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RESUMO

A toxoplasmose é uma infeccio de alta prevaléncia, afetando aproxi-
madamente 30% da populagdo mundial. No Brasil, estima-se que uma a
cada 1000 criangas nasga infectada, e entre 50% e 80% das mulheres em
idade fértil possuem anticorpos contra T. gondii, indicando uma ampla expo-
sicdo ao parasita. A infeccao por T. gondii resulta em modificagdes nas jun-
¢oes oclusivas e aderentes, afetando proteinas essenciais como claudinas,
proteinas da familia ZO, ocludina, caderinas e cateninas, fundamentais para
a manutencgao da integridade celular e estrutura dos tecidos do individuo. O
objetivo do presente trabalho é investigar, analisar e sintetizar as evidéncias
cientificas disponiveis sobre os efeitos do T. gondii sobre as jun¢des oclusi-
vas e aderentes, em especial as principais proteinas que as compdem, a fim
de contribuir para o entendimento da patologia, no que tange aos seus efei-
tos em jungdes do complexo de adeséo e identificar padrdes e discordancias
na literatura. Para que se cumpram os objetivos da presente dissertacao, foi
utilizado o modelo de revisao integrativa da literatura, tendo como metodolo-
gia a realizagéo de seis etapas principais: formulacéo do objetivo e questdes
de revisao, pesquisa e selecao sistematica da literatura em bibliotecas de
bases de dados, analise e sintese dos dados, discussao dos achados. Os
resultados indicaram que a infec¢ao pelo Toxoplasma gondii causa desorga-
nizacao significativa nas jungdes oclusivas e aderentes, afetando proteinas
criticas como claudina-1, ZO-1, e ocludina, em varios tipos celulares, como
células Caco-2, ARPE-19 e HUVEC. Ainda existem lacunas sobre os efeitos
do T. gondii nas jungdes celulares. Poucos estudos abordam simultanea-
mente jungdes oclusivas e aderentes, apesar de sua relagdo intima. Mais
pesquisas sao necessarias para integrar os padrdes dessas jungdes em di-
ferentes modelos e investigar sua relagdo no processo infeccioso do Toxo-

plasma gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Jungdes celulares; Jungdes oclusivas;

Jungdes aderentes; Linhagem celular.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is a highly prevalent infection, affecting approximately
30% of the world's population. In Brazil, it is estimated that one in every 1,000
children is born infected, and between 50% and 80% of women of childbear-
ing age have antibodies against T. gondii, indicating widespread exposure to
the parasite. Infection with T. gondii results in changes in the tight and ad-
herens junctions, affecting essential proteins such as claudins, proteins of the
Z0 family, occludin, cadherins and catenins, which are fundamental for main-
taining cellular integrity and the structure of the individual's tissues. The aim
of this study is to investigate, analyze and synthesize the available scientific
evidence on the effects of T. gondii on occlusive and adherens junctions, es-
pecially the main proteins that make them up, in order to contribute to the
understanding of the pathology, with regard to its effects on adhesion com-
plex junctions and to identify patterns and disagreements in the literature. In
order to fulfill the objectives of this dissertation, the integrative literature re-
view model was used, with six main stages as the methodology: formulation
of the objective and review questions, systematic search and selection of the
literature in databases, discussion of the findings. The results indicated that
Toxoplasma gondii infection causes significant disorganization in occludin
and adherens junctions, affecting critical proteins such as clau-din-1, ZO-1,
and occludin, in several cell types, such as Caco-2, ARPE-19, HUVEC and
SKMC cells. There are still gaps in the effects of T. gondii on cell junctions.
Few studies address occlusive and adherens junctions simultaneously, de-
spite their close relationship. More research is needed to integrate the pat-
terns of these junctions into different models and investigate their relationship

in the Toxoplasma gondii infection process.

Keywords: Toxoplasma gondii; Cell junctions; Tight junctions; Adherens

Junctions; Cell line.
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1

INTRODUGAO

1.1 Jungdes celulares

As jungdes celulares séo estruturas de membrana que desempenham
um papel crucial na manutengao da arquitetura, comunicagao e integridade
dos tecidos. Essas jungdes séo regides especializadas de contato célula-
célula onde as moléculas de adesao e formagao de jungdes comunicantes
estdo localizadas. Cada tipo de juncéo celular tem uma fungéo especifica na
adesao celular, na comunicagao e na integridade do tecido (Garcia; Nelson;
Chavez, 2018).

As jungdes compactas, também conhecidas como jungdes oclusivas,
sdo complexos proteicos localizados na regido mais apical da interface entre
a célula e o lumen, cuja fungao é selar o espaco intercelular entre as células.
Essas jungdes regulam a permeabilidade paracelular de ions e solutos, cri-
ando uma barreira que evita o0 vazamento de substancias entre as células.
Tais jungdes também sao responsaveis por manter a fungéo de barreira epi-
telial, garantindo que apenas moléculas selecionadas possam passar pelo

espaco intercelular (Zihni et al, 2016)

As jungdes de aderéncia ou jungdes aderentes sdo outro tipo de jun-
cao celular que desempenha um papel essencial na adesao celular e na in-
tegridade do tecido. Essas jungbes sao formadas principalmente pelas pro-
teinas da classe das caderinas e cateninas, que estao localizadas nas su-
perficies das células epiteliais em regides de contato célula-célula, formando
assim a jungéo aderente. As jungdes de aderéncia sdo essenciais para a
formacéao de tecidos durante o desenvolvimento e desempenham um papel
na polarizagao e diferenciacao celular (Gordon, 1995; De Santa Barbara; Van
Den Brink; Roberts, 2003; Hermiston).

Os desmossomos sao estruturas de ancoragem encontradas entre
células adjacentes em tecidos sujeitos a estresse mecanico, como a pele e
o musculo cardiaco. Compostos por proteinas de ancoragem, como desmo-
gleinas e desmocolinas, os desmossomos conectam os filamentos interme-
diarios de citoesqueleto entre células, proporcionando resisténcia mecanica

e estabilidade aos tecidos (Kowalczyk; Green, 2013). Os hemidesmossomos



sdo estruturas semelhantes aos desmossomos, mas estédo localizados na
interface entre células e a matriz extracelular. Compostos por integrinas e
outras proteinas de ancoragem, os hemidesmossomos ancoram filamentos
intermediarios do citoesqueleto a matriz extracelular, proporcionando estabi-
lidade e adesédo das células a matriz (Walko; Castafion; Wiche, 2015). Por
fim, as jung¢des célula-matriz ligadas a actina sédo estruturas que conectam
as ceélulas a matriz extracelular por meio de proteinas de adesao, como inte-
grinas e talina, ligadas a filamentos de actina do citoesqueleto. Essas jun-
¢cbes desempenham um papel importante na adesao das células a matriz
extracelular e na transmissao de sinais mecanicos entre as células e o am-
biente extracelular (Cartagena-Rivera et al., 2017). As jungbes comunican-
tes, ou gap junctions, facilitam a comunicag&o direta entre o citoplasma de
células adjacentes, permitindo a rapida troca de ions e moléculas pequenas.
Jungdes comunicantes sao formadas por dois canais pareados entre si (co-
nexons), que por sua vez sao formados por um hexamero de conexinas, de-
sempenhando um papel crucial na coordenacgédo de atividades celulares, es-
pecialmente em tecidos como o sistema nervoso e o tecido muscular (Beyer;
Berthoud, 2018). A Figura 1 mostra um esquema geral de como se dispdem

as jungoes celulares.



Figura 1: representagao geral das jungées celulares
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llustracao descritiva das jungdes celulares. Essa descricdo € baseada nas células epiteliais do

intestino delgado. Adaptado de (Biologia molecular da célula, 2021).

1.1.1 Juncgdes oclusivas

Para que haja uma separacao entre as interfaces do lumen e o orga-
nismo do individuo, faz-se necessario o selamento do espaco paracelular a
partir das jungdes oclusivas (figura 2). Essas jungdes, conhecidas também
como Tight junctions (TJ) interligam o espago entre duas membranas plas-
maticas de células vizinhas, selando o espago entre as células adjacentes,
impedindo a passagem de substancias e microrganismos que estao locali-

zadas na regido apical para a regiao basolateral do tecido em questao.



Figura 2: estrutura de jungdo oclusiva em células epiteliais de intestino delgado
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As jungdes sao mostradas esquematicamente em (A), em microscopia eletrénica de trans-
missdo de uma criofratura em (B) e em uma microscopia eletrénica de transmissao conven-
cional em (C). Na eletromicrografia de criofratura (B), o plano da imagem ¢é paralelo ao plano
da membrana, mostrando as jungbes oclusivas como uma banda, semelhante a um cinturéo
de fitas selantes que circundam cada célula da camada. Ja na microscopia eletrénica de
transmissao convencional (C), a juncao é visualizada como uma série de conexdes focais
entre a camada externa de duas membranas plasmaticas interagindo, sendo que cada co-
nexao corresponde a uma fita selante em secgéo transversal. (Biologia molecular da célula,
2021)

A estrutura das juncdes oclusivas é composta por uma rede de rami-
ficacdo de filamentos de vedacgao, cada filamento atuando independente-
mente dos outros (Furuse et al., 1996; Tsukita; Furuse; Itoh, 1996; Wong;
Gumbiner, 1997). Cada filamento é formado a partir de uma linha de protei-
nas transmembranares incorporadas em ambas as membranas plasmaticas,
com dominios extracelulares unindo-se diretamente uns aos outros, con-

forme mostrado na Figura 3 (Cereijido; Meza; Martinez-Palomo, 1981).
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Figura 3: estrutura organizacional de uma jungéao oclusiva.
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Organizagdo molecular das TJs. As claudinas, a ocludina e as moléculas de jungédo de adeséo
(JAMs) séo as principais proteinas integrais de membrana das TJs. As claudinas formam cadeias
de TJ, correspondendo a pontos de contacto com a membrana. As proteinas de membrana asso-
ciadas as TJs estdo localizadas nas jungdes célula-célula apicais através da interagdo com a fa-
milia ZO de proteinas de suporte, servindo como ligagdes entre as TJs e o citoesqueleto de actina
(Otani; Furuse, 2020).



As claudinas sao proteinas transmembranares que sdo encontradas
em muitos organismos, incluindo o ser humano, apresentando uma estrutura
semelhante entre si, mesmo em diferentes espécies. As claudinas atraves-
sam a membrana celular 4 vezes, com a extremidade N-terminal e a extre-
midade C-terminal ambas localizadas no citoplasma, e dois loops extracelu-
lares que mostram o maior grau de conservagédo, 0 que sugere um papel
importante em sua funcionalidade, conforme evidenciado na Figura 4
(Elkouby-Naor; Ben-Yosef, 2010; Simske, 2013).

As claudinas tém interacdes cis e trans entre as membranas celulares,
sendo fundamentais para a formagéao e manutengao das juncgdes oclusivas.
As interagdes cis ocorrem quando as claudinas na mesma membrana inte-
ragem entre si. Uma maneira pela qual elas interagem é através do dominio
transmembranar que tem interagdes moleculares. Essas interagdes cis aju-
dam a organizar as claudinas na membrana e a formar a estrutura das jun-

¢coes oclusivas (Lal-Nag; Morin, 2009).

Por outro lado, as interagcdes trans ocorrem quando as claudinas de
células vizinhas interagem através de seus loops extracelulares. Essas inte-
racdes trans sao essenciais para a formacao de uma barreira eficaz entre as
células e para manter a integridade do tecido. Elas permitem que as células
se unam de maneira que forma uma barreira quase impermeavel que impede
a passagem de moléculas, agentes bioldgicos e ions através do espago pa-
racelular (Lal-Nag; Morin, 2009; Tsukita; Furuse, 2000).



Figura 4: estrutura da claudina
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A claudina é constituida por 4 dominios transmembranares (TM), um terminal NH2
curto, duas algas extracelulares, uma alga intracelular curta e um terminal COOH mais
longo. O terminal COOH mais longo contém o ponto de ligagdo PDZ para interacgdes
com as proteinas de scafolding, incluindo ZO-1, ZO-2 e ZO-3. (Greene; Hanley; Camp-
bell, 2019)

A ocludina € uma proteina transmembranar que desempenha um pa-
pel fundamental na estrutura e fungdo das jung¢des oclusivas (Cereijido;
Meza; Martinez-Palomo, 1981). Ela foi a primeira proteina integral de mem-
brana a ser identificada nas jungdes oclusivas e tem um peso molecular de
aproximadamente 60kDa. A ocludina atravessa a membrana celular quatro
vezes, formando dois loops extracelulares e um loop intracelular. Ambas as
extremidades N-terminal e C-terminal da proteina estédo localizadas no cito-
plasma (Li et al., 2005).

A estrutura da ocludina é crucial para a sua funcao, tendo em vista
que os loops extracelulares da ocludina interagem com as ocludinas de cé-
lulas vizinhas, ajudando a formar a barreira estreita que caracteriza as jun-
¢Oes oclusivas (Furuse et al., 1996). Além disso, a extremidade C-terminal
da ocludina interage com varias proteinas do citoesqueleto, ajudando a an-
corar a jungao oclusiva a estrutura da célula (Feldman; Mullin; Ryan, 2005;
Nusrat et al., 2005).



A funcao da ocludina nas jungdes oclusivas € complexa e multiface-

tada, desempenhando um papel na regulagao da permeabilidade paracelu-

lar, ajudando a prevenir a passagem de moléculas e ions através do espaco

entre as células (Li et al., 2005; Van ltallie; Anderson, 1997). Além disso, a

ocludina também esta envolvida na sinalizagao celular e pode desempenhar

um papel na regulagéo da proliferagcéao e diferenciacao celular (Bauer et al.,

1999; Saitou et al., 1998).

Figura 5: representacao esquematica da estrtura da ocludina
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A ocludina é formada por quatro dominios transmembranares, duas algas extracelulares

longas, uma alga intracelular pequena, uma cauda longa aminoterminal e uma cauda longa

carboxiterminal (Feldman; Mullin; Ryan, 2005).

As Proteinas de Jungao de Adesao (JAM) sdo uma familia de protei-

nas que desempenham um papel crucial na formagdao e manutencao das
Tight Junctions (Mandicourt et al., 2007; Mochida et al., 2010; Otani et al.,

2019). As JAMs sao proteinas transmembranares que possuem dois domi-

nios extracelulares de imunoglobulina, um dominio transmembranar e uma

cauda citoplasmatica curta (Otani; Furuse, 2020).Elas estao envolvidas em

254 aa
COOH



varias fungdes celulares, incluindo adesao celular, migragao celular, diferen-
ciacao celular e polaridade celular (Ebnet et al., 2003; Martin-Padura et al.,
1998; Otani et al., 2019). As JAMs interagem com outras proteinas nas jun-
¢bes oclusivas, incluindo as claudinas e a ocludina, para formar a barreira
apertada que caracteriza as jun¢des oclusivas. Além disso, as JAMs também
interagem com proteinas do citoesqueleto, como a zonula occludens-1 (ZO-
1), para ancorar as jungdes oclusivas a estrutura da célula. Essas interagdes
sdo essenciais para a formagéo e manutengao das jungdes oclusivas e para
a fungéo das JAMs na regulagao de varias fungdes celulares (Bazzoni et al.,
2000).

