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RESUMO

Vaérios estudos envolvendo infeccdo por Trypanosoma cruzi tém mostrado
caracteristicas anti-tumorais tanto do parasita quanto de algumas de suas proteinas. Uma
proteina com peso molecular de 21kDa foi sequenciada, clonada e caracterizada sendo
uma proteina secretada pelo parasita e que esta envolvida diretamente na invaséao celular
por formas amastigota e tripomastigota, essa proteina foi denominada de P21. Estudos
desenvolvidos com a forma recombinante dessa proteina, rP21 mostra que ela apresenta
algumas atividades biologicas, 0 que poderia garantir algum papel benéfico dessa
proteina em processos inflamatorios e até mesmo no desenvolvimento de tumores. O
cancer de mama é o segundo tipo mais comum de cancer no mundo, sendo que 0
modelo experimental utilizado mais comumente para representé-lo é o tumor de Ehrlich.
Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da proteina recombinante rP21
de T. cruzi em células de tumor de Ehrlich. Inicialmente, a viabilidade celular foi
analisada utilizando células de Ehrlich e macr6fagos peritoneais de BALB/c expostos a
diferentes concentracGes de rP21 em diferentes tempos de exposicdo, sendo que ambos
os tipos celulares permaneceram viaveis em todos os tempos e concentracbes da
proteina. O efeito quimioatraente desta proteina foi avaliada por um ensaio de invaséo,
que demonstrou que a proteina ndo foi capaz de induzir a invasao de células de Ehrlich,
no entanto, a proteina foi capaz de induzir a invasdo de macréfagos peritoneais. Apds
isso, a capacidade de polimerizacdo do citoesqueleto de actina pela rP21 foi analisada,
mostrando que a proteina apresenta a capacidade de polimerizacdo do citoesqueleto de
uma forma dose-dependente. Também foi visto que no modelo de tumor solido de
Ehrlich, o tratamento com a rP21 demonstrou inibir o crescimento tumoral. A partir
dessas caracteristicas, as atividades bioldgicas da proteina rP21 séo reafirmadas,

mostrando a possibilidade de um emprego da proteina no tratamento anti-tumoral.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, rP21, anti-tumoral



ABSTRACT

Several studies involving Trypanosoma cruzi infection have shown anti-tumor
characteristics of the parasite and some of its proteins. A protein with a molecular
weight of 21kDa was sequenced, cloned and characterized as being a protein secreted
by the parasite which is directly involved in cell invasion by amastigote and
trypomastigote forms, this protein was named P21. Studies carried out with recombinant
form of this protein, rP21 shows that it has some biological activities which may some
beneficial role of this protein in inflammatory processes and even the development of
tumors. Breast cancer is the second most common cancer in the world and the
experimental model used most commonly to represent is the Ehrlich tumor. This study
aimed to evaluate the effects of recombinant protein rP21 of T. cruzi in Ehrlich tumor
cells. Initially, the cell viability was analyzed using Ehrlich cells and peritoneal
macrophages from BALB/c mice exposed to different concentrations of rP21 in
different exposure times and both types of cells remained viable at all times and the
protein concentrations. The effect of this chemoattractant protein was evaluated by an
invasion assay, which demonstrated that the protein was not able to induce cell invasion
Ehrlich, however, the protein was able to induce the invasion of peritoneal
macrophages. After that, the capacity of the polymerization of actin cytoskeleton by
rP21 was analyzed, showing that the protein is capable of polymerization cytoskeleton
in a dose-dependent manner. It was also seen that the solid Ehrlich tumor model,
treatment with rP21 shown to inhibit tumor growth. From these features, the biological
activities of the protein rP21 are restated, showing the possibility of use of the protein in
the anti-tumor treatment.

Keywords:Trypanosoma cruzi, rP21, anti-tumoral
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, T. cruzi, é um parasita flagelado intracelular obrigatorio
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e possui trés
apresentacdes morfoldgicas distintas: epimastigota, tripomastigota e amastigota. O
desenvolvimento entre um estagio e outro € um processo complexo, envolvendo muitas
mudancas estruturais, antigénicas e fisioldgicas (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984).

A estratégia chave para o sucesso do parasita no processo de infeccdo dos
hospedeiros mamiferos esta na penetracao de tripomastigotas metaciclicos nas células
alvo (MANQUE et al., 2003).

O processo de invasdo de uma célula hospedeira por T. cruzi pode ser dividido
em trés estagios: adesdo e reconhecimento, sinalizacdo e invasdao. A adesdo envolve o
reconhecimento e a interacdo entre as moléculas de superficie do parasita e da célula
hospedeira. Diferentes cepas de T. cruzi, assim como diferentes formas do parasita
(amastigotas, tripomastigotas de cultura de tecido e tripomastigotas metaciclicos)
expressam diferentes moléculas em sua superficie, as quais interagem com componentes
das células hospedeiras durante a invasdao. Além disso, ndo podemos excluir a
possibilidade das moléculas secretadas pelo parasita também exercerem um papel
fundamental na invasdo (SOUZA et al, 2010). Apds a adesdo e reconhecimento do
parasita pela superficie da célula hospedeira, uma série de processos de sinalizacdo
celular ocorrem culminando na invasdo da célula hospedeira. Um mecanismo de entrada
é a fagocitose, onde as células emitem pseuddpodes e ha participacdo de filamentos de
actina. Em fagocitos profissionais, como macrofagos, ha a ativacdo de proteinas tirosina
quinases, seguida do recrutamento de PI13-quinase e filamentos de actina no ponto de
entrada do tripomastigota, mostrando que a fagocitose é o principal mecanismo de T.
cruzi na entrada em macrofagos. Ja em células ndo-fagociticas, essa entrada do parasita
ocorre em uma via independente de lisossomos (BARRIAS et al., 2010).

Sendo assim, sabe-se que moléculas tanto da superficie da célula hospedeira
qguanto da superficie do parasita sdo importantes no processo de invasdo, sendo
necessaria a interacdo entre os ligantes da superficie do parasita com 0s receptores na

célula alvo. As proteinas presentes na superficie do parasita e que séo secretadas por ele
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tém demonstrado ter um potencial maior do que apenas no desenvolvimento da doenca

de Chagas.

1.2 Trypanosoma cruzi e Cancer

Em 1946, os cientistas soviéticos Nina Kliueva e Grigorii Roskin anunciaram
que em suas pesquisas descobriram gque o emprego de cepas de T. cruzi tinham efeito
bio-terapéutico no tratamento de carcinomas em camundongos e, posteriormente,
verificaram que o0 uso de extratos de parasitos inoculados vivos tinham o mesmo efeito
(KLIUEVA & ROSKIN, 1946). Assim, eles desenvolveram um composto do parasita
denominado KR para estudos experimentais e clinicos, porém devido a Guerra Fria, as
pesquisas foram abandonadas e até 1950 nenhum outro estudo havia sido publicado
sobre a atividade anti-carcinogénica do T. cruzi (KREMENTSOV, 2009).

Recentemente, diversos estudos relacionando a influéncia da parasitemia do T.cruzi
em modelos tumorais foram publicados (CABRAL, 2000; OLIVEIRA et al., 2001;
SHEKLAKOVA et al.,, 2003; LOPEZ et al, 2010; RAMIREZ et al., 2012;
ZHIGUNOVA et al., 2013), em um deles foi visto que a infeccdo cronica por T. cruzi
diminui a incidéncia de cancer de colon em ratos induzido por dimetilhidrazina, sendo o
possivel motivo o comprometimento das fibras nervosas do colén (OLIVEIRA et al.,
2001). O tratamento de células tumorais de mama com o lisado da forma epimastigota
do T.cruzi mostrou que ocorreu a inibi¢cdo do crescimento das células tumorais e que
esse efeito esta relacionado com as caracteristicas genéticas e a cepa do parasita
(SHEKLAKOVA et al., 2003; BATMONKH et al., 2006; ATAYDE et al., 2008).
Outro experimento in vivo mostrou que camundongos infectados com T. cruzi e,
posteriormente, desafiados com células do sarcoma 180 e com células de Ehrlich,
apresentaram reduc¢éo do tumor (KALLINIKOVA et al., 2006)

Diferentes tipos de carcinomas e sarcomas foram avaliados e foi visto que
camundongos infectados com T. cruzi tinham o volume diminuido dos tumores. Esta
atividade pode estar relacionada a substancias secretadas pelos parasitas que ficaram
conhecidas como substancias canceroliticas (HAUSCHKA et al,  1947;
HAUSCHKA & GOODWIN, 1948).

Esse efeito anti-tumoral, seja da infeccdo cronica pelo T. cruzi, ou seja pelo extrato

da forma epimastigota, parece estar relacionado com os epitopos que os antigenos do
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parasita compartilham com os antigenos tumorais. Para comprovar, um estudo foi
realizado imunizando camundongos com antigenos derivados da forma epimastigota de
T.cruzi. Os esplendcitos foram isolados e transplantados em camundongos com
adenocarcinoma de Ehrlich e, surpreendentemente, esse tumor ndo desenvolveu nesses
animais, indicando que a resposta celular direcionada a T. cruzi é também direcionada
para o tumor de Ehrlich. Com isso, demonstrou-se que antigenos de T.cruzi e das
células do tumor de Ehrlich, possuem epitopos em comum ja demonstrados como sendo
as mucinas, principalmente, do tipo O-glicosiladas (OSINAGA, 2007; ZENINA et al.,
2008; ZHIGUNOVA et al., 2013).

