
0 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E 

ESTRUTURAL APLICADAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterização das atividades biológicas da proteína recombinante P21 de 

Trypanosoma cruzi sobre linhagem celular tumoral de mama in vitro. 

 

 

 

 

 

BRUNA CRISTINA BORGES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia 

Fevereiro - 2015 

 



1 
 

BRUNA CRISTINA BORGES 

 

 

 

 

Caracterização das atividades biológicas da proteína recombinante P21 de 

Trypanosoma cruzi sobre linhagem celular tumoral de mama in vitro. 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Biologia Celular e 

Estrutural Aplicadas da Universidade 

Federal de Uberlândia como requisito 

parcial à obtenção do título de mestre em 

Biologia Celular 

Orientador: Prof. Dr. Claudio Vieira da 

Silva  

Co-orientador: Prof. Dr. Marcelo José 

Barbosa Silva 

 

 

 

Uberlândia 

Fevereiro - 2015 

 



2 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 Agradeço imensamente ao meu professor orientador Dr. Claudio Vieira da Silva, 

que me aceitou desde a iniciação científica, me apoiou e me estimulou a continuar no 

caminho da pesquisa, abrindo um novo caminho na minha vida. Sou e serei eternamente 

grata a você! Obrigada por acreditar em mim e nos demais orientandos nos momentos 

difíceis. Você é um ótimo profissional, brilhante pesquisador, com mil ideias geniais, 

pode ter certeza que você vai brilhar mais ainda! 

 Agradeço muito aos amigos que fiz no Laboratório de Tripanossomatídeos. 

Agradeço muito a vocês por me ajudarem, terem paciência comigo e por terem me 

acolhido tão bem! Esses anos não teriam sido tão bons se não fosse a presença diária de 

vocês. Muito obrigada Ana Flávia, Ana Clara, Amanda, Adele, Aline, Flávia, Fabrício, 

João, Marlus, Paula, Patrícia, Rosi, Rebeca, Samuca, Thaise.  

 Agradeço a minha querida mãe e a meu pai, Norma e Geraldo, e a meu irmão, 

Deivid, que sempre apoiam as minhas decisões, sempre se alegram com as minhas 

vitórias e me fortificam nas tristezas. Vocês são a base de tudo. Se sou alguma coisa 

hoje, devo tudo a vocês. A educação, o carinho e a estrutura que vocês me dão!  

 Agradeço ao meu lindo namorado, Rodrigo, pela paciência, por ir comigo ao 

laboratório aos fins de semana, por estar sempre comigo e sempre apoiando as minhas 

decisões. Você sabe o quanto é importante na minha vida! 

 Agradeço as minhas belas amigas, as que carrego comigo desde o Marista, 

minhas amigas da Odonto e os outros amigos tragos pela vida. Espero que entendam se 

estive ausente em alguns momentos, a vida de adulto chegou para todos nós e por isso, 

acabamos não nos vendo tanto. Mesmo assim, meus sentimentos continuam os mesmos, 

tenho muito carinho e amor por vocês. Não seria nada sem meus amigos! Shenore! 

 Agradeço ao professor Dr. Marcelo José Barbosa Silva, meu co-orientador, por 

ter aceito a co-orientação de imediato, por ter acreditado em mim, pelos puxões de 

orelha e pela paciência. Com certeza, essa parceria foi essencial! Agradeço também aos 

alunos do Laboratório de Osteoimulogia e Imunologia dos Tumores, Ana Carolina, 

Brunna, Danielle, Felipe, Lívia e Mariana. 

 Agradeço a técnica Dona Zilda, que sempre esteve pronta para tentar organizar 

nosso laboratório. E a técnica da Imunologia, Ana Claúdia Pajuaba, por sempre se 

prontificar a me ajudar, mesmo atarefada. 

 



3 
 

 Agradeço ao Programa de Biologia Celular e Estrutural Aplicadas, aos ótimos e 

queridos mestres que compõe esse programa, a secretária, Renata, pela paciência e 

dedicação e, a todos os colegas de mestrado, pois enfrentamos toda essa maratona 

juntos. Tenho muito orgulho de fazer parte do PPGBC e torço muito para que o 

programa só cresça! 

Agradeço à Universidade Federal de Uberlândia por todo o conhecimento e 

experiência que aqui adquiri. E aos órgãos FAPEMIG, CNPq e CAPES pelo apoio 

financeiro durante estes dois anos.   

Agradeço muito a Deus por ter colocado todas essas pessoas na minha vida, 

pessoas de muita luz, que me ajudaram direta ou indiretamente no desenvolvimento 

desse projeto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Quando achar que é um dia difícil, lembre-se de olhar pra você e aonde quer chegar. 

Não dá pra esperar só flores sem espinhos.”  

         Banda Mato seco 

 



5 
 

RESUMO 

Vários estudos envolvendo infecção por Trypanosoma cruzi têm mostrado 

características anti-tumorais tanto do parasita quanto de algumas de suas proteínas. Uma 

proteína com peso molecular de 21kDa foi sequenciada, clonada e caracterizada sendo 

uma proteína secretada pelo parasita e que está envolvida diretamente na invasão celular 

por formas amastigota e tripomastigota, essa proteína foi denominada de P21. Estudos 

desenvolvidos com a forma recombinante dessa proteína, rP21 mostra que ela apresenta 

algumas atividades biológicas, o que poderia garantir algum papel benéfico dessa 

proteína em processos inflamatórios e até mesmo no desenvolvimento de tumores. O 

câncer de mama é o segundo tipo mais comum de câncer no mundo, sendo que o 

modelo experimental utilizado mais comumente para representá-lo é o tumor de Ehrlich. 