A tricelulina é outra proteina que desempenha um papel importante
nas jungdes oclusivas. A tricelulina € uma proteina transmembranar que é
encontrada nas jun¢des oclusivas tricelulares, onde trés células epiteliais se
juntam (lkenouchi et al., 2008; Krug et al., 2009; Mariano et al., 2011). A
tricelulina interage com outras proteinas nas jungdes oclusivas, incluindo as
claudinas e a ocludina, para formar a barreira apertada que caracteriza as
jungdes oclusivas (lkenouchi et al., 2008). Além disso, a tricelulina também
interage com proteinas do citoesqueleto para ancorar as jung¢des oclusivas

a estrutura da célula (Cho et al., 2022).

As proteinas da familia Zonula Occludens (ZO) sao proteinas de an-
coragem que fornecem a base estrutural para a montagem de complexos
multiproteicos na superficie citoplasmatica das jung¢des intercelulares
(McNeil; Capaldo; Macara, 2006). Elas desempenham um papel crucial na
formagdo e manutengao das jungdes oclusivas, estando localizadas na in-
terface intracelular da membrana, permitindo a interagdo entre as proteinas
de juncgéao oclusiva e os microfilamentos de actina. Dentre as proteinas das
jungdes oclusivas, as proteinas ZO ancoram as claudinas, a ocludina e as
moléculas de adeséo de juncéo (JAM), ajudando a unir os citoesqueletos de
células adjacentes. Além disso, as proteinas ZO também estdo envolvidas
na sinalizagao celular e podem desempenhar um papel na regulagdo do

crescimento e diferenciagao celular (Fanning; Anderson, 2009).



1.1.2 Juncgoes aderentes

As jungdes aderentes sao estruturas celulares especializadas que de-
sempenham um papel crucial na adesao intercelular e na manutencao da
integridade dos tecidos (Tepass, 2002). Elas séo caracterizadas por sua ca-
pacidade de formar uma espécie de cinturdo em torno da célula, unindo-a a
outras células adjacentes para formar barreiras continuas. Tais barreiras sao
essenciais para promover resisténcia mecanica tecidual (Niessen, 2007). A
estrutura basica de uma jungao aderente é formada por caderinas, que sao
as moléculas que de fato irdo promover a interagdo de adesao entre duas
células vizinhas ao interagir entre si; as cateninas que se ligam as caderinas
intracelularmente, ancorando o complexo de jun-¢do aderente aos filamen-

tos de actina; e as vinculinas que estabilizam as jun¢des aderentes.

Dentre as proteinas mais proeminentes que formam a estrutura de
juncdes aderentes, destacam-se as proteinas da familia das caderinas e ca-
teninas. As caderinas sao proteinas de adesao transmembrana que garan-
tem a unido das membranas adjacentes, enquanto as cateninas se conec-
tam as caderinas e formam complexos de adesao que ligam a actina do ci-
toesqueleto das células adjacentes (Harrison et al., 2011) (Figura 6). Além
de sua funcgéao estrutural, as jungcdes aderentes também desempenham um
papel crucial na sinalizagao celular. Elas permitem a comunicagao entre cé-
lulas vizinhas, o que é essencial para a coordenagao de varias fungdes ce-
lulares, incluindo a proliferagéo, diferenciagdo e migracao celular (Tepass,
2002). Além das fungdes citadas, as jungbdes aderentes também estéo en-
volvidas na transdugao de sinais mecanicos, permitindo que as células res-

pondam a forgas fisicas em seu ambiente (Yonemura et al., 2010).



Figura 6: representagao esquematica de uma jungao aderente.
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As caderinas sao proteinas de adesao transmembrana formadas por
700 a 750 aminoacidos, composta por diferentes dominios funcionais, per-
mitindo a interagdo com outras moléculas de caderina e com ions de calcio
que garantem a unido das membranas adjacentes (Nose; Tsuji; Takeichi,
1990). Dentre os dominios que compdem a estrutura das caderinas, foi des-
crito um dominio extracelular, que corresponde a maior parte da cadeia de
aminoacidos e normalmente é diferenciada em cinco dominios, denomina-

dos EC (EC1-EC5) Esses dominios formam loops que permitem a ligagao



com outras moléculas de caderina na célula adjacente, um processo conhe-
cido como adesao homofilica. Além do dominio extracelular, as caderinas
possuem um dominio transmembranar disposto na forma de a-hélice, assim
como um dominio intracelular voltado para a interface citoplasmatica, que se
liga a outras proteinas intracelulares, como as cateninas que por sua vez se
ligam ao citoesqueleto, promovendo assim a interagao indireta com o citoe-

squeleto de duas células adjacentes (Nagafuchi; Takeichi, 1988).

As cateninas sdo uma familia de proteinas intracelulares encontradas
em complexos com moléculas de adesdo de células caderinas de células
animais. Elas desempenham um papel crucial na formagéao de jungdes ade-
rentes, estruturas celulares que permitem a adeséo entre células vizinhas
(McCrea; Gu, 2010). A estrutura base das cateninas contém de 745 a 906
aminoacidos, apresentando um dominio N-terminal, um dominio de repeti-
¢ao de armadillo e um dominio C-terminal (Nicholl et al., 2018; Pokutta; Weis,
2000).

O dominio de repeticdo de armadillo € composto por repeticdes de
uma sequéncia de aminoacidos, cada sequéncia formando uma a-hélice.
Este dominio é responsavel pela ligagao da catenina as caderinas e as ou-
tras cateninas (Huber; Nelson; Weis, 1997). A a-catenina pode se ligar a [3-
catenina e a filamentos de actina, enquanto a B-catenina liga-se diretamente
a cauda citoplasmatica das caderinas. A principal funcdo das cateninas é
conectar caderinas aos filamentos de actina, como as jun¢des de adesao
das células epiteliais (McCrea; Gu, 2010), permitindo a formacao de um de
cinturdo em torno da célula, que faz com que ela se una a outras a sua volta,
formando a jungdo aderente que forma parte do complexo de aderéncia
(McCrea; Gu, 2010).

Dentre as classes de cateninas descritas na literatura, as a-cateninas
e [B-cateninas sdo as mais estudadas. A B-catenina é particularmente inte-
ressante, pois desempenha um papel duplo na célula, pois pode se ligar aos
dominios da cauda citoplasmatica intracelular do receptor da caderina, exer-
cendo papel na sinalizagao celular, principalmente na via candénica de Wnt
(Grigoryan et al., 2008; Phillips; Kimble, 2009), assim como pode atuar como

um componente do complexo de proteinas nas jungdes aderentes que



ajudam as células a manterem as camadas epiteliais (McCrea; Gu, 2010). A
B-catenina atua ancorando o citoesqueleto de actina as jungdes e pode au-
xiliar na sinalizacédo de inibicdo de contato dentro da célula (Basan et al.,
2010).

1.2 Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, agente causador da toxoplasmose é um protozo-
ario intracelular obrigatério do filo Apicomplexa. A principal forma de contra-
¢ao dessa infecgao é a partir da ingestdo de alimentos contaminados com
os cistos do parasito, que afeta tanto o homem, como também outros animais
homeotermos e heterotermos (Jones; Korcsmaros; Carding, 2017; Tenter;
Heckeroth; Weiss, 2000). De forma geral, a toxoplasmose € assintomatica
entre 80 e 90% dos individuos infectados pelo parasito (Aguirre et al., 2019;
Dubey et al., 2012). Entretanto, mesmo considerando a grande propor¢ao de
pacientes assintomaticos nos casos totais, a toxoplasmose acomete cerca
de 30% da populagdo mundial, sendo um caso clinico relativamente fre-
quente (Aguirre et al., 2019). No Brasil, entretanto, a estimativa € que uma a
cada 1000 criangas nasga infectada com o protozoario e cerca de 50 a 80%
das mulheres que estdo em idade fértil apresentam sorologia positiva para

anticorpos de Toxoplasma gondii (Remington et al., 2011).

Nos hospedeiros intermediarios que contrairam o parasito, ocorre a
reproducdo assexuada, gerando um quadro agudo até a instauragéo do T.
gondii no tecido alvo, podendo levar a formacgao de cistos teciduais. Tais cis-
tos presentes na carne de animais representam riscos significativos para o
ser humano caso a carne do animal infectado seja consumida crua ou sem
o processo adequado de cozimento (Montoya; Liesenfeld, 2004; Teutsch et
al., 1979). Entretanto, no hospedeiro definitivo, que atualmente, o Unico co-
nhecido sdo os felinos, ocorre a reprodugao sexuada do parasito em seu
intestino, gerando a liberagcdo de milhares de oocistos de Toxoplasma gondii
no ambiente, contaminando o solo, agua e animais potencialmente consu-

miveis (Bahia-Oliveira et al., 2003).



Apesar da principal forma de contragao da toxoplasmose ser a partir
da alimentagao, destacam-se também outras formas de se contrair a patolo-
gia em questao, como o contato direto com fezes de animais infectados, con-
tato com solo infectado, ingestdo de agua contaminada, consumo de leite
contaminado e n&o pasteurizado, transplantes e transfusdo de sangue, aci-
dentes laboratoriais e transmissao vertical (Boughattas, 2017; Derouin; Pel-
loux, 2008; Dubey; Lindsay; Speer, 1998; Foroutan-Rad et al., 2016; Hide,
2016).

Figura 7: representacgao grafica da cadeia de transmissao da toxoplasmose.
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Os felinos podem contrair o parasita ao ingerir animais, agua ou vegetais contaminados. Por sua vez,
esses felinos podem contaminar animais silvestres e domésticos, resultando na infecgdo humana. O
homem, ao propagar a infec¢ao, pode fazé-lo através da contaminacao de 6rgaos e sangue transfe-
ridos, bem como por meio de gestantes via transplacentaria, levando, assim, a infecgéo ao feto. (Mit-

suka-Bregand; Lopes-Mori; Navarro, 2010).



1.2.1 Aspectos celulares

O ciclo evolutivo do Toxoplasma gondii € caracterizado por apresentar
trés forma distintas e infectivas, mesmo que em graus distintos de viruléncia.
A forma taquizoita ocorre na fase aguda de infeccéo e apresenta capacidade
de transmissao transplacentaria; a forma bradizoita ocorre na fase crénica
ou latente da doenga e é encontrado na forma de pseudocistos principal-
mente em tecidos musculares e cerebrais infectados; a forma esporozoita,
exclusiva de seu hospedeiro definitivo, os felinos, sdo encontrados na forma
de oocistos formados em seus intestinos (Mercier et al., 2005; Blader et al.,
2015; Attias et al, 2020).

A infecgdo por T. gondii ao atingir a sua fase crbnica, pode se manter
por toda a vida do individuo infectado sob a forma de pseudocistos te-
ciduais, que podem ou ndo se manifestarem clinicamente em hospedeiros

imunocomprometidos (Holliman, 1997).

O protozoario apresenta trés cepas distintas, classificadas de acordo
com sua viruléncia e prevaléncia. A cepa do tipo | possui a maior patogenici-
dade, mas € o gendtipo mais raro dentre as cepas; o tipo Il € o gendtipo mais
frequente, apresenta baixa viruléncia e esta associado com a reagudizagao
da toxoplasmose em individuos imunocomprometidos devido a sua alta ca-
pacidade de formacao de cistos teciduais, bem como esta associado com a
forma ocular da doenga; o tipo Il esta relacionado com a incidéncia da toxo-

plasmose em animais (Sibley, 2011).

A principal fonte de energia utilizada pelo Toxoplasma gondii é a gli-
cose, que é oxidada a partir da glicélise. O agucar sofre conversao em acido
lactico e acido acético, entre outros. O oxigénio fornece CO2 durante esse
processo, levando a oxidacdo do NADH através do sistema citocromo. Tanto
os parasitas livres quanto os intracelulares possuem reservas semelhantes
ao glicogénio na forma de pequenos granulos; essas reservas sao mais vo-

lumosas quando os parasitas s&o encistados (Rey, 2001).

O T. gondii faz parte do filo Apicomplexa, cuja principais caracteristi-
cas sdo a presencga do apicoplasto (uma organela envolvida na via metabd-

lica de acidos graxos, sintese do radical heme, dentre outros) e do complexo



apical. A estrutura geral do T. gondii € composta por organelas secretoras
chamadas micronemas e roptrias, bem como a presenca de anéis polares
préximos aos micronemas e um conjunto microtubular em forma espiral, de-
nominado conoide, cuja presencga, dentro dos integrantes do filo Apicom-

plexa é exclusiva ao Toxoplasma gondii (Dubey; Lindsay; Speer, 1998).



1.2.1.1 Forma esporozoita

O oocisto é a forma resistente do Toxoplasma gondii. Encontrada no
meio ambiente, essa forma confere resisténcia aos mais diversos ambientes,
como no solo e em aguas doces ou salgadas, mantendo sua viabilidade e
infectividade por mais de um ano (Tenter; Heckeroth; Weiss, 2000). O oocisto
se deriva em duas formas: a esporulada e a nao esporulada. O oocisto ndo
esporulado possui formato esférico com uma parede de duas camadas que
medem de 10 a 12 ym de diametro. O oocisto esporulado, por sua vez apre-
senta uma forma subesférica a elipsoidal, variando de 11 a 13 pm de didme-
tro, possuindo trés camadas de densidades distintas (Dubey; Lindsay; Speer,
1998; Dubey; Miller; Frenkel, 1970; Sibley, 2011)

No oocisto esporulado, a camada intermédia € composta por dois res-
quicios membranares formados entre as camadas interna e externa durante
a esporulagao do oocisto. O oocisto contém dois esporocistos em forma de
elipse, medindo 6 a 8 um cada. Por sua vez, cada esporocisto contém quatro
esporozoitos, totalizando oito esporozoitos contidos em um oocisto, con-

forme mostrado na Figura 8 (Dubey; Lindsay; Speer, 1998; Sibley, 2011).

Durante a formacéo do esporozoito, o citoplasma contém um nucleo
grande que possui um nucléolo distinto, um nucleoplasma amorfo e o zigoto
€ limitado apenas por uma unica membrana que contém poucos microporos.
Entdo, o nucleo divide-se duas vezes, produzindo quatro nucleos, dividido
em pares, localizados na periferia deste zigoto. A partir dai, forma-se uma
segunda membrana limitante para que em seguida, ocorra a divisdo do cito-
plasma, para que, em ultima analise, resulte em dois esporoblastos esféricos

binucleados.

Apods a formagéo dos esporoblastos esféricos, estes sao alongados e
formam os esporocistos, cuja parede interna é formada pelas duas membra-
nas externas dos esporoblastos. Durante o desenvolvimento deste esporo-
cisto, quatro placas curvas formam sua camada interna e, por sua vez,
quando duas placas densas surgem nas extremidades desses esporocistos,
inicia-se a formagao dos esporozoitos. A partir dai, o nucleo divide-se em
dois e incorpora-se ao esporozoito alongado, originando quatro esporozoitos

em cada esporocisto (Ferguson, D. J. et al., 1978). Esse processo de



esporulacdo do Toxoplasma gondii dura de 1 a 5 dias apds a excregao do
seu hospedeiro definitivo, variando conforme as condicbes ambientais, como

temperatura, salinidade, PH, entre outros (Sibley, 2011).

Figura 8: microscopia eletrénica de transmissao de um oocisto esporulado.