Estudos mostraram que duas outras proteinas presentes no T. cruzi apresentam
atividade anti-tumoral. Foi visto que a forma recombinante da proteina GP82, especifica
da forma tripomastigota metaciclica de T. cruzi é capaz de induzir apoptose de células
de melanoma in vitro e reduzir tumor in vivo, pois ela esta relacionada a inducdo de
exposicdo de fosfatidilserina, alteracdo na morfologia celular, fragmentacdo do DNA,
aumento na despolarizagdo mitocondrial com aumento na atividade de caspase-3 e
retencdo citoplasmatica do fator de transcricdo NF-kB (ATAYDE et al., 2008). NF-kB ¢
um fator de transcricdo que participa na resposta inflamatoria, sendo que no citoplasma
ele esta no seu estado inativo e, quando fosforilado, transloca-se para o nucleo e
promove a transcricdo de genes. Em alguns tipos de céncer, estimulos induzem a
fosforilacdo e, consequentemente, sua translocacdo para o nucleo, iniciando a inducéo
da producdo de oncogenes (KARIN 2010). Também foi demonstrado que a chaperona
molecular calreticulina de T. cruzi (TcCRT) é capaz de translocar para a membrana
plasmética do parasita e inibir as cascatas de ativacdo do sistema complemento
favorecendo a infecgdo. Além disso, a calreticulina possui um fragmento na porcéo n-
terminal, denominada vasostatina, que € capaz de impedir a ligacdo das células
endoteliais a matriz extracelular. Essa caracteristica garante a calreticulina uma
atividade antiangiogénica e, por isso, ela é capaz de apresentar propriedades anti-
tumorais in vivo (LOPEZ et al., 2010, RAMIREZ et al., 2012).

Demonstrou-se, ainda, que o parasita constitui em um vetor capaz de ser modificado
geneticamente para a expressao de antigenos tumorais como o NY-ESO-1, aumentando
a imunidade mediada por celulas T, sugerindo assim o possivel emprego de cepas nédo
virulentas em protocolos vacinais anti-tumorais (JUNQUEIRA et al., 2011,
JUNQUEIRA et al., 2012).
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1.3 Outros parasitas e atividade anti-tumoral

Efeitos anti-tumorais tém sido relatados para uma variedade de
infeccbes por outros agentes infecciosos, além do T. cruzi. Modelos animais com
desenvolvimento espontaneo de tumores mamarios e leucemia tiveram o0s tumores
suprimidos apds injecdo do antigeno de Toxoplasma, T. gondii, ou dos parasitas viaveis
(HIBBS et al., 1971; MIYAHARA et al., 1992). Também foi visto que camundongos
infectados com T. gondii tiveram a diminuicdo do crescimento do carcinoma pulmonar
de Lewis, associado a atividade anti-angiogénica (KIM et al., 2007). Ainda relacionado
ao carcinoma pulmonar de Lewis, foi visto que animais com infec¢do por Plasmodium
tiveram a inibicdo do crescimento das células tumorais e de metéstases, assim como
tiveram sua sobrevida aumentada (CHEN et al., 2011). Um estudo realizado para
relacionar a infeccdo por Strongyloides stercoralis e o desenvolvimento de leucemia de
células T em adultos mostrou que a sobrevida desses pacientes foi maior do que 0s
pacientes que ndo tinham a infeccdo (PLUMELLE et al., 1997). O uso da ameba de
vida-livre Acanthamoeba castellanii mostrou que a injecdo desses parasitas viaveis ou
do seu lisado foi capaz de reduzir o volume tumoral de melanomas in vivo
(PIDHERNEY et al., 1993).

Acredita-se que parasitas e 0 cancer possuem antigenos em comum, como
mucinas do tipo O glicosiladas, sendo assim o cancer poderia ser considerado pelo
sistema como “outro parasita” e assim ser submetido a resposta imune concomitante a
infeccdo parasitaria (CLEGG et al., 1971). Existem alguns mecanismos sugeridos pelos
quais a infecgcdo pelo parasita pode induzir uma atividade anti-tumoral: 1) devido a
resposta imune inata inespecifica mediada pelo receptores Toll-like, 2) pela resposta
imune adquirida por meio da producdo de anticorpos, como anticorpos contra T. cruzi
que contribuem na protecdo contra o cancer (KALLINIKOVA et al., 2006), 3) ou por
enzimas secretadas pelos parasitas podem agir contra os tumores, principalmente,
proteases (DARANI & YOUSEFI, 2012).

1.4 Proteina P21

Em 2009 foi sequenciada, clonada e caracterizada uma proteina de T. cruzi que é
expressa por todas as formas evolutivas do parasita e desempenha papel importante

durante a invasdo de tripomastigotas e amastigotas extracelulares em células fagociticas
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e ndo fagociticas. Por possuir a massa molar de 21 KDa foi denominada de P21 (SILVA
et al., 2009). Sua forma recombinante (rP21) é uma forma que adere a células de
mamifero de maneira dose-dependente, apresenta atividade que regula positivamente a
fagocitose em células nédo fagociticas (SILVA et al., 2009). Em macréfagos também foi
visto que a forma recombinante da P21 aumenta a sua capacidade fagocitica por um
mecanismo dependente da ligacdo da proteina ao receptor de quimiocinas CXCR4,
induzindo a polimerizacdo do citoesqueleto de actina da célula hospedeira e sinalizacao
via PI3-quinase. A via de sinalizacdo PI3-quinase é capaz de ativar a via Akt a qual
pode interagir com proteinas responsaveis pela proliferacdo celular, como NF- kB e
com reguladores da apoptose, 0s quais sdo eventos importantes durante processos de
inflamacéo, angiogénese e reparo tecidual. (RODRIGUES et al., 2012).

Experimentos utilizando o tratamento de mioblastos com a proteina rP21
mostraram que houve uma diminuicdo significativa da multiplicacdo do T. cruzi dentro
das células juntamente com o aumento da polimerizacdo de actina da célula alvo
(MARTINS, 2013). Além disso, outros experimentos mostraram que o tratamento de
mioblastos e macréfagos com shRNA para proteinas associadas a polimerizacdo de
actina, como ARP-2, WASP e AFAP1-L1 apresentaram maior multiplicacdo do parasita
quando comparadas aos controles, sendo que esta maior multiplicacdo pode ter
ocorrido devido ao um citoesqueleto menos rigido (ARAUJO, 2014).

Em um experimento in vivo com um modelo utilizando esponja no dorso dos
camundongos padronizadas por Bailey et al., 1988 e Grindlay et al., 1951, doses de
rP21 (10pg, 40pg ou 100ug) foram injetadas a cada 72 horas durante nove dias. Entre
as analises feitas, observou-se que a quantidade de hemoglobina foi significativamente
reduzida, no grupo tratado com a proteina recombinante, sugerindo que ela estaria
agindo de maneira anti-angiogénica, reduzindo a producdo de vasos sanguineos
decorrente do processo inflamatorio de corpo estranho. Além de verificar o maior
recrutamento de células como neutréfilos e macréfagos que se mostraram mais ativos
do que as células do grupo controle, por meio da dosagem das enzimas MPO e NAG
(MACHADO, 2014).

A fim de reforcar esses achados, foi realizado um experimento utilizando
células endoteliais derivadas de hemangioma de timo de camundongos (tEND) tratadas
com rP21 para verificar se a proteina influenciaria a formagdo de vasos sanguineos. As
células foram plagueadas em matrigel e pré-incubadas com 10, 40 e 80 pg/mL de rP21

por 30 minutos, apds esse tempo as células foram mantidas em cultura por 18 horas e
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imagens foram feitas. Foi visto que nas trés concentracfes distintas da rP21, a formacéo
de vasos sanguineos foi inibida de maneira dose-dependente quando comparado com o
grupo sem tratamento (SILVA et al., manuscrito submetido).

Em relacdo ao recrutamento de células do sistema imune, foi realizado um
experimento in vivo no qual camundongos C57BL/6 foram separados em dois grupos
com diferentes tratamentos via intraperitoneal: PBS e 40pug/mL de rP21. Os animais de
cada grupo foram eutanasiados por deslocamento cervical nos tempos de cinética de 6,
24 e 72 horas, sendo recolhido o lavado peritoneal. Foi analisado o recrutamento total
de leucdcitos por contagem em Cémara de Neubauer e, posteriormente, foi realizado
citometria de fluxo para identificacdo dos tipos populacionais. Assim sendo, foi visto
que os animais injetados com rP21 apresentavam uma populagdo de células bem maior
do que os animais injetados com PBS e, quando, analisado o tipo celular, foi visto
predominancia de polimorfonucleares no tempo de 6 horas, seguido pelo aumento de
macrdfagos e linfocitos nos tempos de 24 e 72 horas (MACHADO, 2014).