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da proteína recombinante rP21 

de T. cruzi em células de tumor de Ehrlich. Inicialmente, a viabilidade celular foi 

analisada utilizando células de Ehrlich e macrófagos peritoneais de BALB/c expostos a 

diferentes concentrações de rP21 em diferentes tempos de exposição, sendo que ambos 

os tipos celulares permaneceram viáveis em todos os tempos e concentrações da 

proteína. O efeito quimioatraente desta proteína foi avaliada por um ensaio de invasão, 

que demonstrou que a proteína não foi capaz de induzir a invasão de células de Ehrlich, 

no entanto, a proteína foi capaz de induzir a invasão de macrófagos peritoneais. Após 

isso, a capacidade de polimerização do citoesqueleto de actina pela rP21 foi analisada, 

mostrando que a proteína apresenta a capacidade de polimerização do citoesqueleto de 

uma forma dose-dependente. Também foi visto que no modelo de tumor sólido de 

Ehrlich, o tratamento com a rP21 demonstrou inibir o crescimento tumoral. A partir 

dessas características, as atividades biológicas da proteína rP21 são reafirmadas, 

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

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

 

1.1 Trypanosoma cruzi 

 

Trypanosoma cruzi, T. cruzi, é um parasita flagelado intracelular obrigatório 

pertencente à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e possui três 

apresentações morfológicas distintas: epimastigota, tripomastigota e amastigota. O 

desenvolvimento entre um estágio e outro é um processo complexo, envolvendo muitas 

mudanças estruturais, antigênicas e fisiológicas (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984). 

A estratégia chave para o sucesso do parasita no processo de infecção dos 

hospedeiros mamíferos está na penetração de tripomastigotas metacíclicos nas células 

alvo (MANQUE et al., 2003). 

O processo de invasão de uma célula hospedeira por T. cruzi pode ser dividido 

em três estágios: adesão e reconhecimento, sinalização e invasão. A adesão envolve o 

reconhecimento e a interação entre as moléculas de superfície 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 metacíclicos) 

expressam diferentes moléculas em sua superfície, as quais interagem com componentes 

das células hospedeiras durante a invasão. Além disso, não podemos excluir a 

possibilidade das moléculas secretadas pelo parasita também exercerem um papel 

fundamental na invasão (SOUZA et al, 2010). Após a adesão e reconhecimento do 

parasita pela superfície da célula hospedeira, uma série de processos de sinalização 

celular ocorrem culminando na invasão da célula hospedeira. Um mecanismo de entrada 

é a fagocitose, onde as células emitem pseudópodes e há participação de filamentos de 

actina. Em fagócitos profissionais, como macrófagos, há a ativação de proteínas tirosina 

quinases, seguida do recrutamento de PI3-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 macrófagos. Já em células não-fagocíticas, essa entrada do parasita 

ocorre em uma via independente de lisossomos (BARRIAS et al., 2010). 

Sendo assim, sabe-se que moléculas tanto da superfície da célula hospedeira 

quanto da superfície do parasita são importantes no processo de invasão, sendo 

necessária a interação entre os ligantes da superfície do parasita com os receptores na 

célula alvo. As proteínas presentes na superfície do parasita e que são secretadas por ele 
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têm demonstrado ter um potencial maior do que apenas no desenvolvimento da doença 

de Chagas. 

 

1.2 Trypanosoma cruzi e Câncer 

 

Em 1946, os cientistas soviéticos Nina Kliueva e Grigorii Roskin anunciaram 

que em suas pesquisas descobriram que o emprego de cepas de T. cruzi tinham efeito 

bio-terapêutico no tratamento de carcinomas em camundongos e, posteriormente, 

verificaram que o 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 clínicos, porém devido a Guerra Fria, as 

pesquisas foram abandonadas e até 1950 nenhum outro estudo havia sido publicado 

sobre a atividade anti-carcinogênica do T. cruzi (KREMENTSOV, 2009). 

Recentemente, diversos estudos relacionando a influência 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 infecção crônica por T. cruzi 

diminui a incidência de câncer de colón em ratos induzido por dimetilhidrazina, sendo o 

possível motivo o comprometimento das fibras nervosas do colón (OLIVEIRA et al., 

2001). O tratamento de células tumorais de mama com o lisado da forma epimastigota 

do T.cruzi mostrou que ocorreu a inibição do crescimento das células tumorais e que 

esse efeito esta relacionado com as características 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 redução 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 diminuído dos tumores. Esta 

atividade pode estar relacionada a substâncias secretadas pelos parasitas que ficaram 

conhecidas como substâncias cancerolíticas (HAUSCHKA  et  al.,  1947;  

HAUSCHKA  & GOODWIN, 1948). 

Esse efeito anti-tumoral, seja da infecção crônica pelo T. cruzi, ou seja pelo extrato 

da forma epimastigota, parece estar relacionado com os epítopos que os antígenos do  
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parasita compartilham com os antígenos tumorais. Para comprovar, um estudo foi 

realizado imunizando camundongos com antígenos derivados da forma epimastigota de 

T.cruzi. Os esplenócitos foram isolados e transplantados em camundongos com 

adenocarcinoma de Ehrlich e, surpreendentemente, esse tumor não 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 antígenos de T.cruzi e das 

células do tumor de Ehrlich, possuem epítopos em comum já 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 proteínas presentes no T. cruzi apresentam 

atividade anti-tumoral. Foi visto que a forma recombinante da proteína GP82, específica 

da forma tripomastigota metacíclica de T. cruzi é capaz de induzir apoptose de células 

de melanoma in vitro e reduzir tumor in vivo, pois ela está relacionada à indução de 

exposição de fosfatidilserina, alteração na morfologia celular, fragmentação do DNA, 

aumento na despolarização mitocondrial com aumento na atividade de caspase-3 e 

retenção citoplasmática do fator de transcrição NF-қB (ATAYDE et al., 2008). NF-қB é 

um fator de transcrição que participa na resposta inflamatória, sendo que no citoplasma 

ele está no seu estado inativo e, quando fosforilado, transloca-se para o núcleo e 

promove a transcrição de genes. Em alguns tipos de câncer, estímulos induzem a 

fosforilação e, consequentemente, sua translocação para o núcleo, iniciando a indução 

da produção de oncogenes (KARIN 2010). Também foi demonstrado que a chaperona 

molecular calreticulina de T. cruzi (TcCRT) é capaz de translocar para a membrana 

plasmática do parasita e inibir as cascatas  de  ativação  do  sistema  complemento 

favorecendo  a  infecção. Além disso, a calreticulina possui um fragmento na porção n-

terminal, denominada vasostatina, que é capaz de impedir a ligação das células 

endoteliais a matriz extracelular. Essa característica garante a calreticulina uma 

atividade antiangiogênica 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 expressão de antígenos tumorais como o NY-ESO-1, aumentando 

a imunidade mediada por células T, sugerindo assim o possível emprego de cepas não 

virulentas em protocolos vacinais anti-tumorais (JUNQUEIRA et al., 2011; 

JUNQUEIRA et al., 2012). 

