSKY et al., 2007; KOVAL et al., 2014).
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Figura 8 - Tipos de conexons e canais juncionais
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Esquema demonstrando os diferentes tipos de conexons e canais juncionais que sdo formados a partir
da associacdo de conexinas que podem ser iguais ou diferentes. conexons formados por somente um
tipo de conexina sdo chamados homomeéricos. Conexons formados por conexinas distintas sao
denominados heteroméricos. Os canais juncionais formados por conexons iguais sdo chamados
homotipicos. Canais juncionais formados por conexons diferentes sdo denominados heterotipicos
(Adaptado de LAIRD, 2006).

O canal juncional completo é constituido pela interacdo de doze conexinas, ou
seja, qguando seis conexinas na membrana plasmatica de uma célula se encaixar com
hexadmeros compativeis em uma célula adjacente. (KOVAL et al.,, 2014). Ela é
sintetizada no reticulo endoplasmatico e apos é direcionada para o complexo de Golgi,
onde fica armazenada até ser inserida na membrana da célula (SOSINSKY et
al.,2007).

Loewenstein (1981) descreveu a sintese das conexinas no reticulo
endoplasmatico pelos ribossomos. As conexinas séo co-traduzidas na membrana do
reticulo endoplasmatico rugoso, em seguida sdo fosforiladas podendo ser
oligomerizadas antes de ir para o complexo de Golgi como no caso das conexinas 26

e conexinas 32 ou podem ser transportadas ao complexo de Golgi para posterior



oligomerizagcdo como as conexinas 43. Posteriormente, os conexons (formados pela
oligomerizacdo das conexinas) sao transportados do complexo de Golgi, pelos
microtubulos, dentro de vesiculas, para a membrana plasmatica das células (figura 9)
(DHEIN, 1998; GAIETTA et al., 2002; LAIRD, 2006).

Figura 9 - Formacéo e posicionamento da conexina
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7- Difuséo lateral na membrana citoplasmética, 8- Formacédo da placa de jun¢des comunicantes, 9-
Liberacdo das jun¢cBes comunicantes da membrana, 10- Degradacao final. (Adaptado de LAIRD e
LAMPE, 2018).

Ao término do tempo de duracdo do canal, formado pelas conexinas, na
membrana plasmatica, 0 mesmo € internalizado e dentro de vesiculas endociticas, é
degradado por lisossomos e proteossomos (YEAGER et al., 1998; GAIETTA et al.,
2002; SEGRETAIN e FALK, 2004).

Gaietta et al. (2002) observaram por meio de microscopia eletrbnica de

transmissdo e microscopia confocal através de ensaios com a conexina 43
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recombinante, que quando termina o tempo de duragdo das conexinas, elas se
centralizam para deixarem a placa das jungbes comunicantes na membrana das
células, em vesiculas endociticas, enquanto as novas conexinas sao inseridas na

borda da placa e aos poucos vao preenchendo a placa juncional (figura 10).

Figura 10 - Formacgéo da placa juncional

A placa juncional € formada na membrana plasmatica da célula através da inser¢édo de novas conexina
(LAIRD, 2014).

Assim como 0s outros canais idnicos, 0S canais juncionais alteram entre os
estados aberto e fechado (UNWIN e ZAMPIGHI, 1980; KOVAL et al., 2014).

Alguns fatores podem influenciar a condutancia das jungbes comunicantes,
como por exemplo, alguns ions: Ca?*, Mg?>* e H*'. Estudos mostraram que
concentracdes elevadas de Ca?* em cardiomidcitos proporcionam uma diminuicéo do
acoplamento elétrico celular, acredita-se numa acgdo sinérgica entre H* e o Ca?*
(LOEWENSTEIN, 1966; NOMA e TSUBOI, 1987). O aumento das concentracdes
intracelulares de Mg?*, em torno de 0,5 mM, também leva ao desacoplamento celular,
sendo que as concentracbes para esta ocorréncia sejam bem maiores do que 0s
niveis fisiologicamente toleraveis (NOMA e TSUBOI, 1987; PERACCHIA, 2004).
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2.3.3. Fisiologia e Patologias Associadas a Conexina 43

A jungdo comunicante formada pela proteina conexina 43 (Cx43), assim como
as outras juncdes comunicantes, permite a troca de informacdes e metabdlitos entre
células adjacentes, necessarios para a homeostase tecidual (FLAGG-NEWTON et al.,
1979; HERVE et al, 2004; EVANS, 2015). Por ser uma das conexinas mais expressa
em diversos tecidos e 6rgdos é extremamente abundante no organismo, com isto, é
atribuida a ela uma grande importancia cientifica (PONCE et al., 2016).

A conexina 43 € expressa em varias células como astrécitos, endotélio e
microglia (CONTRERAS et al., 2004). Estudos mostraram baixos niveis de conexina
43 nas microglias em homeostase (GARG et al., 2005). Contudo, se tem um aumento
da expressdo da conexina 43 quando essas células da microgliais sao ativadas por
alguma infeccéo ou dano cerebral (EUGENIN et al., 2001; KIM et al., 2016).

A comunicacao intercelular, através das jun¢gBes comunicantes, e seu papel
funcional em neurdnios, musculo liso e células cardiacas foi relatado por Severs et al.
(2004). A juncao comunicante também facilita a propagacdo do impulso elétrico nos
cardiomidcitos possibilitando o sincronismo na contragdo cardiaca (WEIDMANN,
1972). Estudos recentes apontam que patologias cardiacas podem estar relacionadas
com mudancas na quantidade e distribuicAo das jungbes comunicantes
(POLONTCHOUK et al., 2001; LAIRD, 2006; KIM et al., 2016).

Ao longo dos anos, varias descobertas relacionadas as mutacfes das conexinas
tém sido consideradas de extrema importancia no entendimento e compreenséo das
diversas patologias, ja que mutacdes na conexina 43 podem levar ao surgimento de
malformacdes cardiacas e uma reducgdo na sobrevida animal, como demonstrado em
camundongos “Knockout” para Cx43 (SEVERS et al., 2004).

Estudos apontam que substancias envolvidas na resposta inflamatéria podem
influenciar na expresséo da conexina 43 e o comportamento celular. Alguns trabalhos
demonstraram com o uso da IEC-6 que o interferon-y inibe a restituicao intestinal pela
prevencdo da comunicacao entre os enterdcitos através das jungdes comunicantes
formadas por Cx43 (LEAPHART et al., 2007).

A expressdao das jungdes celulares na célula epitelial intestinal tem envolvimento
na modulacédo da resposta da célula diante dos processos infecciosos por permitir a
passagem de agentes importantes para 0 organismo, mas este mecanismo nao esta
bem elucidado (CHEN, et al., 2014; LEAPHART et al., 2007).
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2.4. Toxoplasma gondii
2.4.1. Aspectos Gerais

O protozoério Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatorio, agente
etiolégico da doenca zoondtica toxoplasmose. Esse protozoario pode ser transmitido
para o0 homem e outros animais homeotérmicos, e a principal forma de se contrair
essa parasitemia é através da alimentacdo (TENTER et al., 2001; JONES et al., 2017).

Nos hospedeiros infectados, o parasita sofre desenvolvimento assexual e pode
formar cistos teciduais. Os cistos teciduais de Toxoplasma gondii ha carne de animais
representam um risco para os seres humanos se forem consumidas na forma crua ou
sem processamento térmico adequado (TEUTSCH et al., 1979; DUBEY et al.,1998;
MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

Contudo, os unicos hospedeiros definitivos, conhecidos, séo os felinos, pois é no
intestino dos felinos que ocorre a reproducéo sexuada do parasita. Quando infectado
o felino pode eliminar milhares de oocisto do protozoario em suas fezes,
contaminando o solo, a agua e os alimentos (figura 11). Diante disso, a toxoplasmose
se torna uma ameaca a saude publica (DUBEY et al.,1998; ANDRADE e TONELLI,
2006).

As formas de se contrair a toxoplasmose sao diversas, e comumente sao
encontradas em uma grande variedade de animais domésticos e silvestres, dentre
eles podem ser destacados o céo, o gato, o coelho, o porco, o carneiro, o boi, o rato,

0 pombo e outras aves silvestres (DUBEY et al.,1998).
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Figura 11 - Cadeia esquematica do processo de aquisi¢cdo da

toxoplasmose
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Os felinos podem adquirir 0 parasita através da ingestdo de animais, agua e vegetais contaminados,
por sua vez estes podem contaminar animais silvestres, domésticos e causar a infeccdo humana. O
homem que propaga a infec¢éo através da contaminagdo de 6rgéos e sangue transferidos ou através
das gestantes pela via transplacentéria, levando assim a infeccdo ao feto (Mitsuka-Bregand et al.,
2010).

A toxoplasmose também atinge seres humanos, em todo o mundo, sob uma
variedade de climas e circunstancias socioecondmicas. No caso dos seres humanos,
a infeccéo pode ocorrer pela ingestdo de alimentos (solo) e agua contaminados por
oocistos, ingestao de cistos teciduais em carne malcozida, manuseio de lixo de gatos
e alimentacdo com vegetais ndo lavados, por transplante, transfusdo de sangue,
acidentes laboratoriais ou pela infeccdo congénita (TEUTSCH et al., 1979; TENTER
et al., 2001; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003).

Foi demonstrado em estudos soroepidemiologicos que animais em todo 0 mundo
Sao comumente expostos ao T. gondii, animais cagados para consumo humano assim

também como na pecudria. E importante ressaltar que, a soro prevaléncia do T. gondii
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é variavel entre os paises, devido as diferengas nos hébitos alimentares e diferentes
niveis de contaminacdo do ambiente pelo oocisto (TENTER et al., 2000).

Segundo estudo publicado por Dubey et al. (2012), quase um terco da populacéo
mundial ja foi exposta ao parasita. A estimativa, no Brasil, € que a cada 1000 criancas,
1 nasce infectada com o protozoario. E em torno de 50-80% das mulheres em idade
fértil possuem anticorpos para T. gondii (REMINGTON et al., 2006).

2.4.2. Aspectos Celulares Basicos

O ciclo evolutivo do Toxopasma gondii apresenta trés formas, sendo todas elas
capazes de realizar a infeccao. Tais formas séo: taquizoitos (ocorre na fase aguda da
doenca e sdo capazes de infectar o feto ao atravessar a placenta); bradizoitos
(encontrados nos tecidos dos seres humanos e de todos os animais infectados pelo
protozoario) e esporozoitas que se encontram dentro dos oocistos (séo
exclusivamente formados no intestino de seus hospedeiros definitivos, os felinos)
(MERCIER et al., 2002).

Apos a infeccdo aguda, o Toxoplasma gondii se mantém por toda a vida do
hospedeiro sob a forma de cistos teciduais podendo ou n&o ocorrer manifestacoes
clinicas em pessoas com baixa imunidade (BRASIL, 2014).

Existem 3 cepas distintas do protozoario, as quais sdo categorizadas em
conformidade com sua viruléncia e a ocorréncia epidemiolégica. As cepas sao
classificadas como: tipo | (possui maior patogenicidade, contudo é o gendtipo menos
encontrado), tipo Il (apresenta baixa viruléncia, entretanto € o genotipo mais frequente
e tem relacéo direta com lesbes oculares e com o retorno da toxoplasmose na fase
aguda em imunocomprometidos devido a alta capacidade de formar cistos) e o tipo Il
(a incidéncia desse gendtipo é principalmente em animais) (SIBLEY et al., 2011).

Rey (2008), descreveu que a principal fonte de energia para o T. gondii € a
glicose. Ela é oxidada de acordo com o esquema de Embden-Meyerhof denominado
como glicdlise. O agucar é convertido em &cido latico, &cido acético, dentre outros
produtos. Ja o oxigénio produz CO2 no processo, o0 que causa oxidacdo de NADH pelo
sistema citocromo. Tanto nos parasitas livres quanto nos intracelulares sé&o
encontrados reservas que se assemelham ao glicogénio, sob forma de pequenos
granulos, porém mais volumoso quando os parasitas estdo contidos em cistos.

O Toxoplasma gondii pertence ao filo Apicomplexa o qual tem como

caracteristica a presenca do complexo apical. Sua estrutura geral € composta por
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roptrias e micronemas, que sao organelas secretoras especializadas. Possui também,
anéis polares préximo aos micronemas e um conjunto de microtubulos dispostos em
espiral, denominado condide, sendo o T.gondii o Unico integrante do filo Apicomplexa
que possui conoide (SOUZA et al.,2010).