Sendo assim, baseado nesses efeitos bioldgicos do rP21 que nos remete a efeitos
ja observados em algumas drogas anti-tumorais, esse projeto tem como principal

objetivo investigar os efeitos dessa proteina nas células tumorais de Ehrlich.
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2. JUSTIFICATIVA

A proteina recombinante de T. cruzi rP21 tem apresentado algumas caracteristicas
bioldgicas importantes, como atividade anti-angiogénica e recrutamento de ceélulas
tumorais, como neutréfilos e macrofagos. Sabe-se que a angiogénese favorece o
crescimento tumoral por aumentar o aporte sanguineo e facilitar a eliminacdo de
excretas nitrogenadas. Além disso, a presenca de vasos no microambiente tumoral
favorece a disseminacdo das células tumorais e sua instalacdo em outros nichos,
favorecendo assim o desenvolvendo de metéstases loco-regional e a distancia
(MULTHOFF, et al., 2014). Sabe-se, também, que células do sistema imune, como 0s
macréfagos sdo importantes mediadores da imunidade antitumoral. Macrofagos
associados aos tumores (TAM) tém demonstrado ter capacidade de afetar de diversas
maneiras o desenvolvimento tumoral. Os macréfagos produzem grande quantidade de
fatores de crescimento estimulatdrios e inibitérios da angiogénese, enzimas proteoliticas
e citocinas (POLVERINI, 1997). Os mecanismos que controlam o balango entre a
producdo de fatores estimulatérios e inibitorios ndo sdo completamente compreendidos.

O tumor de Ehrlich foi descrito em 1906 como um carcinoma mamario de
camundongos fémeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a
forma sélida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932,
com Loewenthal & Jahn, é que surgiu a forma ascitica, ou seja, aquela desenvolvida no
peritbnio de animais inoculados com células tumorais. Tal tumor vem sendo utilizado
como modelo de cancer de mama para o estudo de diferentes alvos de drogas anti-
tumorais (SADZUKA et al., 2000; DA SILVA et al., 2002; TERLIKOWSKI et al.,
2002; PINTO et al., 2009).

A quimioprevencdo do cancer pode ser definida como sendo a prevencao,
inibicdo ou reversdo da carcinogénese pela administracdo de uma ou mais entidades
quimicas, seja drogas individuais ou naturais que ocorrem naturalmente como
constituintes da dieta (BHATTACHARY YA et al.,2003).

Com os inumeros estudos envolvendo T. cruzi, suas proteinas e atividade anti-
tumoral e frente as caracteristicas bioldgicas encontradas para a proteina P21 de T.

cruzi, serd que essa molécula poderia também apresentar uma atividade anti-tumoral?
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da proteina recombinante rP21 de Trypanosoma cruzi em
linhagem celular tumoral de Ehrlich.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a toxicidade da proteina rP21 sobre células tumorais.
. Verificar a influéncia da rP21 na polimerizacdo de mondmeros de G-actina.
e Avaliar a atividade quimiotatica da rP21 sobre as células tumorais de Ehrlich.

e Verificar a acdo da rP21 sobre tumor solido de Ehrlich in vivo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos do Estudo

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU) sendo aprovado N° 054/13.

4.2 Animais

Camundongos BALB/c entre 6 e 12 semanas de vida, machos ou fémeas, foram
utilizados para manutencdo das células de Ehrlich e para a obtencdo de macréfagos
peritoneais. Para a indugdo do tumor sélido de Ehrlich foram utilizados 8 camundongos
C57BL/6, fémeas. Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal da UFU (CBEA-UFU) em condicdes padrdes de 12 horas de

luz e 12 horas no escuro, em temperatura de 25+2°C, com alimento e agua ad libitum.

4.3 Cultura celular

Foram utilizadas duas linhagens de células para o desenvolvimento desse
trabalho, células derivadas do tumor ascitico de Ehrlich e macréfagos peritoneais.

As celulas de Ehrlich foram originadas de ascite de camundongos BALB/c, nos
quais as mesmas foram previamente inoculadas intra-peritonealmente para o
desenvolvimento da forma ascitica do tumor. Apds 10 dias, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical e o liquido ascitico foi aspirado sendo feitas
lavagens com PBS 1x estéril em centrifugacfes de 2000 rpm por 5 minutos. A cultura
priméaria de macrofagos foi realizada obtendo-se essas células a partir do periténio de
animais BALB/c, nos quais 72 horas antes inoculou-se tioglicolato 3% estéril intra-
peritoneal para a inducdo dos macrofagos.

Os tipos celulares foram cultivados em frascos de 25-cm? com meio de
crescimento RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB (Nutricell), piruvato de sddio
(1100 mg/L) (Sigma P2256), penicilina (60 mg/L) (Ariston), gentamicina (40 mg/L)
(Amresco 0304) e estreptomicina (10 mg/L) (Vitrocell 00038), e incubadas a 37°C com

atmosfera umida e 5% de CO,. Para a determinacdo do nimero de células foi feita a
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contagem utilizando camara de Neubauer e a viabilidade das células foi determinada por

exclusdo pelo Azul de Tripan previamente a todos 0s experimentos.

4.4 Purificacéo e renovelamento da proteina P21 (Silva et al., 2009; dos Santos
etal., 2013)

A proteina recombinante rP21 possui uma cauda de histidina, isso garante que
ela seja facilmente purificada por meio de protocolos relativamente simples utilizando
cromatografia de afinidade, como por exemplo, coluna de niquel. A cauda de histidina é
relativamente pequena e ndo interfere de forma sensivel nas propriedades da proteina.

O protocolo de purificacdo e renovelamento da rP21 utilizado foi 0 mesmo
descrito por Silva e colaboradores (SILVA, et al., 2009). O vetor pET-28a (+) contendo
0 gene completo para a forma nativa da proteina P21 de T. cruzi foi transfectado em
Escheria coli BL21. Para o pré-indculo, uma coldnia simples foi colhida e inoculada
num frasco Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio LB estéril, onde
adicionamos 7puL do antibiético Kanamicina (50ug/mL). O frasco foi mantido sob
agitacdo overnight a 37°C. No dia seguinte, o pré-inoculo foi colocado em um frasco
Erlenmeyer de 4L contendo 1000 mL de meio LB estéril e 100 pL de Kanamicina. O
frasco foi mantido sob agitacdo continua a uma temperatura de 37°C até atingir a
densidade optica (OD) de aproximadamente 0,5 a 0,9, o qual foi medida em
espectrofotbmetro. Para estimular a producdo da proteina recombinante acrescentamos
IPTG 1M de modo que a concentragdo final fosse de 0,5mM, manteve-se o frasco sob
agitacdo continua por trés horas. O volume total foi centrifugado a 10000 rpm por 20
minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento formado basicamente por corpos
de inclusédo foi dissolvido em solucéo de Ureia 6M.

Em seguida, para induzir a lise celular utilizou-se a Lisozima, na propor¢éo de
1:1 por 20 minutos, apds esse periodo o extrato bacteriano foi sonicado, usando o
Sonicador Branson Sonifier 450, durante vinte ciclos de 1 minuto com 30 segundos de
intervalo entre os ciclos. O lisado foi submetido a cromatografia de afinidade usando
coluna de Niquel. Utilizou-se 3 mL de coluna, a qual foi lavada e equilibrada com agua
destilada e tampdo de ligacdo por trés vezes usando centrifugacdo a 2000 rpm por 1
minuto, desprezando o sobrenadante para remover os tampdes indesejados. Em seguida,
o lisado bacteriano foi incubado com a coluna de niquel, mantida sob agitacdo

overnight. Apds isso, o lisado foi centrifugado a 2000 rpm por um minuto. Apoés as
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centrifugacdes, um sendimento foi formado pelas beads da coluna de Niquel com a
proteina rP21 desenovelada ligada as beads pela cauda de histidina. A coluna foi lavada
trés vezes com os tampdes binding buffer e depois com wash buffer, sendo centrifugada
a 2000 rpm por 1 minuto a 4°C e o sobrenadante desprezado. Em seguida, foi feita a
lavagem da coluna com elute buffer quatro vezes por meio de centrifugacao e dessa vez
0 sobrenadante proveniente de cada lavada foi recolhido, pois contém a proteina de
interesse eluida. O proposito de lavar a coluna com estes trés tampdes um apos o outro é
que os tampdes apresentam concentracles crescentes de imidazol (5mM, 20mM e 1M
respectivamente), isso faz com que a proteina seja eluida ao final do processo devido as
beads da coluna de Niquel apresentarem uma afinidade maior pelo imidazol em relagédo
a cauda de histidina da rP21.

O eluato proveniente da lavagem com o elute buffer foi inserido no interior de
uma membrana de 3,5 kDa semipermeavel e submetido a dialise contra 4L do tampéo
PBS por 48 horas sob agitacdo continua a 4°C para remover impurezas e
promover o renovelamento da rP21 O tampdo PBS foi reposto apds o primeiro dia de
dialise. Terminada a dialise, a amostra purificada foi aplicada em gel de poliacrilamida
para confirmacdo da sua presenca, pureza e a concentracdo da proteina quantificada por
Bradford.

4.5 Viabilidade Celular

Os efeitos da rP21 sobre a viabilidade das células tumorais e dos demais tipos
celulares foi analisado pelo teste de Alamar Blue. A Resazurina, principio do Alamar
Blue tem cor azul e ndo fluorescente, em células vidveis ela é reduzida a resofurin e
passa entfo a apresentar cor rosa e fluorescente. (ROLON et al, 2006, O’BRIEN et al,
2000).

