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RESUMO

Introdugdo: A toxoplasmose ¢ uma doenga causada por um protozoario intracelular obrigatorio, o Toxoplasma
gondii (T. gondii). O trato gastrointestinal representa uma das principais vias de infec¢do por 7. gondii na maioria
dos casos. Por esse motivo, o epitélio intestinal ¢ um modelo celular que permite o estudo da primeira linha de
defesa contra infecgdes orais. As jungdes comunicantes, mediadas pela conexina 43 (Cx43), t€ém o papel de mediar
as interagdes entre células adjacentes. Na célula epitelial intestinal, a jung@o comunicante formada pela Cx43 pode
ser importante na modulacdo da resposta da célula a processos infecciosos e na permissio da passagem de agentes
importantes para o corpo no processo de infeccdo. Embora a invasdo de parasitas em células hospedeiras seja um
evento conhecido, os efeitos dessa infeccdo ainda ndo estdo bem estabelecidos. Objetivo: Diante disso, foi
investigado possiveis alteragdes no posicionamento e na expressdo da conexina 43 na célula epitelial intestinal
durante o processo de infecgdo pelo protozoario 7. gondii. Método: Para isso, os ensaios de imunofluorescéncia e
Westen Blot foram realizados antes e apos a infec¢do, e uma andlise estatistica desses dados foi realizada.
Resultados: As células IEC-6 infectadas com o parasita Toxoplasma gondii apresentaram desorganiza¢ao dos
filamentos de F-actina, seguida de redugdo no posicionamento e na expressiao da conexina 43. Conclusao: Os
resultados obtidos neste estudo indicam que a infec¢do por Toxoplasma gondii compromete a integridade estrutural
e funcional das células epiteliais intestinais, promovendo a desorganizagdo do citoesqueleto ¢ a redugdo da
expressao da conexina 43. Esses achados sugerem que o parasita pode interferir diretamente na comunicagao
intercelular, alteando a barreira epitelial intestinal e, possivelmente, facilitando a disseminag@o da infeccdo, assim
a conexina 43 representar um alvo relevante para estudos futuros voltados & compreensdo dos mecanismos
envolvidos na patogénese dessa doenga.
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ABSTRACT

Introduction: Toxoplasmosis is a disease caused by the obligate intracellular protozoan Toxoplasma gondii (T.
gondii). The gastrointestinal tract represents one of the main routes of 7. gondii infection in most cases. Therefore,
the intestinal epithelium is a relevant cellular model for studying the first line of defense against oral infections.
Gap junctions, mediated by connexin 43 (Cx43), play an important role in intercellular communication between
adjacent cells. In intestinal epithelial cells, Cx43-mediated gap junctions may contribute to the modulation of
cellular responses to infectious processes and regulate the passage of signaling molecules and other relevant factors
during infection. Although parasite invasion of host cells is a well-established event, the effects of 7. gondii
infection on intestinal epithelial cells remain poorly understood. Objective: Therefore, this study investigated
possible alterations in the localization and expression of connexin 43 in intestinal epithelial cells during infection
with the protozoan T. gondii. Methods: Immunofluorescence and Western blot assays were performed before and
after infection, followed by statistical analysis of the obtained data. Results: IEC-6 cells infected with Toxoplasma
gondii exhibited disorganization of F-actin filaments, accompanied by reduced localization and expression of
connexin 43. Conclusion: The results obtained in this study indicate that Toxoplasma gondii infection
compromises the structural and functional integrity of intestinal epithelial cells, promoting cytoskeletal
disorganization and reduced connexin 43 expression. These findings suggest that the parasite may interfere with
intercellular communication, potentially altering intestinal epithelial barrier integrity and facilitating the spread of
infection. Therefore, connexin 43 may represent a relevant target for future studies aimed at elucidating the
mechanisms underlying the pathogenesis of toxoplasmosis.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada pelo protozoario intracelular obrigatorio
Toxoplasma gondii, apresentando elevada prevaléncia mundial. Embora a infec¢do seja
geralmente assintomatica em individuos imunocompetentes, estima-se que aproximadamente
um terco da populacdo mundial esteja infectada. A transmissdo ocorre principalmente pela
ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos ou cistos teciduais. No intestino, o
parasita pode invadir enterocitos e proliferar, promovendo inflamag¢do e comprometimento da
barreira epitelial.'~