2.4.2.1. Oocisto

O Toxoplasma gondii pode ser encontrado no meio ambiente na sua forma
resistente, chamado de oocisto. Isso é dado pelo fato de que o oocisto tanto no solo
como em fontes de agua doce ou salinizada pode continuar viavel e infectivo por
periodos superiores ha um ano (TENTER et al., 2000).

Os oocistos (ndo esporulados) possuem um formato de esfera, uma parede com
duas camadas e medem entre 10 e 12 um de didmetro. Ja o oocisto esporulado sédo
subesféricos a elipsoidais, possuem um didmetro que varia de 11 a 13 micrometros e
possuem 3 camadas de diferentes densidades (DUBEY et al.,1970; DUBEY et
al.,1998; SIBLEY, 2011).

A camada intermédia tem em sua composi¢ao dois resquicios de membranas
que, foram estabelecidas entre as camadas interior e exterior ao longo do processo
de esporulagdo do oocisto. Cada oocisto contém dois esporocistos elipsoidais que
medem entre 6 a 8 um. E cada esporocisto contém quatro esporozoitos (figura 12)
(DUBEY et al.,1998; SIBLEY, 2011).

Ferguson et al. (1978), descreveram que durante o processo de formagéo do
esporozoito, o citoplasma possui um distinto nucléolo e um grande nidcleo com um
nucleoplasma amorfo. O zigoto € limitado por uma Unica membrana com poucos
microporos. O nucleo e dividido duas vezes, dando assim origem a quatro nucleos, 0s
quais ficam localizados na periferia do zigoto. No processo se tem a formacédo de uma
segunda membrana limitante, logo apos se tem a divisao do citoplasma para formacao
de dois esporoblastos de formato esférico, onde cada um deles possuem dois nucleos.

Em seguida, esses esporoblastos sao alongados para dar origem a formacgao
dos esporocistos. A parede interna do esporocisto € formada pelas duas membranas
externas dos esporoblastos. Durante seu desenvolvimento, quatro placas curvas
formam a camada mais interna do esporocisto. Quando duas placas densas surgem
nas extremidades dos esporocistos, se tem o inicio da formagéo dos esporozoitos. Em
seguida o nucleo é separado em dois e € incorporado ao esporozoito alongado, dando

origem a quatro esporozoitos em cada esporocisto (FERGUSON et al., 1978).
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O processo de esporulacdo acontece no ambiente em um periodo de
aproximadamente 1 a 5 dias apés a sua excrec¢ao pelo felino podendo variar de acordo
com a as caracteristicas do ambiente como, por exemplo, a temperatura. (SIBLEY,
2011).

Figura 12 — Oocistos de Toxoplasma gondii

Micrografia eletrénica de transmissdo (MET) mostrando um oocisto esporulado. A seta grande aponta
a parede fina do oocisto, as pontas de setas apresentam os dois esporocistos e as setas pequenas
apresentam um esporozoitos cortado longitudinalmente (DUBEY et al.,1998).

2.4.2.2. Taquizoito

O taquizoito do Toxoplasma gondii é caracteristico da fase aguda da
toxoplasmose, sua estrutura possui aproximadamente 5um de comprimento e 2um de
largura. E uma célula polarizada, de formato alongado, apresenta a regido anterior
(apical) afilada e a regidao posterior arredondada (BOOTHROYD e BLACK, 2000;
BIRCHARD e SHERDING, 2003).
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As estruturas que formam o complexo apical localizam-se na regido anterior da

célula (figura 13). Estas estruturas sdo 0s anéis polares, o condide, as roptrias e 0s

micronemas. Ja na regido mediana se tem localizado o ndcleo celular e logo acima se

encontra o complexo de Golgi e o apicoplasto. Elementos do reticulo endoplasmatico

compdem o envoltério nuclear e ramificam-se pelo citosol além de possuir uma Unica

mitocondria, a qual é ramificada. Estdo presentes em numero e localizacdo variaveis,

os granulos densos, acidocalcissomas e granulos de amilopectina, os microtubulos

subpeliculares, irradiam do anel polar posterior percorrendo o corpo celular no eixo

longitudinal até cerca de dois tercos de sua extenséao (SOUZA et al., 2010).
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Figura 13 - Estrutura do taquizoito

Anéias Apicais
Condides

AW\ Microtubulos subpeliculares

\

—

: \ Complexo interno de
' membrana
~ - Roptria

@ @<—\\— Apicoplasto

. .~ Microporo

Granulo denso
—. Reticulo

endoplasmatico
~ Granulo
amilopectina

As estruturas intracelulares do taquizoito sdo os anéis polares, anéis apicais, conéides, microtibulos

subpeliculares, micronemas, complexos internos de membrana, plasmalema, réptria, apicoplasto,

microporo, complexo de Golgi, granulo denso, reticulo endoplasmatico, granulo aminopectina, corpo

lipidico, acidocalcissoma e mitocéndria (SOUZA et al., 2010).
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Estudos mostraram a possivel associagdo das estruturas como condide, roptrias,
microporos, e micronemas, com a entrada do parasita na célula hospedeira e com a
producdo de um microambiente adequado para o crescimemnto e o desenvolvimento
do parasita intracelular (DUBEY et al., 1998).

O taquizoito € envolvido por uma estrutura trimembranar, denominada pelicula.
A pelicula é constituida pela membrana plasmatica e pelo complexo membranar
interno. O T. gondii se locomove através da associacdo da pelicula com os elementos
do citoesqueleto (SOUZA et al., 2010).

Dubey et al. (1998), descreveram que o taquizoito do Toxoplasma gondii ndo
possuindo estruturas visiveis para se deslocar como cilios, flagelos ou pseudépodes.
Contudo consegue se locomover por deslizamento, flexdo ondulante e com
movimentos rotatorios.

O taquizoito do Toxoplasma gondii pode entrar nas células do hospedeiro por
fagocitose ou pela penetracao ativa através da membrana plasmatica (DUBEY et al.,
1998). Durante a entrada do parasita na célula ocorre um processo denominado por
juncao movel. Na juncdo mével se tem a exclusdo de diversas proteinas da superficie
das células hospedeiras, pelo parasita, que através das diferencas no ancoramento
na membrana plasmética e das interac6es com o citoesqueleto, influenciam na fluidez
da membrana (SIBLEY, 2011).

Durante a adesao e ap0ds a invasao ocorre a secrecédo, na célula hospedeira, dos
conteudos das roptrias, através de vesiculas que posteriormente irdo se fundir com a
membrana do vacuolo (SOUZA et al., 2010).

Dentro da célula hospedeira o parasita, taquizoito, cercado pelo vacuolo
parasitifero assume um formato oval. Tal vactolo tem como principal caracteristica
ser ndo fuso génico, com isso consegue evitar a fusdo de elementos da via exocitica
do hospedeiro com os lisossomas (DUBEY et al., 1998).

Em relacdo a multiplicagdo assexuada do Toxoplasma gondii, Dubey et al.,
1998), relataram que ocorre no interior das células hospedeiras através da
endodiogenia (figura 14).

A endodiogenia € um processo especializado de reproducdo onde se tem a
formacao de duas células filhas a partir do parasita original. Esse processo € iniciado
através do alongamento do apicoplasto e complexo de Golgi (figura 14B). Em seguida
ocorre a divisdo do centrossomo na por¢do posterior ao nucleo e do complexo de

Golgi. Apés, se tem o surgimento de dois novos complexos apicais rudimentares, que
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consiste em anéis apicais, anel polar posterior e condide, que irdo nuclear os
microtubulos subpeliculares e o complexo interno de membrana. As células filhas
comecam a serem definidas dentro da célula mée a partir dessas estruturas
membranares (SOUZA et al.,2010).

O nacleo é dividido por um processo denominado endomitose fechada. Durante
a endomitose fechada o envelope nuclear continua intacto, com isso o nucleo adquire
o formato de ferradura, com suas pontas crescendo em direcdo aos conoides (figura
14C). Concomitantemente com a formacéao dos dois nucleos filhos independentes, se
tem o crescimento das estruturas membranosas que vao envolvendo cada nucleo e
outras organelas presentes (figura 14D) (BOOTHROYD e BLACK, 2000). A ultima
organela a ser incorporada é a mitocdndria. Cada célula filha continua sua maturacao
até gque o citoplasma e todo o seu contetdo estejam divididos entre as duas proles
(figura 14E) (SOUZA et al.,2010).

Figura 14 - Processo de endodiogenia

(Adaptado de SOUZA et al., 2010)
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Os taquizoitos sao livres apos a degradacdo da célula mée, contudo ele ainda
possui por um tempo sua extremidade superior unidas (BOOTHROYD e BLACK,
2000).

Os novos parasitas provenientes da endodiogenia fica organizados em forma de
rosetas no interior dos vacuolos parasitéforo, mostrado na figura 15, em seguida
passam ativamente pela membrana do vacuolo e rompem a membrana da célula,

assim os taquizoitos ficam livres para infectar outras células (SOUZA et al.,2010).

Figura 15 - Conformacédo em roseta dos taquizoitos

Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) de alta resolu¢cao mostrando a conformacéo em roseta dos
taquizoitos e o vacuolo parasitéforo (VP). Também é possivel observar uma rede de nanotubulos (seta)
promovendo a estabilidade da roseta e o microporo de um taquizoito (Cabeca de seta). Barra: 1um
(SOUZA et al.,2010).
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2.4.2.3. Bradizoito

No hospedeiro infectado, os taquizoitas se diferenciam em bradizoitas e formam
cistos teciduais que surgem de 7 a 10 dias ap0s a infeccdo, marcando assim a fase
cronica da toxoplasmose (BOOTHROYD e BLACK, 2000).

Os bradizoitas apresentam uma estrutura diferente dos taquizoitas. Enquanto os
taquizoitas possuem o nucleo mais central os bradizoitas tem o nucleo localizado em
direcéo a extremidade posterior, com menor susceptibilidade a destruicdo de enzimas
proteoliticas e dispdem o formato mais delgado (figura 16) (DUBEY et al., 1998).

Frenkel (1976), criou a palavra bradizoito, que vem do grego “bradi”’, e significa
lento, remetendo-se ao Toxoplasma gondii se multiplicando de forma lenta dentro do
cisto tecidual. Devido a isso o bradizoito também pode ser chamado de cistozoito.
Tais cistos teciduais vao crescendo dentro da célula conforme os bradizoitas vao se
dividindo através do processo de endodiogenia.

Os tamanhos dos cistos teciduais séo variaveis. Um cisto contendo somente dois
bradizoitas pode ter 5um de diametro, enquanto um cisto antigo pode chegar a ter até
centenas de cistozoitos em seu interior (DUBEY e FRENKEL, 1976).

Figura 16 — Bradizoito de Toxoplasma gondii

Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) mostrando o Bradizoito dentro do cisto
tecidual. Co, condide; Dg, granulo eletrodenso; Mn, micronema; Rh, réptria; Pm, plasmalema; Am,
granulo de amilopectina; Im, complexo de membrana interna; Go, complexo de Golgi; Ga, adjunto de
Golgi (apicoplasto); Mi, mitocondria; Ce, centriolos; Nu, niucleo (DUBEY et al.,1998).
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Os cistos teciduais desenvolvem-se prevalentemente nos tecidos neurais e
musculares, incluindo o cérebro, olhos e musculos (esqueléticos e cardiacos).
Contudo podem ser encontrados também em 6rgaos viscerais, incluindo os pulmdes,
o figado e os rins (BOOTHROYD e BLACK, 2000).

Geralmente os cistos teciduais possuem um formato esferoidal e dificiimente
chegam a um diametro igual a 70 um. Em contrapartida os cistos intramusculares tem
formato alongado e podem atingir a 100 um de comprimento. Os cistos teciduais
qguando intactos dificilmente irdo causar algum dano, contudo podem permanecer
durante toda a vida do hospedeiro, sem provocar uma resposta inflamatoria (DUBEY
et al., 1998).

2.4.3. Ciclo de Vida

O ciclo e vida global do protozoario Toxoplasma gondii apresenta mais de um
hospedeiro, portanto é denominado heter6xeno. Possuindo os felinos como seu
hospedeiro definitivo, devido ao fato de que somente nos felinos ocorre sua fase
reprodutiva na forma sexuada, proporcionando a producdo dos oocistos que
posteriormente serdo eliminados no meio ambiente juntamente com as fezes de seu
hospedeiro definitivo (HILL e DUBEY, 2016).