Células de Ehrlich e macrdfagos peritoniais foram plaqueadas em placas de 96
pocos na concentracdo de 1x10° por pogo em 200 pL de meio de cultura RPMI. A rP21
foi diluida em meio em diferentes concentracGes (100, 50, 25, 12.5 e 6.25 pg/mL) e foi
exposta as células em diversos tempos (1, 4, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas). Apds o
término de cada tempo de exposi¢cdo, 0 meio com rP21 foi removido, as células foram
lavadas com PBS1x estéril e 0 meio foi reposto sem a proteina. Foram acrescentados 8 e

10 pL de resazurina filtrada nos macrdéfagos peritoneais e células de Ehrlich,
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respectivamente. As células foram mantidas em estufa, cobertas com papel aluminio e o
tempo de reacdo da resazurina foi de 16 a 24 horas. A leitura foi realizada em
espectofotometro (SpectraMax, Molecular Device, Sunnyvale, CA, EUA) a 594 nm,

sendo a viabilidade celular expressa em porcentagem.

4.6 Ensaio de Polimerizacao do Citoesqueleto de Actina

O efeito da proteina rP21 na polimerizacdo do citoesqueleto de actina foi
avaliado por meio do kit Actin Polymerization Biochem Kit (Cytoskeleton, Inc. Denver,
CO, EUA). A polimerizacdo do citoesqueleto de actina foi detectada pelo aumento na
emissdo de fluorescéncia do composto pireno muscular conjugado a actina. O aumento
da fluorescéncia ocorre quando os mondmeros de actina globular (G-actina), que estéo
conjugados ao pireno, se formam em actina filamentosa (F-actina) indicando a
polimerizacdo do citoesqueleto de actina. A fluorescéncia é dada pela excitacdo de 350
ou 360 +/- 20 nm e emissdo de 407 ou 410 +/- 10 nm ou 420 +/- 20 nm. Como controle
negativo da reacdo de polimerizacdo € utilizado apenas o G-Buffer do kit, composto
pelo General Actin buffer e ATP, como controle positivo de polimerizagéo utilizou-se
G-Buffer com o fluoréforo pireno muscular. Para essa avaliacdo, diferentes
concentracdes da rP21 foram utilizadas (4, 8, 16 e 41 pg/mL). Como indicado pelo
protocolo do fabricante, em placas pretas de 96 pocos foram colocados os controles
tanto negativo quanto controle positivo da reacdo e, alem disso, também utilizou-se
apenas o PBS, solucdo em que a proteina teste estava solubilizada. A captacdo da
fluorescéncia emitida pelo pireno foi feita no espectofotdbmetro SpectraMax M2
(Molecular Devices).

O experimento ocorreu em uma cinética. Inicialmente, foi distribuido G-Buffer
em todos 0s pocos, sendo que no controle negativo sem o composto pireno muscular e
nos demais po¢os com o composto pireno. Apoés isso foi feita uma leitura da placa por 3
minutos, com intervalo de 60 segundos entre cada ciclo, para estabelecer a baseline de
fluorescéncia dos compostos. Foi feita uma pausa na leitura e acrescentado entdo ao G-
buffer com pireno: PBS e rP21 nas concentracgdes de 4, 8, 16 e 41 pug/mL. Foi realizada
uma leitura de 20 minutos no espectofotdmetro, com intervalo de 60 segundos entre
cada ciclo para analisar se a proteina ou o soluto dela por si s, ja influenciavam a

polimerizacdo dos monémeros de actina. Finalizando, foi colocado em todos 0s pogos
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um buffer de polimerizacdo de actina e a placa foi mantida no espectofotémetro por 60
minutos. O experimento foi realizado utilizando o espectofotdometro SpectraMax M2
(Molecular Devices) e o programa de leitura SoftMax Pro.

4.7 Invasao celular

Para o ensaio de migracdo celular foi utilizado o kit Chemicon Cell Invasion
Assay (EMD Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha). Esse kit avalia a invaséo
de células por meio de uma membrana semelhante a membrana basal. A membrana
presente nos trans-wells possui poros de 8um, os quais sdo cobertos por uma fina
camada de matriz extracelular. Inicialmente, a placa de cultura celular presente no kit
foi colocada a temperatura ambiente e, ap6s isso, 300 uL de meio morno sem soro foi
colocado nos trans-wells por 1 a 2 horas, para hidratacdo da membrana. Para a
realizacio do experimento foi utilizado de 5x10° & 1x10° de células em meio sem soro.
Abaixo do trans-wells colocou-se 500 puL de meio em trés situagdes: meio com soro
fetal bovino, como controle positivo de invasdo, meio sem soro fetal bovino, como
controle negativo de invasdo e meio com 50 pg/mL de rP21. Ap6s 72 horas, 0s meios
foram removidos e as células que ndo migraram foram removidas com swab. Para corar
as células que migraram presentes na superficie inferior da membrana do trans-well 500
uL de cristal de violeta foi colocado em um poco e o trans-well mantido no corante por
20 minutos. Apds esse tempo, foram feitas lavagens com agua e secos ao ar. Para a
contagem das células, foram feitas fotografias utilizando o microscépio Leica ICC50
(Wetzlar, Alemanha) pelo software Las Ez. A contagem de células foi feita utilizando

10 campos aleatdrios.

4.8 Inducéo de Tumor Sélido in vivo

Camundongos BALB/c com a forma ascitica do tumor foram eutanasiados, o
lavado peritoneal contendo as células tumorais foi aspirado e as células de Ehrlich
foram injetadas na concentracio de 2x10° células em 20 pL de PBS na pata esquerda de
oito animais C57BL/6, sendo que na metade deles o tumor foi tratado com 20 pL PBS e
a outra metade recebeu o tratamento com 20 pg/20uL de rP21. No primeiro dia as

células foram inoculadas e a partir do segundo dia 0s animais comegaram a receber o
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tratamento, sendo o tratamento realizado dia sim, dia ndo. Antes de injetar o tratamento,
as patas eram mensuradas com paquimetro digital, fazendo a medicéo da altura da pata,
tendo como referéncia o meio da pata, e a largura sendo a distancia entre os dedos
polegar e minimo. O volume final de cada pata foi obtido pela férmula matematica: a* x
b x 0,5236, em que “a” e “b” representam a menor e maior medida do tumor,
respectivamente. Ao final de 8 dias, os animais foram anestesiados com uma mistura de
Ketamina (60 mg/kg) e Xilasina (7,5 mg/kg). As patas foram removidas e mantidas em
formol 10% por 48 horas. Apos esse periodo, para ocorrer a descalcificacdo dos 0ssos,
as patas foram mantidas em EDTA 10%, sendo o liquido trocado a cada 72 horas por 9
dias. ApGs isso, as patas foram preparadas para inclusdo em Alcool Etilico P.A. por 30
minutos, por quatro lavagens, e depois em Xilol por 30 minutos, e trés lavagens. As
patas seguiram para emblocamento em Parafina I, 11 e 11, durante 90 minutos em cada e
inclusas em Parafina. Os blocos foram processados e coloracdo Hematoxilina e Eosina
(HE) foi realizada. As imagens foram obtidas no Laboratério de Histologia da
Universidade Federal de Uberlandia, no microscopio Leica ICC50 acoplado a camera e
software Las Ez, no aumento de 4 vezes, sendo que todo o campo da lamina foi

analisado.

4.9 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. A significancia das diferencas entre
os diferentes tratamentos e tempos foi determinada pelos métodos One way ANOVA,
Two way ANOVA, T de student e One sample teste T, utilizando pos-teste de Tukey e
Bonferroni no GraphPad Prism versdo 6.01 (©GraphPad Software Inc, 1992-2007). Os

resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Purificacédo da rP21

Por meio da técnica de cromatografia de afinidade por coluna de niquel e diélise
contra PBS, ja pré-estabelecidos por Silva et al, 2009, a purificagcdo da proteina rP21 foi
realizada e, para verificar a sua existéncia e pureza um gel de poliacrilamida foi feito e a
concentracdo da proteina foi dosada pelo método de Bradford (SILVA, et al., 2009,
DOS SANTOS et al., 2013).

Por meio do gel de poliacrilamida é possivel verificar a presenca da banda
correspondente a proteina de 21 kDa e, também, sua pureza. Pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1946), quando comparada a curva-padrdo, foi possivel quantificar a
concentracdo da proteina presente ap6s a purificacdo, sendo a concentragdo obtida de
1,06 mg/mL.
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Figura 1: Purificacdo da rP21 A) Gel de poliacrilamida mostrando a pureza da rP21
obtida por meio da fragdo insoluvel dos corpos de inclusio de bactérias. A esquerda, o
peso molecular, a direita mostra a banda correspondente a proteina de 21 kDa, rP21. B)
Para a obtencéo da concentragdo da proteina purificada, foi realizada sua dosagem pelo
método de Bradford, no qual foi utilizada a proteina de concentragdo conhecida BSA
para a montagem da curva-padrdo e obtencdo da equacdo da reta. Na equacdo da reta, y
corresponde a absorbancia e x corresponde a concentracdo. As absorbancias obtidas
pela leitura foram colocadas em y para a descoberta da concentracdo da proteina rP21.
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5.2 Ensaio de Citotoxicidade

Células de Ehrlich e macréfagos peritoneais foram tratados com diferentes
concentragdes da proteina rP21 (100, 50, 25, 12.5 e 6.25 pg/mL) e em diferentes tempos
de exposicdo (1, 4, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) para verificar se a proteina seria
toxica para as células tumorais ou para os macrofagos.