A integridade da barreira intestinal depende da organizagdo das juncdes celulares, que
participam da protecdo contra patdgenos e moléculas nocivas. Entre elas, as juncdes
comunicantes, formadas por conexinas como a conexina 43 (Cx43), desempenham importante
papel na comunicacdo intercelular e podem contribuir para a manutencdo da organizagao
epitelial e modulacdo das respostas celulares durante processos infecciosos.*> Alteragdes nessas
estruturas podem comprometer a integridade da barreira e favorecer a translocacdo de
microrganismos.®

Embora os efeitos da infeccdo por 7. gondii sobre o epitélio intestinal sejam parcialmente
conhecidos, as alteragdes especificas relacionadas a Cx43 ainda ndo estdo completamente
esclarecidas. Estudos demonstram que a infec¢ao pode promover alteragdes morfologicas e
comprometer proteinas associadas as jungdes celulares.”” Dessa forma, este estudo investigou
possiveis alteracdes na localizagdo e expressdo da Cx43 em células epiteliais intestinais IEC-6

durante a infecgdo por 7. gondii.



METODOLOGIA

Células epiteliais intestinais IEC-6 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1 UI/mL de insulina, 1000 UI/mL de penicilina e 100 Ul/mL de
estreptomicina, a 37 °C, em atmosfera imida contendo 5% de CO..

Os Taquizoitos da cepa RH de T. gondii, obtidos por infec¢do intraperitoneal em
camundongos BALB/c conforme aprovagio do Comité de Etica (ID 124396), foram coletados
ap6s 48—72 h, quantificados e utilizados para infec¢cdo das células IEC-6 na proporcao de 10:1
(parasito:célula), durante 1 h a 37 °C. Apds esse periodo, o meio foi substituido e as culturas
foram mantidas por 24, 48 ¢ 72 h.

Para avaliagdo da localizagdo da Cx43 e da organizacdo do citoesqueleto, as células foram
submetidas a imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-Cx43, faloidina para marcagao de
F-actina e DAPI para os nucleos. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia
confocal.

A expressao proteica da Cx43 foi avaliada por Western blot. As andlises estatisticas foram
realizadas no GraphPad Prism 9.3.1, utilizando One-Way ANOVA, considerando significancia
de p <0,05.

RESULTADOS

Nas células controle, observou-se organizagdo regular dos filamentos de F-actina, com
marcagdo de Cx43 predominantemente na membrana celular, formando placas juncionais, e
parcialmente no citoplasma.

Apos 24h de infecgdo, observou-se inicio da desorganizacdo dos filamentos de F-actina,
acompanhado de reducdo da marcacdo de Cx43 na membrana. Em 48h, houve maior
desorganizacdo do citoesqueleto, enquanto a Cx43 permaneceu presente na membrana € no
citoplasma. Apos 72h, foi observada desorganizagdo acentuada dos filamentos de F-actina e
redugdo evidente da Cx43 na membrana e no citoplasma, concomitantemente a presenca de
nucleos parasitarios intracelulares.

A andlise da expressdo proteica revelou aumento da Cx43 apds 24h de infecgao, seguido de
reducdo em 48h e 72h. Apesar da redugdo observada nos periodos posteriores, os niveis de

Cx43 em 72h permaneceram superiores aos do grupo controle.