De acordo com o ponto de vista epidemioldgico, estudiosos consideram o0s
felinos, os hospedeiros mais importantes para a toxoplasmose humana (HILL e
DUBEY, 2016). De acordo com Elmore et al. (2010), a soroprevaléncia estimada em
gatos domésticos (Felix catus), em todo o mundo, é de 30-40%.

Segundo Dubey et al. (1998), existem trés estagios infecciosos no ciclo de vida
do T. gondii: forma Esporozoita (nos oocistos); forma Bradizoita (nos cistos teciduais);
e forma Taquizoita (replicacdo assexuada).

A sua fase reprodutiva de forma assexuada acontece nos diversos hospedeiros
intermediarios e baseia-se em dois estagios distintos de acordo com a fase que a
infeccéo se encontra: aguda ou cronica (SOUZA et al., 2010).

Durante a fase aguda da toxoplasmose o parasita € apresentado na forma
taquizoita com uma elevada taxa de proliferacédo, enquanto a forma bradizoita possui
proliferacdo lenta e caracteriza a fase crénica (SOUZA et al., 2010).

Normalmente, pode-se marcar como o comec¢o do ciclo no hospedeiro
intermediério, a partir do momento que se tem a ingestao do cisto tecidual em carnes

crua ou malcozida pelo hospedeiro ou através da ingestdo dos esporozoitas no
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oocisto esporulado no meio ambiente através do consumo de agua ou alimentos
contaminados (DUBEY et al., 1998; REY, 2008).

Quando se tem a ingestdo do cisto tecidual pelo hospedeiro intermediario, ele
passa pelo tudo digestivo e cai no intestino. E justamente no tecido intestinal onde o
cisto tecidual libera os bradizoitas. Sendo este resistente as enzimas presentes no
suco gastrico, passam rapidamente por um processo de diferenciacdo se
transformando em taquizoitas. Os taquizoitas sdo capazes de invadir qualquer célula,
com isso conseguem facilmente atravessar a barreira intestinal e se disseminam
dentro do hospedeiro e levam a fase aguda da infeccdo (FERREIRA DA SILVA et
al.,2008; DUBEY et al., 1998).

Quando ingerido, o oocisto esporulado do Toxoplasma gondii libera os
esporozoitos no intestino. Esses esporozoitos passam pela parede intestinal e se
difundem através da circulagdo sanguinea e linfatica. Nesta fase de répida
multiplicacéo, o parasita é denominado taquizoito. Os taquizoitos tem a capacidade
de penetrar nas células de diversos tecidos e se multiplicarem de forma assexuada.
Com isso, se tem um acumulo de parasita, taquizoito, intracelular. Esse acumulo faz
com ocorra o rompimento das células, deixando os taquizoitas livre para que outras
células sejam infectadas. (BIRCHARD e SHERDING, 2003).

Segundo Hide (2016), células circulantes como, por exemplo, os macréfagos,
possuem envolvimento no trafego do taquizoita pelo corpo do hospedeiro. Os
taquizoitas também sado a responsaveis pela transmissao vertical, da gestante para o
feto, via placenta. Com a acao do sistema imunoldgico do hospedeiro, os taquizoitas
sdo diferenciados em bradizoitas, caracterizados pelo metabolismo lento, como
método de evasdo. Esses bradizoitos formam cistos teciduais em varios locais do
corpo e assim dao origem a fase cronica da toxoplasmose (DUBEY et al.,1998;
FERREIRA DA SILVA et al., 2008; SOUZA et al., 2010).

Quando se tem a ingestdo do cisto tecidual ou do oocisto esporulado, pelo
hospedeiro definitivo, se tem a liberagao do parasita no tecido intestinal do felino. O
Toxoplasma gondii entra nos enterdcitos e iniciam sua proliferacédo, este estagio é
conhecido como enteroepitelial ou periodo pré-patente. O estagio enteroepitelial é
caracterizado pelo tempo necessario para a proliferacdo de cinco tipos do parasita
diferentes (tipo A, B, C, D e E) em sua morfologia, que vai do rompimento do cisto no
intestino até antes do inicio da gametogonia (figura 17) (DUBEY e FRENKEL, 1976;
DUBEY et al., 1970, DUBEY et al., 1998, HILL e DUBEY, 2002).
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Figura 17 - Esquema do ciclo sexual do Toxoplasma gondii
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Esquema mostrando o estagio de enteroepitelial do ciclo sexual do T. gondii nos bradizoitas que
passaram pelos estagios de diferenciagdo A, B, C, D e E, ao longo do tempo, originando o

microgametoécito que ird dar origem aos oocitos imaturos (DE CARVALHO, 2017 adaptado de DUBEY
et al.,1998).

Apoés a liberacéo dos bradizoitas dos cistos, eles invadem as células do intestino
delgado e sofre uma diferenciacdo se transformando em esquizontes. Dentro dos
enterocitos os esquizontes passam pelo ciclo coccidiano classico se proliferando de
forma assexuada, seguido da diferenciacdo em macro e microgamontes, 0s estagios
dimérficos do desenvolvimento sexual. Os microgamontes fertilizam macrogamontes,
produzindo zigotos dipldides que subsequentemente se desenvolvem em 00cistos nao

esporulados que sao excretados nas fezes do gato (figura 18). A fase sexual continua
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dentro do oocisto a medida que se inicia a meiose, seguida por mitose para produzir

esporozoitos infecciosos, dentro dos oocistos (HEHL et al., 2015).

Figura 18 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii
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Com a ingestdo do cisto ou oocisto pelo hospedeiro, o cisto libera os bradizoitas no estomago ou
intestino e o oocisto libera o esporozoito. No hospedeiro definitivo os bradizoitas se diferenciam entre
taquizoitas e gametdécitos. Os gametdcitos se fundem formando o zigoto que posteriormente ir4
amadurecer em um oocisto que sera eliminado nas fezes do felino. No hospedeiro intermediario os
bradizoitas ou esporozoito se diferenciam em taquizoitas e invadem os tecidos e dentro das células
epiteliais iniciam sua divisao por endodiogenia, com o acumulo de parasitas se tem a morte das células
e a liberacdo de mais taquizoitos. Apds a agéo do sistema imunoldgico do hospedeiro, os taquizoitas

se diferenciam em bradizoitas e formam os cistos teciduais (DE CARVALHO, 2017).

2.4.4. Manifestacdes Clinicas

A toxoplasmose € uma doenca bastante comum, contudo as manifestagcfes
clinicas dessa infeccéo sdo raras. Apos a fase aguda da doenca, o parasita continua
no hospedeiro sob a forma de cistos teciduais podendo promover ou hao

repercussodes clinicas em pessoas imunocompetentes (BRASIL, 2014).



42

Quando gestantes estédo infetadas na fase aguda da toxoplasmose, possuem
40% de chances de o Toxoplasma gondii conseguir atravessa a placenta e assim
infectar o feto (BOYER, 2000; HIDE, 2016).

A probabilidade de ocorrer a infeccdo congénita aumenta de forma significativa
de acordo com a idade gestacional em que a mulher é infectada com o parasita como
demonstrado na tabela 2, sendo estimado em 17% quando a infecgdo aguda ocorre
no primeiro trimestre, 25% no segundo e 65% no terceiro trimestre. De forma inversa,
a doenca é mais grave quando o feto € infectado no primeiro trimestre de gestacao, e
geralmente leve ou assintoméatica no feto infectado ao longo do o terceiro trimestre
(BOYER, 2000).

Tabela 2: Taxa de transmissao transplacentéria e risco de desenvolvimento de sinais
clinicos da toxoplasmose de acordo com a idade gestacional em que ocorreu a primo-
infeccdo (Pinard et al., 2003, adaptado de Dunn et al., 1999).

12 6 /5
16 15 55
20 18 40
24 30 33
28 45 21
32 60 18
36 70 15
40 20 12

Em torno de 85% dos recém-nascidos com a parasitemia congénita ndo
apresentam sinais clinicos notorios ao nascimento. Contudo, uma analise mais
especificas pode mostrar alteracdes tais como restricdo do crescimento intrauterino,
prematuridade, anormalidades liquéricas e cicatrizes de retinocoroidite.
(REMINGTON et al. 2006; ANDRADE e TONELLI, 2006).

As manifestacdes clinicas, quando presentes, podem ser encontradas no
periodo neonatal, como também ao longo dos primeiros meses de vida, podendo
haver surgimento de sequelas da doenca previamente néo diagnosticada apenas na

adolescéncia ou na idade adulta. Tais manifestacdes sé@o diversas e inespecificas.
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Alguma delas séo hidrocefalia, calcificagdes cerebrais, retinocoroidite, anormalidades
motoras e surdez (REMINGTON et al. 2006; ANDRADE e TONELLI, 2006).

Aproximadamente 70% dos recém-nascidos irdo desenvolver lesbes
oftalmolégicas em algum momento da vida. Geralmente os casos de toxoplasmose
congénita apresentam-se como de curso sub-agudo ou crénico, em que 0s parasitos
invadem todos os 6rgados, mas prevalecendo as lesGes do sistema nervoso e da retina
(PHAN et al., 2006).

Vale ressaltar que tais caracteristicas clinicas foram descritas em estudos
realizados em paises europeus e nos Estados Unidos. Estudos recentes em
brasileiros, no entanto, mostram que sdo mais frequentes lesdes oftalmoldgicas,
manifestando-se j4 ao nascimento, chegando a ocorrer em 80% dos bebés. Além
disso, uma maior gravidade tem sido identificada, possivelmente devido a grande
exposicao a cepas mais virulentas do Toxoplasma ou a maior suscetibilidade da
populacdo. Devido a isso, nos ultimos anos, tem-se dado maior atencao a deteccéo
precoce de alteracdes oftalmologicas e ao acompanhamento ao longo prazo das
criangas infectadas (PHAN et al., 2006; REY, 2008; GILBERT et al.,, 2008;
VASCONCELOS-SANTOS et al., 2009; SOUZA et al., 2010).

Apds o nascimento o bebé infectado com o Toxoplasma gondii pode desenvolver
adenopatia, afetando os ganglios cervicais se assemelhando a um linfoma. Também
pode manifestar febre, mal-estar, dores musculares e articulares, no inicio da
infeccdo. Tais casos podem ser acompanhados de prostracdo, hepatite, esplenite,
miocardite e em casos mais graves meningite e encefalomielite. Dependendo da
gravidade, o 6bito ocorre em uma semana (SOUZA et al., 2010).

Quando o paciente € imunodeficiente a toxoplasmose é extremamente grave, na
maioria dos casos pode apresentar encefalite aguda, que pode levar a morte em
poucos dias ou ter uma evolu¢do mais lenta possibilitando o quadro de toxoplasmose
extra cerebral (ocular, pulmonar ou cardiaca) (BOOTHROYD e BLACK, 2000). Foi
demonstrado em estudos que a grande maioria dos pacientes apresenta febre e dor
de cabeca. E as alteragcbes das funcdes cerebrais manifestam-se por confuséo,
letargia, alucinagdes ou psicose, perda de memadria ou do conhecimento e coma
(PORTER e SANDER, 1992).
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2.4.5. Resposta inflamatoria durante a invasao do Toxoplasma gondii

As células epiteliais intestinais da mucosa também sdo capazes de produzir
substancias antimicrobiana como: citocinas, mucinas, 6xido nitrico, dentre outros, que
compdem a barreira quimica de protecao intestinal. Além das células epiteliais
intestinais, também s&do encontrados outros tipos celulares como as células
dendriticas e macrofagos que ajudam a modular todo esse microambiente inflamatério
diante a um microrganismo patogénico (MUNIZ et al., 2012; EROL et al., 2018).

A sinalizacdo do sistema imunolégico desencadeia uma rapida alteracdo na
barreira mucosa do intestino. Essas sinaliza¢des sao realizadas por fatores pré-imune
inflamatorios, dentre eles podemos destacar Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e
Interferon- y (IFN-y) e a interleucina 1 beta (IL-1B). Contudo, a fungédo da barreira
intestinal pode ser prejudicada com a resposta inflamatdria que envolva as células
epiteliais intestinais. Quando os fatores pro-imunoinflamatorios estdo presentes
simultaneamente na cultura da IEC-6, é possivel mimetizar de maneira eficiente um
processo inflamatoério no tecido epitelial intestinal (MUNIZ et al., 2012; EROL et al.,
2018). Entretanto cada citocinas e quimosinas desempenham um papel especifico no
tecido, Leaphart et al. (2007) demonstraram que o interferon-y inibe a restituigao
intestinal pela prevencdo da comunicacao entre os enterdcitos utilizando as juncdes
comunicantes.