A partir dos gréficos obtidos, € possivel verificar que a presente proteina ndo
apresentou-se tdxica para nenhum dos tipos celulares, em nenhuma concentracdo ou

tempo.
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Figura 2: Ensaio de viabilidade utilizando diferentes concentracfes de rP21 em
diferentes tempos de exposicdo em linhagem celular de Ehrlich. Células de Ehrlich
tratadas com diferentes concentracdes da rP21 (100, 50, 25, 12.5 e 6.25 pg/mL) e em
diferentes tempos de exposicdo: A) 1 hora, B) 4 horas, C) 12 horas, D) 24 horas, E) 48
horas, F) 72 horas, G) 96 horas e H) 120 horas. O tratamento com a rP21 ndo
apresentou citotoxicidade para as células de Ehrlich em nenhuma concentracdo e em



29

nenhum tempo de exposi¢cdo quando comparadas ao grupo controle, representado pela
linha tracejada.
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Figura 3: Ensaio de viabilidade utilizando diferentes concentragfes de rP21 em
diferentes tempos de exposicdo em Macrdfagos peritoneais. Macrofagos peritoneais
tratados com diferentes concentragfes da rP21 (50, 25, 12.5 e 6.25 pg/mL) e em
diferentes tempos de exposicao: A) 24 horas, B) 48 horas, C) 72 horas, D) 96 horas e E)
120 horas. O tratamento com a rP21 ndo apresentou citotoxicidade para os macr6fagos
peritoneais, quando comparadas ao grupo controle, representado pela linha tracejada,
exceto no tempo de 120 horas, nas concentracfes de 50 e 25 pg/mL, mas acredita-se
que isso tenha se dado por serem células de linhagem primaria e ndo conseguirem
sobreviver muito tempo em cultura (* p<0,05).
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5.3 Ensaio de Polimerizacao de Actina

A partir do kit Actin Polymerization Biochem Kit, o efeito da rP21 em induzir a
polimerizacdo do citoesqueleto de actina foi medido. A partir do grafico obtido €
possivel verificar que a rP21 é capaz de induzir a polimerizacdo do citoesqueleto de

actina de forma dose-dependente.
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Figura 4. Polimerizacdo do citoesqueleto de actina. A partir do kit Actin
Polymerization Biochem Kit, a capacidade da rP21 em induzir a polimerizacdo de
actina foi medida, por meio da presenca de monémeros de G-actina conjugados a um
fluoréforo que, quando se polimerizam formam F-actina e emitem fluorescéncia. O
grafico foi dado pela &rea abaixo da curva, que é dada durante a cinética de
polimerizacdo. PBS é o solvente da proteina e, este quando associado a citocalasina D
mostra que realmente ocorre a inibicdo do processo de polimerizacdo na presenca dessa
proteina. Ndo houve diferenca estatistica significante entre PBS e as concentracdes de 4
e 8 ug/mL, porém houve diferenca entre PBS e as concentracdes de 16 e 41 pg/mL
(***p<0,01). Sendo assim, a rP21 mostrou de maneira dose-dependente induzir a
polimerizagéo do citoesqueleto de actina.
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5.4 Ensaio de Migracao celular

Utilizando células de Ehrlich e macréfagos peritoneais foi analisado o potencial
da rP21 em induzir a invasdo desses tipos celulares por meio do kit Chemicon Cell
Invasion Assay, o qual mimetiza a matriz extracelular.

Os experimentos mostraram que a rP21 foi capaz de induzir a invasdo dos
macrdfagos peritoneais, mas em contraponto ndo induziu a invasdo das celulas de
Ehrlich. Quando comparados ao controle negativo de invasao, é visto que as células de
ehrlich tratadas com a rP21 assemelha-se ao controle negativo, j& 0s macrofagos

peritoneais apresentaram maior migracéo do que o controle negativo.



32

Cntrl negativo

I I
o o
g

Sejnig N

200+
150+

Linhagem celular Ehrlich

P21

*kk

Cntrl negativo

150+

T

(=}
o
—

Se[nj9d oN

50-

rP21



33

Figura 5: Invasdo de células de Ehrlich e macréfagos peritoneais em um modelo de
membrana basal tratando com rP21. Células de Ehrlich e macréfagos peritoneais
foram analisados quanto a invasdo quando estimulados com rP21. Foi utilizado um
controle positivo de invaséo, utilizando meio de cultura e 10% de SFB e um controle
negativo de invasdo, utilizando apenas o meio de cultura sem SFB. A) Controle positivo
de invasdo das células de Ehrlich (apontadas pelas setas). B) Controle negativo de
invasdo das células de Ehrlich. C) Células de Ehrlich tratadas com a proteina rP21. D)
Grafico mostra que ndo houve diferenga estatistica entre o controle negativo de invaséo
e as células de Ehrlich tratadas com rP21, mostrando que ndo houve migracdo em
nenhuma das duas situagdes. E) Controle positivo de invasdo dos macrofagos
peritoneais (apontadas pelas setas). F) Controle negativo de invasdo dos macréfagos
peritoneais. G) Macrofagos peritoneais tratados com a proteina rP21. H) Grafico mostra
que houve diferenca no namero de células que invadiram entre o controle negativo e o
grupo tratado com a rP21 (***p<0,01). As imagens foram obtidas em um aumento de
40 vezes.

5.5 rP21 foi capaz de diminuir o tumor sélido em pata de camundongos C57BL/6.

Quando realizado uma cinética de crescimento do Tumor de Ehrlich na pata de
camundongos C57BL/6 foi visto que no grupo dos animais tratados com 20ug/20uL de
rP21 (n=4) por 8 dias, apenas um animal desenvolveu o tumor, enquanto 0s outros trés
animais apresentaram um quadro de reducdo do volume do tumor. J& no grupo dos
animais tratados com 20 pL de PBS (n=4), os quatro animais tiveram a progressao do

tumor.
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Figura 6: Cinética de crescimento do Tumor de Ehrlich na pata de camundongos
C57BL/6. Células de Ehrlich foram inoculadas nas patas de camundongos C57BL/6
para a indugdo de um tumor solido. Um dia apos a inoculagéo, o tratamento foi iniciado,
sendo utilizado rP21 20ug/20uL e PBS estéril, sendo que em cada grupo havia 4
animais. O tratamento teve duracdo de 8 dias, sendo realizado dia sim, dia ndo, com a
medicdo das patas antes de aplicar o tratamento. A) Grafico mostra que o volume das
patas dos animais com tumor tratados com PBS apresentou-se maior do que o volume
das patas dos animais com tumor tratados com rP21 (* p<0,05). As imagens
histoldgicas ilustram essa reducdo em B) tumor no grupo tratado com PBS, em C)
tumor no grupo tratado com rP21 (setas). As imagens foram tiradas em aumento de 4x,
sendo utilizada a colora¢do em H.E.
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6. DISCUSSAO

O Instituto Nacional do Céncer (INCA) mostrou que as estatisticas mundiais
sobre o cancer no ano de 2014 relataram 57.120 novos casos de cancer de mama no
Brasil. O cancer de mama é o tipo de cancer mais frequente nas mulheres das regides
Sudeste (71,18/ 100 mil), Sul (70,98/ 100 mil), Centro-Oeste (51,30/ 100 mil) e
Nordeste (36,74/ 100 mil), respectivamente. Atualmente, o cancer de mama é a maior
causa de morte de mulheres em todo o mundo, sendo nos paises desenvolvidos, a
segunda causa de morte por cancer, atrds somente do cancer de pulmdo e, nos paises em
desenvolvimento, a maior causa de morte por cancer (INCA., 2014). De forma geral, o
tratamento para o céncer de mama se da pela mastectomia unilateral ou bilateral,
quimioterapia e radioterapia (KURIAN et al., 2014). Na pesquisa, um modelo usado
para 0 cancer de mama é o Tumor de Ehrlich, carcinoma mamario de camundongos, o
qual pode-se desenvolver na forma sélida e na forma ascitica A forma de trabalho
utilizada nesse estudo foi o Tumor ascitico de Ehrlich, devido a sua capacidade de
crescimento em suspensdo no fluido ascitico e por permitir a padronizagdo do nimero
de células a ser inoculado (OLORIS et al., 2002). Existem varios estudos utilizando tal
modelo para a descoberta de drogas anti-tumorais (FLORIDI et al., 1981, AHMED et
al., 1988, OLORIS et al., 2002, ARAUJO et al., 2010, BHATTACHARYYA et al.,
2003, BATISTA et al., 2013) e relacionando outras doencas na influéncia do cancer de
mama, como hipertireoidismo e hipotireoidismo (SILVA et al., 2004, FERREIRA et al.,
2007).

Nosso estudo demonstrou que a rP21 ndo apresentou papel citotdxico tanto com
as células de Ehrlich quanto com os macrofagos peritoneais, mas mostrou que houve
inibicdo do crescimento do tumor solido de Ehrlich, isso mostra que a rP21 ndo age na
viabilidade das células tumorais diretamente, porém ela parece agir no microambiente
tumoral, tentando conter a progresséo do tumor.