DISCUSSAO

Marcacido de Conexina 43 e F-actina na infec¢iao por Toxoplasma gondii

Diversos estudos tém investigado as alteragdes causadas por 7. gondii em proteinas da
célula hospedeira, incluindo aquelas envolvidas na resposta imune, metabolismo, apoptose ¢
organizagio do citoesqueleto’-!?. Estudos mostraram que a infecgdo por T. gondii em células
Caco-2 alterou as proteinas ZO-1, Claudina-1 e Ocludina, com redistribui¢@o para o citoplasma
e desorganizagio das microvilosidades celulares®. No presente estudo, resultados semelhantes
foram observados na linhagem IEC-6, com progressiva desorganizacao dos filamentos de F-
actina, indicando que o protozoario interfere na organizagdo estrutural da monocamada
epitelial.

O transporte de conexinas do complexo de Golgi até a membrana plasmatica depende dos
microtibulos!'">. A a-catenina e a a-actinina fazem parte da formacdo do citoesqueleto'* e
podem estar relacionadas com a inser¢cdo da Cx43 na membrana'>. No presente estudo, a
reducdo da Cx43 na membrana pode estar associada ao desarranjo do citoesqueleto induzido
pela infecgdo, conforme também observado por De Carvalho e colaboradores!¢,

O aumento do desarranjo dos filamentos de F-actina correlacionou-se com alteragdes no
posicionamento da Cx43. J4 o acimulo de Cx43 no citoplasma em 48h sugere uma tentativa da
célula em posicionar conexinas previamente produzidas na membrana, processo interrompido
pela instabilidade do citoesqueleto. A meia-vida curta da Cx43 reforga a importancia de seu

transporte eficiente!”.

Expressao Proteica da Cx43 na Infeccio por 7. gondii

A Cx43 participa da formacao de jungdes comunicantes, essenciais para a passagem de
pequenas moléculas entre células '*. Estudos com cardiomiécitos infectados por Trypanosoma
cruzi demonstraram padrdo semelhante ao aqui observado, com aumento inicial e queda
subsequente da Cx43".

No presente estudo, apds 24h de infecgdo, a expressao proteica da Cx43 aumentou
significativamente, sugerindo resposta adaptativa do epitélio intestinal (IEC-6) frente a infecgao
aguda. Estudos mostraram que, durante sepse, a Cx43 intestinal atinge pico em 24h, momento
de maior lesdo tecidual. A inibicdo da Cx43 atenuou o processo inflamatério ao bloquear
passagem de espécies reativas de oxigénio via jungdes comunicantes?’. Essa dindmica pode
justificar o aumento inicial observado neste estudo. Contudo, ap6s 48h, a Cx43 diminuiu

significativamente, possivelmente devido ao aumento da carga parasitdria e consequente



desorganizagdo celular. A elevagdo nos niveis de Cx43 em 72h, contrasta com estudos
utilizando células MDCK 1II e macréfagos J774-G8, onde a infecgdo levou a reducdo drastica
da proteina®’"?2. Tal diferenca pode estar associada & menor propor¢do parasita/célula usada
neste protocolo, permitindo uma resposta mais controlada. Além disso, a interagdo da Cx43
com a ZO-1, ja observada em cardiomidcitos®®, pode influenciar o tamanho e estabilidade das

placas juncionais?*.

CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que na linhagem celular IEC-6 infectada
com Toxoplasma gondii, a proteina F-actina do citoesqueleto encontra-se desorganizada.
Houve uma tentativa de direcionar a Cx43 para a membrana celular em 48 horas de infec¢ao
com 7. gondii e a proteina Cx43 em IEC-6 sofreu uma redugdo significativa na membrana
plasmatica apds a infec¢do com o protozoario Toxoplasma gondii, ¢ a interrup¢do do
posicionamento em seu sitio morfofuncional em 72 horas de infec¢do. A Cx43, portanto,
constitui um alvo relevante para a investigagdo dos mecanismos celulares envolvidos na

infecc¢do intestinal por 7. gondii.
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