Eletromicrografia de transmissdo no qual é possivel observar um oocisto esporulado. A seta
grande indica a parede fina do oocisto, enquanto as pontas das setas apontam para os dois
esporocistos. As setas pequenas destacam um esporozoito cortado longitudinalmente (Dubey;

Lindsay; Speer, 1998)



1.2.1.2 Forma taquizoita

A forma taquizoita do Toxoplasma gondii caracteriza a fase aguda da
doencga, possuindo a comprimento aproximado de 5 ym e largura aproxi-
mada de 2 ym. O taquizoito possui morfologia polarizada e alongada, apre-
sentando a sua regiao anterior em formato delgado, enquanto a sua regiao
posterior apresenta-se de forma arredondada (Black; Boothroyd, 2000). O
complexo apical do T. gondii taquizoita localiza-se na por¢ao anterior da cé-
lula e sdo estas: os anéis polares, as roptrias, 0s micronemas € o conoide.
Na regidao medial da célula, localiza-se o nucleo, logo abaixo do complexo
de Golgi do apicoplasto. O reticulo endoplasmatico estende-se a partir do
envoltorio nuclear e ramifica-se pelo citosol tendo o nucleo como centro.
Além disso, a célula possui uma unica mitocéndria ramificada. O citoplasma
do T. gondii em sua forma taquizoita também possui outras estruturas celu-
lares variaveis em quantidade e localizagdo, como os granulos densos, aci-
docalcissomas e os granulos de amilopectina. Partindo do anel polar poste-
rior, irradiam-se os microtubulos subpeliculares que percorrem o corpo celu-
lar no eixo longitudinal até cerca de dois tergos de sua extensao (Figura 9)
(Souza, Wanderley de et al., 2010).
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Figura 9: Morfologia geral da forma taquizoita de Toxoplasma gondii.
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(A) Representagao esquematica do taquizoito do Toxoplasma gondii. O esquema foi cons-
truido a partir de corte aleatérios do parasito observados em microscopia eletronica de trans-
misséo. (B) Corte longitudinal onde varias das estruturas representadas em (A) estao assi-
naladas: N - nucleo, c - conoide, R - réptrias, A - apicoplasto, CG - Complexo de Golgi, g -
granulo denso, seta - micronema, VP - vacuolo parasitéforo. Barra: 1um (de Souza, et al.,
2010).

As estruturas do complexo apical do taquizoito, como as roptrias, o
conoide, os micronemas e 0s microporos podem estar associados com os
mecanismos de entrada do parasito na célula-alvo, assim como podem estar
envolvidas com a criagdo de um ambiente 6timo para o desenvolvimento e

crescimento deste protozoario (Dubey; Lindsay; Speer, 1998).

A forma taquizoita do T. gondii é limitada por uma configuragao tri-
membranar denominada pelicula, constituida pelo complexo de membranas
interno somado a sua membrana plasmatica. Sua locomoc¢ao se da a partir
da associagao da pelicula com elementos do citoesqueleto labil (Souza,
Wanderley de et al., 2010), caracterizando um movimento que pode ser com-

posto por deslizamento, movimentos rotatérios ou por flexdo ondulante, visto



que o taquizoito ndo possui estruturas locomotoras visiveis como cilios, fla-

gelos ou pseudopodes (Dubey; Lindsay; Speer, 1998).

O T. gondii em sua forma taquizoita possui dois mecanismos de en-
trada na célula-alvo e sdo esses, a fagocitose, que engloba e internaliza o
parasito em um endossomo e a penetracao ativa propriamente dita através
da membrana plasmatica (Dubey; Lindsay; Speer, 1998). Para que o Toxo-
plasma gondii entre na célula-alvo, o parasito precisa aderir-se a membrana
plasmatica da célula-alvo formando uma ancoragem firme entre o parasito e
a célula que esta prestes a ser parasitada. Entao, ocorre a secrecéo de subs-
tancias presentes no complexo apical do taquizoito de modo que as protei-
nas de membrana da célula-alvo sejam clivadas e facilite a entrada do para-
sito a partir da formacado de uma estrutura denominada jungdo movel, que
por sua vez, move-se da porcao apical até a extremidade posterior do para-
sito, gerando assim a sua internalizagcdo em um vacuolo parasitéforo (Bes-

teiro; Dubremetz; Lebrun, 2011).

Apoés a invasédo bem-sucedida da célula parasitada, dentro do vacu-
olo, ocorre a secrecao de substancias em vesiculas que irdo se fundir com
a sua membrana (Souza, Wanderley de et al., 2010), modificando a sua con-
formacao de uma forma redonda para uma conformacgao eliptica, além de
conferir caracteristica ndo-fusogénica, evitando a exocitose do vacuolo a
partir da fusdo de sua membrana com lisossomos da célula infectada (Du-
bey; Lindsay; Speer, 1998).

Apos o estabelecimento do parasito no vacuolo parasitéforo, o taqui-
zoita reproduz-se de maneira assexuada em um processo denominado en-
dodiogenia (Dubey; Lindsay; Speer, 1998). A endodiogenia € o processo re-
produtivo assexuado do T. gondii que forma duas células-filhas a partir da
célula originaria. Tal processo se da, inicialmente, a partir do alongamento
do apicoplasto e o complexo de Golgi, para que ocorra entdo logo em se-
guida a divisdo do centrossomo na por¢ao posterior ao nucleo. Entéo, for-
mam-se dois complexos apicais rudimentares formados por anéis apicais,
anel posterior e conoide, guiando a formagao do complexo interno de mem-

branas e os microtubulos subpeliculares, iniciando assim a definicdo das



duas células-filhas a partir do parasito originario (Souza, Wanderley de et al.,
2010).

A divisdo nuclear se da a partir da endomitose fechada, caracterizada
por manter o envelope nuclear intacto, com duas pontas se direcionando aos
conoides, adquirindo um formato em U caracteristico dessa fase. Ao mesmo
tempo, ocorre o crescimento das estruturas membranosas que envolvem
cada nucleo separadamente, bem como as organelas de cada célula a ser
gerada (Black; Boothroyd, 2000). Por fim, a mitocondria € incorporada e cada
célula-filha prossegue com seu processo de maturagao até que todo o con-
teudo citoplasmatico esteja dividido irmamente entre as células geradas a
partir dessa divisao, conforme indicado na Figura 10 (Black; Boothroyd,
2000; de Souza, et al., 2010).



Figura 10: etapas da endodiogenia.

(A) Dois taquizoitos em processo de endodiogenia. Apenas no mais inferior observam-se os perfis
das duas células filhas (CF). No que se encontra acima deste, apenas uma das células filhas é
observada. (B) Final do processo de endodiogenia onde se observam apenas as células filhas.
Remanescentes da pelicula mais externa da célula mae estdo assinalados pela seta e o corpo
residual com uma estrela. (C) Representagéo ilustrada do processo de endodiogenia (de Souza,
etal., 2010)

Apds o processo da endodiogenia, os parasitos gerados continuam
com suas extremidades superiores unidas por um tempo. Os parasitos re-
cém gerados organizam-se em rosetas e ent&o, transpassam a membrana
do vacuolo parasitéforo, rompendo a membrana da célula e se encontrando
livres na corrente sanguinea para infectar novas células, caracterizando a
fase aguda da infecgao, conforme indicado na Figura 11 (Black; Boothroyd,
2000; Souza, Wanderley de et al., 2010).



Figura 11: microscopia eletronica de varredura de uma roseta de taquizoitos.

Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugdo onde se observa no interior de um

vacuolo parasitéforo (VP) a conformagéo em roseta dos taquizoitos apos sucessivos ciclos
de divisdo endodiogénica. Uma rede de nanotubulos (seta) contribui na estabilidade do
conjunto. Cabega de seta: microporo de um taquizoito. Barra: 1um. (de Souza, et al.,
2010).



1.2.1.3 Forma bradizoita

Apos a fase aguda da infecgao, em torno de 7 a 10 dias p6s infecgao,
ocorre a diferenciacao dos taquizoitas em bradizoitas, que por sua vez, for-
mam cistos teciduais, caracterizando a fase crénica ou latente da toxoplas-
mose (Black; Boothroyd, 2000). Apesar do formato parecido, o bradizoita
possui nucleo localizado em sua porgéo posterior, se comparado ao taquizo-
ito que apresenta nucleo centralizado. Além disso, o bradizoito € menos sus-
ceptivel a enzimas proteoliticas e tem o formato mais alongado, conforme

indicado na Figura 12 (Dubey; Lindsay; Speer, 1998).

Figura 12: Microscopia eletronica de transmissao de um bradizoito de T. gondii.
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Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) mostrando o Bradizoito dentro do cisto tecidual.
Onde: Co, conoide; 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 (apico-

plasto); Mi, mitocéndria; Ce, centriolos; Nu, nucleo (Dubey; Lindsay; Speer, 1998).



O tamanho do cisto tecidual formado pelos bradizoitas é variavel,
crescendo a partir de um processo de endodiogenia mais lento se compa-
rado a endodiogenia do taquizoito. Um cisto antigo contendo centenas de
bradizoitos sera bem maior que um cisto novo, contendo poucos bradizoitos
(Dubey; Frenkel, 1976). O Toxoplasma gondii apresenta tropismo para tecido
neural e muscular, como o cérebro, olhos e musculos estriados esqueléticos
e cardiacos, denotando uma prevaléncia de detecgdo nesses tecidos. No
entanto, também podem ser encontrados em érgédos como pulmdes, figado
e rins. Os cistos teciduais dispdem-se de formato esférico, chegando a um
maximo de 70 um de didmetro, enquanto os cistos localizados em tecido
muscular sdo alongados e podem atingir até 100 ym de comprimento (Fi-
gura 13). Em um individuo imunocompetente, os cistos teciduais raramente
causarao algum tipo de dano ao seu hospedeiro, permanecendo intactos du-
rante anos ou até mesmo durante toda a vida do individuo infectado, ndo
provocando quaisquer respostas inflamatodrias (Black; Boothroyd, 2000; Du-

bey; Lindsay; Speer, 1998).



Figura 13: cisto tecidual de Toxoplasma gondii.

Micrografia eletrbnica de varredura colorida artificialmente do protozoario Toxoplasma gondii em um cisto

tecidual no cérebro de camundongo infectado. Imagem de David Ferguson (TOXOPLASMA GONDII
TISSUE CYST, [s. d.]).

1.2.2 Ciclo de vida do Toxoplasma gondii

O ciclo de vida do Toxoplasma gondii € heteroxénico, ou seja, possui
dois ou mais hospedeiros em sua composigao. Por entrar na fase reprodutiva
sexuada apenas nos felinos, esses séo considerados os seus hospedeiros
definitivos. Essa fase permite a criagdo dos oocistos e, consequentemente,
a sua liberacdo no ambiente, bem como a sua esporulagao (Hill, Dubey,
2002).

No que diz respeito a toxoplasmose humana, o felino é considerado
por especialistas no assunto, o hospedeiro mais importante, tendo em vista
a proximidade do gato (Felis catus) com o ser humano, bem como a sua
adaptagao ao meio urbano e pelo fato de ser o hospedeiro definitivo do T.

gondii (Hill, Dubey, 2002). Além disso, o gato doméstico possui uma



soroprevaléncia de T. gondii estimada entre 30 e 40% em todo o mundo,
corroborando com a ideia de que de fato o gato doméstico € o principal vetor

da toxoplasmose humana (Elmore et al., 2010).

No ciclo de vida do Toxoplasma gondii, este pode assumir trés formas
distintas a depender da etapa em que ele se encontra: a forma esporozoita,
que é a sua forma esporulada, localizada nos oocistos presentes no intestino
do vetor ou liberados no ambiente principalmente a partir das fezes do gato;
a forma bradizoita, localizada nos cistos teciduais do hospedeiro intermedi-
arios; e a forma taquizoita, localizada principalmente em células recém in-
fectadas ou na corrente sanguinea do hospedeiro intermediario durante a

toxoplasmose aguda (Dubey; Lindsay; Speer, 1998).

A fase reprodutiva assexuada do T. gondii ocorre no hospedeiro inter-
mediario e ocorre tanto na fase aguda, quanto na fase crénica da toxoplas-
mose. Durante a fase aguda, o protozoario esta em sua forma taquizoita,
denotando alta taxa proliferativa e infectividade, enquanto na fase crénica da
toxoplasmose, o parasito estd em sua forma bradizoita e apresenta taxa de

proliferagdo muito mais lenta (Souza, Wanderley de et al., 2010).

O inicio do ciclo de vida do Toxoplasma gondii no hospedeiro interme-
diario normalmente se da a partir da ingestao da forma infectiva do parasito,
seja pelos bradizoitas contidos nos cistos teciduais de carnes malcozidas,
pelo consumo de alimentos e/ou agua contaminados e sem o devido trata-
mento, ou pelos esporozoitas contidos nos oocistos das fezes do gato (Du-
bey; Lindsay; Speer, 1998; Rey, 2001). Apés o consumo do cisto tecidual, o
parasito se desloca por todo o trato gastrointestinal até chegar ao intestino,
onde ocorre a liberagdo dos bradizoitas ingeridos. Ao serem liberados, am-
bas as formas do Toxoplasma gondii diferenciam-se na sua forma mais in-
fectiva: o taquizoita. Este, por sua vez, invade as células intestinais e atra-
vessam com facilidade a barreira intestinal, levando ao quadro agudo da to-
xoplasmose (Dubey; Lindsay; Speer, 1998; Ferreira da Silva et al., 2008).

Em contrapartida, o oocisto esporulado quando consumido, libera a
forma esporozoita do T. gondii no intestino, que também atravessa a barreira
intestinal, difundindo-se pela circulagdo sanguinea e linfatica, diferenciando-

se para a forma taquizoita, levando novamente ao quadro agudo da



toxoplasmose. Apds a invasao da primeira célula, o parasito se multiplicara
de forma assexuada e acelerada, levando a um acumulo de taquizoitas in-
tracelulares até que a célula se rompa e gere a liberagao de mais taquizoitas
na circulagdo do hospedeiro com o intuito de infectar novas células (Attias et
al., 2020).

As células circulantes, como mondcitos e macrofagos estao envolvi-
das na circulagao da forma taquizoita do Toxoplasma gondii pelo organismo
do hospedeiro (Hide, 2016). Essa forma também é responsavel pela trans-
misséo vertical transplacentaria, no qual gera o quadro de toxoplasmose
congénita no feto da mae infectada. Entretanto, a agado do sistema imune
contém os taquizoitos liberados na corrente sanguinea, que apesar de ter
metabolismo mais lento, sdo mais resistentes a resposta imunoldgica e alo-
jam-se em cistos teciduais em diversas partes do organismo, dando-se inicio
a fase crbnica da toxoplasmose (Dubey; Lindsay; Speer, 1998; Ferreira da
Silva et al., 2008; de Souza, et al., 2010).

Ja no felino, o ciclo sexual do parasito se inicia, ao ingerir cistos teci-
duais de animais ou carne infectada, bem como ao ingerir oocistos esporu-
lados a partir do ambiente, o parasito é liberado em seu intestino. O Toxo-
plasma gondii é capaz de infectar os enterécitos para que se multipliquem e
se diferenciem-se nos cinco tipos com diferentes morfologias do parasito
(tipo A, B C D e E), caracterizando a fase enteroepitelial, que se estende
desde o rompimento do cisto no intestino do felino até a etapa anterior a
gametogonia. O ciclo sexual do T. gondii esta indicado na Figura 14 (Dubey;
Frenkel, 1976; Dubey; Lindsay; Speer, 1998; Dubey; Miller; Frenkel, 1970;
Hill, Dubey, 2002).