Outros estudos como o de Richter et al. (2012) e Chen et al. (2014)
demonstraram que o LPS diminui a restituicdo em lesGes nas células intestinais. O
reparo da superficie da mucosa intestinal ocorre em varias etapas, a primeira delas
envolve células epiteliais adjacentes que migram para dentro da ferida. Este € um
processo conhecido como restituicdo epitelial gue comeca quase imediatamente apos

lesé@o e ndo requer proliferacéo celular.

2.4.6. Toxoplasma gondii X Conexina 43

Entre as infec¢cbes causadas por parasitas, em especial a toxoplasmose, uma
estrutura que merece destaque séo as juncgdes celulares (CAMPOS DE CARVALHO
et al., 1998). Com diversos mecanismos de escape, 0 Toxoplasma gondii ao entrar na
célula causa alteragbes para facilitar a sua sobrevivéncia (SEABRA et al., 2002).
Alguns estudos demonstraram alteragdes no complexo juncional (juncdes de adesao)

em células epiteliais da retina devido a infeccao pelo Toxoplasma gondii, confirmando
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novamente as mudancas na homeostase geradas pelo parasita (NOGUEIRA et al.,
2015).

Campos de Carvalho et al. (1998) mostraram que a redugdo da comunicacao
juncional poderia estar relacionada com alteracfes secundarias no metabolismo da
célula, proporcionado pela infeccdo com o Toxoplasma gondii, portanto o parasita teria
a capacidade de exercer influéncia sobre as jungbes comunicantes. Mostraram
também que astrocitos e células da meninge (aracnoide e pia-mater), apresentavam
uma sensivel diminuicdo em seu acoplamento celular e nas marcacgfes para Cx26 e
Cx43, quando infectadas pelo T. gondii. Contudo, ndo foi observada uma alteracéo
significativa nos niveis totais de conexina 43, sugerindo entdo que tal infeccdo pode
modificar o posicionamento da proteina na formacgéo de canais juncionais funcionais
na membrana plasmética (CAMPOS DE CARVALHO et al., 1998).

Estudos recentes demonstraram que a infeccdo com o T. gondii leva a perda
parcial das microvilosidades na superficie das células Caco-2 (derivada de
adenocarcinoma colorretal), durante as avaliacbes de mudancas morfologicas e
fisiolégicas. Também foi possivel observar diminuicdo da Claudin-1, Zonula
Occludens-1 (ZO-1), e as expressboes de ocludina apresentaram padrbes
descontinuos nas células infectadas. Tais resultados levam a acreditar que a infeccao
por Toxoplasma gondii pode gerar a perda da integridade da mucosa intestinal,
levando a um comprometimento da funcdo da barreira e diminuicdo da resisténcia
elétrica transepitelial em células Caco-2 em 24 horas de infeccdo, confirmando
novamente as mudancas na homeostase geradas pelo parasita (BRICENO et al.,
2016).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Desta forma, tracamos como objetivo geral: Avaliar a modulac&o das juncdes
comunicantes formadas pela Conexina 43 (Cx43) durante o processo de infeccao do
Toxoplasma gondii na linhagem celular epitelial intestinal IEC-6 e durante o tratamento

com TNF-a.

3.2. Objetivo Especifico

Para cumprir o objetivo geral deste estudo, tracamos como objetivos
especificos:

- Avaliar o crescimento e a morfologia celular de células da linhagem celular
epitelial intestinal IEC-6 infectadas com o parasita Toxoplasma gondii ou tratadas com

o fator pro-imunoinflamatério TNF-a, por microscopia Optica de contraste de fase;

- Estudar a expressao proteica da Cx43 em células da linhagem celular epitelial
intestinal IEC-6 ndo-infectadas, infectadas com o parasita Toxoplasma gondii ou
tratadas com o fator pro-imunoinflamatério TNF-a, por transferéncia

imunoeletroforética;

- Analisar a expressao e a localizagédo da proteina Cx43 em células da linhagem
celular epitelial intestinal IEC-6 n&o-infectadas e infectadas com o parasita

Toxoplasma gondii, por imunofluorescéncia,
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4 METODOLOGIA

4.1. Cultura de Células Epiteliais Intestinais (IEC-6)

A linhagem da célula epitelial intestinal (IEC-6) é obtida a partir de células ndo
diferenciadas da cripta do jejuno de Rattus, e foi cedida pelo Banco de Células do Rio
de Janeiro, no INMETRO. O plagueamento das células, foi realizado com uma
densidade inicial de 1x10células/mL, em garrafas de plastico de 25 cm2 (CORNING /
USA), em laminulas de vidro niamero 1 (Fisherbrand / Fisher Scientific).

As culturas foram acondicionadas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (V/V) (GIBCO), 1Ul/mL de
insulina (NPH), penicilina 1000Ul/mL e estreptomicina 100UI/mL (Sigma- Aldrich). As
células foram mantidas a 37°C em atmosfera umida a 5% de CO,.

4.2. Obtencao de Taquizoita de Toxoplasma gondii

Taquizoitos de T. gondii (estirpe RH) foram inoculados intraperitonealmente em
camundongos suicos (CF-1). Apos 2-3 dias, os taquizoitos foram colhidos usando
lavagem intraperitoneal com solucao salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,3) e
depois contados. A forma taquizoita de T. gondii (cepa RH) foi mantida conforme
descrito por Padréo et al. (2014).

A manutencdo dos parasitas ocorreu através do numero da CEUA 2108050821

na Universidade do Estado do Rio de Janeiro, campus Zona Oeste (UERJ -ZO).

4.3. Interacdo Parasito-Célula

As células foram cultivadas em garrafas de plastico de 25 cm2 ou em laminulas
de vidro (numero 1) organizadas na placa de 24 poc¢os. ApoOs 48h a cultura atingiu a
confluéncia (Freshney, 2005). O taquizoita de T. gondii foi ressuspendido em meio
DMEM e colocado em contato com a célula na propor¢édo 1 parasita para cada célula
(1:1), 5 parasitas para cada célula (5:1) e 10 parasitas para cada célula (10:1). Este
foi mantido 1 hora em estufa 37°C em atmosfera iumida a 5% de CO,. Em seguida, o
meio foi descartado e substituido por DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino, 1UI/mL de insulina e penicilina 1000UI/mL e estreptomicina 100UI/mL e foram

mantidas a 37°C em atmosfera umida a 5% de CO,, no periodo de 24, 48 e 72 horas.
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Apos, as células foram submetidas a uma avaliag@o de crescimento celular, e de
sua morfologia, por meio de imagens obtidas no microscépio invertido (Axiovert 40
CFL, campo claro, contraste de fase, ZEISS, Alemanha) nos aumentos de 100X e
400X. A contagem de células por campo foi realizada utilizado o programa ImageJ e
os dados foram analisados no programa GraphPad Prism para a aquisi¢cao do grafico

do numero de células.

4.4. Imunofluorescéncia

As células foram fixadas com formaldeido 4% durante 1h em temperatura
ambiente. Apds esta etapa, as células foram lavadas com PBS-TRITON X-100R em
uma concentracdo de 0,3%, trés vezes durante 30 minutos, e logo em seguida
incubadas com albumina sérica bovina (BSA Bovine Serum Albumin, SIGMA) isenta
de imunoglobulinas, diluida em PBS a 2% por 20 minutos. Apds o bloqueio as células
foram incubadas com anticorpo policlonal anti-Cx43 descrito na secao de
transferéncia imunoeletroforética, em uma diluicdo de 1:100 e deixado over night.
ApoOs a incubacéo, as células foram lavadas com PBS, trés vezes por 10 minutos e
incubadas com anticorpo secundario ALEXA 488 (na diluicdo de 1:400 (A-11008,
invitrogen). Apos a lavagem com PBS, como descrito anteriormente. Em seguida as
laminulas foram incubadas com o marcador de citoesqueleto Faloidina (F-actina)
(Alexa Fluor® 546 phalloidin (A22283), Life Technologies) conjugado com o
fluorocromo ALEXA 546 em uma diluicdo de 1:100 por 2 horas. Apos a incubacao, as
células foram lavadas com PBS trés vezes por 10 minutos e incubadas com anticorpo
policlonal anti-Cx43 descrito na secéo de transferéncia imunoeletroforética, em uma
diluicdo de 1:100 por 1 horas. Apés esta etapa, as células foram lavadas com PBS,
trés vezes por 10 minutos e foram marcadas com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) para marcar o nucleo das células. Elas foram montadas sobre laminas
qgue continham 10 pL de Prolong gold®, uma solucédo que reduz o decaimento da
fluorescéncia. As marcagfes nas laminas foram observadas em um microscopio de
epifluorescencia AXIOVERT 40 Plus Carl ZEISS (Photo microscope), excitadas com
iluminacéo por lampada de mercurio de alta pressao, HBO 50W, (A = 490 nm) sendo
a emissdo monitorada utilizando um conjunto de filtros de emisséo para fluorescéncia
de fluoresceina (A = 525nm). A especificidade da imunoreatividade foi avaliada na
auséncia do anticorpo primério. Os experimentos foram submetidos a observacao e

analise simples ou de secc¢des no plano Z (reconstrucéo tridimensional) utilizando o
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microscépio confocal LSM 710 QUASAR (Carl ZEISS, Oberkochen, Germany). Os
dados foram plotados no programa GraphPad Prism para a aquisicdo do grafico da

analise de distribuicdo da marcacéo.

4.5. Determinacédo da concentracdo de proteina

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),
que detecta concentracdes da ordem de mg/mL de proteina. Cinco mililitros de
reagente de Bradford, composto por Comassie Brilliant Blue G-250 10% (P/V), etanol
5%, acido fosférico 10% e agua, foram adicionados a amostra a ser dosada. As
aliquotas sdo distribuidas em triplicatas de diferentes concentragbes. Estas foram
homogeneizadas e comparadas a uma curva padrdo obtida com albumina bovina
sérica (Lmg/mL). As leituras da densidade otica foram realizadas em comprimento de
onda (A) de 595nm em espectrofotometro (SHIMADZER, modelo UV-2450).

4.6. Imunoeletrotransferéncia (Western Blot)

As células estudadas pela técnica de Western Blot foram lavadas e raspadas
em uma solucdo de bicarbonato de sodio, e centrifugadas durante 10min. Foi
adicionado 3 mL de Tween 20 e homogeneizado com o auxilio do vortex. O material
foi centrifugado, ressuspenso e armazenado a -20°C em solucao de bicarbonato de
sédio, 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; fenantrolina — 200 mM).

A separacdo das proteinas presentes na célula foi realizada através da técnica
de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
A amostra com as proteinas foi adicionada no gel de corrida (running gel) em uma
concentracdo de 10%.

As amostras foram solubilizadas em tamp&o de amostra, e mantidas a
temperatura ambiente por cerca de 60 minutos antes de sua aplicacdo no gel. Apds a
corrida eletroforética o gel foi colocado em contato com a membrana de nitrocelulose
em solugédo tampéo e a transferéncia realizada sob uma corrente constante de 320
mA por 1 horas (sistema BIO-RAD). A nitrocelulose, foi incubada em tampéao TBS (Tris
Buffer Saline) contendo leite em p6 desnatado Molico® 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.



50

A membrana foi incubada por 17 horas a 4°C sob agitagdo com anticorpo
policlonal anti-conexina43 (Anti-connexin43/ GJA1l antibody (ab11370)(Abcam))
diluido na proporcao de 1:1000 em TBS-T contendo leite em p6 desnatado Molico® a
3%. ApoOs a lavagem da nitrocelulose com TBS-T ela foi incubada com anticorpo
secundério diluido na propor¢éo de 1:5000 em TBS-T contendo leite em p6 desnatado
Molico® a 3%, este esta ligado a horseradish peroxidase para quimioluminescéncia,
por 2 horas. Para revelacdo a nitrocelulose foi incubada com a solucdo de ECL
(Substrato de peroxidase para quimioluminescéncia) acrescentada a Peroxido para
andlise no sistema ChemiDoc MP imaging system BIO-RAD, e avaliado através do
programa Image lab 5.2.1.

4.7. Andlise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 9.3.1. Os testes
Qui-quadrado e One Way Anova foram utilizados para a andlise inferencial em um

nivel de significancia inferior a 0,05.