A partir dos dados obtidos nesse trabalho e, anteriores a ele, pode-se afirmar que
a rP21 apresenta algumas atividades bioldgicas, como a inducdo da polimerizacdo do
citoesqueleto de actina, o recrutamento de células do sistema imune e atividade anti-
angiogénica. Relacionando essas atividades ao desenvolvimento do céncer, sabe-se que
para que haja a divisao e a migracdo de células tumorais & necessario que essas células
formem o anel contrétil, a partir da polimerizacéo do citoesqueleto (YAMAGUCHIA &

CONDEELIS, 2007). Caso essas células permanecam com o citoesqueleto
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polimerizado, essa polimerizacdo pontual seria dificultada, o que dificultaria também a
divisdo e a migracdo das celulas. Nossos resultados mostraram que a rP21 tem a
capacidade de induzir a polimerizacdo do citoesqueleto de actina de maneira dose-
dependente.

Em relacdo ao recrutamento de células do sistema imune, estudos em modelos
animais e em ensaios clinicos tém demonstrado que a infiltracdo de células imunitérias
nos tumores estd associada a uma melhora da sobrevida dos pacientes com uma
variedade de cancer. As investigacdes sobre a relagcdo entre o prognostico e o infiltrado
de células do sistema imunologico no microambiente tumoral em pacientes com cancer
indicam que a recorréncia pos-tratamento ou metastase € suprimida de forma
significativa em casos que apresentam alta infiltracdo de células imunitéarias no tecido
do tumor primario (EEROLA et al., 2000, YIN et al., 2003, GAO et al., 2008). Além
disso, sabe-se que o receptor CXCR4 em células tumorais € um receptor importante
relacionado a metéstase do cancer de mama para o tecido 6sseo e que 0 CXCR2 é um
receptor envolvido na migracéo de células tumorais (HALPERN et al., 2011, AZIM et
al., 2012). No cancer de ovéario, o CXCR4 apresenta grande importancia para a
iniciacdo do tumor e metastase (SALOMONNSON et al., 2013).

Por meio do ensaio de invaséo celular confirmamos mais uma vez que a rP21
apresenta capacidade de recrutar macrdéfagos peritoneais também por meio de um
modelo de membrana basal. Estudos sugerem um efeito quimiotatico para a proteina
recombinante, possivelmente por interagir com o receptor CXCR4 e ativa-lo. Quando
realizado o mesmo experimento com células de Ehrlich, foi visto que a mesma néo foi
recrutada pela proteina recombinante. O fato de ndo ter ocorrido a invasdo das células
de Ehrlich, mas a rP21 recrutar células como macréfagos é um fator positivo no
contexto de inibir o crescimento do tumor no que diz respeito a presenca de células do
sistema imunol6gico, no microambiente tumoral e prognostico (EEROLA et al., 2000,
YIN et al., 2003, GAO et al., 2008). Sabe-se que a inflamagdo cronica pode atuar no
desenvolvimento do cancer, mas ao mesmo tempo, a presenca de células inflamatorias
pode ajudar a diminuir o crescimento do tumor e, isso fica claro, quando em situagoes
de imunossupressdo, em que ocorre 0 aumento do crescimento tumoral (HAN et al.,
2012). Estudos prévios também demonstraram que um dos alvos da rP21 é o receptor
da quimiocina CXCL-12, 0o CXCR4 (RODRIGUES et al., 2012), o qual esta envolvido
diretamente no processo de quimiotaxia (MURDOCH et al.,2000). Nossos

experimentos, portanto confirmam a ligacdo da rP21 no receptor CXCR4 presente nos
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macrofagos. Interessante notar que, apesar das células tumorais de mama, tanto
humanas quanto de camundongo expressarem o CXCR4 (AZIM et al., 2012,
PAPACHRISTOU et al., 2012), a presenca da rP21 ndo exerce tal efeito como no
macrofago, fato que pode estar relacionado com a nao-ligacdo da rP21 no CXCR4 ou
com o fato de que a interagcdo rP21-CXCR4 possa sinalizar de forma diferente nessas
celulas, exercendo outros efeitos em células tumorais, como a Ehrlich, ou até mesmo
bloqueando esse receptor, fato que precisa ser investigado.

As proteinas de T. cruzi que ja foram estudadas e mostram propriedade anti-
tumoral como a calreticulina apresenta uma caracteristica semelhante a rP21, que é a
capacidade de inibir a angiogénese. A calreticulina (CRT) possui trés dominios, um
dominio acido C-terminal, um dominio rico em prolina P-terminal e um dominio
globular N-terminal. O dominio N-terminal apresenta aminoacidos responsaveis pela
acao anti-angiogénica, uma vez que inibem a proliferacdo das células endoteliais. A
maior molécula desses aminoécidos é a vasostatina, que entdo inibi a angiogénese e a
proliferacdo in vivo inibindo o fator de crescimento endotelial (VEGF), agindo
diretamente nas células endoteliais e na sua ligacdo com a matriz extracelular (YAO et
al., 2002). Porém, esse mecanismo atua no crescimento do tecido neoplasico, mas nédo
afeta a vascularizagdo ja estabelecida no tumor (KOBAYASHI et al., 1989, PIKE et al.,
1998, PIKE et al., 1999). Experimento in vivo utilizando o gene da CRT e sua proteina
recombinante em membrana corioalantdide de embrido de galinha indicou o efeito anti-
angiogénico da proteina, mesmo em baixas concentracfes (MOLINA et al., 2005).

Jé a proteina recombinante da molécula de superficie GP82 quando utilizada em
uma linhagem tumoral de células de melanoma além de causar o rompimento do
citoesqueleto de actina, também demonstrou alguns efeitos apoptéticos, como a
exposicdo da fosfatidilserina, alteracdes morfolégicas do nucleo, fragmentacdo do
DNA, atividade de caspase-3 e aumento da despolarizagdo das mitocondrias. Em
experimentos in vivo, foi demonstrado que animais em que as células tumorais foram
injetadas, quando tratados com a proteina, apresentaram a diminui¢cdo do tumor quando
comparados ao grupo tratado com salina e tiveram a sobrevida aumentada (ATAYDE et
al., 2008).

Sendo assim, demonstra-se os efeitos da proteina recombinante de T. cruzi rP21
na polimerizacdo da actina e na atracdo de células tumorais, 0s quais podem estar

relacionados com a inibigdo do crescimento do tumor sélido de Ehrlich. Apesar de ndo
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termos conseguido responder a todas as perguntas que esse projeto propde é importante
que se busque novas moléculas com diferentes efeitos anti-tumorais.

Recentemente, grande parte dos estudos voltados para novos medicamentos ou
novas técnicas com atividade anti-tumoral tém sido relacionadas a presenca de
nanoparticulas, seja como a droga em si ou como sistema de entrega de drogas
(ACHARYA & SAHOO, 2011). Também tém sido utilizados medicamentos ja
existentes no mercado para outros fins, na tentativa de encontrar uma droga a qual
consiga eliminar os parasitas de doencas tropicais negligenciadas, como a Doenca de
Chagas, sem causar nenhum dano ao paciente (SIQUEIRA-NETO et al., 2012). Sabe-se
que o parasita T. cruzi, assim como outros parasitas, apresenta propriedades anti-
tumorais, seja pela utilizacdo do préprio parasita, do extrato desse ou de proteinas a ele
pertencente e, essa interacdo com o0 micro-ambiente tumoral demonstra que pode
ocorrer uma relacdo de homeostase entre parasita-hospedeiro. Tendo em vista essa
relacdo e as atividades bioldgicas apresentadas pela proteina recombinante rP21 de T.
cruzi esta surge como um importante potencial biotecnoldgico nas pesquisas em busca

de terapias anti-tumorais.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos podemos concluir que a rP21 ndo age de maneira
citotoxica nas células de Ehrlich, assim como nos macrofagos peritoneais. Porém,
acreditamos que a proteina recombinante possa agir no micro ambiente tumoral,
inibindo a multiplicacdo das células tumorais pelo aumento da polimerizagdo do
citoesqueleto de actina, além de induzir o recrutamento de macrofagos. A diminuicdo de
tumores solidos de Ehrlich, observada em animais tratados com a rP21, corrobora com
essa hipotese. Sugerindo assim que a proteina recombinante de T. cruzi rP21 apresente
um potencial biotecnoldgico e sua interacdo com o micro ambiente tumoral possa

influenciar inibindo o desenvolvimento do tumor.
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Abstract

Chagas disease, which 1s caused by the parasite Trypanosoma cruzi, 1s an
mmportant cause of cardiomyopathy in Latin America. It 1s estimated that 10%-30% of
all infected individuals will acquire chronic chagasic cardiomyopathy (CCC). The
etiology of CCC i1s multifactorial and involves parasite genotype. host genetic
polymorphisms, immune response, signaling pathways and autoimmune progression.
Herem we verified the impact of the recombinant form of P21 (rP21), a secreted 1. cruzi
protein involved in host cell invasion, on progression of chronic inflammatory processes
in a polyester-induced inflammation model using chemotaxis, angiogenesis and actin
polymerization assays. Results indicate that rP21 can recruit immune cells and decrease
blood vessels compared to controls in vifro and in vivo. Furthermore, rP21 induced actin
polymerization. 7. cruzi P21 could be a potential target for development of P21

antagonist compounds to treat symptomatic CCC.