 



14 
 

1.3  Outros parasitas e atividade anti-tumoral  

 

Efeitos anti-tumorais têm sido relatados para uma variedade de 

infecções por outros agentes infecciosos, além do T. cruzi. Modelos animais com 

desenvolvimento espontâneo de tumores mamários e leucemia tiveram os tumores 

suprimidos após injeção do antígeno de Toxoplasma, T. gondii, ou dos parasitas viáveis 

(HIBBS et al., 1971; MIYAHARA et al., 1992). Também foi visto que camundongos 

infectados com T. gondii tiveram a diminuição do crescimento do carcinoma pulmonar 

de Lewis, associado a atividade anti-angiogênica (KIM et al., 2007). Ainda relacionado 

ao carcinoma pulmonar de Lewis, foi visto que animais com infecção por Plasmodium 

tiveram a inibição do crescimento das células tumorais e de metástases, assim como 

tiveram sua sobrevida aumentada (CHEN et al., 2011). Um estudo realizado para 

relacionar a infecção por Strongyloides stercoralis e o desenvolvimento de leucemia de 

células T em adultos mostrou que a sobrevida desses pacientes foi maior do que os 

pacientes que não tinham a infecção (PLUMELLE et al., 1997). O uso da ameba de 

vida-livre Acanthamoeba castellanii mostrou que a injeção desses parasitas viáveis ou 

do seu lisado foi capaz de reduzir o volume tumoral de melanomas in vivo 

(PIDHERNEY  et al., 1993).  

Acredita-se que parasitas e o câncer possuem antígenos em comum, como 

mucinas do tipo O glicosiladas, sendo assim o câncer poderia ser considerado pelo 

sistema como “outro parasita” e assim ser submetido a resposta imune concomitante a 

infecção parasitária (CLEGG et al., 1971). Existem alguns mecanismos sugeridos pelos 

quais a infecção pelo parasita pode induzir uma atividade anti-tumoral: 1) devido a 

resposta imune inata inespecífica mediada pelo receptores Toll-like, 2) pela resposta 

imune adquirida por meio da produção de anticorpos, como anticorpos contra T. cruzi 

que contribuem na proteção contra o câncer (KALLINIKOVA et al., 2006), 3) ou por 

enzimas secretadas pelos parasitas podem agir contra os tumores, principalmente, 

proteases (DARANI & YOUSEFI, 2012).  

 

1.4 Proteína P21 

  

Em 2009 foi sequenciada, clonada e caracterizada uma proteína de T. cruzi que é 

expressa por todas as formas evolutivas do parasita e desempenha papel importante 

durante a invasão de tripomastigotas e amastigotas extracelulares em células fagocíticas 
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e não fagocíticas. 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 à células de 

mamífero de maneira dose-dependente, apresenta atividade que regula positivamente a 

fagocitose em células não fagocíticas (SILVA et al., 2009). Em macrófagos também foi 

visto que a forma recombinante da P21 aumenta a sua capacidade fagocítica por um 

mecanismo dependente da ligação da proteína ao receptor de quimiocinas CXCR4, 

induzindo a polimerização do citoesqueleto de actina da célula hospedeira e sinalização 

via PI3-quinase. A via de sinalização PI3-quinase é capaz de ativar a via Akt a qual 

pode interagir com proteínas responsáveis pela proliferação celular, como NF- κB e 

com reguladores da apoptose, os quais são eventos  importantes  durante  processos de 

inflamação, angiogênese e reparo tecidual.  (RODRIGUES et al., 2012). 

 Experimentos utilizando o tratamento de mioblastos com a proteína rP21  

mostraram que houve uma diminuição significativa da multiplicação do T. cruzi dentro 

das células juntamente com o aumento da polimerização de actina da célula alvo 

(MARTINS, 2013). Além disso, outros experimentos mostraram que o tratamento de 

mioblastos e macrófagos com shRNA para  proteínas associadas a polimerização de 

actina, como ARP-2, WASP e AFAP1-L1 apresentaram maior multiplicação do parasita  

quando comparadas aos controles, sendo que  esta maior multiplicação pode ter 

ocorrido devido ao um citoesqueleto menos rígido (ARAÚJO, 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 (10µg, 40µg ou 100µg) foram injetadas a cada 72 horas durante nove dias. Entre 

as análises feitas, observou-se que a quantidade de hemoglobina foi significativamente 

reduzida, no grupo tratado com a proteína recombinante, sugerindo que ela estaria 

agindo de maneira anti-angiogênica, reduzindo a produção de vasos sanguíneos 

decorrente do processo inflamatório de corpo estranho. Além de verificar o maior 

recrutamento de células como neutrófilos e macrófagos 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 reforçar esses achados, foi realizado um experimento utilizando 

células endoteliais derivadas de hemangioma de timo de camundongos (tEND) tratadas 

com rP21 para verificar se a proteína influenciaria a formação de vasos sanguíneos. As 

células foram plaqueadas em matrigel e pré-incubadas com 10, 40 e 80 µg/mL de rP21 

por 30 minutos, após esse tempo as células foram mantidas em cultura por 18 horas e 
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imagens foram feitas. Foi visto que nas três concentrações distintas da rP21, a formação 

de vasos sanguíneos foi inibida de maneira dose-dependente quando comparado com o 

grupo sem tratamento (SILVA et al., manuscrito submetido).  

Em relação 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 40µg/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 leucócitos por contagem em Câmara de Neubauer e, posteriormente, foi realizado 

citometria de fluxo para identificação dos tipos populacionais. Assim sendo, foi visto 

que os animais injetados com rP21 apresentavam uma população de células bem maior 

do que os animais injetados com PBS e, quando, analisado o tipo celular, foi visto 

predominância de polimorfonucleares no tempo de 6 horas, seguido pelo aumento de 

macrófagos e linfócitos nos tempos de 24 e 72 horas (MACHADO, 2014).  