5 RESULTADOS
5.1. Infeccdo com o parasita Toxoplasma gondii: Crescimento Celular e
Aspectos Morfolégicos

A linhagem epitelial intestinal IEC-6 foi infectada na propor¢éo de 1 parasita por
célula, 5 parasitas por célula e de 10 parasitas por célula a fim de analisar como o
crescimento celular e os aspectos morfoldgicos celulares podem ser alterados em um
microambiente de infec¢cdo aguda, gerado pelo parasita T. gondii durante 24, 48 e 72
horas de incubacédo com as células.

As caracteristicas do microambiente, relacionadas com a contagem do namero
de células, podem ser observadas nas figuras 19, 21 e 23 no aumento de 100X,
enquanto as alteragbes morfologicas nas células da linhagem IEC-6 séo observadas
em um aumento 400X nas figuras 20, 22 e 24.

No inicio do processo de infec¢do as alteragbes no microambiente sdo sultis,
entretanto com o aumento do tempo de incubacé&o a quantidade de parasitas aumenta,
levando ao aumento do dano celular e a morte de células.

Nestes resultados acompanhamos a progressao das alteragdes celulares que
ocorrem no processo de infec¢do, envolvendo a manutencgéo da sobrevida do parasita

no meio intracelular, comparadas sempre com as células controle (sem parasita).
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Nas figuras 19 e 20 ha a comparagdo entre o microambiente e as alteracfes
morfolégicas em 24 horas de infec¢do destacando o aumento sutil de morte celular.
Por outro lado, nas figuras 21 e 22 essa mesma comparacao € feita em 48 horas de
infeccdo destacando a diferenca do microambiente entre as concentracbes de
infeccao, e por fim as figuras 22 e 23 marcam o limite de tempo para a manutengao
da cultura infectada, estando esta com 72 horas, demonstrando uma redugéo do
namero de células em cultura.

E possivel destacar que a alteracdo do comportamento das células em relacdo
a sua ocupacdo no microambiente e alteracdes morfologicas nas células IEC-6 fica
evidente com a progressao do tempo, e se tornam presentes em todos 0s horarios

avaliados, quando comparadas com as células controle.

Figura 19 - Micrografias em microscopia 6ptica de contraste de fase apds 24
horas de infecgao utilizando células da Linhagem IEC-6 (10x)
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Comparacao das células controle (A) com as células infectadas com o Toxoplasma gondii na proporcao
de 1:1 (B), 5:1 (C) e 10:1(D) (parasitas por célula). E possivel visualizar a alteracio do comportamento
das células em relacédo a sua ocupacao e morte celular no microambiente, quando comparadas com
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as células controle em ambas as proporgdes de infecgdo, sendo mais evidente na proporgéo 10:1 (C).
Seta em elipse indicando a morte celular. Aumentos em objetiva de 10X.

Figura 20 - Micrografias em microscopia Optica de contraste de fase apos 24

horas de infecgao utilizando células da Linhagem IEC-6 (40x)

Comparacao das células controle (A) com as células infectadas com o Toxoplasma gondii na de
propor¢édo 1:1 (B), 5:1 (C) e 10:1(D) (parasitas por célula). E possivel visualizar a alteracdo na
morfologia com células mais turgidas e o comec¢o do desprendimento das células indicando o inicio da
morte celular, quando comparadas com as células controle em ambas as proporgdes de infecgéo,
sendo mais evidente na propor¢do 10:1 (C). Seta aberta indicando as alterag6es morfoldgicas e setas

em elipse indicando a morte celular. Aumentos em objetiva de 40X.
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Figura 21 - Micrografias em microscopia O6ptica de contraste de fase ap6s 48

horas de infec¢do utilizando células da Linhagem IEC-6 (10x)

Comparacao das células controle (A) com as células infectadas com o Toxoplasma gondii na de
proporcao 1:1 (B), 5:1 (C) e 10:1(D) (parasitas por célula). Observa-se o aumento no nimero de células
em B e C devido ao crescimento celular, entretanto em D temos o aumento da morte celular pelo grande

namero de parasitas. Seta em elipse indicando a morte celular. Aumentos em objetiva de 10X.
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Figura 22 - Micrografias em microscopia O6ptica de contraste de fase apds 48

horas de infecgao utilizando células da Linhagem IEC-6 (40x)

Comparacao das células controle (A) com as células infectadas com o Toxoplasma gondii na de
proporgéo 1:1 (B), 5:1 (C) e 10:1(D) (parasitas por célula). E possivel visualizar a morfologia da célula
com padrdes descontinuos devido ao aumento dos parasitas intracelulares e uma grande quantidade
de células mortas, quando comparadas com as células controle em ambas as propor¢des de infecgédo.
Seta aberta indicando as alteragbes morfologicas e setas em elipse indicando a morte celular.

Aumentos em objetiva de 40X.
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Figura 23 - Micrografias em microscopia 6ptica de contraste de fase apés 72

horas de infec¢do utilizando células da Linhagem IEC-6 (10x)

Comparacao das células controle (A) com as células infectadas com o Toxoplasma gondii na de
proporgédo 1:1 (B), 5:1 (C) e 10:1(D) (parasitas por célula). Em A temos o aumento do nimero de células
pela continuidade do ciclo celular (seta em losango), jA em C e D temos 0 aumento da morte celular
pelo grande numero de parasitas, sendo que, em B e C observamos um microambiente com mais
células viaveis quando comparamos com D. Seta em losango mostrando o aumento no nimero de

células e setas em elipse indicando a morte celular. Aumentos em objetiva de 10X.
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Figura 24 - Micrografias em microscopia 6ptica de contraste de fase apés 72
horas de infecgao utilizando células da Linhagem IEC-6 (40x)
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Comparacao das células controle (A) com as células infectadas com o Toxoplasma gondii na de
proporgéo 1:1 (B), 5:1 (C) e 10:1(D) (parasitas por célula). E possivel visualizar a morfologia celular
completamente alterada em ambas as propor¢des e uma grande quantidade de células mortas, quando
comparadas com as células controle e também é possivel observar o0 aumento do parasita extracelular
devido a lise das células infectadas, sendo mais evidente na propor¢éo 5:1 (C) e 10:1 (D). Seta aberta
indicando as alteracdes morfoldégicas e setas em elipse indicando a morte celular. Aumentos em
objetiva de 40X.

5.2 Tratamento da IEC-6 com TNF-a: Crescimento Celular e Aspectos
Morfolégicos

A linhagem epitelial intestinal IEC-6 foi tratada com Fator de Necrose Tumoral
do Tipo a (TNF-a) na concentragao de 1 ng/mL a fim de analisar como o crescimento
celular e os aspectos morfolégicos celulares sdo alterados em um microambiente
durante 24, 48 e 72 horas de tratamento. As caracteristicas do microambiente podem
ser observadas na figura 25 na objetiva de 10X e as alteragbes morfologicas nas
células IEC-6 sdo observadas com o0 aumento na objetiva de 40X na figura 26.
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Nestes resultados foi identificada uma pequena alteracdo no microambiente,
ocasionada pela tendéncia ao aumento no niumero de células que ocorre durante o
tratamento com o fator de necrose tumoral (TNF-a), observado nos horarios de 24 e
48h, quando comparado com o controle (figura 25A).

Ja as alteracbes morfolégicas sdo pouco evidentes, podendo ser mais bem
observadas no horéario de 48h de tratamento (figura 26C). Destacando que a alteracao
do comportamento das células em relacdo a sua ocupacdo no microambiente e
alteracdes morfologicas nas células IEC-6 tratadas sdo sutis quando comparadas com
as ceélulas controle.

O grafico da contagem do numero de ceélulas por campo das culturas da
Linhagem Celular IEC-6 (figura 27), foi feito a fim de comparar as células controle com
as células tratadas com TNF-a e as células infectadas com o Toxoplasma gondii nas
trés proporcdes de infeccdo (1:1, 1:5 e 1: 10 célula por parasitas) em periodos de 24,
48 e 72 horas.

A avaliacdo do grafico mostrou que nem todos os dados analisados
apresentaram diferenca significativa, entretanto a cultura em 24h de tratamento com
TNF-a apresentou um aumento no numero de células quando comparado com o
controle. Esse aumento no niumero de células ficou ainda mais evidente apos 48h de
tratamento.

Destaca-se também que a ativacdo dessas células promovidas pelas alteracfes
no microambiente causadas pelo parasita refletiu também no niamero de células em
cultura. Nos horérios iniciais da infec¢do se tem o aumento significativo de células no
microambiente, entretanto esses valores tendem a decair com o aumento da
parasitemia e maior proporcédo de infeccdo. A reducdo do namero de células em 72h
de infeccdo em relacdo aos horéarios anteriores foi evidente em todas as propor¢cdes
analisadas. As culturas infectadas com 10 parasitas por células demonstraram
reducdo ainda mais significativa do numero de células em 72h de interacéo célula-
parasita, ja que essa proporcao de infec¢do (10:1) tem um decréscimo do numero de

células a partir no primeiro horério avaliado.
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Figura 25 — Micrografias em microscopia 6ptica de contraste de fase apés
tratamento com TNF- a utilizando células da Linhagem IEC-6 (10x)

Comparacao das células controle (A) com as células tratadas com TNF-a nos horarios de 24h (B), 48h

(C) e 72h (D). E possivel visualizar as sutis alteracio do comportamento das células em relacéo a sua
ocupacgdo no microambiente, quando comparadas com as células controle em todos os horarios de
tratamento, sendo evidenciado pelo aumento no nimero de células. Aumentos em objetiva de 10X.
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Figura 26 — Micrografias em microscopia 6ptica de contraste de fase ap6s

tratamento com TNF- a utilizando células da Linhagem IEC-6 (40x)

Comparacao das células controle (A) com as células tratadas com TNF-a nos horérios de 24h (B), 48h
(C) e 72h (D). E possivel visualizar poucas alteragdes morfoldgicas nas células, quando comparadas
com as células controle em todos os horarios de tratamento, sendo mais evidente em 48h de tratamento
(C). Aumentos em objetiva de 40X.
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Figura 27 — Contagem de células
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Grafico comparativo do nimero de células por campo das culturas da Linhagem Celular IEC-6 controle,
apos o tratamento com TNF-a e apds a infecgcdo com Toxoplasma gondii nas trés proporcdes de
infeccado (1:1, 1:5 e 1: 10 célula por parasitas) em periodos de 24, 48 e 72 horas. P<0,05 (*); P<0,01(**),
P<0,001(***): P<0,0001(****)

5.3 Infeccdo com Toxoplasma gondii + Tratamento com TNF-a: Expressao da
Conexina 43.

Através de ensaios de imunoeletrotransferéncia (Western Blot), utilizando células
IEC-6, foi analisada a expressao dos niveis proteicos da conexina 43 nas células
controle, infectadas (T. gondii 1:1) e tratadas (TNF-a 1ng/mL) nos horarios de 24, 48
e 72 horas. Foi possivel observar a expressdo da Cx43 ndo somente nas células
controle, como também nas células infectadas e nas tratadas em todos os tempos de
incubacédo analisados no experimento (24, 48 e 72 horas), como destacado na figura
28A.

Diante dos achados, a banda representando a amostra em que houve interacao
com o parasita por um periodo de incubacdo de 24 horas apresentou uma maior
expressao de Cx43, quando comparada com as células controle (n&o infectadas), com

as ceélulas infectadas em outros momentos, e também em relacdo aos demais tempos
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de tratamento com fator pro-imunoinflamatério, como pode ser observado na figura
28A.

Com 72 horas de infecgdo com o T. gondii, a expresséo da proteina Cx43 também
se mostrou com valores maiores do que os encontrados nas células controle, no
entanto com valores menores do que os encontrados em 24 horas de infecgao.

A expresséo da Cx43 nas células tratadas com TNF-a analisadas no experimento
(24, 48 e 72 horas), ndo mostraram variacdes significativas quando comparadas com
as células controle. Como visto na figura 25B e no gréafico da figura 27 o TNF-a
conseguiu promover o aumento no numero de células, principalmente em 48h de
tratamento, contudo este dado nao interferiu estatisticamente de forma significativa na

expressao da Conexina 43 na célula.