Chagas disease, which is caused by the parasite Trypanosoma cruzi, is an
important cause of cardiomyopathy in Latin America. It is estimated that 10%—30% of
all infected individuals will acquire chronic chagasic cardiomyopathy (CCC). This
represents anywhere between 1.6 to 5.4 million CCC patients in Latin America'. CCC
has been shown to cause social and economic burdens in endemic areas because of
increased health care costs®. An estimated 20.000 deaths occur annually in endemic
countries due to complications of CCC'. The prognosis for chagasic patients is rather
bleak. In fact, CCC has been reported to be the main prognostic mortality factor among
patients with heart failure of various etiologies'”.

The etiology of CCC is multifactorial and involves parasite genotype™”. host
genetic  polymorphisms®”. immune response'” . signaling pathways'* and
autoimmunity’>'®. An intriguing question remains unanswered: could trypanosome-
derived components play an active role in CCC onset rather than serving as passive
targets for the host immune response? In this sense. trapped intracellular parasites may
continue to secrete proteins that can enter the extracellular space after plasma membrane
wounding and/or lysis and influence disease progression. Herein we verified the impact
of the recombinant form of P21 (1P21). a secreted 7. cruzi protein involved in host cell
invasion'”", on progression of chronic inflammatory processes in a polyester-induced

inflammation model.

Results and Discussion

Our previous studies using the recombinant form of 7. cruzi P21 showed that
this secreted protein is involved in host cell invasion'’. In addition, P21 enhanced
macrophage phagocytosis and actin polymerization by binding to the CXCR4
receptor’®.

The ability of P21 to bind to CXCR4 indicated possible chemotaxis activity.
We observed that tP21 attracted neutrophils in vifro (Figure 1A). To assess whether
1P21 has chemoattractive activity in vivo, we injected it intraperitoneally into mice and
observed similar cell recruitment over time (Figure 1B). Phenotypic cell identification
showed that the infiltrated was composed mainly of neutrophils at earlier time points,
followed by lymphocytes and macrophages at later time points (Figure 1C). Similar
results were obtained after injection of 4% thioglycolate (data not shown). rP21

attracted peritoneal murine macrophages in a trans-well system through a polycarbonate
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membrane over a thin layer of extracellular matrix. Detection of migrating cells was
performed via crystal violet staining (Figure 1D, E).

The literature has shown that the inflammatory process that characterizes CCC is
accentuated during the acute phase of the disease. Although it may be clinically silent
after the acute phase. inflammation is confinuously present in patients with

20.21

indeterminate and chronic phases Moreover, trypanosome antigens and/or its

. . - .. ~ 22206
genomic material are found in inflammatory foci

. These observations provide a
basis to propose a role for P21 regarding the onset and maintenance of chagasic heart
inflammation.

We observed high N-acetylglucosaminidase levels in rP21-treated polyester
sponge implants (Figure 2A. B), indicating that rP21 not only recruits, but also activates
macrophages. A high rP21 dose impacted myeloperoxidase expression (Figure 2A. B).
This observation corroborated our previous results on the ability of rP21 to recruit
immune cells.

In vitro and in vive studies have shown the presence of mast cells associated
with cardiac T. cruzi infection®”*. In the present study, we observed rP21-triggered
mast cells in sponge implants (Figure 2C), suggesting a potential role of 7. cruzi P21 in
promoting recruitment of mast cells to damaged cardiac tissue and upregulating the
inflammatory process.

We observed a significant decrease in hemoglobin content (Figure 3A).
suggesting a potential anti-angiogenic role of rP21. To confirm this hypothesis, we
measured the number of blood vessels on histological preparations. Sponge implants
treated with different rP21 concentrations showed a decreased number of blood vessels
compared to the control (Figure 3B). We also treated a murine endothelial cell line
derived from thymus hemangioma (tEnd) with similar rP21 concentrations and
observed inhibition of blood vessel formation in vitro (Figure 3 C-F). This activity was
not due to cell adhesion impairment to the matrix gel or cell toxicity (Figure 3 G, H).

Functional and structural microvascular abnormalities occur in CCC ™.
Consequently, vasospasms, decreased blood flow, focal ischemia, platelet thrombi,
increased platelet aggregation, and elevated levels of thromboxane A-2 and endothelin-
1 are frequently observed®”’. As such. P21 could impact microvascular ischemia.
which is believed to amplify chronic inflammatory aggression toward myocardial

tissue’®.
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We previously observed that rP21 induced actin polymerization by binding to
the CXCR4 receptor'. Herein we evaluated whether P21 directly induced actin
polymerization using a cell free biochemical assay (Figure 3I). The ability of 1P21 to
induce actin polymerization suggests that the native protein may induce polymerization
in infected cells to restrict intracellular parasites from migrating. In this sense, native
P21 may contribute to the establishment of chronic infection without a parasitological
cure.

P21 pretreatment with polymixin B showed similar activity (data not shown), as
previously observed'®.

CCC treatment regimens include [-blockers. diuretics., angiotensin-enzyme
inhibitors. angiotensin receptor blockers and amiodarone'. While parasitological
treatment is still a matter of debate’’® researchers have studied host defense
components such as NADPH oxidase™ and transforming growth factor beta signaling™
and approaches based on treatment with granulocyte colony-stimulating factor have
been described. All of these therapeutic schemes have shown promising results.

We propose a novel line of investigation that targets components of parasitic
origin that could have an impact on CCC symptoms. 7. cruzi P21 may be a potential

target for developing antagonist compounds to treat symptomatic CCC.

Experimental procedures
Animals and ethics

Six- to eight-week-old male C57BL/6 and BALB/c mice were maintained under
standard conditions on a 12-h light-dark cycle in a temperature controlled setting (25
°C) with food and water ad libitum. Maintenance and care of animals complied with the
guidelines of the Laboratory Animal Ethics Committee from the Universidade Federal
de Uberlandia. Animal euthanasia was performed based on international welfare
grounds according to the American Veterinary Medical Association Guidelines on
Euthanasia. This study was approved by the ethics committee for animal research at

Universidade Federal de Uberlandia.

Cell culture
Murine endothelial cell lines derived from thymus hemangioma (tEnd)*" were

cultivated in RPMI 1640 medium supplemented with 10% bovine fetal serum. 2 mM 1-



glutamine. 2 mM sodium pyruvate. 1 mM non-essential amino acids, 100 U/mL

penicillin and 100 pg/mL streptomycin and incubated at 37 °C and 5% CO,.
Cell viability

The viability of cultured tEnd cells treated with rP21 was evaluated using the
MTT (3-(4.5-dimethylthiazol-2-y1)-2.5-diphenyl tetrazolium bromide) assay. Cells were
seeded at 1.5 x 10* cells/well in 96-well microplates. After adhesion, cells were treated
with different concentrations of rP21 or culture medium (control group) for 24 h at 37
°C and 5% CO,. After 24 h, cells were incubated with 5 mg/mL MTT for 3 h at 37 °C.
Formazan crystals resulting from MTT reduction were dissolved by addition of 100 pL
of PBS containing 10% SDS and 0.01 M HC1 (18 h, 37 °C and 5% CQ,). Absorbance

(570 nm) was read on a multiwell scanning spectrophotometer (Thermo Scientific).

rP21 purification
1P21 (GenBank: EU004210.1) was purified as previously described'”". The
quality of purification was demonstrated by SDS-PAGE.

In vifro and in vive chemotaxis assays

The in vitro chemotaxis assay for peritoneal macrophages was performed in a
trans-well system through a polycarbonate membrane with a defined pore size of § pm
(Chemicon Cell Invasion Assay Kit, ~ EMD  Millipore Corporation, Darmstadt,
Alemanha). Peritoneal macrophages from BALB/c mice were seeded at 10° in the top of
the insert in serum-free media. while medium with FBS as a positive control, 50 pg/mL
of tP21 or serum-free media as a negative control was added in the bottom well. Cells

were incubated for 72 hours. Migratory cells were stained, photographed and counted.

For neutrophil chemotaxis. a Boyden chamber assay was used, consisting of
upper and lower chambers separated by a polycarbonate membrane with an 8-pum pore.
Neutrophils were extracted from C57BL/6 bone marrow using ficoll to separate them
from other cells. Some of the cells were treated with pertussis toxin (G-protein coupled
receptor inhibitor) for 1 hour. Treated and non-treated cells were placed in the upper
chamber. In the lower chamber, only media, 1P21 or macrophage
inflammatory protein (MIP-2), a chemotaxis positive control, were added. After 1 hour,
the membrane was removed, fixed and colored with panothic dyes. Cells that migrated

were counted using an optical microscope.
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In vivo, C57TBL/6 mice received two different intraperitoneal treatments: PBS
and 40 ng/mL rP21. Animals were euthanized at intervals of 6 hours. 24 hours and 72
hours. Peritoneal lavage was performed using 4 mL PBS, with 2 mL collected. Total
leukocyte recruitment was quantified in a Neubauer chamber. Fifty microliters of each
sample was placed on a microscope slide, dried and fixed in pure methanol (Synth
A1085.01.B]) for 5 minutes and then subjected to Giemsa stain (Sigma) at a
concentration of 1:20 diluted in water for 15 minutes. Analysis was performed by
optical microscopy wherein 100 cells were counted and differentiated between
Iymphocytes, monocytes and polymorphonuclear cells.