Sendo assim, baseado nesses efeitos biológicos do rP21 que nos remete a efeitos 

já observados em algumas drogas anti-tumorais, esse projeto tem como principal 

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

 

A proteína recombinante de T. cruzi rP21 tem apresentado algumas características 

biológicas importantes, como atividade anti-angiogênica e recrutamento de células 

tumorais, como neutrófilos e macrófagos. Sabe-se que a angiogênese favorece o 

crescimento tumoral por aumentar o aporte sanguíneo e facilitar a eliminação de 

excretas nitrogenadas. Além disso, a presença de vasos no microambiente tumoral 

favorece a disseminação das células tumorais e sua instalação em outros nichos, 

favorecendo assim o desenvolvendo de metástases loco-regional e à distância 

(MULTHOFF, et al., 2014). Sabe-se, também, que células do sistema imune, como os 

macrófagos são importantes mediadores da imunidade antitumoral. Macrófagos 

associados aos tumores (TAM) têm demonstrado ter capacidade de afetar de diversas 

maneiras o desenvolvimento tumoral. Os macrófagos produzem grande quantidade de 

fatores de crescimento estimulatórios e inibitórios da angiogênese, enzimas proteolíticas 

e citocinas (POLVERINI, 1997). Os mecanismos que controlam o balanço entre a 

produção de fatores estimulatórios e inibitórios não são completamente compreendidos. 

O tumor de Ehrlich foi descrito em 1906 como um carcinoma mamário de 

camundongos fêmeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a 

forma sólida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932, 

com Loewenthal & Jahn, é que surgiu a forma ascítica, ou seja, aquela desenvolvida no 

peritônio de animais inoculados com células tumorais. Tal tumor vem sendo utilizado 

como modelo de câncer 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 quimioprevenção do câncer pode ser definida como sendo a prevenção, 

inibição ou reversão da carcinogênese pela administração de uma ou mais entidades 

químicas, seja drogas individuais ou naturais que ocorrem naturalmente como 

constituintes da dieta (BHATTACHARYYA et al.,2003).  

Com os inúmeros estudos envolvendo T. cruzi, suas proteínas e atividade anti-

tumoral e frente as características biológicas encontradas para a proteína P21 de T. 

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

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da proteína recombinante rP21 de Trypanosoma cruzi em 

linhagem celular tumoral de Ehrlich. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a toxicidade da proteína rP21 sobre células tumorais. 

 Verificar a influência da rP21 na polimerização de monômeros de G-actina.  

 Avaliar a atividade quimiotática da rP21 sobre as células tumorais de Ehrlich. 

 Verificar a ação da rP21 sobre tumor sólido de Ehrlich in vivo. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Aspectos Éticos do Estudo  

 

O projeto foi submetido à Comissão de Ética na Utilização de Animais da 

Universidade Federal de Uberlândia (CEUA-UFU) sendo aprovado Nº 054/13. 

 

4.2 Animais 

  

Camundongos BALB/c entre 6 e 12 semanas de vida, machos ou fêmeas, foram 

utilizados para manutenção das células de Ehrlich e para a obtenção de macrófagos 

peritoneais. Para a indução do tumor sólido de Ehrlich foram utilizados 8 camundongos 

C57BL/6, fêmeas. Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo e 

Experimentação Animal da UFU (CBEA-UFU) em condições padrões de 12 horas de 

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

 

4.3 Cultura celular 

 

Foram utilizadas duas linhagens de células para o desenvolvimento desse 

trabalho, células derivadas do tumor ascítico de Ehrlich e macrófagos peritoneais.  

As células de Ehrlich foram originadas de ascite de camundongos BALB/c, nos 

quais as mesmas foram previamente inoculadas intra-peritonealmente para o 

desenvolvimento da forma ascítica do tumor. Após 10 dias, os animais foram 

eutanasiados por deslocamento cervical e o líquido ascítico foi aspirado sendo feitas 

lavagens com PBS 1x estéril em centrifugações de 2000 rpm por 5 minutos. A cultura 

primária de macrófagos foi realizada obtendo-se essas células a partir do peritônio de 

animais BALB/c, nos quais 72 horas antes inoculou-se tioglicolato 3% estéril intra-

peritoneal para a indução dos macrófagos.  

Os tipos celulares foram cultivados em frascos de 25-cm
2
 com meio de 

crescimento RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB (Nutricell), piruvato de sódio 

(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 úmida e 5% de CO2. Para a determinação do número de células foi feita a 
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contagem utilizando câmara de Neubauer e a viabilidade das células foi determinada por 

exclusão pelo Azul de Tripan previamente a todos os experimentos.   

4.4 Purificação e renovelamento da proteína P21 (Silva et al., 2009; dos Santos 

et al., 2013) 

  

A proteína 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 níquel. A cauda de histidina é 

relativamente pequena e não interfere de forma sensível nas propriedades da proteína.        

 O protocolo de purificação e renovelamento da rP21 utilizado foi o mesmo 

descrito por Silva e colaboradores (SILVA, et al., 2009). O vetor pET-28a (+) contendo 

o gene completo para a forma nativa da proteína P21 de T. cruzi foi transfectado em 

Escheria coli BL21. Para o pré-inóculo, uma colônia simples foi colhida e inoculada 

num frasco Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio LB estéril, onde 

adicionamos 7µL do antibiótico Kanamicina (50µg/mL). O frasco foi mantido sob 

agitação overnight a 37°C. No dia seguinte, o pré-inóculo foi colocado em um frasco 

Erlenmeyer de 4L contendo 1000 mL de meio LB estéril e 100 µL de Kanamicina. O 

frasco foi mantido sob agitação contínua a uma temperatura de 37°C até atingir a 

densidade óptica (OD) de aproximadamente 0,5 à 0,9, o qual foi medida em 

espectrofotômetro. Para estimular a produção da proteína recombinante acrescentamos 

IPTG 1M de modo que a concentração final fosse de 0,5mM, manteve-se o frasco sob 

agitação contínua por três horas. O volume total foi centrifugado a 10000 rpm por 20 

minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento formado basicamente por corpos 

de inclusão foi dissolvido em solução de Ureia 6M. 