Figura 28 — Imunoeletrotransferéncia da linhagem IEC-6
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Experimentos representativos de Imunoeletrotransferéncia de culturas de linhagem IEC-6. Em A os
niveis de expressédo da proteina Conexina 43. Os poc¢os foram organizados da seguinte forma: Células
Controle (C); Célula infectada com Toxoplasma gondii na concentracéo de 1:1 nos periodos de 24, 48
e 72 horas (Tx24, Tx48 e Tx72); e Tratadas com TNF-a 1ng/mL nos periodos de 24, 48 e 72 horas
(T24, T48 e T72). A marcagcdo em 43 kDa é resultado da utilizagdo do anticorpo policlonal para a
Conexina 43. Nota-se 0 aumento da expressdo da Cx43 em relagdo as células IEC-6 controle, em
relacdo as células IEC-6 infectadas, principalmente quando analisado o periodo de 24 horas de
infeccdo. As células tratadas com fatores pré-imunoinflamatérios ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas nos niveis expressos de Cx43, quando comparadas com as células
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controle. O gréfico (B) representa a densitometria feita a partir das marcag6es das bandas observadas
na imagem do Western blot de culturas das células IEC-6. A figura 28B demonstra que em 24h e 72h
de infeccdo ocorreu o aumento estatisticamente significativo da expressédo da Conexina 43. P<0,05 (*);
P<0,01(**), P<0,001(***); P<0,0001(****)

5.4 Imunofluorescéncia da Linhagem Celular IEC-6

A linhagem celular epitelial intestinal (IEC-6) foi submetida a técnica de
imunofluorescéncia, e analisada por microscopia confocal, a fim de avaliar o perfil do
posicionamento morfofuncional da conexina 43 em seu microambiente, assim como
no ambiente em que ocorreu a infeccao parasitaria com o Toxoplasma gondii, na
proporcao de dez parasitas por célula, durante 24, 48 e 72 horas de infec¢do, sendo
comparadas com as células controle.

Em todas as micrografias a linhagem IEC-6 foi incubada com o marcador DAPI a
fim de destacar o nucleo celular (em azul), marcada com o anticorpo anti-conexina 43
para indicar a presenca e distribuicdo da conexina 43 (em verde), e incubada com
Faloidina para que os filamentos de F-actina fossem demonstrados (em vermelho).

Ao realizar a andlise do experimento, verificou-se a marcagao do nucleo da célula
controle (ndo infectada) com DAPI (figura 29A), e os filamentos de F-actina
organizados uniformemente por todas as células, sendo a marcacdo mais evidente
nas proximidades da membrana plasmaética (figura 29B).

Na figura 29C, a marcacdo para conexina 43 aponta que esta proteina esta
localizada na membrana plasméatica da célula, sua localizacdo morfofuncional que
indicaria a possivel manutencdo de sua atividade de comunicacao juncional. Nesta
mesma micrografia é possivel evidenciar a formacao de placas juncionais.

Na figura 30, foi realizada a imunomarcacao na linhagem IEC-6 infectada pelo
parasita no periodo de 24 horas, a fim de estudar as mesmas estruturas descritas
anteriormente. Na figura 30A é possivel observar a marcacdo do ndcleo das células
IEC-6, bem como o nlcleo dos parasitas presentes no interior das células. Ao analisar
o citoesqueleto celular, é possivel destacar o inicio de um processo de
desorganizacao dos filamentos de F-actina (figura 30B), e a reducédo da marcacao
para conexina 43 na membrana plasmatica (figura 30C).

No periodo de 48 horas de infecgdo (figura 31), o nucleo das células da linhagem
IEC-6, e dos parasitas, continuam marcados pelo DAPI (figura 31A) de forma

inalterada, porém o citoesqueleto das células apresenta uma maior desorganizacao
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quando comparado as células controle e as células infectadas por 24 horas (figura
30B). Entretanto, a marcagdo para a proteina conexina 43 na membrana plasmatica,
bem como no citoplasma, encontra-se aumentada (figura 31C) quando comparado
com as 24 horas de infeccdo com o parasita.

Na figura 32, foi analisado o processo de infec¢do pelo periodo de 72 horas, se
mostrando evidente a desorganizag¢ao dos filamentos de F-actina e a marcagéao do
citoesqueleto dos protozoarios no interior das células (figura 32B). Neste contexto, a
marcacdo para a proteina conexina 43 na membrana plasméatica encontra-se
significativamente reduzida, e praticamente inexistente no citoplasma (figura 32C). Por
outro lado, a marcacdo do nucleo das células IEC-6 e a expressiva quantidade do
ndcleo dos parasitas no interior das células (figura 32A) se faz presente.

Na figura 33 é demonstrada a representacdo grafica da andlise de
imunofluorescéncia confocal mostrando a porcentagem da &area marcada pelos
anticorpos anti-conexina 43 (verde) e faloidina (vermelho) sobre a é&rea total da
imagem, juntamente com a analise estatistica dos dados corroborando com o0s
achados de imunofluorescéncia. Foi notério que, apés o decréscimo da marcacao
para conexina 43 em 24, em 48h de infeccdo ocorreu 0 aumento significativo da area
marcada com o anticorpo anti-Cx43, quando comparado com o controle. Ja a
significancia dos resultados de 72h também foi comprovada, portanto ocorreu uma
diminuicao significativa da marcacéo 43 nas células com o aumento da parasitemina.
A marcacdo dos filamentos de F-actina pela faloidina também foram avaliados e
comparados com o controle. Foi possivel observar a diminuicdo da marcacdo desses
filamentos a medida que aumentava o tempo de infecgcédo, entretanto com 72h de
infeccdo € notério o0 aumento significativo dessa marcacéo dos filamentos de F-actina
devido ao grande dano celular, fazendo com que o citoesqueleto do protozoario

também fosse marcado.



64

Figura 29 - Imunofluorescéncia do controle da linhagem IEC-6

Imunofluorescéncia da célual controle demonstrada em microscopia confocal (LSM710, Zeiss,
Germany). Observamos que o nicleo das célulasi marcado com DAPI em azul (A) e a marcagdo dos
filamentos de F-actina pela faloidina em vermelho e da conexina 43 em verde, localizado na membrana

plasmatica e no citolasma celular (respectivamente B e C). Na micrografia D é demonstrado as imagens

sobrepostas. Imagens obtidas na objetiva de 63X.



65

Figura 30 - Imunofluorescéncia da linhagem IEC-6 com 24h de infecgcdo com
Toxoplasma gondii

A

Imunofluorescéncia demonstrada em microscopia confocal (LSM710, Zeiss, Germany), indicando a
marcacao para a proteina conexina 43 e faloidina (marcador dos filamentos de F-actina) na linhagem
celular IEC-6 infectada com Toxoplasma gondii, na propor¢cdo 10:1 (dez parasitas para uma célula),
apos 24 horas. Em setas, A e D demonstraram infeccao pelo parasita. Neste experimento, a Conexina
43 foi reduzida da membrana plasmética das células IEC-6 apds a infeccao (C) quando comparada ao

controle. Na micrografia D € demonstrada a interposi¢do de imagens. Barra de calibragdo: 50um.
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Figura 31 - Imunofluorescéncia da linhagem IEC-6 com 48h de infec¢cdo com

Toxoplasma gondii

A

Imunofluorescéncia demonstrada em microscopia confocal (LSM710, Zeiss, Germany), indicando a
marcacao para a proteina conexina 43 e faloidina (marcador dos filamentos de F-actina) na linhagem
celular IEC-6 infectada com Toxoplasma gondii, na propor¢cdo 10:1 (dez parasitas para uma célula),
apos 48 horas. Em setas, A e D demonstraram a infecgéo pelo parasita. Neste experimento, a faloidina
(B) mostra a desorganizacdo dos filamentos de F-actina do citoesqueleto celular e a conexina 43 (C)
foi aumentada da membrana plasmatica das células IEC-6 apds a infeccdo quando comparada ao

controle. Na micrografia D € demonstrada a interposi¢cdo de imagens. Barra de calibragdo: 50um
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Figura 32 - Imunofluorescéncia da linhagem IEC-6 com 72h de infec¢cdo com
Toxoplasma gondii

A

Imunofluorescéncia demonstrada em microscopia confocal (LSM710, Zeiss, Germany), indicando a
marcacao para a proteina conexina 43 e faloidina (marcador dos filamentos de F-actina) na linhagem
celular IEC-6 infectada com Toxoplasma gondii, na propor¢cdo 10:1 (dez parasitas para uma célula),
apos 72 horas. Em setas, A e D demonstraram infecgéo pelo parasita. Nesse experimento, a marcagao
da conexina 43 e F-actina foram interrompidas, pela infec¢cdo, da membrana plasmética das células

IEC-6 (B, C). Na micrografia D é demonstrado imagens interpostas. Barra de calibragdo: 50um.
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Figura 33 - Anélise de distribuicéo
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Grafico da andlise de imunofluorescéncia confocal mostrando a porcentagem da area marcada pelos
anticorpos anti-conexina 43 (verde) e faloidina (vermelho) sobre a area total da imagem. E possivel
observar que em 48h de infecgcdo com o protozoério Toxoplasma gondii se tem o0 aumento da area
marcada com o anticorpo anti-Cx43 e essa marcacao diminui de forma estatisticamente significativa
apos 72h de infec¢do. Ao analisar a marcagdo dos filamentos de F-actina pela faloidina € notério o
decréscimo da estrutura de acordo com o aumento da parasitemia, contudo em 72h de infecgéo é
possivel visualizar o aumento dessa marca¢do devido ao grande dano celular, fazendo com que o

citoesqueleto do protozoario também fosse marcado. P<0,05.
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6 DISCUSSAO
6.1 Células do Epitélio Intestinal: Alteragc6es da Morfologia e do Crescimento

Celular em Microambientes Modificados

6.1.1. Alteragcdes Celulares na Parasitemia

O Toxoplasma gondii € um patégeno parasitario transmitido principalmente
através do consumo oral de alimentos e agua contaminados, portanto o trato
gastrointestinal é sua principal via de entrada no hospedeiro. Para promover a
infecc@o o parasita desenvolveu diversas estratégias para ultrapassar rapidamente a
barreira epitelial intestinal (JONES et al., 2017).

A capacidade do Toxoplasma gondii em se disseminar no hospedeiro depende
de sua habilidade de evitar uma sequéncia de respostas antimicrobianas que séo
iniciadas rapidamente apos a infeccdo (GREGG et al.,, 2013). Essa invasdo do
parasita a célula do hospedeiro ocorre em torno de 30 segundos (SIBLEY e
ANDREWS, 2000). Segundo Howe e Sibley (1995), a cepa RH, a mesma utilizada no
presente estudo, € a mais virulenta, com isso consegue se replicar rapidamente
promovendo a infeccéo.

Sabe-se que a toxoplasmose se estabelece inicialmente no organismo através
da infeccao no intestino delgado sendo amplamente refor¢ada a via luminal, porém a
regido exata ndo é bem descrita. Até o momento estd estabelecido que o ileo do
intestino delgado € o principal sitio de replicagdo do Toxoplasma gondii como
apontado por Dubey et al. (1997), Speer et al. (1998) e Barragan et al. (2005), porém
Courret et al. (2006) realizaram um estudo utilizando analise quantitativa
demonstrando altas cargas parasitarias presentes no jejuno e Goéis et al. (2015)
destacaram lesBes no jejuno de ratos apdés infec¢do por T. gondii. Este dado também
foi reforcado pelo trabalho de Coombes et al. (2013) através de ensaios de
microscopia que relataram varios pontos de marcacéo no intestino delgado antes da
disseminagédo da infeccdo. Com base nisso, a célula IEC-6 caracterizada por Quaroni
et al. (1979) é um dos modelos viaveis para experimentos in vitro por se tratar de uma
linhagem celular derivada da cripta do jejuno de rato (Rattus norvergicus), para
estudos de interagao celular com Toxoplasma gondii a fim de avaliar alteracoes neste
microambiente celular.

Estudos como de Azevedo (2011) e Muno et al. (2015), mostraram que a

quantidade de parasitas internalizados € condizente com a propor¢cédo de infecgcao
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utilizada. Com isso, no presente estudo, foram realizas as infec¢cbes com a cepa RH
nas propor¢des de 1 parasita por célula, 5 parasitas por célula e 10 parasitas por célula
a fim de avaliar os danos celulares provocados pela parasitemia em 24, 48 e 72 horas.
Na literatura temos relatos de estudos que utilizam estas propor¢cdes nos seus
respectivos experimentos, como visto em Jabari et al. (2018) com a proporcao de 1:1,
Bricefio et al. (2016) utilizando a proporcédo 5:1 e em De Carvalho et al. (2021) com a
proporcao 10:1.