Figura 14: ciclo sexual do Toxoplasma gondii.
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Esquema do estagio enteroepitelial do ciclo sexual do T. gondii demonstrando os estagios
de diferenciagédo A, B, C, D e E, culminando na origem do microgametécito que por sua vez

originara os oocistos adultos (Carvalho, 2017)



Ap0ds a liberacdo dos bradizoitas dos cistos, estes invadem as células

do intestino delgado e sofrem uma diferenciagao, transformando-se em es-

quizontes. Dentro dos enterdcitos, os esquizontes se proliferam de forma as-

sexuada atraveés do ciclo coccidiano classico, seguido pela diferenciagédo em

macro e microgamontes, que sao os estagios dimorficos do desenvolvimento

sexual. Os microgamontes fertilizam os macrogamontes, resultando na for-

magcao de zigotos dipldides. Estes, por sua vez, desenvolvem-se em oocistos

nao esporulados, que sao excretados nas fezes do gato. A fase sexual pros-

segue dentro do oocisto, onde ocorre a meiose, seguida de mitose, culmi-

nando na producao de esporozoitos infecciosos, conforme indicado na Fi-
gura 15 (Hehl et al., 2015).

Figura 15: o ciclo de vida do Toxoplasma gondii.
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Representacédo esquematica do ciclo de vida do Toxoplasma gondii. A partir do consumo dos cistos

teciduais ou do oocisto, a ocorrera a liberagdo de bradizoitas no estbmago do hospedeiro ou de

esporozoitos em seu intestino, respectivamente. No hospedeiro definitivo, ocorre a diferenciagao




entre taquizoitos e gametocitos. Os gametdcitos por sua vez, sofrem fusdo, gerando o zigoto que
amadurecera em um oocisto que posteriormente sera eliminado pelas fezes do hospedeiro. Ja no
hospedeiro intermediario, entretanto, os bradizoitas ou esporozoitas diferenciam-se em taquizoitos
e invadem o tecido epitelial do trato digestério, em especial, o intestinal. Realizada a invasé&o, os
taquizoitos se multiplicam por endodiogenia, resultando na lise do vacuolo parasitéforo e posterior-
mente da célula parasitada inicialmente, ocorre a liberacdo dos taquizoitas na corrente sanguinea
do hospedeiro intermediario. Apds a intervengao do sistema imune do hospedeiro, os taquizoitas
diferenciam-se em bradizoitas, se conformando em cistos teciduais (ATLAS VIRTUAL DE
PARASITOLOGIA, [s. d.]).

1.2.3 Manifestagoes clinicas da toxoplasmose

Apesar da toxoplasmose ser uma patologia de alta prevaléncia em
todo o mundo, as manifestagdes clinicas da doencga sio raras, visto que apds
a fase aguda, o parasito € capaz de encistar-se nos tecidos do hospedeiro
tendendo a evitar resposta imunolégica, impedindo entdo na maioria das ve-
zes, o0 aparecimento de sintomas em individuos imuno competentes (Hui
Gonh et al, 2022).

Gestantes que contrairam a toxoplasmose apresentam cerca de 40%
de chance de realizar a transmissao vertical para o feto, através da passa-
gem do parasito pela barreira placentaria (Boyer, 2000; Hide, 2016). Vale
ressaltar que a chance de transmissao da toxoplasmose congénita € direta-
mente proporcional a idade gestacional a partir do momento que a gestante
€ infectada, conforme mostrado na Tabela 1, apresentando em média 17%
de chance de transmisséao vertical durante o primeiro trimestre de gestagao,
25% no segundo trimestre e 65% no terceiro trimestre. Entretanto, as chan-
ces de manifestagao clinica sdo inversamente proporcionais a idade gesta-
cional, bem como a agressividade da doenga, variando de 75% a 12% em

12 semanas e 40 semanas de gestagao, respectivamente (Boyer, 2000).



Tabela 1: taxa de transmissao transplacentaria a partir da idade gestacional em que ocor-
reu a infecgao.

Idade Gestacional na qual Chance de . . . .
- . Risco de desenvolvimento de sinais
ocorreu a soroconversao transmissao , . n .
(semanas) et EEaT AT clinicos antes dos trés anos de idade
12 6% 75%
16 15% 55%
20 18% 40%
24 30% 33%
28 45% 21%
32 60% 18%
36 70% 15%
40 80% 12%

Adaptado de Pinard; Leslie; Irvine, 2003.

Cerca de 85% dos recém-nascidos que contrairam a toxoplasmose
congénita nao apresentam sintomas aparentes durante o nascimento, ape-
sar de que, apds uma analise aprofundada, é possivel evidenciar alteracoes
como restricdo no crescimento intrauterino, cicatrizes de retinocoroidite, pre-
maturidade e anormalidades liqudricas (Remington et al., 2011). Quando
manifestados, os sinais clinicos podem ser encontrados durante o periodo
neonatal e durante os primeiros meses de vida, tendo a possibilidade de sur-
girem sequelas da toxoplasmose nao diagnosticada durante a adolescéncia
ou fase adulta do individuo. Essas manifestacdes podem ocorrer de maneira
diversa e inespecifica, indo desde hidrocefalia e calcificagdes cerebrais a

retinocoroidite e surdez (Aleixo et al., 2016; Remington et al., 2011).

Estima-se que aproximadamente 70% dos individuos que nasceram
com a toxoplasmose congénita irdo apresentar lesdes oculares em algum
momento de sua vida, visto que normalmente essa variacido da toxoplas-
mose apresenta-se de forma subaguda ou cronica, de modo que o parasito
se instala em todos os 6rgaos, mas apresentando uma tendéncia maior de
tropismo para tecidos nervosos e retinianos (Aleixo et al., 2016; Remington
et al., 2011).

E interessante ressaltar que as caracteristicas clinicas apresentadas
neste estudo foram descritas a partir de estudos originarios da Europa ou

dos Estados Unidos da América. Entretanto, estudos voltados ao publico



brasileiro demonstram que a manifestacdo de lesdes oftalmoldgicas é fre-
quentemente vista ja a partir do nascimento, atingindo em média 80% dos
recém-nascidos. Ademais, as manifestacdes clinicas observadas apresen-
tam uma agressividade maior que as observadas em estudos norte-ameri-
canos e europeus e isso se deve, provavelmente, ou a exposi¢cao a cepas
mais virulentas do T. gondii ou a maior suscetibilidade da populagéo a do-
enca. Por conta disso, nos ultimos anos, esta sendo priorizada a detecgao
precoce de manifestagdes clinicas oftalmologicas, bem como ao acompa-
nhamento clinico de longo prazo das criangas infectadas pelo parasito (Phan
et al., 2008).

1.3 Toxoplasmose x Jungodes celulares

Dentro do espectro de infecgdes parasitarias, a toxoplasmose se des-
taca, particularmente no que tange as jungdes celulares (de Carvalho et al.,
1998). O parasita Toxoplasma gondii, ao invadir as células, induz modifica-
¢des que promovem sua propria preservacgao (Seabra; De Souza; DaMatta,
2002). Pesquisas indicaram que o complexo juncional, especificamente as
juncdes de adeséo, sofre alteragdes em células epiteliais retinianas em res-
posta a infecgcao por Toxoplasma gondii, evidenciando as perturbacdes na
homeostase celular provocadas pelo organismo parasitario (Nogueira et al.,
2016)

Pesquisas atuais revelaram que a infecgado por T. gondii resulta na
reducao das microvilosidades na superficie das células Caco-2, que sao de-
rivadas de adenocarcinoma colorretal, durante a analise de alteragdes mor-
fologicas e fisiologicas. Observou-se também uma queda nos niveis de Clau-
dina-1 e Zonula Occludens-1 (ZO-1), além de padrdes irregulares na expres-
sao de Ocludina em células afetadas. Esses achados sugerem que a infec-
¢ao pelo Toxoplasma gondii pode comprometer a integridade da mucosa in-
testinal, afetando a func¢ao de barreira e reduzindo a resisténcia elétrica tran-
sepitelial nas células Caco-2 apds 24 horas de infeccao, reforcando a ideia
de que o parasito provoca alteragcdes na homeostase celular (Bricefo et al.,
2016).



Além disso, o T. gondii é capaz de afetar também as jun¢gdées comuni-
cantes, conforme descrito por de Carvalho e colaboradores em 2021. Nesse
estudo foi realizada a analise morfolégica e de expressado da conexina-43
em células da linhagem macrofagica J774-G8. Nesse estudo foi possivel ob-
servar a diminuicao da localizagc&do da conexina-43 na membrana plasmatica
do modelo celular estudado apds 72 horas de infecgao, porém com diminui-
cao significativa em sua expressao ja observada em 24 e 48 horas apds a

interacao parasitaria.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Analisar e sintetizar as evidéncias cientificas disponiveis sobre os
efeitos do parasita Toxoplasma gondii nas jung¢des oclusivas e aderentes,
com o intuito de contribuir para o entendimento da patologia no que tange

aos seus efeitos em jungdes do complexo de adeséo.

2.2 Objetivos especificos

De modo que se cumpram os objetivos gerais da presente disserta-

¢ao, foram tragados os seguintes objetivos especificos:

¢ Identificar e catalogar os principais estudos que descrevem os efeitos do To-
xoplasma gondii nas jungdes oclusivas e aderentes em diferentes tipos celu-
lares e tecidos;

e Examinar as metodologias utilizadas nos estudos selecionados para avaliar
os efeitos do T. gondii, com foco em técnicas de imagem, bioquimica e analise
molecular;

e Comparar e contrastar os resultados dos estudos para determinar padrdes
consistentes e discrepancias nas altera¢des induzidas pelo T. gondii nas jun-

¢des oclusivas e aderentes.



3 METODOLOGIA

1. Formular o
objetivo e/ou

questdes de
revisdo

Para a parte introdutéria e de revisao de literatura do presente traba-
Iho, foi utilizada a modalidade de revisdo narrativa, no qual, o autor do traba-
Iho escolhe quais artigos serdo utilizados para compor o referencial teérico
deste. A modalidade de estudo de revisdo narrativa, ao contrario da revisao
integrativa ndo requer uma abordagem de pesquisa sistematica e ndo possui
uma estratégia de busca especifica voltada para a identificagcdo de estudos

de interesse (Demiris; Oliver; Washington, 2019).

Para o embasamento do presente trabalho, foi realizada a revisao in-
tegrativa da literatura, descrita em seis etapas (Figura 16). Esta modalidade
de revisao de literatura requerem uma abordagem sistematica transparente
e rigorosa (Toronto; Remington, 2020). Tais revisées consistem em metodo-
logia ampla e amostragem diversificada, que pode incluir estudos experi-
mentais, tedricos, ou ambos, para que se obtenha uma compreensao abran-
gente do tema em estudo (de Souza; Silva; Carvalho, 2010). Neste caso, a
escolha da modalidade de revisao integrativa da literatura proporciona uma
analise ampla dos efeitos do Toxoplasma gondii em jungdes do complexo de

adesdo, mais especificamente, jungdes oclusivas e aderentes.

Uma revisdo integrativa analisa um fendmeno de interesse de forma mais
ampla do que uma revisao sistematica e permite pesquisas diversas, que podem
conter literatura tedrica e metodoldgica para abordar o objetivo da reviséo. Esta
abordagem apoia uma ampla gama de investigagoes, tais como definicdo de con-
ceitos, revisao de teorias ou analise de questdes metodoldgicas (Toronto; Reming-
ton, 2020).

Figura 16: As seis etapas do processo de revisao integrativa.

2. Pesquisar e
selecionar a 3. Avaliagdo de 4. Andlise e 5. Discussdo e
literatura qualidade Sintese Conclusdao
sistematicamente

6. Divulgagdo dos
resultados

(Adaptado de: Toronto; Remington, 2020)



3.1 Descricao das etapas da revisao integrativa segundo Toronto, et al.

(2020)

3.1.1 Formulagao do objetivo e/ou questoes de revisdao

O comeco do processo de revisao integrativa se da pela identificacao

clara de um problema ou lacuna na literatura. Tal conceito de interesse rela-

cionado a pesquisa precisa ser claramente definido, assim como o contexto

em que se encontra o objeto de interesse dessa pesquisa, com o intuito de

trazer justificativa e relevancia para a questdo. E de vital importancia que

tanto o propdsito da pesquisa, quanto o questionamento em si sejam amplos

e bem definidos, uma vez que informam os padrbdes de investigacao e os

procedimentos de recolha de dados utilizados na revisao.

Para a formulagao da questao da presente revisao, foi utilizada a es-

tratégia PICO. O método PICO é um acrénimo das palavras ‘Populagao’, ‘In-

tervencdo’, ‘Comparagao’ e ‘Resultado’ (do inglés ‘Outcome’) (Quadro 1).
(Santos; Pimenta; Nobre, 2007)

Quadro 1: definigdao do acrénimo PICO

Acronimo

Definicao

Descrigao

P

Paciente ou problema

Pode ser um unico paciente, um grupo de
pacientes com uma condigao particular ou um
problema de saude.

Intervencéao

Representa a intervengao de interesse, que
pode ser terapéutica, preventiva, diagnostica,
prognostica, administrativa ou relacionada a
assuntos econdmicos.

C Controle ou comparagao |Definida como uma intervengao padrao, a
intervencao mais utilizada ou nenhuma
intervencio.

@) Resultado ("outcomes") |Resultado esperado.

(Adaptado de: Santos; Pimenta; Nobre, 2007)

Tendo em vista que a presente revisdo possui 0 objetivo de entender

o comportamento das jun¢des aderentes e oclusivas mediante a interagao

com T. gondii, a seguinte pergunta foi formulada: Como se comportam as

juncdes oclusivas e aderentes em diversas linhagens celulares mediante




interacdo direta e/ou indireta por Toxoplasma gondii? Dentro da proposta do
método PICO, a populagao, intervengao, comparacao e resultados foram de-
finidas conforme o Quadro 3, assim como seus respectivos descritores de
acordo com os tesauros e as bases de dados selecionadas aos quais estao

relacionadas.

Quadro 2: estratégia PICO aplicada a pergunta "Como se comportam as jungdes oclu-
sivas e aderentes em diversas linhagens celulares mediante infecgdo por Toxoplasma
gondii?”

Como se comportam as jungdes oclusivas e aderentes em diversas linhagens celulares mediante infecgéo por Toxoplasma gondii?