Em seguida, para induzir a lise celular utilizou-se a Lisozima, na proporção de 

1:1 por 20 minutos, após esse período 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 Níquel. Utilizou-se 3 mL de coluna, a qual foi lavada e equilibrada com água 

destilada e tampão de ligação por três vezes usando centrifugação a 2000 rpm por 1 

minuto, desprezando o sobrenadante para remover os tampões indesejados. Em seguida, 

o lisado bacteriano foi incubado com a coluna de níquel, mantida sob agitação 

overnight. Após isso, o lisado foi centrifugado a 2000 rpm por  um minuto.  Após as 
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centrifugações, um sendimento foi formado pelas beads da coluna de Níquel com a 

proteína rP21 desenovelada ligada às beads pela cauda de histidina. A coluna foi lavada 

três vezes com os tampões 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 centrifugação e dessa vez 

o sobrenadante proveniente de cada lavada foi recolhido, pois contém a proteína de 

interesse eluída. O propósito de lavar a coluna com estes três tampões um após o outro é 

que os tampões apresentam concentrações crescentes de imidazol (5mM, 20mM e 1M 

respectivamente), isso faz com que a proteína seja eluída ao final do processo devido as 

beads da coluna de Níquel apresentarem uma afinidade maior pelo imidazol em relação 

à 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 semipermeável e submetido a diálise contra 4L do tampão 

PBS  por  48  horas  sob  agitação  contínua  a  4°C  para  remover  impurezas  e  

promover o renovelamento da rP21. O tampão PBS foi reposto após o primeiro dia de 

diálise. Terminada a diálise, a amostra purificada foi aplicada em gel de poliacrilamida 

para confirmação da sua presença, pureza e a concentração da proteína 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, princípio do Alamar 

Blue tem cor azul e não fluorescente, em células viáveis ela é reduzida à resofurin e 

passa então a apresentar cor rosa e fluorescente. (ROLÓN et al, 2006, O’BRIEN et al, 

2000). 

 Células de Ehrlich e macrófagos peritoniais foram plaqueadas em placas de 96 

poços na concentração de 1x10
5 

por poço em 200 µL de meio de cultura RPMI. A rP21 

foi diluída em meio em diferentes concentrações (100, 50, 25, 12.5 e 6.25 µg/mL) e foi 

exposta às células em diversos tempos (1, 4, 12, 24, 48, 72, 96 e 120  horas). Após o 

término de cada tempo de exposição, o meio com rP21 foi removido, as células foram 

lavadas com PBS1x estéril e o meio foi reposto sem a proteína. Foram acrescentados 8 e 

10 µL de resazurina filtrada nos macrófagos peritoneais e células de Ehrlich, 
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respectivamente. As células foram mantidas em estufa, cobertas com papel alumínio e o 

tempo de reação da resazurina foi de 16 à 24 horas. A leitura foi realizada em 

espectôfotometro (SpectraMax, Molecular Device, Sunnyvale, CA, EUA) a 594 nm, 

sendo a viabilidade celular expressa em porcentagem.   

 

4.6 Ensaio de Polimerização do Citoesqueleto de Actina 

 

O efeito da proteína rP21 na polimerização do citoesqueleto de actina foi 

avaliado por meio do kit Actin Polymerization Biochem Kit (Cytoskeleton, Inc. Denver, 

CO, EUA). A polimerização do citoesqueleto de actina foi detectada pelo aumento na 

emissão de fluorescência do composto pireno muscular conjugado à actina. O aumento 

da fluorescência ocorre quando os monômeros de actina globular (G-actina), que estão 

conjugados ao pireno, se formam em actina filamentosa (F-actina) indicando a 

polimerização do citoesqueleto de actina.  A fluorescência é dada pela excitação de 350 

ou 360 +/- 20 nm e emissão de  407 ou 410 +/- 10 nm ou 420 +/- 20 nm. Como controle 

negativo da reação de polimerização é utilizado apenas o G-Buffer do kit, composto 

pelo General Actin buffer e ATP, como controle positivo de polimerização utilizou-se 

G-Buffer com o fluoróforo pireno muscular. Para essa avaliação, diferentes 

concentrações da rP21 foram utilizadas (4, 8, 16 e 41 µg/mL). Como indicado pelo 

protocolo do fabricante, em placas pretas de 96 poços foram colocados os controles 

tanto negativo quanto controle positivo da reação e, além disso, também utilizou-se 

apenas o PBS, solução em que a proteína teste estava solubilizada. A captação da 

fluorescência emitida pelo pireno foi feita no espectofotômetro SpectraMax M2 

(Molecular Devices). 

O experimento ocorreu em uma cinética. Inicialmente, foi distribuído G-Buffer 

em todos os poços, sendo que no controle negativo sem o composto pireno muscular e 

nos demais poços com o composto pireno. Após isso foi feita uma leitura da placa por 3 

minutos, com intervalo de 60 segundos entre cada ciclo, para estabelecer a baseline de 

fluorescência dos compostos. Foi feita uma pausa na leitura e acrescentado então ao G-

buffer com pireno: PBS e rP21 nas concentrações de 4, 8, 16 e 41 µg/mL. Foi realizada 

uma leitura de 20 minutos no espectofotômetro, com intervalo de 60 segundos entre 

cada ciclo para analisar se a proteína ou o soluto dela por si só, já influenciavam a 

polimerização dos monômeros de actina. Finalizando, foi colocado em todos os poços 
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um buffer de polimerização de actina e a placa foi mantida no espectofotômetro por 60 

minutos. O experimento foi realizado utilizando o espectofotômetro SpectraMax M2 

(Molecular Devices) e o programa de leitura SoftMax Pro.   

 

4.7 Invasão celular 

  

 Para o ensaio de migração celular foi utilizado o kit Chemicon Cell Invasion 

Assay (EMD Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha). Esse kit avalia a invasão 

de células por meio de uma membrana semelhante à membrana basal. A membrana 

presente nos trans-wells possui poros de 8µm, os quais são cobertos por uma fina 

camada de matriz extracelular. Inicialmente, a placa de cultura celular presente no kit 

foi colocada a temperatura ambiente e, após isso, 300 µL de meio morno sem soro foi 

colocado nos trans-wells por 1 a 2 horas, para hidratação da membrana. Para a 

realização do experimento foi utilizado de 5x10
5
 à 1x10

6
 de células em meio sem soro. 

Abaixo do trans-wells colocou-se 500 µL de meio em três situações: meio com soro 

fetal bovino, como controle positivo de invasão, meio sem soro fetal bovino, como 

controle negativo de invasão e meio com 50 µg/mL de rP21. Após 72 horas, os meios 

foram removidos e as células que não migraram foram removidas com swab. Para corar 

as células que migraram presentes na superfície inferior da membrana do trans-well 500 

µL de cristal de violeta foi colocado em um poço e o trans-well mantido no corante por 

20 minutos. Após esse tempo, foram feitas lavagens com água e secos ao ar. Para a 

contagem das células, foram feitas fotografias utilizando o microscópio Leica ICC50 

(Wetzlar, Alemanha) pelo software Las Ez. A contagem de células foi feita utilizando 

10 campos aleatórios. 