Verificou-se que a infeccdo realizada em 10:1 apresentou maiores alteracoes
na morfologia e no microambiente quando comparada a infec¢do 5:1 e 1:1. Esses
dados podem ser evidenciados ja a partir de 24 horas de infec¢cao conforme mostrado
na Figura 19, sendo possivel visualizar um maior nimero de células mortas quando
as células sao infectadas na proporcédo de 10:1 (figura 19D). Ao observar a figura 20,
com aumento de 400x, também em 24 horas de infeccdo, € perceptivel o
aparecimento de alterac6es morfoldgicas quando as células infectadas (figura 20C e
20D) sdo comparadas com o controle (figura 20A), porém essas alteracbes sao
consideravelmente maiores na proporcdo de infeccdo de 10:1 (figura 20D), com
células mais turgidas devido a parasitemia. Por outro lado, na proporcéo de infeccéo
de 1:1 as alteracBes na morfologia estdo presentes, porém com menos agressividade.

As alteragcbes na morfologia celular e no microambiente tornam-se mais
proeminentes com o aumento do tempo de infec¢cdo. Em 48 horas (figura 21 e 22), é
possivel visualizar um grande aumento de parasitas tanto no meio intracelular,
mostrando que houve replicacdo do parasita pelo processo de endodiogenia, como
também o aumento do Toxoplasma gondii no meio extracelular, devido ao rompimento
de algumas células infectadas, levando ao processo de reinfeccdo das células
sobreviventes (DUBEY et al., 1998). Devido a isso, as células infectadas adquirem
padrées morfoldgicos descontinuos, sendo tais altera¢cées ainda mais evidentes na
proporcao de infeccéo de 10 parasitas por célula.

Ao iniciar os tempos de infeccdo de 72 horas (figura 23 e 24), € possivel
observar nas trés propor¢cfes a diminuicdo de células viaveis. No entanto, nas
proporcdes de infeccdo em 1:1 e 5:1 parasitas por célula € possivel destacar que ha
mais células viaveis no microambiente, apesar das alteragbes morfologicas,
permitindo monitorar as alteracdes no microambiente como visto por Bricefio et al.
(2016).
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A proporgéo de infeccdo 10:1 foi usada em outras linhagens como visto no
trabalho de De Carvalho et al. (2021), e essa mesma propor¢cao também foi utilizada
na linhagem IEC-6 por Muno et al. (2014) com a cepa ME-49 por 10 dias, porém
observamos que essa proporcéo de infeccdo na cepa RH apresentou uma quantidade
significativa de células mortas e consequentemente a redugcdo de células viaveis,
corroborando os dados de Bernstein et al. (2020). Todavia, este modelo poderia ser
relevante para avaliacdo da infec¢éo aguda in vitro em um curto periodo de tempo.
Outro fato notdrio, associado ao excesso de células lisadas, € o aumento da
quantidade de parasitas no espaco extracelular, mais evidente na propor¢cao 10:1
guando comparado aos tempos anteriores devido ao seu ciclo reprodutivo de cerca
de 6 a 12 horas (MENG et al. 2009). Portanto, foi possivel observar que a proporcao
de infeccdo de 10 parasitas por células ndo seria a mais adequada para estudos em
um periodo superior ao tempo de 48h.

Ao analisar os estudos que envolvem a interacdo da linhagem celular IEC-6
com o Toxoplasma gondii, como os desenvolvidos por Jones (2017) e Muno et al.
(2014), ndo ha relatos de estudos em relacdo ao acompanhamento de alteracdes
morfolégicas e do microambiente causadas pela parasitemia em experimentos
envolvendo da técnica de microscopia por contraste de fase na descricdo do processo
de infeccéo pela temporalidade.

Desta forma, o presente trabalho propde, pela primeira vez na literatura, a
utilizacao desta técnica como componente basico de estudos referentes a parasitemia
causada pelo Toxoplasma gondii em células do tecido intestinal, uma das principais

vias de contaminacao e agressao patolégica em seres humanos.

6.1.2. Alteracdes Celulares na Estimulacéo Pré-Imunoflamatoria

O Fator de Necrose Tumoral do Tipo Alfa (TNF-a) € uma citocina polipeptidica
com peso molecular de 26 kDa, e quando estimulada é clivada em sua forma que
também é bioativa de 17 kDa, predominante durante o processo infeccioso e, portanto,
essa citocina pode ser utilizada para mimetizar de maneira eficiente um processo
inflamatorio no tecido epitelial intestinal (Perez et al., 1990; Kriegler et al., 1988, Tracey
e Cerami, 1994).

Além disso, em baixa concentracdo, tem se mostrado promissora no processo
de ativacdo e proliferacdo celular diante a um processo infeccioso em células

intestinais, como visto por Kaiser e Polk (1997) e EROL et al. (2018), em células do
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sistema imunoldgico, mais especificamente macréfagos, como descrito por DE
CARVALHO et al. (2021).

As células epiteliais intestinais podem, constitutivamente ou por estimulo,
produzir uma série de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que
desempenham um papel importante na resposta imune da mucosa (STADNYK, 2002,
EROL et al., 2018). Além disso, como visto por Chavez et al. (1999) na linhagem Caco-
2, as células intestinais possuem receptores que respondem a estimulos gerados por
infeccdes intestinais e citocinas especificas como, por exemplo, o Fator de Necrose
Tumoral (TNF) e o Interferon Gama (IFN-[J) produzido por células do sistema imune
ativadas (KAISER e POLK, 1997).

Tendo em vista este comportamento complexo e protetivo do epitélio intestinal,
e 0 seu comportamento no processo de infeccdo com o T. gondii jA observado em
nosso trabalho, foram realizados experimentos de analise quantitativa e qualitativa por
microscopia Optica de contraste de fase das culturas de células da linhagem epitelial
intestinal IEC-6 tratadas com o fator pré-imunoinflamatério TNF-a.

Na figura 25 é possivel observar que o quantitativo de células das culturas que
receberam o fator pré-imunoinflamatério TNF-a, na concentragdo de 1 ng/mL,
aumentou sensivelmente apdés 24 e 48 horas de incubacgdo, sem a alteracdo da
morfologia celular (Figura 26). Este comportamento pode indicar uma possivel
ativacao destas células, a partir da acdo do TNF-a promovendo sua reorganizagao no
microambiente celular.

Por outro lado, em outros estudos envolvendo a interacdo e o tratamento de
linhagens celulares distintas com TNF-a, foi possivel observar uma diminuicdo na
viabilidade celular ja nos primeiros horéarios de interacdo (TANG e FANG, 2017). Neste
trabalho foi identificada uma acentuada reducédo na proliferacéo celular na linhagem
humana de células musculares lisas vasculares (CMLVs) ap06s 1h de interagdo com o
TNF-a. Este comportamento poderia ser justificado pela diferenga de concentragao
utilizada no tratamento das células, visto que utilizaram uma concentracdo 100 vezes
maior (100 ng/mL) do que a utilizada em nossos estudos.

Outros estudos, utilizando as mesmas concentragdes elevadas de TNF- a (100
ng/mL) em culturas de cardiomiocitos derivados de células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSC-CMs) gerados a partir de pacientes com arritmia, também
apresentaram resultados semelhantes relacionados a morte celular, no qual quanto

maior a dose, menor a viabilidade celular. Porém, estes mesmos estudos
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demonstraram que a reducao da viabilidade celular se apresentava dose dependente,
ou seja, em quanto maior a concentracdo de TNF-a maior a o percentual de morte
celular (SARAF et al., 2021).

Por outro lado, estudos de nosso grupo, utilizando células do sistema
imunolégico representadas pela linhagem celular macrofagica J774-G8,
demonstraram que a viabilidade e a manutencéo da morfologia celular eram mantidas
apos o tratamento com TNF-a, na concentragéo de 1ng/mL. E em contrariedade com
os estudos demonstrados anteriormente, havia um aumento consideravel do
crescimento celular, o que se refletiu no aumento da expresséo da proteina Cx43 (DE
CARVALHO, 2017), responséavel pela formagéo de jungdes comunicantes funcionais
em macréfagos (FORTES et al., 2004).

Assim, diante do exposto, € possivel inferir que o fator pré-imunoinflamatério
TNF-a em concentragdes ideais e em um intervalo de tempo controlado pode ativar o
epitélio intestinal, a exemplo da linhagem celular IEC-6, o que poderé ser utilizado em
ensaios futuros de protecao celular em relacdo a patdbgenos que agridam este tecido

no processo de infeccao.

6.2Expressao Proteica da Cx43 na Infecgéo por T. gondii

Ao longo dos anos, inimeros estudos vém sendo realizados para que se tenha
um melhor entendimento das alteracbes causadas pelo protozoario Toxoplasma
gondii no organismo humano. Os taquizoitas de T. gondii infectam e transmigram
entre células epiteliais intestinais adjacentes e promovem a produc¢édo de mediadores
inflamatorios especificos. Durante a invaséo, o parasita T. gondii foi co-localizado com
a proteina Ocludina. Este achado inferiu que a ocludina poderia estar desempenhando
alguma funcdo na invasdo de T. gondii em células epiteliais do intestino delgado
(Weight, et al., 2015).

Dentre as diversas proteinas importantes neste cenario, merecem destaque as
conexinas, que formam as jungdes comunicantes, envolvidas com a comunicagao
juncional entre as células permitindo a passagem de moléculas com peso molecular
de até 1kDa, responsaveis por regular indmeras fungdes teciduais. Em infeccdes
parasitarias, tais proteinas sofrem altera¢gdes funcionais consideraveis, assumindo um
papel importante na alteragdo do comportamento tecidual infectado. (DE CARVALHO

et al., 1998) Estudos da interacédo de cardiomiocitos com o protozoario Trypanosoma
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cruzi demonstraram a diminuicdo das proteinas Cx43 e ZO-1 na membrana
plasmatica (Goldenberg et al., 2000).

Deste modo, o presente estudo avaliou ndo somente as alteracdes
relacionadas com a viabilidade celular e os aspectos morfoldgicos da linhagem celular
intestinal IEC-6, infectada com o Toxoplasma gondii ou tratada com o fator pré-
imunoinflamatério TNF-a, como também buscou analisar os niveis de expressao
proteica da conexina 43 (Cx43). Assim, seria possivel uma melhor compreensao do
perfil da comunicacéo juncional ndo s6 em um microambiente de infeccdo aguda
gerada pelo protozodrio, como também em uma situacdo de ativacéo inflamatoria.

A partir dos resultados encontrados foi possivel observar que houve um
aumento na expressao proteica da Cx43 apds 24 horas de infeccéo (figura 28A - Tx24)
guando comparados com 0s niveis expressos pelas células controle (ndo infectadas)
(figura 28A - C). Esse dado esta alinhado com os achados de Adesse et al. (2007)
utilizando cultura de cardiomidcitos de embrides de camundongos Swiss Webster.
Seus estudos demonstraram que durante as primeiras horas de infeccdo com o
Trypanosoma cruzi as células apresentaram um aumento de aproximadamente 32%
na expressao de proteina Cx43.

Desta forma, € possivel observar que em 24 horas de infeccdo com o parasita
T. gondii, pode ocorrer a ativacao de vias de sinalizacao celular que estimulem o tecido
epitelial intestinal, neste caso representando pelas células IEC-6, intensificando o seu
perfil de comunicacao intercelular e promovendo assim um significativo aumento na
expressao proteica de Cx43. Portanto, seria possivel aumentar a formacéao de juncdes
comunicantes que pudessem estar atuando no processo de regulacédo da infeccao
aguda gerada pelo parasita. O aumento tanto da expressdo como da
imunorreatividade das conexinas em ambientes pré-inflamatérios e lesionados ja
foram observados em diversos estudos. A expressao alterada de conexinas tambéem
estar associada as alteragfes inflamatdrias da mucosa nasossinusal que caracterizam
a rinossinusite crénica (Kim et al., 2016). Zou et al. (2019) avaliaram se a inibicdo de
Cx43 atenuaria a lesdo intestinal induzida por sepse e conseguiram demonstrar em
seus estudos que a conexina no epitélio intestinal chegou ao pico apos 24h,
justamente quando a lesdo se encontrava mais acentuada. Mostraram atraves da
analise de Western Blot e do ensaio de Luciferase que com a inibicdo da conexina 43
se tem uma atenuacéo na progressao da lesdo devido ao bloqueio da passagem de

espécies reativas de oxigénio pelo canal juncional.
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Entretanto, apds 48 horas de interacdo parasito-célula (figura 28A - Tx48), foi
possivel identificar uma sensivel reducao da expressao proteica da Cx43, o que pode
ser justificado pelo desequilibrio e desorganizacéo celular a qual as células infectadas
estdo submetidas. Dados semelhantes foram encontrados no trabalho de Goldenberg
et al. (1999) onde observaram em culturas embrionarias de miocitos cardiacos de
camundongos 0 aumento no numero de parasitas T. cruzi por célula com o tempo
infeccdo, enquanto a marcacéao especifica de Cx43 é proporcionalmente reduzida nas
células infectadas e apenas as células com parasitas internalizados perdem a
marcacao especifica de Cx43.