Descritores (Base de dados / tesauro

Acrénimo | Termos relacionados a pergunta BVS/ DeCS PubMed / MeSH Science Direct | MeSH
P - Populagéo Linhagens celulares Principal: Linhagem celular Principal: Cell line Principal: Cell line
Alternativo: Linhagens celulares Alternativo: Cell lines Alternativo: Cell lines
Principal: Toxoplasmose Principal: Toxoplasmosis Principal: Toxoplasmosis
| - Intervengéo Infecgéo por Toxoplasma gondii  |Alternativo: Infecgdo por Alternativo: Toxoplasma gondii Alternativo: Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii

infection

infection

C - Comparagao

Controle e Infectado

Néo se aplica

Né&o se aplica

Néo se aplica

O - Resultado

Comportamento das juncées
oclusivas e aderentes

Principal: Jungées intimas
Alternativo: Jungdes Estreitas,
Juncdes Oclusivas, Z6nula de Oclusao
Principal: Jungdes Aderentes
Alternativo: Z6nula Aderente, Zénula
Adherens, Zonula Intermedidria

Principal: Tight Junctions

Alternativo: Tight Junction, Zonula
Occludens, Zonula Occluden, Occluding
Junctions, Occluding Junction
Principal: Adherens Junctions
Alternativo: Adherens Junction, Zonula

Adherens

Principal: Tight Junctions

Alternativo: Tight Junction, Zonula
Occludens, Zonula Occluden, Occluding
Junctions, Occluding Junction
Principal: Adherens Junctions
Alternativo: Adherens Junction, Zonula
Adherens

3.1.2 Pesquisa e selegao sistematica da literatura

Para o desenvolvimento da presente revisao integrativa, foram utiliza-
das para a pesquisa de literatura, o total de 3 bibliotecas de base de dados:
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), PubMed e ScienceDirect. Os descritores
foram utilizados conforme o Quadro 2, tendo como base seus descritores
principais e alternativos. Também foram utilizados os operadores légicos
“‘OR” quando o objetivo ¢é integrar descritores de uma mesma categoria e
“AND” para categorias diferentes. Isto possibilitou as seguintes sentengas de
busca para a BVS e PubMed: ("cell line" OR "cell") AND (Toxoplasmosis OR
"Toxoplasma gondii infection" OR "Toxoplasma gondii" OR "T. gondii") AND
("Tight junction" OR ZO OR claudin OR occludin OR tricellulin OR "Zonula
Occluden" OR "Occluding junction") para pesquisas focadas em juncdes
oclusivas e ("cell line" OR "cell') AND (Toxoplasmosis OR "Toxoplasma
gondii infection" OR "Toxoplasma gondii* OR "T. gondii") AND (“Adherens
junctions” OR “Adherens junction” OR “Zonula adherens” OR Cadherin OR
Catenin) para pesquisas focadas em junc¢des aderentes. Para a biblioteca de

base de dados ScienceDirect foram formadas as seguintes sentencgas de



busca: ("cell") AND ("Toxoplasma gondii") AND ("Tight junction" OR ZO OR
claudin OR occludin OR tricellulin OR "Zonula Occluden" OR "Occluding
junction") para pesquisas focadas em jun¢des oclusivas e ("cell") AND ("Tox-
oplasma gondii") AND (“Adherens junctions” OR “Adherens junction” OR
“Zonula adherens” OR Cadherin OR Catenin) para pesquisas focadas em

juncdes aderentes.

Cada biblioteca de bases de dados demandou um tipo de filtro de
busca proprio para que fossem atendidos os critérios de inclusao e excluséo.
Para a BVS, foi utilizado o filtro ‘“Texto Completo’; para a PubMed, foi utilizado
o filtro ‘Free Full Text’; enquanto para a ScienceDirect foram utilizados os

filtros ‘Research Articles’ e ‘Open Access & Open Archive’.

Para o presente estudo foram adotados os seguintes critérios de in-
clusédo: 1) estudos experimentais in vitro; 2) apenas artigos cientificos; 3)
publicagdo no idioma inglés ou portugués; 4) textos completos de acesso
aberto e gratuito. Quanto aos critérios de exclusao para o estudo, foram usa-
dos: 1) artigos duplicados da mesma biblioteca ou de bibliotecas distintas; 2)
quaisquer tipos de estudos revisionais; 3) capitulos de livros, dissertagdes,
teses e outros trabalhos académicos que nao sejam artigos cientificos; 4)
estudos que nao incluem o tema de interesse no titulo ou resumo; 5) estudos

que n&o contenham modelos que sejam células em cultura.

3.1.3 Analise e sintese

Uma revisao integrativa requer uma analise e integracdo de uma
grande quantidade de dados descritos na literatura a fim de gerar uma nova
perspectiva sobre um determinado tdpico ou assunto. Para tal, se faz neces-
sario o uso de métodos que objetivam extrair o conteudo dos trabalhos e
correlaciona-los, de modo que sejam evidenciados similaridades e contras-
tes entre estes. Na presente reviséo, serao utilizados tabelas e quadros para
analise do conteudo dos artigos incluidos, objetivando a sintese dos conhe-
cimentos obtidos durante a pesquisa da literatura. As duplicatas serao remo-

vidas com a utilizagao do software organizador de referéncias Zotero.



3.1.4 Discussao e conclusao

Os achados de uma revisao integrativa primeiramente devem ser dis-
cutidos de forma comparativa com a literatura. Neste topico, sera evidenci-
ado a presenga de lacunas e padrdes encontrados durante a pesquisa,
sendo feitas observagdes acerca das limitagdes do presente estudo, assim
como recomendacgdes para que as lacunas encontradas durante a investiga-
¢ao sejam preenchidas futuramente. Ja a conclusao, consiste em um resumo
conciso sobre todos os achados do trabalho, evidenciando a sua contribui-
¢ao para a comunidade cientifica, assim como mostrar perspectivas futuras

sobre o assunto de interesse.

No presente trabalho, a discussao e conclusao abordaram uma com-
paracao entre os efeitos do T. gondii sobre jungdes oclusivas e aderentes
em relagcado aos efeitos causados por outros protozoarios nestas mesmas

juncdes.

4 RESULTADOS

A partir da inclusédo das sentengas de busca nas bibliotecas de bases
de dados, foi possivel observar um crescimento do numero de publicacdes
cientificas ao decorrer do tempo em ambos os temas de busca (célula e T.
gondii mais jungdes oclusivas ou jungdes aderentes). (Grafico 1 e Grafico
2)

As publicagbes com foco em jungdes ocludentes comegaram a partir
do ano de 1968, com uma publicagao na ScienceDirect, tendo seu primeiro
grande aumento de publicagbes em 2006, com um total de 17 publicacdes
nas trés bibliotecas, atingindo seu apice em 2015, com 31 publicacbes nas
trés bibliotecas, sendo 27 artigos publicados na ScienceDirect, 2 artigos pu-
blicados no PubMed e 2 artigos publicados na BVS. Até o presente momento,
2023 teve um total de 27 publicacdes, sendo 23 na ScienceDirect, 2 no Pu-
bMed e 2 na BVS. Vale ressaltar que apenas em 1973 houve a primeira pu-
blicacdo da BVS, enquanto somente em 1998 teve a primeira publicagao no
PubMed. (Grafico 1)
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Grafico 1. Numero de artigos com foco em jungdes ocludentes encontrados no peri-
odo de 1968 a 2023, apds a inclusdo das sentengas de busca nas bibliotecas de bases
de dados do PubMed, BVS e ScienceDirect.
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E possivel verificar que a biblioteca de base de dados ScienceDirect obteve o maior niimero
de publicagdes e demonstrou uma tendéncia de aumento nas trés bibliotecas de bases de
dados a partir do ano de 2006, apresentando trés aumentos significativos de publicacées:
no ano de 2006 com 17 publicagbes, no ano de 2012, com 20 publicacbes e em 2015, com
31 publicagdes.

As publicagdes com foco em jun¢des aderentes comegaram a partir
do ano de 1993, com uma publicagdo na ScienceDirect, tendo seu primeiro
grande aumento de publicacbes em 2015, com um total de 19 publicacdes
nas trés bibliotecas, atingindo seu apice em 2021, com 32 publicagbes nas
trés bibliotecas, sendo 34 artigos publicados na ScienceDirect e 2 artigos
publicados no PubMed. Até o presente momento, 2023 teve um total de 24

publicagdes, sendo 21 na ScienceDirect e 3 no PubMed. Vale ressaltar que

2020
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apenas em 2005 houve a primeira publicagdo no PubMed, enquanto so-

mente em 2018 teve a primeira e Unica publicagao na BVS. (Grafico 2)

Grafico 2: Numero de artigos com foco em jungdes aderentes encontrados no periodo
de 1993 a 2023, apds a inclusao das sentengas de busca nas bibliotecas de bases de
dados do PubMed, BVS e ScienceDirect.
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E possivel verificar que a biblioteca de base de dados ScienceDirect obteve o maior nimero
de publicagbes e demonstrou uma tendéncia de aumento nas trés bibliotecas de bases de
dados a partir do ano de 2008, apresentando um aumento gradual, com aumento expressivo
a partir de 2020, com 21 publicagdes nas trés bibliotecas, atingindo seu apice em 2022, com
32 publicagdes totais.

A partir do uso das sentencgas de busca e seus respectivos filtros a
partir das bibliotecas de bases de dados escolhidas, no que tange os estudos
focados em jungdes oclusivas, foi obtido um total de 267 publicagdes, sendo
31 originarios da BVS, 28 do PubMed e 208 da ScienceDirect. Apds aplicar
os critérios de inclusédo, foi obtido um total de 97 estudos, 21 da BVS, 19 do

PubMed e 57 da ScienceDirect, totalizando 170 artigos excluidos. Apos a



leitura do titulo e resumo, aplicando-se critérios de exclusido para selecionar
as publicacdes relevantes para o presente estudo, obteve-se um valor total
de 47 publicagdes, sendo 16 da BVS, 14 do PubMed e 16 da ScienceDirect.
Entao foi realizada a exclusdo de duplicatas, gerando um total de 27 publi-
cacoOes das trés bibliotecas de bases de dados a serem analisadas para lei-
tura completa. Por fim, apds a leitura completa dos artigos, aplicando os
mesmos critérios de exclusdo, foram selecionados um total de 7 estudos,

gerando assim a amostra final de artigos para a constituicdo da presente

reviséo integrativa (Tabela 2).

Bibliotecas de . .. Estudos encontrados
Estudos en- Estudos disponiveis . . " Estudos encontrados
: apos leitura de titulo . :
base de dados contrados gratuitamente apos leitura completa
e resumo
BVS 31 21 16 6
PubMed 28 19 14 5
ScienceDirect 208 57 16 2
Total 267 97 46 7

Onde: BVS: Biblioteca Virtual em Saude.

A partir do uso das sentencas de busca e seus respectivos filtros a
partir das bibliotecas de bases de dados escolhidas, no que tange os estudos
focados em jungdes aderentes, foi obtido um total de 125 publicag¢des, sendo
1 originaria da BVS, 18 do PubMed e 106 da ScienceDirect. Apds aplicar os
critérios de inclusao, foi obtido um total de 54 estudos, sendo apenas 1 da
BVS, 14 do PubMed e 39 da ScienceDirect, totalizando 71 artigos excluidos.
Apos a leitura do titulo e resumo, aplicando-se critérios de excluséo para
selecionar as publicagdes relevantes para o presente estudo, obteve-se um
valor total de 23 publicacdes, sendo 1 da BVS, 11 do PubMed e 11 da Sci-
enceDirect. Entao foi realizada a exclusdo de duplicatas, gerando um total
de 22 publicacbes das trés bibliotecas de bases de dados a serem analisa-
das para leitura completa. Por fim, apds a leitura completa dos artigos, apli-
cando os mesmos critérios de exclusdo, foram selecionados um total de 3
estudos, gerando assim a amostra final de artigos para a constituicdo da

presente revisdo (Tabela 3).

Apoés a aplicagdo das sentengas de busca nas bibliotecas de bases

de dados, dos critérios de inclusédo e excluséo, 7 publicagdes com foco em



jungdes oclusivas e 3 publicagbes com foco em jungdes aderentes foram
escolhidas para compor a amostra final do presente trabalho. O Quadro 3
contém todos os estudos eleitos com foco em jungdes oclusivas, enquanto
o Quadro 4 contém os estudos eleitos com foco em jungdes aderentes. Es-
tes quadros contém os modelos experimentais usados diante a infec¢ao por
T. gondii, a cepa do parasito, os métodos aplicados nos trabalhos, as condi-
¢Oes de exposi¢cao ao parasito, assim como os principais resultados que evi-
denciam os efeitos nas jungdes oclusivas e aderentes nas células utilizadas

no estudo em questao, desprezando quaisquer outros resultados abordados

nos respectivos estudos.

Bibliotecas de : .. Estudos encontrados Estudos encontra-
Estudos en- Estudos disponiveis X . , . .
. apos leitura de titulo dos apés leitura
base de dados contrados gratuitamente
e resumo completa
BVS 1 1 1 0
PubMed 18 14 11 2
ScienceDirect 106 39 11 1
Total 125 54 23 3

Onde: BVS: Biblioteca Virtual em Saude.

Na figura abaixo (Figura 17) s&o ilustrados em um fluxograma todos os processos
de inclusdo e exclusdo dos artigos selecionados para o presente estudo.



Figura 17: Fluxograma do processo de selegido dos artigos do presente estudo, dividido pelo enfo-
que principal.

Biblioteca de bases de dados
{——V
- BVS, PubMed e .
Estudos excluidos Estudos inclusos | ScienceDirect | Estudos inclusos Estudos excluidos
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 titulo e resumo |
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| Apds leitura do |

-------------------------------- 7 a1 2 3
artigo na integra |

260 7 Total 3 122

Para a selegdo dos artigos utilizados no presente estudo, foram utilizadas 3 bibliotecas de bases de
dados. Sao elas: BVS, PubMed e ScienceDirect. A busca se da a partir da inser¢gao das sentengas
de busca, seguida da aplicagao dos critérios de incluséo, leitura do titulo e resumo e, por fim, a

selecéo dos artigos apos leitura na integra.



Quadro 3: Estudos in vitro evidenciando os efeitos da infecgao por Toxoplasma gondii em jungdes ocludentes

Estudo

Células ou
ENNETS
utilizados

Cepa
T. gondii

Métodos

Condigoes de
exposicao

Principais resultados

(Bricefio Caco-2 2F1 Microscopia Optica | Infeccao apos | Imunofluorescéncia:
et al., confocal a laser; 24h de condicio- - .
. | Reducdo de claudina-1,
2016) Imunofluorescén- namento do meio Z0O-1 e ocludina e des-
. DMEM + 2% SFB,; - ~
cia; continuidade de padrao
Imunoblotting. Rropo’rgao pa_ra.— de rﬁed_e apés 24h de in-
sito:célula de 5:1; | fecgao;
Incubacao inicial | Parasitos observados
de 3h, seguida de | dentro das células, proxi-
incubacdo com | mas a proteinas de TJ e
DMEM fresco por | em areas colocalizadas
24h apo6s lava- | com o padrdao desconti-
gem das células. | nuo de TJs;
Acumulo de proteinas de
TJ na regiao citoplasma-
tica da célula.
Imunoblotting:
Reducao da expresséao de
ocludina e ZO-1 apds 24h
de infecgao;
Niveis de claudina-1 simi-
lares ao controle nao-in-
fectado apos 24h de in-
feccéao.
(ElI Saf- | 90 camundon- | ME-49 Imuno-histoqui- Inoculagdo de 102 | No grupo controle sauda-
tawy et | gos suicos de mica oocistos/2ml; vel, a claudina-1 foi am-
al., 10 a 12 sema- .. plamente expressa no
2023) nas de idade Sl dqs ca- | epitélio entérico:
’ mundongos infec- ’
com peso en- tados depois de | Em comparag&o ao grupo
tre 60 e 80g;

Secoes seria-
das da regiao
ileo 1 do intes-
tino delgado.

uma semana pos-
infeccao.

controle, os subgrupos in-
fectados e nao tratados
apresentaram baixo valor
meédio de células positivas
para marcacao de clau-
dina-1;




Nos subgrupos infectados
e nao tratados, as células
epiteliais positivas para
claudina-1 foram encon-
tradas espalhadas;

A expresséo de claudina-
1 mostrou uma correlagao
inversa a carga parasita-
ria.