 

4.8 Indução de Tumor Sólido in vivo 

  

Camundongos BALB/c com a forma ascítica do tumor foram eutanasiados, o 

lavado peritoneal contendo as células tumorais foi aspirado e as células de Ehrlich 

foram injetadas na concentração de 2x10
6 

células
 
em 20 µL de PBS na pata esquerda de 

oito animais C57BL/6, sendo que na metade deles o tumor foi tratado com 20 µL PBS e 

a outra metade recebeu o tratamento com 20 µg/20µL de rP21. No primeiro dia as 

células foram inoculadas e a partir do segundo dia os animais começaram a receber o 
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tratamento, sendo o tratamento realizado dia sim, dia não. Antes de injetar o tratamento, 

as patas eram mensuradas com paquímetro digital, fazendo a medição da altura da pata, 

tendo como referência o meio da pata, e a largura sendo a distância entre os dedos 

polegar e mínimo. O volume final de cada pata foi obtido pela fórmula matemática: a
2
 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. Após esse período, para ocorrer a descalcificação dos ossos, 

as patas foram mantidas em EDTA 10%, sendo o líquido trocado a cada 72 horas por 9 

dias. Após isso, as patas foram preparadas para inclusão em Álcool Etílico P.A. por 30 

minutos, por quatro lavagens, e depois em Xilol por 30 minutos, e três lavagens. As 

patas seguiram para emblocamento em Parafina I, II e III, durante 90 minutos em cada e 

inclusas em Parafina. Os blocos foram processados e coloração Hematoxilina e Eosina 

(HE) foi realizada. As imagens foram obtidas no Laboratório de Histologia da 

Universidade Federal de Uberlândia, no microscópio Leica ICC50 acoplado a câmera e 

software Las Ez, no aumento de 4 vezes, sendo que todo o campo da lâmina foi 

analisado. 

 

4.9 Análise estatística 

  

Os experimentos foram realizados em triplicata. A significância das diferenças 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 pós-teste de Tukey e 

Bonferroni no GraphPad Prism versão 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 Purificação da rP21 

 

 Por meio da técnica de cromatografia de afinidade por coluna de níquel e diálise 

contra PBS, já pré-estabelecidos por Silva et al, 2009, a purificação da proteína rP21 foi 

realizada e, para verificar a sua existência e pureza um gel de poliacrilamida foi feito e a 

concentração da proteína foi dosada pelo método de Bradford (SILVA, et al., 2009, 

DOS SANTOS et al., 2013).  

 Por meio do gel de poliacrilamida é possível verificar a presença da banda 

correspondente à proteína de 21 kDa e, também, sua pureza. Pelo método de Bradford 

(BRADFORD, 1946), quando comparada à curva-padrão, foi possível quantificar a 

concentração da proteína presente após a purificação, sendo a concentração obtida de 

1,06 mg/mL. 
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Figura 1: Purificação da rP21 A) Gel de poliacrilamida mostrando a pureza da rP21 

obtida por meio da fração insolúvel dos corpos de inclusão de bactérias. À esquerda, o 

peso molecular, a direita mostra a banda correspondente a proteína de 21 kDa, rP21. B) 

Para a obtenção da concentração da proteína purificada, foi realizada sua dosagem pelo 

método de Bradford, no qual foi utilizada a proteína de concentração conhecida BSA 

para a montagem da curva-padrão e obtenção da equação da reta. Na equação da reta, y 

corresponde à absorbância e x corresponde à concentração. As absorbâncias obtidas 

pela leitura foram colocadas em y para a descoberta da concentração da proteína rP21. 
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5.2 Ensaio de Citotoxicidade 

 

 Células de Ehrlich e macrófagos peritoneais foram tratados com diferentes 

concentrações da proteína rP21 (100, 50, 25, 12.5 e 6.25 µg/mL) e em diferentes tempos 

de exposição (1, 4, 12, 24, 48, 72, 96 e 120  horas) para verificar se a proteína seria 

tóxica para as células tumorais ou para os macrófagos. 

 A partir dos gráficos obtidos, é possível verificar que a presente proteína não 

apresentou-se tóxica para nenhum dos tipos celulares, em nenhuma concentração ou 

tempo. 
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Figura 2: Ensaio de viabilidade utilizando diferentes concentrações de rP21 em 

diferentes tempos de exposição em linhagem celular de Ehrlich. Células de Ehrlich 

tratadas com diferentes concentrações da rP21 (100, 50, 25, 12.5 e 6.25 µg/mL) e em 

diferentes tempos de exposição: 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 não 

apresentou citotoxicidade para as células de Ehrlich em nenhuma concentração e em 
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nenhum tempo de exposição quando comparadas ao grupo controle, representado pela 

linha tracejada.      

 

 

 

Figura 3: Ensaio de viabilidade utilizando diferentes concentrações de rP21 em 

diferentes tempos de exposição em Macrófagos peritoneais. Macrófagos peritoneais 

tratados com diferentes concentrações da rP21 (50, 25, 12.5 e 6.25 µg/mL) e em 

diferentes tempos de exposição: A) 24 horas, B) 48 horas, C) 72 horas, D) 96 horas e E) 

120 horas. O tratamento com a rP21 não apresentou citotoxicidade para os macrófagos 

peritoneais, quando comparadas ao grupo controle, representado pela linha tracejada, 

exceto no tempo de 120 horas, nas concentrações de 50 e 25 µg/mL, mas acredita-se 

que isso tenha se dado por serem células de linhagem primária e não conseguirem 

sobreviver muito tempo em cultura (* p<0,05).      
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5.3 Ensaio de Polimerização de Actina 

  

A partir do kit Actin Polymerization Biochem Kit, o efeito da rP21 em induzir a 

polimerização do citoesqueleto de actina foi medido. A partir do gráfico obtido é 

possível verificar que a rP21 é capaz de induzir a polimerização do citoesqueleto de 

actina de forma dose-dependente. 