Contents from washing the peritoneal cavities of the mice were centrifuged at
2500 rpm for 5 minutes. The supernatant was discarded and the pellet resuspended in 1
mL of 4% formaldehyde. After fixation for 2 hours. samples were centrifuged at 2500
rpm for 5 minutes and resuspended in PBS for subsequent flow cytometry (BD
FacsCanto II) to evaluate the size and granularity of cells and to separate populations of

monocytes, polymorphonuclear cells and lymphocytes.

Polyester chronic inflammation induction and rP21 treatment scheme

A polyester sponge disc with a 1.2 cm diameter (Vitafoam Ltd.) was stored in
70% ethanol v/v prior to deployment for at least 24 hours and subsequently boiled in
distilled water for 30 minutes**.

To facilitate spongy matrix insertion. C57BL/6 mice were divided into groups of
10 animals for biochemical analysis and 5 animals for histological analysis, treated with
and without tP21. The animals were anesthetized intraperitoneally with ketamine-
xylazine (Syntec) (60 mg-4 mg/kg) and subjected to trichotomy and antisepsis in the
dorsal region with alcohol 70% v/v. An approximately 10 mm dorsal midline incision
was made and dilatation was performed in the subcutaneous cranial direction. The
sponge disc was introduced by midline incision in the interscapular region. Incisions
were closed with a Donati suture using nylon 3.0. After recovery from anesthesia,
animals were placed in individual cages with food and water ad libitum®. Treatments
were injected info the sponge every 72 hours and analyzed during the chronic (9 days)
phase of inflammation.
Hemoglobin content
Determination of the intra-implant hemoglobin content was done using Drabkin's

. . - . . . 4546
reagent. which was developed in 1932 and adapted as an desvascularization index™*°.



Implants were removed and masses determined 9 days post-implantation.
Samples that showed macroscopic bleeding or infection were excluded from analysis.
Each implant was homogenized (Tekmar TR-10. Ohio. USA) in 2 mL of a hemoglobin-
specific chromogen reagent (Drabkin kit, Labtest) and added to 2 mL Eppendorf tubes.
Samples were centrifuged at 4°C for 30 minutes at 12,000 rpm and homogenates were
filtered through 0.22 pun filters (Millipore). Spectrophotometric analysis was performed
on an ELISA reader at a wavelength of 540 nm using 96-well plates. The hemoglobin
concentration of each sample was calculated from a known standard curve (diagnostic
analyses) and the results were expressed as hemoglobin concentration (micrograms) per

milligram wet weight of the implant.

Cellular infiltration by myeloperoxidase activity (MPO)

After determining the hemoglobin content, the supernatant was discarded and
the pellet was resuspended in 2 mI sodium phosphate buffer (pH 5.4). Samples were
homogenized by vortexing for 30 seconds, and 300 pL was transferred to Eppendorf
tubes  and  supplemented with 600 puL  of 0.5% w/v HTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide, Sigma) diluted in phosphate buffer (pH 5.4).
After further vortex homogenization, the samples were frozen for subsequent dosing.
After freezing. samples were thawed and centrifuged at 10,000 g for 10 minutes at 4 °C
and the supernatant was used in an enzymatic assay.

The enzymatic assay was performed in 1.5 ml Eppendorf tubes, with reagents
added in the following order: 100 uL of 0.003% hydrogen peroxide and 100 nL. TMB

3.3".5,5'-tetramethylbenzidine, Sigma) at 4 mM diluted in DMSO (dimethyl sulfoxide,
Merck). A total of 200 uL of the sample supernatant was added for 1 minute. The
reaction was stopped by adding 100 pL of 4M H2S04 (sulfuric acid, Merck). Then 200
uL was added to the 96-well plate and spectrophotometric analysis was performed at a
wavelength of 450 nm. Results are expressed as the MPO index (absorbance/mg wet

weight of the implant).

Cellular infiltration activity of N-acetylglucosaminidase (NAG)

After using the sponge for hemoglobin assessment, the supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in 2.0 mL 0.9% saline with 0.1% Triton X-
100 (Promega). Samples were homogenized by vortexing and centrifuged at 3000 rpm

for 10 minutes at 4 °C. The supernatant was used in the assay.
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A total of 100 uL of the samples was added to a 96-well plate in duplicate. An
additional 100 pL of substrate (p-nitrophenyl-N-acetyl-beta-D-glucosaminide, Sigma)
diluted in citrate buffer/phosphate pH 4.5 was added to the samples and incubated at 37
°C for 30 minutes. Last, 100 uL of 0.2M glycine buffer pH 10.6 was added. Absorbance
was measured using a spectrophotometry ELISA reader at a wavelength of 400 nm.
NAG activity of the implant was calculated from a standard curve of p-nitrophenol
evaluated simultaneously. P-nitrophenol is the product of the reaction between the
chromogen p-nitrophenol-N-acetyl-glucosamine and beta-D-N-acetylglucosaminidase

(NAG). Results are expressed as nmol mL-1/mg wet weight of the implant.

Histological analyses

Sponges removed only for histological processing were fixed in Metacarn buffer
(60% methanol, 30% chloroform. 10% acetic acid) for 3 hours in the refrigerator.
Sponges were then prepared for inclusion in ethyl alcohol PA for 30 minutes with 4
washes in xylene, followed by an additional 30 minutes incubation and three washes.
Sponges were embedded in paraffin I, IT and IIT for 90 minutes each. The blocks were
processed for hematoxylin and eosin (HE) and toluidine blue staining. Images were
obtained in the Histology Laboratory at the Federal University of Uberlandiawith a

Leica DM500 microscope coupled to Las Ez camera and software.

Angiogenesis assay

The influence of P21 on endothelial cell tube formation was evaluated by
Matrigel tube formation assays. Experiments were performed as described*’. tEnds cells
(2= 10° cells/well) were preincubated with 10. 40 and 80 pg/mL of rP21 or culture
medium (control group) for 30 min at room temperature and plated on 24-well plates
previously coated (60 min at 37 °C) with 250 pL of 5.25 mg/mL Matrigel (BD
Bioscience) in a fotal volume of 200 puL culture medium supplemented with bFGF (30

ng/mL). After 18 h. cells were photographed under a microscope at x20 magnification.

Polymerization of actin cytoskeleton assay

An actin polymerization biochem kit (muscle actin) (Cytoskeleton, Inc.) was
used to verify the effect of 1P21 on polymerization of actin monomers. The kit contains
actin monomers and the fluorophore pyrene. Pyrene becomes fluorescent if it binds to

polymerized actin.
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Statistical analysis

Significant differences were determined by one-way ANOVA performed according to
the  VassarStats program  (Richard TLowry  1998-2006)  available  at
http://faculty.vassar.eduw/lowry/VassarStats.html, or using the GraphPad Prism program,
version 5.01 for Student's t-test analysis. Differences were considered significant when

p<0.05. All experiments were performed 4 to 8 times in triplicate.
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Figure legends

Fig. 1: tP21 and chemotaxis. A. Chemotaxis of neutrophils in vifre was determined
using the Boyden chamber assay. Cells were placed in the upper chamber and medium,
P21 and the positive control MIP-2 were placed in the lower chamber. B. To evaluate
chemotaxis in vivo, 40 ng/mL rP21 was injected into the peritoneal cavity of C57BL/6
mice. Results show the capacity of the protein to recruit neutrophils at different
exposure times. C. Flow cytometry demonstrated a prevalence of neufrophils at early
time points, while infiltrated lymphocytes and macrophages were predominant at later

time points. suggesting an exchange of the population recruited. D and E. In a trans-well
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system through a polycarbonate membrane, the protein showed chemoattractive
properties in murine peritoneal macrophages. Medium with FBS served as a positive
control. Arrows indicate the presence of recruited macrophages (*p<0.05: **p<0.001:

##%P<(0.0001).

Fig. 2: rP21 recruited immune cells. as determined by treating polyester sponge discs
with different concentrations of rP21. A and B. High levels of N-acetylglucosaminidase
and myeloperoxidase after treatment indicate that rP21 not only recruits but also
activates macrophages and neutrophils. C. Mast cells were also recruited. D and E.
Histological images show that the sponges treated with rP21 had a lower number of

blood vessels (arrows). (¥*p<0.05: **p<0.001; ***P<0.0001).

Fig. 3: rP21 inhibited angiogenesis. A. Hemoglobin concentrations (g/ml) per mg wet
weight of sponge were obtained. There was a significant reduction in hemoglobin
content with increasing P21 concentrations, suggesting an anti-angiogenic effect. B.
There was decrease in blood vessels present in the groups treated with rP21. C. tEnd
cells preincubated with medium were used as controls. D. tEnd cells treated with 10
ng/ml, E. 40 pg/ml., and F. 80 pg/mL of 1P21. After 18 h. cells were observed under
the microscope at x20 magnification and photographed. G. Despite inhibiting vessel
formation, the protein was not cytotoxic. H. Also, it did not affect cell adhesion. I. rP21
can polymerize the actin cytoskeleton in a dose-dependent manner. PBS with
cytochalasin B (cyto B - 1 pg/mL) showed that fluorescence was not observed when

actin polymerization was inhibited (*p<0.05; **p<0.001; ***P<0.0001).
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