Apesar do decréscimo nos niveis de conexina expressos apresentados em 48h
de infeccao, foi possivel observar que em 72h de interacdo da IEC-6 com o protozoario
Toxoplasma gondii os niveis de conexina voltaram a se elevar. Por outro lado, esses
dados associados a 72h de infeccao parasitaria sdo controversos quando comparados
com a literatura, que demonstra as células de linhagem epitelial de rim (células MDCK
II) ao serem infectadas com T. cruzi por 72h, apresentaram uma diminui¢do drastica
na imunorreatividade Cx43 na maioria das células altamente infectadas e uma queda
de 61% nos niveis da proteina (ADESSE et al., 2011). Resposta similar foi encontrada
nas células macrofagicas J774-G8, onde em 48h de infeccdo se tem uma queda
drasticas das conexinas e com 72h de infecgcdo a proteina era praticamente
inexistente na cultura (DE CARVALHO et al., 2021). A diferenca entre esses dados
pode ser em parte explicada pelas altas concentracdes de parasitas utilizadas nos
estudos, ja que o presente estudo utilizou uma propor¢éo de infeccdo mais branda.

Ainda estudando as possiveis alterac6es relacionadas aos niveis de expressao
proteica da Cx43 nas células IEC-6, foram realizados experimentos
imunoeletroforéticos (Western blot) na linhagem celular quando tratada com TNF-a
nos horarios de 24, 48 e 72 horas. Mesmo diante de diferencas estatisticas néo
significativas (figura 28B), foi possivel observar que as células IEC-6 apresentaram
aumento nos niveis de expressao de Cx43 em 24, 48 e 72 horas de tratamento com
TNF-a (figura 28A - T24, T48, T72), quando comparadas com as células controle.

Quando comparados esses dados com os achados de Kimura e Nishida (2010),
onde foi analisada a acédo do TNF-a sobre fibroblastos da cérnea humana, € possivel
observar uma resposta diferente quando comparadas com células do epitélio
intestinal. Os fibroblastos, neste estudo, apresentaram uma significativa diminui¢ao

da expressdo proteica da Cx43, enquanto o presente trabalho do nosso grupo



76

identificou o oposto, na qual linhagem celular IEC-6 apresentou o aumento na
expressdo da Cx43 (figura 28B), quando comparada ao controle.

Em outros estudos, Zhang et al. (2013), também demonstraram que linhagens
de astrécitos espinhais primarios apresentavam uma menor expressao da proteina
Cx43, porém com tratamentos que envolviam concentracdes de TNF-a maiores em
10 vezes, ou seja, a 10ng/mL, quando comparadas com as concentracdes utilizadas

em nosso trabalho.

6.3Localizagdo da Cx43 em Células do Epitélio Intestinal

Recentemente, diversos estudos tém investigado possiveis alteracdes
causadas pelo Toxoplasma gondii em proteinas especificas das células hospedeiras.
Proteinas essas relacionadas com a modulacdo de uma série de processos como
resposta imunolégica, ciclo celular, metabolismo, apoptose e organizacdo do
citoesqueleto (ZHOU et al., 2011; ELE et al., 2016).

Pesquisas mostraram relacdes diretas da infeccdo com o protozoario e
alteracbes nas jungdes celulares, Bricend et al. (2016) ao infectarem células da
linhagem caco-2 com o protozoario Toxoplasma gondii identificaram modificacdes nas
proteinas ZO-1 e ocludina, que ficaram concentradas no citoplasma da célula, como
consequéncia ocorreu uma reducao na polaridade devido a diminui¢cdo da resisténcia
transepitelial. Além disso a infeccao promoveu alteracdes na distribuicdo do filamento
de actina, fazendo com que as microvilosidades das células ficassem menos
desenvolvidas.

Nos experimentos realizados foi possivel observar a evolugcao do processo de
desorganizacdo do citoesqueleto, como demostrado nas figuras 30B, 31B e 32B,
corroborando com os dados de Bricefio et al. (2016), apesar de se tratar de linhagens
celular distintas, assim como ocorre na célula caco-2, a célula IEC-6 apds 0 processo
de evaséo do Toxoplasma gondii tem a organizagéo do citoesqueleto interrompida o
que promove um padrdes descontinuos de rede, resultando em mudancas estruturais
da monocamada de células epiteliais devido a infecgéo por T. gondii no microambiente
do hospedeiro.

E conhecido que a interacdo entres as células pelas jun¢ées comunicantes é
regulada tanto pela sintese das conexinas, como também pelo seu transporte,
oligomerizacao, insercédo e remocao da membrana celular. Entretanto, o ciclo de vida

da conexina € curto, pesquisas mostram que sua meia vida ndo ultrapassa de 5 horas



77

(Laird, 2005). E valido ressaltar que, € através dos microttibulos que os conexons s&o
transportados do complexo de Golgi para a membrana plasmatica da célula, apés a
sintese e oligomerizacdo das conexinas (DHEIN, 1998, GAIETTA et al.,, 2002;
SOSINSKY et al., 2007).

Com base nesses dados pode-se inferir que a reducdo da Cx43 esta
diretamente ligada ao comportamento do citoesqueleto celular como visto na figura
29, 30, 31 e 32 deste trabalho, comportamento similar também relatado nos
experimentos de De Carvalho et al. (2021). No gréfico da andlise de
imunofluorescéncia confocal (figura 33) onde é possivel observar a porcentagem da
area marcada pelos anticorpos anti-conexina 43 e faloidina sobre a area total da
imagem, visualiza-se que com o aumento da desorganizacdo do citoesqueleto,
mostrado pelo desarranjo dos filamentos de F-actina, se teve modificacbes no
posicionamento da proteina Cx43 no seu local morfofuncional na membrana
plasmética (figura 29).

Contudo dois pontos que merecem destaque sdo o aumento da marcacdo da
conexina 43 no citoplasma no horéario de 48h (figura 31C) e o aumento da marcacéo
dos filamentos de F-actina no horéario de 72h (figura 32B). O aumento da marcacéo
da faloidina é justificado pelo fato de o grande dano celular causado pelo protozoario
fazer com que o protocolo para marcagdo dos filamentos de F-actina da célula IEC-6
conseguisse marcar também o citoesqueleto do Toxoplasma gondii no interior da
célula.

Em relacdo ao aumento da marcacao da Cx43 em 48 horas de infeccdo na
célula IEC-6 pode ser inferido ao fato da tentativa de a célula posicionar as conexinas
previamente produzidas na membrana plasmatica, contudo com o aumento do
desarranjo do citoesqueleto uma parcela da conexina se manteve no citoplasma.

Giepmans e Moolenar (1998) demonstraram em seus estudos que a Cx43
também interage com outras proteinas. Através de ensaios de imunoprecipitacéo e
imunofluorescéncia, conseguiram mostrar que a regido carboxiterminal da conexina
43 pode interagir com o 2° dominio PDZ da proteina ZO1. Diante desses achados
inferiram que a ZO1 estaria envolvida com o ancoramento das conexinas na
membrana plasmatica. Matsushita et al. (1999) demonstraram a relagdo da Cx43 com
outras proteinas celulares, como integrina, desmoplaquinas, caderinas e laminina.

Toyofuku et al. (2001) apresentaram em seus estudo que a conexina 43 tem interacéo
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com a proteina ZO-1 nos cardiomiécitos, porém como ocorre essa interacdo ainda ndo
foi bem elucidado.

Outras proteinas que merecem ser destacadas nesse processo Sdo as a-
catenina e a-actinina que fazem parte da formacao do citoesqueleto e de acordo com
Giepmans et al. (2004) estas proteinas estdo relacionadas com a insercdo da
conexina na membrana plasmatica, visto que a proteina a-catenina esta presente no
complexo de proteinas que estdo associadas com a proteina de adesao E-caderina,
co-localizada e co-imunoprecipitada com a Cx43. Estudos de Fujimoto et al. (1997),
mostraram através de ensaios de microscopia confocal que no inicio da formacéo da
placa juncional as a-cateninas possuem co-localizagdo com a Cx43 na membrana
plasmatica celular, portanto assume extrema importancia no enderecamento e na
insercao da conexina na membrana.

Sabe-se que, proteinas especificas estdo envolvidas com o posicionamento da
conexina 43 na membrana plasmatica, o esquema a seguir ilustra (em verde) genes
gue estariam sendo negativamente regulados na linhagem celular J774-Al, portanto
promovendo a reducédo das proteinas que seriam expressas por estes genes, levando
assim a diminuicdo da conexina ha membrana plasmatica (adaptado de Giepmans et
al., 2004).
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Figura 34: Esquema demonstrando as proteinas que possivelmente estédo

envolvidas com ainser¢cdo da Cx43 na membrana plasmética
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Toyofuku et al. (2001) também mostrou através de analise eletrofisiolégica que
a regulacdo das juncdes comunicantes esta diretamente envolvida com o sitio de
fosforilacdo da tirosina e com o dominio de ligagdo da ZO-1 na Conexina 43. Outros
estudos como o de Laird (2005) e Hunter et al. (2003) relacionam a interacéo entre
essas proteinas com o tamanho da placa juncional.

Diante do exposto é possivel inferir a relacéo direta entre o processo de evasao
do Toxoplasma gondii com a desorganiza¢do do citoesqueleto, as alteracdes na ZO-
1 como relatado nos estudos de Bricefio et al. (2016) e Jones et al. (2017) e a
diminuic&o do posicionamento da Cx43 na célula epitelial intestinal como demonstrado
no presente estudo.
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Vale ressaltar que durante um processo infeccioso, como o gerado pelo
Toxoplasma gondii, as células podem aumentar os niveis comunicacdo entre si,
principalmente para que as informacfes possam ser passadas a diante, como ocorre
na apresentacdo de antigenos para as células que compdem o sistema imunoldgico
(ABBAS, 2004). Esta comunicacéo entre as células também pode ser feita por jungdes
comunicantes, como apresentado ndo so por trabalhos do nosso grupo (De Carvalho
et al., 2021), como também por outros autores (EUGENIN et al. 2003).

Deste modo, além de observar as alteracées no posicionamento da Cx43 na
membrana plasmatica das células, foi possivel observar que a infeccdo com os
parasitas pode alterar a organizagdo celular, bem como a conexina tem a sua
expressao alterada em diversos momentos da infeccéo parasitaria, 0 que pode nos
remeter a um papel de destaque no ambiente infecto-inflamatario.

Destacando entdo que o protozoario Toxoplasma gondii possui a capacidade
de remodelar o citoesqueleto celular e modificar todo o complexo juncional da célula,
nao apenas as juncdes de adesao como também as juncdes comunicantes mediadas

pela Cx43, sendo este um possivel mecanismo de evaséo do protozoario.
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7 CONCLUSAO
Diante dos resultados apresentados, conclui-se que:

¢ As células da linhagem epitelial intestinal IEC-6 infectadas com o parasita Toxoplasma
gondii apresentaram modificacbes no microambiente, alteracdbes morfoldgicas e
diminuicdo no tempo de vida celular.
e As células epiteliais intestinais (IEC-6), quando tratadas com TNF-a em baixa
concentracdo consegue promover o aumento do numero de células em 48h de tratamento.
e As células epiteliais intestinais (IEC-6), quando tratadas com TNF-a em baixa
concentracdo ndo conseguem promover o aumento significativo da expresséao de Cx43.
e A IEC-6 infectada com o Toxoplasma gondii tem variacdes nos niveis de proteina
Conexina 43 expressos, de acordo com o tempo de infeccéo.
e Na linhagem celular IEC-6 infectada com o Toxoplasma gondii a proteina de
citoesqueleto F-actina é desorganizada.
e Ocorreu uma tentativa de direcionar a Cx43 para a membrana celular em 48h de
infecgdo com o T. gondii.
e A proteina Cx43 na IEC-6 sofreu uma sensivel reducdo na membrana plasmatica apés
a infeccdo com o protozoario Toxoplasma gondii, tendo a interrup¢éo do posicionamento

em seu local morfofuncional em 72 horas de infeccao.
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