 

 

 

 

Figura 4. Polimerização do citoesqueleto de actina. A partir do kit Actin 

Polymerization Biochem Kit, a capacidade da rP21 em induzir a polimerização de 

actina foi medida, por meio da presença de monômeros de G-actina conjugados a um 

fluoróforo que, quando se polimerizam formam F-actina e emitem fluorescência. O 

gráfico foi dado pela área abaixo da curva, que é dada durante a cinética de 

polimerização. PBS é o solvente da proteína e, este quando associado à citocalasina D 

mostra que realmente ocorre a inibição do processo de polimerização na presença dessa 

proteína. Não houve diferença estatística significante entre PBS e as concentrações de 4 

e 8 µg/mL, porém houve diferença entre PBS e as concentrações de 16 e 41 µg/mL 

(***p<0,01). Sendo assim, a rP21 mostrou de maneira dose-dependente induzir a 

polimerização do citoesqueleto de actina.    
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5.4 Ensaio de Migração celular 

 

Utilizando células de Ehrlich e macrófagos peritoneais foi analisado o potencial 

da rP21 em induzir a invasão 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 invasão dos 

macrófagos peritoneais, mas em contraponto não induziu a invasão das células de 

Ehrlich. Quando comparados ao controle negativo de invasão, é visto que as células de 

ehrlich tratadas com a rP21 assemelha-se ao controle negativo, já os macrófagos 

peritoneais apresentaram maior migração do que o controle negativo.  
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Figura 5: Invasão de células de Ehrlich e macrófagos peritoneais em um modelo de 

membrana basal tratando com rP21. Células de Ehrlich e macrófagos peritoneais 

foram analisados quanto a invasão quando estimulados com rP21. Foi utilizado um 

controle positivo de invasão, utilizando meio de cultura e 10% de SFB e um controle 

negativo de invasão, utilizando apenas o meio de cultura sem SFB. A) Controle positivo 

de invasão das células de Ehrlich (apontadas pelas setas). B) Controle negativo de 

invasão das células de Ehrlich. C) Células de Ehrlich tratadas com a proteína rP21. D) 

Gráfico mostra que não houve diferença estatística entre o controle negativo de invasão 

e as células de Ehrlich tratadas com rP21, mostrando que não houve migração em 

nenhuma das duas situações. E) Controle positivo de invasão dos macrófagos 

peritoneais (apontadas pelas setas). F) Controle negativo de invasão dos macrófagos 

peritoneais. G) Macrófagos peritoneais tratados com a proteína rP21. H) Gráfico mostra 

que houve diferença no número 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 sólido 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 20µg/20µL de 

rP21 (n=4) por 8 dias, apenas um animal desenvolveu o tumor, enquanto os outros três 

animais apresentaram um quadro de redução do volume do tumor. Já no grupo dos 

animais tratados com 20 µL de PBS (n=4), os quatro animais tiveram a progressão 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 indução de um tumor sólido. Um dia após a inoculação, o tratamento foi iniciado, 

sendo utilizado rP21 20µg/20µL e PBS estéril, sendo que em cada grupo havia 4 

animais.  O tratamento teve duração de 8 dias, sendo realizado dia sim, dia não, com a 

medição das patas antes de aplicar o tratamento. A) Gráfico 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 

histológicas ilustram essa redução 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 coloração em H.E. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O Instituto Nacional do Câncer (INCA) mostrou que as estatísticas mundiais 

sobre o câncer no ano de 2014 relataram 57.120 novos casos de câncer de mama no 

Brasil. O câncer de mama é o tipo de câncer mais frequente nas mulheres das regiões 

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 câncer de mama é a maior 

causa de morte de mulheres em todo o mundo, sendo nos países desenvolvidos, a 

segunda causa de morte por câncer, atrás somente do câncer de pulmão e, nos países em 

desenvolvimento, a maior causa de morte por câncer (INCA., 2014). De forma geral, o 

tratamento para o câncer de mama se dá pela mastectomia unilateral ou bilateral, 

quimioterapia e radioterapia (KURIAN et al., 2014).  Na pesquisa, um modelo usado 

para o câncer de mama é o Tumor de Ehrlich, carcinoma mamário de camundongos, o 

qual pode-se desenvolver na forma sólida e na forma ascítica A forma de trabalho 

utilizada nesse estudo foi o Tumor ascítico de Ehrlich, devido à sua capacidade de 

crescimento em suspensão no fluido ascítico e por permitir a padronização do número 

de células a ser inoculado (OLORIS et al., 2002). Existem vários estudos utilizando tal 

modelo para a descoberta de drogas anti-tumorais (FLORIDI et al., 1981, AHMED et 

al., 1988, OLORIS et al., 2002, ARAÚJO et al., 2010, BHATTACHARYYA et al., 

2003, BATISTA et al., 2013) e relacionando outras doenças na influência do câncer de 

mama, como hipertireoidismo e hipotireoidismo (SILVA et al., 2004, FERREIRA et al., 

2007).  

Nosso estudo demonstrou que a rP21 não apresentou papel citotóxico tanto com 

as células de Ehrlich quanto com os macrófagos peritoneais, mas mostrou que houve  

inibição do crescimento do tumor sólido de Ehrlich, isso mostra que a rP21 não age na 

viabilidade das células tumorais diretamente, porém ela parece agir no microambiente 

tumoral, tentando conter a progressão do tumor. 

A partir dos dados obtidos nesse trabalho e, anteriores à ele, pode-se afirmar que 

a rP21 apresenta algumas atividades biológicas, como a indução da polimerização do 

citoesqueleto de actina, o recrutamento de células do sistema imune e atividade anti-

angiogênica. Relacionando essas atividades ao desenvolvimento do câncer, sabe-se que 

para que haja a divisão e a migração de células tumorais é necessário que essas células 

formem o anel contrátil, a partir da polimerização do citoesqueleto (YAMAGUCHIA & 

CONDEELIS, 2007). Caso essas células permaneçam com o citoesqueleto 
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polimerizado, essa polimerização pontual seria dificultada, o que dificultaria também a 

divisão e a migração das células. Nossos resultados mostraram que a rP21 tem a 

capacidade de induzir a polimerização do citoesqueleto de actina de maneira dose-

dependente. 