(Geiller | ARPE-19 RH Microscopia optica | Propor¢cao de in- | Infeccdo por T. gondii no
et al., U-118 MG confocal a laser. feccao para- | modelo de barreira he-
2023) sito:célula de 1:1; | mato-retina externa de-
HMC3 ~ . ... | monstrou o aumento de
Nao foi especifi- ~ :
. expressao localizada de
Células de cado o tempo de 20-1-
Muller incubacdo com o ’
parasito para a | A infeccdo pelo parasito
analise de ZO-1 | também gerou um padréo
para o0s experi- | descontinuo de ZO-1, su-
mentos de mi- | gerindo a reorganizagao
croscopia Optica | do perfil juncional da
confocal a laser. | membrana mediante a in-
feccdo por Toxoplasma

gondii.
(Hol- Monocamadas | RH Imunofluorescén- | Proporcdo de in- | No ensaio de RT-gPCR, a
thaus et | de organoides cia; fecgcao para- | infecgao por T. gondii nao
al., intestinais deri- areseaia Go- sito:célula de | demonstrou mudancas
2020) vados de célu- ) 25:1; transcricionais significati-
las-tronco iso- ez eemizez] & - . vas de ZO-1, Ocludina,

ladas de crip- Sl VS EO el Claudina-1, Claudina 2 e

p ~ ,

tas intestinais RT-qPCR gao de 48 horas Claudina-7 em ODMs de

de camundon- camundongos;

908 A imunofluorescéncia das
proteinas de TJ infecta-
das T. gondii ndo mostra-
ram efeito aparente nas
proteinas de TJ de ODMs
derivados de camundon-
gos.

(Marcos | bEnd.3 ME-49 Imunofluorescén- | Apds atingir con- | Nas células controle, ZO-
etal., cia; fluéncia, as célu- | 1 estava distribuido uni-
2020) las endoteliais fo- | formemente, com maior

Visualizagdo em
microscopia de
contraste

ram tratadas com
meio

concentracdo nas areas
de contato célula-célula;




interferencial dife-
rencial com o sis-
tema Apotome de
fluorescéncia.

condicionado de
glia radial (RG-
CM) néo infec-
tado, infectado
apés 22 horas
(Inf-RG-CM) e Inf-
RG-CM conju-
gado a TGF-p1,
incubados por 24
horas.

Observou-se um aumento
de 36% na intensidade de
marcacgao de ZO-1 e 90%
de aumento na taxa de or-
ganizacao de TJ apos in-
cubagao com RG-CM por
24 horas;

Nas células incubadas
com Inf-RG-CM, observa-
se uma diminuicdo de
40% na intensidade de
marcagao, bem como um
padrao descontinuo de
marcagao, se comparado
com o controle. Nao foi
observada diferenca sig-
nificativa no grau de orga-
nizacao de TJ;

Células tratadas controle
tratadas com TGF-31
apresentaram maior in-
tensidade de marcagao
se comparadas ao con-
trole nao tratado;

Nas células tratadas com
Inf-RG-CM + TGF-p1
apresentaram um resgate
da marcacao de ZO-1 se
comparado as células
apenas tratadas com Inf-
RG-CM.

(Rami-
rez-Flo-
res et
al.,
2021)

MDCK

RH

Imunofluorescén-
cia;

Microscopia optica
confocal a laser;

Microscopia eletré-
nica de varredura;

Microscopia eletré-
nica de transmis-
sao;

As células em
monocamada fo-
ram expostas a
Produtos excreta-
dos e secretados
por T. gondii
(ESPs) a uma
concentracdo de
10 pg/ml nos in-
tervalos de tempo

Observa-se reducgao sig-
nificativa de marcacéao de
Z0-1, claudina e ocludina
apos o tratamento com os
ESPs, bem como uma
descontinuagdo no pa-
drao dessas proteinas na
membrana e acumulo de
Z0-1 na regido citoplas-
matica;




Western Blotting.

de 30 minutos, 1,
2 e 4 horas;

Para a avaliacao
dos efeitos de ini-
bidores de pro-
tease, EGTA e
Fenantrolina fo-
ram utilizados
como tratamento
prévio ao trata-
mento com as
ESPs

Para a avaliagao
dos efeitos de ini-
bidores de endo-
citose, dois inibi-
dores de dina-
mina foram utili-
zados como trata-
mento prévio ao
tratamento as
ESPs: Dyngo e
Dynasore

Os ESPs induzem o erro
de localizagao das protei-
nas que compdem as TJ;

O tratamento prévio com
os inibidores de protease
bloqueia a ruptura das
proteinas de TJ apds o
tratamento com as ESPs

O tratamento prévio com
os inibidores de endoci-
tose impediu as modifica-
¢bes de localizagao nas
proteinas de TJ causadas
pelas ESPs, mantendo-as
em seu local morfofuncio-
nal: na regiao periférica
das células.

(Song et

2017)

ARPE-19;
THP-1.

PTG

Imunofluorescén-
cia;

Western Blotting;

Inibicao da ativa-
cao de FAK.

Taquizoitos foram
adicionados a cul-
tura de THP-1 a
uma densidade
de 108 células/ml
a uma proporgao
de 211 para-
sito:célula;

THP-1 infectada e
0 sobrenadante
resultante da in-
feccdao da THP-1
foram aplicadas
ao modelo bar-
reira hemato-reti-
niana constituida
por células de li-
nhagem ARPE-19
cultivada em
transpogos.

A exposicao de ARPE-19
aos mondacitos infectados
resultou na ruptura de
Z0-1, denotando um pa-
dréo granular se compa-
rado ao controle;

A imunomarcacéao de ZO-
1 revelou que o padrao de
localizagéo de ZO-1 asso-
ciado a membrana foi pre-
servado em células RPE
tratadas com sobrena-
dantes de células THP-1
nao infectadas ou com T.
gondii inativado pelo ca-
lor, mas perdido em célu-
las RPE tratadas com so-
brenadantes de células
THP-1 infectadas;

A imunomarcacéao de ZO-
1 na monocamada de




RPE mostrou que o pa-
drao de expressao de ZO-
1 associado a membrana
foi preservado em células
RPE tratadas com inibidor
FAK;

A adicdo do inibidor FAK
atenuou a perda de inte-
gridade em células RPE
causada pela adicdo de
sobrenadante de células
THP-1 infectadas e res-
taurou a diminuicdo da
expressao das proteinas
de ZO-1 e ocludina cau-
sadas pela interacao da
ARPE-19 com as THP-1
infectadas

A partir da elaboragao do quadro 4, é possivel extrair quatro graficos, que
analisam 4 pontos presentes nos 7 artigos selecionados apés a leitura com-
pleta: o modelo utilizado, tal qual a origem desses modelos, a cepa de Toxo-
plasma gondii e as metodologias empregadas nos respectivos estudos.
Abaixo é possivel observar os modelos utilizados nos estudos destacados
(Grafico 3). No total, foram utilizados 10 modelos diferentes para os estudos
dos efeitos de T. gondii em proteinas de TJ, sendo o0 mais prevalente, a célula

de linhagem de retina ARPE-19 (n=2).
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Grafico 3: Modelos utilizados no estudo de proteinas de jung¢ées oclusivas mediante infecgao
por T. gondii.

Neste grafico é possivel observar os modelos utilizados nos estudos com foco em jungdes oclusivas
recuperados das bibliotecas de bases de dados, sendo a mais prevalente, a linhagem ARPE-19. Onde:
THP1 — célula de linhagem de mondcito isolado do sangue periférico de um paciente humano com leu-
cemia monocitica aguda; MDCK — célula de linhagem isolada de tecido renal normal de um cocker
spaniel fémea adulto normal; bEnd.3 — linhagem celular endotelial isolada de tecido cerebral derivado de
camundongo com endotelioma; organoide intestinal — derivado de células-tronco da cripta intestinal de
camundongos; células de Miiller — células gliais retinais obtidas a partir de camundongos; HMC3 — célula
microglial macrofagica isolada do cérebro de paciente humano; U-118 MG - linhagem celular de morfo-
logia mista isolada de gliomas malignos de um homem de 50 anos com glioblastoma Grau IV; ARPE-19
— linhagem celular de epitélio pigmentar da retina de origem espontanea derivada de olhos normais de
um homem de 19 anos que morreu de traumatismo cranioencefalico em um acidente de automoével,
Camundongo* — segbes seriadas da regido ileo 1 do intestino delgado; Caco-2 — linhagem celular epitelial

isolada de tecido de colon derivada de um homem branco, de 72 anos, com adenocarcinoma colorretal.

Também foi verificada as cepas de Toxoplasma gondii utilizadas nos
estudos selecionados, conforme o Grafico 4 indica. Dentre as cepas usadas,
destaca-se a cepa RH, que corresponde a 3 dos 7 estudos selecionados,

seguido da cepa ME-49 (n=2).
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Grafico 4: cepas de Toxoplasma gondii utilizadas no estudo de jungdes oclusivas

No grafico estdo representadas as cepas de T. gondii utilizadas nos estudos que avaliam o efeito
do parasito em proteinas de jungdes oclusivas, tendo destaque para a cepa RH, seguida da cepa
ME-49.

Tendo em vista as cepas e as células utilizadas nos estudos recupe-
rados das bibliotecas de bases de dados, a etapa conseguinte foi constituida
pelos métodos empregados nesses 7 artigos cujo objetivo é analisar o efeito
do parasito em proteinas de jun¢des oclusivas. Dentre as metodologias utili-
zadas (Grafico 5), destacam-se a imunofluorescéncia (n=4), que é capaz de
elucidar os padrées morfolégicos da localizagao e integridade das proteinas
de interesse e Western Blotting (n=2), cujo objetivo é avaliar a expressao

dessas proteinas de interesse em questao.



Grafico 5: Metodologias empregadas no estudo do efeito do Toxoplasma gondii em proteinas de
juncodes oclusivas
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No grafico é possivel observar as metodologias utilizadas no estudo do efeito do parasito
Toxoplasma gondii nas proteinas de jun¢des ocludentes, sendo a imunofluorescéncia a mais
utilizada, seguida de Western Blotting. Onde: RT-qPCR — Reagao de polimerizagéo da ca-
deia por transcrigao reversa em tempo real.

Ao observar as metodologias empregadas nos estudos do efeito do
parasito Toxoplasma gondii em proteinas de jun¢ao oclusivas, faz-se neces-
sario um estudo de origem dos modelos utilizados nessas metodologias na
presente revisao, com o intuito de evidenciar quais os sistemas ou tipos de
célula foram mais estudados dentro do tema. O Grafico 6 mostra a preva-
Iéncia dos tipos celulares estudados, tendo como enfoque o 6rgdo ou sis-
tema de origem ao qual este fora isolado. Dentre a origem dos modelos uti-
lizados, destaca-se o sistema imunolégico (n=3), compreendendo células de
linhagem macrofagica e monocitica, assim como células de epitélio intestinal
(n=3).

Vale ressaltar que dentre as células de epitélio intestinal, uma tem ori-
gem de célula-tronco da cripta intestinal (Holthaus et al., 2020) e, portanto,
se encaixa em duas categorias de origem, que sao ‘epitélio intestinal’ e ‘cé-
lulas-tronco’. Outra via de origem que se destaca das demais, inclui o epitélio

pigmentar de retina (n=2).



Das vias de origem que mais se destacam, o sistema imunolégico faz-
se presente pois o parasito € capaz de burlar o sistema imune, infectando as
células de defesa do organismo, incluindo células da glia, também é capaz
de secretar produtos que afetam células de demais sistemas, assim como
também é afetado pelas citocinas secretadas pelas células do sistema imune
(Sethi et al., 1975). Ja o epitélio intestinal possui destaque, pois a forma mais
comum de contrair o parasito € pelo sistema digestorio e, por ser um tecido
fixo e que constitui uma barreira do organismo para com o meio externo, tal
tecido apresenta em destaque as jungdes oclusivas, que sao afetadas dire-
tamente pelo Toxoplasma gondii, principalmente no seu processo de entrada

na célula intestinal (Bricefio et al., 2016).

Quanto as células de origem epitelial pigmentar de retina, o seu es-
tudo se da pelo fato de além de ser um tecido epitelial e, portanto, rico em
proteinas do complexo juncional, incluindo jun¢des ocludentes (Konari et al.,
1995), também é um dos alvos do parasito no que se diz respeito a sintoma-
tologia da toxoplasmose, que também é capaz de gerar danos oculares gra-
ves, podendo levar a cegueira em fetos cujas maes contrairam a toxoplas-
mose, tendo maior destaque ainda para a contracdo da toxoplasmose nos
primeiros estagios de desenvolvimento do embrido (Boyer, 2000; Nogueira
et al., 2016).



Grafico 6: analise de origem das células estudadas nos artigos que analisam o efeito
do Toxoplasma gondii nas jungées oclusivas
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Grafico que expde as principais origens das células utilizadas no estudo do efeito do parasito
T. gondii em jung¢des oclusivas. Quanto maior a fatia representada, maior a quantidade de

estudos realizados contendo uma célula proveniente da origem em questéao.



Quadro 4: Estudos in vitro evidenciando os efeitos da infecgao por Toxoplasma gondii em jungdes aderentes

Modelo

utilizado

Cepa T. gondii

Métodos

Condigoes de

exposigao

Principais resultados

(Franklin-
Murray et
al., 2020)

HUVEC

Prugniaud

Taquizoitos tipo
Il que expres-
sam GFP e tdTo-

mato

Imunofluores-
céncia;

Western Blot-
ting;

Infeccao por 18
horas, com indice
de multiplicidade
de infecgao igual
alou?

Ainfecgao por T. gondii

leva a diminuicao da lo-
calizacado da caderina-
VE na periferia celular,
afetando a integridade
das barreiras endoteli-
ais;

As células nao infecta-
das mostraram marca-
¢do continua com ca-
derina-VE e [-cate-
nina, enquanto as célu-
las infectadas com T.
gondii  apresentaram
reducdo da caderina-
VE e B-catenina na pe-
riferia celular e lacunas

na coloragao;

A infecgdo parasitaria
de T. gondii resultou
em uma reducédo de
18,7% nos niveis da
proteina VE-caderina

nas células endoteliais.

Entretanto, ndo foram
observadas mudancgas
na expressao de [3-ca-

tenina apds a infecgao




das HUVEC por T. gon-
dii.

(Gomes et
al., 2011)

SkMC (cul-
tura prima-
ria de mus-
culo es-
quelético

de camun-

dongo)

Taquizoitas

cepa RH

de

Imunofluo-

rescéncia;

Western Blot-

ting;

RT-PCR

Culturas de
SKMC de dois
dias de duracgao
foram infectados
por 24 horas com
os taquizoitas na
proporcdo de 1:1

parasito:célula.