Em relação ao recrutamento de células do sistema imune, estudos em modelos 

animais e em ensaios clínicos têm demonstrado que a infiltração de células imunitárias 

nos tumores está associada a uma melhora da sobrevida dos pacientes com uma 

variedade de câncer. As investigações sobre a relação entre o prognóstico e o infiltrado 

de células do sistema imunológico no microambiente tumoral em pacientes com câncer 

indicam que a recorrência pós-tratamento ou metástase é suprimida de forma 

significativa em casos que apresentam alta infiltração de células imunitárias no tecido 

do tumor primário (EEROLA et al., 2000, YIN et al., 2003, GAO et al., 2008).  Além 

disso, sabe-se que o receptor CXCR4 em células tumorais é um receptor importante 

relacionado a metástase do câncer de mama para o tecido ósseo e que o CXCR2 é um 

receptor envolvido na migração de células tumorais (HALPERN et al., 2011, AZIM et 

al., 2012). No câncer de ovário, o CXCR4 apresenta grande importância para a 

iniciação do tumor e metástase (SALOMONNSON et al., 2013).  

 Por meio do ensaio de invasão celular confirmamos mais uma vez que a rP21 

apresenta capacidade de recrutar macrófagos peritoneais também por meio de um 

modelo de membrana basal. Estudos sugerem um efeito quimiotático para a proteína 

recombinante, possivelmente por interagir com o receptor CXCR4 e ativá-lo. Quando 

realizado o mesmo experimento com células de Ehrlich, foi visto que a mesma não foi 

recrutada pela proteína recombinante. O fato de não ter ocorrido a invasão das células 

de Ehrlich, mas a rP21 recrutar células como macrófagos é um fator positivo no 

contexto de inibir o crescimento do tumor no que diz respeito à presença de células do 

sistema imunológico, no microambiente tumoral e prognóstico (EEROLA et al., 2000, 

YIN et al., 2003, GAO et al., 2008). Sabe-se que a inflamação crônica pode atuar no 

desenvolvimento do câncer, mas ao mesmo tempo, a presença de células inflamatórias 

pode ajudar a diminuir o crescimento do tumor e, isso fica claro, quando em situações 

de imunossupressão, em que ocorre o 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, o CXCR4 (RODRIGUES et al., 2012), o qual está envolvido 

diretamente no processo de quimiotaxia (MURDOCH et al.,2000). Nossos 

experimentos, portanto confirmam a ligação da rP21 no receptor CXCR4 presente nos 
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macrófagos. 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 presença da rP21 não exerce tal efeito como no 

macrófago, fato que pode estar relacionado com a não-ligação da rP21 no CXCR4 ou 

com o fato de que a interação rP21-CXCR4 possa sinalizar de forma diferente nessas 

células, exercendo outros efeitos em células tumorais, como a Ehrlich, ou até mesmo 

bloqueando esse receptor, fato que precisa ser investigado. 

 As proteínas de T. cruzi que já foram estudadas e mostram propriedade anti-

tumoral como a calreticulina apresenta uma característica semelhante à rP21, que é a 

capacidade de inibir a angiogênese. A calreticulina (CRT) possui três domínios, um 

domínio ácido C-terminal, um domínio rico em prolina P-terminal e um domínio 

globular N-terminal.  O domínio N-terminal apresenta aminoácidos responsáveis pela 

ação anti-angiogênica, uma vez que inibem a proliferação das células endoteliais. A 

maior molécula desses aminoácidos é a vasostatina, que então inibi a angiogênese e a 

proliferação in vivo inibindo o fator de crescimento endotelial (VEGF), agindo 

diretamente nas células endoteliais e na sua ligação com a matriz extracelular (YAO et 

al., 2002). Porém, esse mecanismo atua no crescimento do tecido neoplásico, mas não 

afeta a vascularização já 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 proteína 

recombinante em membrana corioalantóide de embrião de galinha indicou o efeito anti-

angiogênico da proteína, mesmo em baixas concentrações (MOLINA et al., 2005).   

 Já a proteína recombinante da molécula de superfície GP82 quando utilizada em 

uma linhagem tumoral de células de melanoma além de causar o rompimento do 

citoesqueleto de actina, também demonstrou alguns efeitos apoptóticos, como a 

exposição da fosfatidilserina, alterações morfológicas do núcleo, fragmentação do 

DNA, atividade de caspase-3 e aumento da despolarização das mitocôndrias. Em 

experimentos in vivo, foi demonstrado que animais em que as células tumorais foram 

injetadas, quando tratados com a proteína, apresentaram a diminuição 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 proteína recombinante de T. cruzi rP21 

na polimerização da actina e na atração de células tumorais, os quais podem estar 

relacionados com a inibição do crescimento do tumor sólido de Ehrlich. Apesar de não 
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termos conseguido responder a todas as perguntas que esse projeto propõe 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 têm sido relacionadas à presença de 

nanopartículas, seja como a droga em si ou como sistema de entrega de drogas 

(ACHARYA & SAHOO, 2011). Também têm sido utilizados medicamentos já 

existentes no mercado para outros fins, na tentativa de encontrar uma droga a qual 

consiga eliminar os parasitas de doenças tropicais negligenciadas, como a Doença 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 utilização do próprio parasita, do extrato desse ou de proteínas a ele 

pertencente e, essa interação com o micro-ambiente tumoral demonstra que pode 

ocorrer uma relação de homeostase entre parasita-hospedeiro. Tendo em vista essa 

relação e as atividades biológicas apresentadas pela proteína recombinante rP21 de T. 

cruzi esta surge como um importante potencial biotecnológico nas pesquisas em busca 

de terapias anti-tumorais. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Com os resultados obtidos podemos concluir que a rP21 não age de maneira 

citotóxica nas células de Ehrlich, assim como nos macrófagos peritoneais. Porém, 

acreditamos que a proteína recombinante possa agir no micro ambiente tumoral, 

inibindo a multiplicação das células tumorais pelo aumento da polimerização do 

citoesqueleto de actina, além de induzir o recrutamento de macrófagos. A diminuição de 

tumores sólidos de Ehrlich, observada em animais tratados com a rP21, corrobora com 

essa hipótese. Sugerindo assim que a proteína recombinante de T. cruzi rP21 apresente 

um potencial biotecnológico e sua interação com o micro ambiente tumoral possa 

influenciar inibindo o desenvolvimento do tumor.  
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