A presenca de um
unico parasita recém-
internalizado nao afe-
tou a distribuicdo da M-
caderina nas ceélulas
hospedeiras. No en-
tanto, apos 24 horas da
infeccdo, foi possivel
observar a M-caderina
desorganizada e for-
mando agregados ao
redor e dentro do vacu-

olo parasitéforo;

Apoés 24 horas de inte-
racao entre o parasito e
a SkMC , foi observado
uma redugao significa-
tiva da expressao de
M-caderina, atingindo
uma reducao de 54%,
se

comparado ao

grupo controle;

Apo6s 3 horas de infec-
¢ao por T. gondii, 0s ni-
veis de mRNA da M-ca-
derina foram significati-
vamente reduzidos,
apés 12 horas néo
houve alteracédo e,

apés 24 horas, o0s




niveis de m-RNA de M-
caderina foi regulado
negativamente em
comparagao ao grupo

controle.

(Marcos et
al., 2020)

bEnd.3

ME-49

Imunofluores-
céncia;
Visualizagdo em
microscopia de
contraste inter-
ferencial  dife-
rencial com o
sistema Apo-
tome de fluores-

céncia.

Apos atingir con-
fluéncia, as célu-
las endoteliais fo-
ram tratadas com
meio condicio-
nado de glia ra-
dial (RG-CM) néo
infectado e infec-
tado apos 22 ho-
ras (Inf-RG-CM).

De forma similar a ZO-
1, a B-catenina é en-
contrada de maneira
uniforme e localizada
na membrana da cé-
lula, enquanto com
RG-CM,

uma retencao da B-ca-

observa-se

tenina em seu cito-
plasma. Ja nas células
expostas ao Inf-RG-
CM, observa-se um pa-
drdo descontinuo com
marcagao muito mais
branda se comparada
ao controle, evidenci-
ando apenas pontos de
marcagcdo mais in-
tensa, ao invés de uma
linha continua com alta
intensidade de fluores-

céncia.

(Ramirez-
Flores et
al., 2021)

MDCK

RH

Imunofluores-
céncia;
Microscopia 6p-
tica confocal a
laser;

As células em
monocamada fo-
ram expostas a
Produtos excreta-
dos e secretados
por T. gondii
(ESPs) a uma
concentracdo de

Na imunofluorescéncia
foi possivel observar
no modelo tratado com
as ESPs, a formacéao
de agregados de E-ca-

derina ao invés do




Microscopia ele-
trénica de varre-
dura;

Microscopia ele-
trébnica de trans-
Mmissao;
Western Blot-

ting.

10 pg/ml nos in-
tervalos de tempo
de 30 minutos, 1,
2 e 4 horas;

Para a avaliacao
dos efeitos de ini-
bidores de pro-

tease, EGTA e
Fenantrolina fo-
ram utilizados

como tratamento
prévio ao trata-
mento com as
ESPs

Para a avaliacao
dos efeitos de ini-
bidores de endo-
citose, dois inibi-
dores de dina-
mina foram utili-
zados como trata-
mento prévio ao

tratamento as
ESPs: Dyngo e
Dynasore

padrado mais continuo
observado no controle
tratado com DMEM.

Nos modelos pré-trata-
dos com os inibidores
de protease, foi obser-
vada apenas uma pro-
tecao parcial contra a
ruptura da E-caderina,
ao contrario do que foi
descrito nas proteinas

de juncéo oclusiva.

A expressao de E-ca-
derina demonstrou
uma queda a partir de 1
hora apds a exposi¢cao
as ESPs que mostrou
uma recuperagao a
partir de 2 horas e re-
tornou aos niveis inici-
ais apo6s 4 horas de ex-

posicao as ESPs.

A partir da elaboragdo do quadro 5, é possivel extrair quatro graficos,
que analisam 4 pontos presentes nos 3 artigos selecionados apos a leitura
completa: o modelo utilizado, tal qual a origem desses modelos, a cepa de
Toxoplasma gondii e as metodologias empregadas nos respectivos estudos.
Abaixo é possivel observar os modelos utilizados nos estudos destacados
(Grafico 7). No total, foram utilizados 4 modelos diferentes para os estudos

dos efeitos de T. gondii em proteinas de jungdes aderentes.



Grafico 7: Modelos utilizados no estudo de proteinas de jungdes aderentes mediante
infecgao por T. gondii.
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Neste grafico é possivel observar os modelos utilizados nos estudos com foco em juncdes
oclusivas recuperados das bibliotecas de bases de dados. Onde: MDCK - célula de linha-
gem isolada de tecido renal normal de um cocker spaniel fémea adulto normal; bEnd.3 —
linhagem celular endotelial isolada de tecido cerebral derivado de camundongo com endo-
telioma; SkMC — cultura primaria de musculo esquelético de camundongo; HUVEC — célula

endotelial isolada de endotélio de veia de cordao umbilical.

Também foi verificada as cepas de Toxoplasma gondii utilizadas nos
estudos selecionados, conforme o Grafico 8 indica. Das cepas utilizadas, a

que se destacou foi a cepa RH (n=2).



Grafico 8: cepas de Toxoplasma gondii utilizadas no estudo de jung6es aderentes.
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No grafico estdo representadas as cepas de T. gondii utilizadas nos estudos que avaliam o efeito do
parasito em proteinas de jungdes aderentes. Tendo a cepa RH com a maior representagao nos estudos
selecionados
Tendo em vista as cepas e as células utilizadas nos estudos recupe-
rados das bibliotecas de bases de dados, a etapa conseguinte foi constituida
pelos métodos empregados nesses 3 artigos cujo objetivo é analisar o efeito
do parasito em proteinas de jung¢des oclusivas. Dentre as metodologias utili-
zadas (Grafico 9), destaca-se a imunofluorescéncia (n=4), que € capaz de
elucidar os padrées morfolégicos da localizagao e integridade das proteinas

de interesse e esta presente em todos os estudos.



Grafico 9: Metodologias empregadas no estudo do efeito do Toxoplasma gondii em
proteinas de jun¢bes aderentes
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No grafico é possivel observar as metodologias utilizadas no estudo do efeito do parasito
Toxoplasma gondii nas proteinas de jungdes aderentes, sendo a imunofluorescéncia a mais
utilizada. Onde: RT-PCR — Reacgao de polimerizagcao da cadeia por transcrigdo reversa.

Ao observar as metodologias empregadas nos estudos do efeito do
parasito Toxoplasma gondii em proteinas de juncao aderente, faz-se neces-
sario um estudo de origem dos modelos utilizados nessas metodologias na
presente revisao, com o intuito de evidenciar quais os sistemas ou tipos de
célula foram mais estudados dentro do tema. O Grafico 10 mostra a preva-
Iéncia dos tipos celulares estudados, tendo como enfoque o 6rgdo ou sis-
tema de origem ao qual este fora isolado. Dentre a origem dos modelos uti-
lizados, destaca-se o sistema epitelial, mais especificamente o endotélio
(n=2), que corresponde a camada epitelial mais interna do vaso sanguineo.
Em ambos os casos que abordam o epitélio como modelo de estudo, des-
taca-se a importancia do endotélio como barreira tanto na patologia do indi-
viduo infectado (Dejana; Orsenigo; Lampugnani, 2008; Franklin-Murray et
al., 2020; Michiels, 2003), quanto na transmisséo vertical do parasito (Fergu-
son, David J. P. et al., 2013; Marcos et al., 2020).



Grafico 10: analise de origem das células estudadas nos artigos que analisam o
efeito do Toxoplasma gondii nas jun¢ées aderentes
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Grafico que expde as principais origens das células utilizadas no estudo do efeito do parasito
T. gondii em jungdes aderentes. Quanto maior a fatia representada, maior a quantidade de

estudos realizados contendo uma célula proveniente da origem em questéao.



5 DISCUSSAO

A toxoplasmose é uma patologia que afeta individuos em todo o
mundo, comprometendo sua qualidade de vida e podendo causar mortali-
dade (Aguirre et al., 2019). Em seu ciclo biolégico, o Toxoplasma gondii em
sua forma taquizoita & capaz de infectar células hospedeiras e prejudicar
estruturas de membrana, assim como complexos juncionais (de Carvalho et
al., 2021), visto que o parasito € capaz de remodelar o citoesqueleto medi-
ante seu processo invasivo que ocorre em uma jung¢ao parasito-hospedeiro
denominada jun¢cdo mével (Besteiro et al., 2009; Bichet et al., 2014). Dentre
as jungdes que foram descritas na literatura e que sao afetadas pelo T. gon-
dii, destacam-se as jungdes oclusivas, as jungdes comunicantes e as jun-

¢Oes aderentes.

Tanto a infec¢do direta por T. gondii, quanto seus efeitos indiretos
apresentaram efeitos muito similares em jun¢des oclusivas nos mais diferen-
tes tipos celulares. Na linhagem epitelial de cdlon intestinal, Caco-2, medi-
ante a infecgao pela cepa 2F1 na proporg¢ao parasito:célula de 5:1 foi possi-
vel observar a descontinuidade de padrdao em rede tanto de claudina-1,
quanto de ZO-1 e ocludina apds 24 horas de infec¢cdo, assim como apresen-
tou co-localizacao do parasito com este padrao descontinuo de proteinas de
TJ. Além disso, observa-se 0 acumulo de proteinas de TJ em regiao citoplas-
matica. Quanto a expressao dessas proteinas de interesse, apenas ocludina
e ZO-1 foram reduzidas, ao contrario da claudina-1 que apesar de ter seu
padrdo quebrado e acumulo em regido citoplasmatica, manteve seus niveis
de expressdao mesmo apos 24 horas de infecgdo se comparado ao controle

nao infectado (Bricefio et al., 2016).

Ja no modelo de barreira hemato-retina composto por quatro linha-
gens celulares (ARPE-19, U-118 MG, HMC3 e células de Muller), a infec¢ao
do T. gondii da cepa RH na proporcao parasito:célula de 1:1, foi capaz de
também gerar um padréo descontinuo de ZO-1 e um aumento de expressao

localizada dessa mesma proteina (Geliller et al., 2023).

Entretanto, em monocamadas de organoides intestinais derivados de

células-tronco de criptas intestinais de camundongos, apds 48 horas de



infeccao por T. gondii da cepa RH, na proporc¢ao de 25:1 parasito:célula, ndo
foi possivel observar mudangas transcricionais significativas de ZO-1, Oclu-
dina, Claudina-1, Claudina 2 e Claudina-7, assim como nao ocorreu efeito

morfolégico aparente nestas proteinas de TJ (Holthaus et al., 2020).

Em seg¢des seriadas da regido ileo 1 do intestino delgado de 90 ca-
mundongos suicos, apds uma semana de infeccdo da cepa ME-49 de T.
gondii a partir de uma inoculagdo de 102 oocistos/2ml, a expressao de clau-
dina-1 foi reduzida se comparar o grupo saudavel com os subgrupos infec-
tados e nao tratados, demonstrando uma relagao inversa entre a carga de
infeccao e a expressao de claudina-1. Além disso, nos subgrupos infectados,
as células do epitélio intestinal positivas para claudina-1 foi encontrado em

um padrao mais espalhado (El Saftawy et al., 2023).

Na literatura também foram descritos efeitos indiretos do T. gondii so-
bre as jungbes oclusivas das células estudadas. Marcos e colaboradores
avaliaram em 2020 o efeito do tratamento com meio condicionado de glia
radial (RG-CM) sobre a proteina de jungdes oclusivas ZO-1 em células de
linhagem endotelial bEnd.3. Esse meio condicionado pode ser proveniente
de células de glia radial infectadas (Inf-RG-CM) com 22 horas de incubagao
apos 2 horas de interagao parasito-célula ou nao infectadas. Seus resultados
demonstraram que primeiramente, nas células controle nio tratadas, ZO-1
apresentava distribuicido uniforme com maior concentragcado na area de con-
tato entre as células. Em células cultivadas com RG-CM por 24 horas, ob-
serva-se um aumento de intensidade da marcagao de ZO-1 em 36% e 90%
do aumento da taxa de organizacao de TJ. Ja em células incubadas com Inf-
RG-CM, foi observada uma reducédo de 40% na intensidade de marcacao,
enquanto nao houve alteragao significativa no nivel organizacional de TJ das

células observadas.

Tendo em vista tais resultados, também foi realizada uma comparagao
entre células controle tratadas com TGF-1 e células incubadas com Inf-RG-
CM + TGF-B1. Nas células controle tratadas com TGF-1, observa-se um
aumento de intensidade na marcagcao de ZO-1 em comparagao ao grupo

controle ndo tratado e nas células tratadas com Inf-RG-CM + TGF-31, foi



possivel observar um resgate da marcagéao de ZO-1 se comparado ao grupo

tratado apenas com Inf-RG-CM.

Em células de epitélio renal (MDCK) foi realizado um estudo que ava-
lia os efeitos de produtos excretados e secretados por Toxoplasma gondii
(ESPs) de cepa RH sobre as proteinas ZO-1, claudina-1 e ocludina. As
amostras foram subdivididas em controle n&o tratado, células tratadas com
ESPs, células tratadas com ESPs apds tratamento prévio com inibidores de
protease (EGTA e fenantrolina) e células tratadas com ESPs apds tratamento
prévio com inibidores de dinamina (Dyngo e Dynasore). Apos o tratamento
com as ESPs, foi notada uma reducido de marcacgao e expressao das 3 pro-
teinas estudadas, assim como a indugé&o do erro de localizagao delas. Ja
com o tratamento prévio com inibidores de protease, foi relatado que houve
o bloqueio da ruptura das proteinas de TJ causado pelo tratamento com as
ESPs, enquanto no grupo com tratamento prévio com inibidores de endoci-
tose, as proteinas claudina-1, ocludina e ZO-1 mantiveram-se em seu local
morfofuncional apdés o tratamento com as ESPs (Ramirez-Flores et al.,
2021).

Por fim, dentre os manuscritos selecionados no presente estudo que
estudam o efeito do parasito Toxoplasma gondii sobre proteinas de juncdes
oclusivas, Song et al. (2017) avaliaram os efeitos causados na proteina ZO-
1 em células de linhagem epitelial de retina (ARPE-19) cultivada em trans-
pocos, apds a exposicdao de mondécitos (THP-1) infectados por T. gondii da
cepa PTG na proporcgao de 2:1 parasito:célula, assim como o sobrenadante
proveniente desta cultura. A exposi¢cao do modelo de barreira hemato-retini-
ana aos mondcitos infectados resultou na ruptura do complexo de jungao
oclusiva, mostrando um padrao descontinuo e granular na marcagao de ZO-
1. Também houve prejuizo no padrao de localizagdo das células ARPE-19
tratadas com o sobrenadante de células THP-1 infectadas em comparagao
aos grupos tratados com sobrenadantes de THP-1 néo infectado ou com T.
gondii inativado por calor. A inibicao prévia de FAK preservou o padréao de
Z0-1 associados a membrana, assim como foi possivel observar a atenua-

¢do da perda de integridade das células expostas ao sobrenadante dos



monocitos infectados, assim como atenuou a diminuigdo da expressao de

Z0O-1 e ocludina.

Dito isto, nos manuscritos selecionados para o presente trabalho, foi
possivel observar que de maneira geral, tanto de maneira direta quanto indi-
reta, o Toxoplasma gondii é capaz de afetar negativamente o padréo organi-
zacional de proteinas de jungdes oclusivas nas células estudadas, bem
como tende a reduzir a expressao dessas proteinas, com excegao do estudo
de Marcos et al. (2020) que relatou que ndo houve diferenga significativa
observada no grau de organizagao de proteinas de TJ das células endoteliais
incubadas com Inf-RG-CM, apesar de marcarem menor intensidade de mar-

cacao se comparadas com o grupo controle.

Em jungbes aderentes, € possivel observar um efeito semelhante ao
que ocorre em jungdes oclusivas. Em linhagem endotelial de corddo umbili-
cal humano (HUVEC) foi realizada a infecgao de Toxoplasma gondii de cepa
prugniaud por 18 horas com indice de multiplicidade de 1 ou 2. Seus resul-
tados mostraram que as células endoteliais ndo infectadas apresentaram pa-
drao de marcacao continua de caderina-VE e [-catenina, enquanto as célu-
las infectadas mostraram um padrao descontinuo de marcacéo. Além disso,
a infeccao resultou num decréscimo de 18,7% nos niveis de VE-caderina
(Franklin-Murray et al., 2020).

Em cultura primaria de musculo esquelético de camundongo (SkMC)
dois dias de duragéo, foi realizada a infecgdo com taquizoitos de T. gondii de
cepa RH por 24 horas na proporgao 1:1 parasito:célula. Os resultados indi-
caram que apos 24 horas de infecgao, foi possivel a observacao de desor-
ganizagao da M-caderina se comparado ao controle, além da formagao de
agregados de caderina ao redor do vacuolo parasitéforo. Além disso, apds
24 horas foi observada uma reducéo de 54% na expressao de M-caderina
(Gomes et al., 2011).

Na linhagem bEnd.3 foi realizada uma exposigdo ao meio condicio-
nado de glia radial de mondcitos (THP-1) infectados e nao infectados. Se-
melhantemente a ZO-1 também avaliada no estudo, a B-catenina é encon-
trada de maneira uniforme na membrana plasmatica. Entretanto, com a apli-

cacao de RG-CM, a 3-catenina foi visualizada retida no citoplasma da célula.



Ja apos a aplicacao de Inf-RG-CM foi observado que ocorre um padrao des-
continuo de marcacgao de B-catenina, além de uma marcagao mais branda
com pontos de maior intensidade de marcagao, se comparado ao controle

ndo tratado com o meio condicionado (Marcos et al., 2020).

Com isto, € possivel inferir que o Toxoplasma gondii apresenta capa-
cidade de alterar a organizagao das proteinas que compdem a estrutura de
juncdes aderentes, bem como a tendéncia de reduzir sua expressao. Os re-
sultados apresentados nos manuscritos que estudam o efeito do T. gondii
sobre jungdes aderentes em modelos celulares, selecionados para o pre-
sente estudo, mostram um efeito semelhante entre os efeitos causados em
juncdes oclusivas e aderentes, com a tendéncia de padrao que em condi-
cOes fisioldgicas é encontrado de forma uniforme por toda a area de mem-
brana da célula, enquanto sob infeccéo ou efeito indireto do parasito, apre-
senta padrao descontinuo se comparado ao controle. Além disso, observa-
se reducgao de expressao tanto das proteinas de jungao aderente quanto de
jungdes oclusivas ao realizar experimentos que estudam os efeitos diretos e

indiretos do Toxoplasma gondii sobre essas jungdes celulares.

Foram descritos na literatura, efeitos de outros protozoarios seme-
Ihantes aos causados por T. gondii em jungdes aderentes e oclusivas. Plas-
modium spp. € um género de protozoarios de relevancia clinica que séo res-
ponsaveis por causar a doenca da malaria e fazem parte do filo Apicomplexa,
o mesmo do Toxoplasma gondii. Foi descrito por Susomboon et al. (2006)
que células de linhagem HUVEC podem sofrer alteragdes de expressao de
MRNA que codificam proteinas de jun¢des oclusivas (ZO-1, ocludina e vin-
culina) se cultivadas em co-cultura com eritrécitos infectados por Plasmo-
dium falciparum originarios de pacientes com malaria. Entretanto, a mu-
danca transcricional depende da fonte do qual foi obtido o parasito: nas cé-
lulas endoteliais cultivadas com eritrécitos infectados provenientes de paci-
entes com malaria sem complicagdes, observou-se um aumento na expres-
sdao de mRNA codificantes para moléculas de TJ com o decorrer do tempo
de co-cultura; nas células endoteliais cultivadas com eritrécitos infectados
provenientes de pacientes com malaria grave, n&o foi observada mudanga

significativa nos niveis de expressdao de mRNA das moléculas de juncdo



oclusiva ao decorrer do tempo de co-cultura; ja em células endoteliais culti-
vadas com eritrocitos infectados provenientes de pacientes que adquiriram
malaria cerebral, foi observada uma diminuigdo da expressdao de mRNA co-

dificante de moléculas de TJ.

Gillrie e colaboradores (2007) examinaram o efeito de isolados da
cepa 3D7 de P. falciparum em células endoteliais microvasculares dérmicas
humanas (HDMEC). Neste trabalho foram examinadas as altera¢gdes morfo-
l6gicas e bioquimicas das proteinas de jungéo ocludente (ZO-1 e claudina-
5) e aderente (VE-caderina) causadas pela infeccédo de HDMEC pelos isola-
dos de P. falciparum obtidos a partir de sonicagao de eritrocitos parasitados.
Nas amostras incubadas com sonicados do parasito, foi observada a pre-
senca de lacunas na marcacgao tanto de ZO-1, claudina-5 e VE-caderina que
sdo marcadas como um padrao continuo nos seus respectivos controles.
Também foi evidenciada uma desassociagao de ZO-1 com o microfilamento
de F-actina, bem como um aumento de marcacgao citosdlica de ZO-1. Tam-
bém foi evidenciada uma redistribuicdo de ZO-1 da fragdo de citoesqueleto
para outras fragdes subcelulares a partir de Western-blotting de lisado celu-
lar fracionado em citoesqueleto, membrana, citosol e nucleo. Além disso, a
quantidade de proteinas totais foi observada diminuida apenas em claudina-
5, mas ndo em VE-caderina ou ZO-1. Tais resultados mostram que, assim
como o T. gondii, P falciparum & capaz de afetar a localizagéo e distribuicdo
de ZO-1 conforme descrito por Bricefio et al. (2016), apesar de manter a

expressao dessa proteina semelhante ao controle.

Wichapoon et al. (2014) avaliaram as mudancgas estruturais de ZO-1
associadas a infecgéo por P. falciparum em células de linhagem de endotélio
umbilical venoso humano (HUVEC), bem como a sua expressao a partir da
técnica do complexo avidina-biotina peroxidase analoga a imuno-histoqui-
mica de tecido renal de pacientes mortos de malaria causada por P. falci-
parum. A analise morfologica de ZO-1 foi obtida a partir de imunofluorescén-
cia de HUVEC em co-cultura com células vermelhas infectadas com P, falci-
parum (EC-PRBC) em comparagao com os controles, seja da HUVEC culti-
vada apenas em contato com o meio de cultura ou em co-cultura com eritro-
citos ndo infectados (EC-RBC). Nos dois controles (HUVEC + meio e EC-



RBC), observa-se uma continuidade no padrao de ZO-1, enquanto nas EC-
PRBC, observa-se um padrao descontinuo com a presencga de lacunas na
marcacgao de ZO-1. No que diz respeito a expressao de ZO-1, foi observada
uma correlagéo negativa entre o numero percentual de células positivas para
Z0-1 e nivel de creatinina sérica, um marcador de les&o renal. Essa correla-
cao indica que quanto maior for a lesdo, menores os niveis de ZO-1 encon-
trados no tecido renal. Tais resultados, tanto do padrao morfoldgico, quanto
na sua reducgao de expressao de Z0O-1 sado consistentes com os resultados
encontrados dos efeitos causados por T. gondii em células de linhagem renal
(MDCK) (Ramirez-Flores et al., 2021) e em células de linhagem retiniana
(ARPE-19) (Song et al., 2017).

Marin et al. (2023) avaliaram a expressédo de proteinas de juncgdes
ocludente e aderente em célula endotelial de cérebro humano (HBEC) me-
diante interacdo por 48 horas com P. falciparum a partir de co-cultura com
pRBC na proporg¢ao de 1:50 pRBC:célula. A imunofluorescéncia quantitativa
mostrou que as proteinas de jungao oclusiva ocludina-1, JAM-A e a proteina
de jungao aderente VE-caderina apresentaram uma redugéo significativa em
sua expressao ao comparar com a célula controle. O padréo de reducao de
expressao de ocludina mediante infeccdo com P. falciparum observados nos
resultados desse trabalho também é observado nos manuscritos de Bricefio
et al. (2016), Ramirez-Flores et al. (2021) e Song et al. (2017) que estudaram
os efeitos da influéncia de T. gondii sobre a proteina de TJ ocludina. Ja a
reducao de VE-caderina foi observada no estudo de Franklin-Murray et al.
(2020) ao avaliar os efeitos de T. gondii sobre essa proteina de jung¢ao ade-

rente.

De Melo et al. (2008) analisaram a distribuicdo e expressao das pro-
teinas de juncao aderente Pan-caderina, N-caderina e 3-catenina em cultura
primaria de cardiomiocitos originarios de embrides de camundongo mediante
interagdo com T. cruzi de cepa Y durante os horarios de 24 horas e 72 horas
pos-infeccdo na proporcao 20:1 parasito:célula apds 24 horas de interacéo
prévia. Nos controles, foi observada a partir de microscopia 6ptica confocal
a laser a alta marcacgéo das 3 proteinas na regiao de contato célula-célula,

sendo possivel observar a co-localizagao entre N-caderina e B-catenina



através da dupla marcacao dos cardiomiocitos com seus respectivos anti-
corpos. Apos 24 horas de infecgao, a distribuicao dessas proteinas perma-
neceu a mesma se comparado ao controle. Entretanto, apds 72 horas de
infecgao, foi revelada uma reducéo expressiva na marcagao de pan-cade-
rina, N-caderina e B-catenina. No que diz respeito a expressao das proteinas
de juncao aderente, foi realizado Western-blotting de N-caderina e (3-cate-
nina e os resultados mostraram que nao houve alteracao significativa na ex-
pressdo de ambas as proteinas apos 24 horas de infecgdo, mas atingindo
uma reducao de até 46% apds 72 horas de infeccdo, sendo consistentes
com a reducdo de marcagao apresentados nos resultados de imunofluores-
céncia. O padrao de marcacgao observado nesse estudo, apesar de demons-
trar uma certa descontinuidade, o que foi observado nos cardiomidcitos in-
fectados foram amplas regides que ndo houve marcagao, sugerindo que ao
invés de gerar descontinuidade nas células em que o parasito infecta, gera
perda total da marcacao da célula infectada como um todo, ao contrario do
que foi analisado tanto nos resultados que estudaram efeitos de T. gondii,

quanto por Plasmodium falciparum.

Além das jungdes de ocluséo e adesao, o Toxoplasma gondii é capaz
de afetar também as jungdes comunicantes de células infectadas, como des-
crito por de Carvalho e colaboradores, que utilizaram células da linhagem
macrofagica J774-G8 e avaliaram que em 72 horas de infeccédo, foi possivel
observar a diminui¢cao da localizagcado de conexina-43 na membrana plasma-
tica, bem como a diminuicdo em sua expressao apos 24 e 48 horas de infec-

cao.

De acordo com os resultados do presente estudo, também foi possivel
observar uma relacdo de descontinuidade do padrao de marcacao e de ex-
pressao de proteinas de jungdes oclusivas em modelos celulares infectados
diretamente ou afetados indiretamente pelo T. gondii. Nos estudos aborda-
dos, houve uma tendéncia para a diminuicdo na continuidade, porém com
tendéncia a internalizacdo dessas proteinas de membrana (Bricefio et al.,
2016; Ramirez-Flores et al., 2021). Entretanto, em discordancia com os re-

sultados levantados, Holthaus e colaboradores demonstraram que nos



modelos de claudina estudados nos organoides intestinais, manteve-se a
continuidade do padrao de marcagcado mesmo apos a infeccdo, bem como as
suas expressdes que mantiveram em semelhanga com o controle antes da

interagdo com o parasito.

Ja nos trabalhos abordados que avaliam os efeitos do T. gondii em
juncdes aderentes, em quase todos os estudos abordados observa-se des-
continuidade no padrao de marcag¢ao, bem como a sua expressao, apos in-
teracdo do Toxoplasma gondii com o modelo de estudo. No entanto, expres-
s&o de E-caderina em células MDCK mantém-se igual ao controle mesmo
apo6s a interacéo parasitaria, mesmo denotando descontinuidade na imuno-

marcacgao.



6 CONCLUSAO

No presente estudo foi realizada a sintese das evidéncias cientificas
sobre os efeitos do Toxoplasma gondii nas jungdes oclusivas e aderentes,
destacando as alteragdes induzidas nas proteinas-chave dessas jungdes ce-
lulares em diferentes modelos celulares e teciduais, bem como as metodo-
logias empregadas nesses estudos. Com isso, foi possivel comparar os re-
sultados dos estudos encontrados na literatura e tracar um padrao de con-
sisténcia diante dos resultados demonstrados, contribuindo para uma melhor

compreensao dos efeitos do T. gondii sobre jungdes oclusivas e aderentes.

Diante dos resultados expostos na presente revisao integrativa, € pos-
sivel concluir que o padrao morfolégico de proteinas de jungdes aderentes e
ocludentes, bem como a sua expressao, podem variar de acordo com o0 mo-
delo estudado, seja a partir de interagdes diretas ou indiretas com o Toxo-
plasma gondii. Entretanto, nos estudos selecionados para o presente estudo,
observa-se a tendéncia de descontinuidade no padréao de proteinas de jun-
¢ao oclusiva e aderente, assim como a internalizagdo dessas proteinas em

alguns casos.

Também é possivel observar uma tendéncia de reducéo na expressao
de proteinas de juncgéo oclusiva e aderente, apesar de em alguns estudos
estarem em discordancia, a maior parte dos estudos abordados denotam
essa reducdo na expressao de jung¢des oclusivas e aderentes apos o pro-
cesso infeccioso do T. gondii. Vale ressaltar que em nenhum dos estudos
abordados, foi observado aumento na expressao dessas proteinas de inte-
resse, apesar de haver recuperagao apos intervengdes terapéuticas, em ne-
nhum dos casos relatados, o nivel de expressao dessas proteinas foi maior

ou igual aos seus respectivos controles.

A mesma tendéncia no padrao de expressao e localizagao de protei-
nas de juncao aderente e ocludente foi relatado em estudos que envolvem a
interacédo de Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum com modelos ce-
lulares in vitro. Entretanto, o numero de estudos disponiveis na literatura é
muito reduzido se comparados aos estudos de jungdes aderentes e oclusi-

vas diante interacdo com T. gondii.



Por fim, ainda existem lacunas a serem preenchidas no que diz res-
peito aos efeitos que o Toxoplasma gondii pode causar nessas jungdes ce-
lulares, como o porqué de haver diferencas de comportamento de ZO-1 em
modelo de organoide intestinal e Caco-2, visto que ambos tém origem no
mesmo 6rgdo. Além disso, poucos estudos abordaram concomitantemente
o comportamento de jungdes oclusivas e aderentes, apesar de haver estu-
dos demonstrando a clara relagao entre essas duas jungdes, bem como sua
relagcéo intima. Para isso, mais estudos precisaréo ser realizados com o ob-
jetivo de integrar os padrées de comportamento dessas jungdes nos diferen-
tes modelos, bem como investigar melhor a relagao que as jungdes oclusivas

e aderentes possuem no processo infeccioso do Toxoplasma gondii.
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