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RESUMO

Trypanosoma cruzi ¢ o agente etiologico da Doencga de Chagas, ¢ disseminado na natureza,
circulando entre hospedeiros triatomineos e mamiferos silvestres, podendo infectar humanos e
causar complicacdes cardiacas no processo infeccioso. Durante a invasdo celular, ocorrem
muitas interagdes entre as moléculas que sdo secretadas e da superficie do parasita com os
receptores de superficie da célula hospedeira, resultando na internalizagdo do parasita. Nesse
contexto, nosso grupo de pesquisa, identificou em 7. cruzi, uma nova proteina de 21 kDa,
envolvida na invasdo celular, designada P21. A forma recombinante da P21 nativa (rP21) ¢
utilizada em estudos sobre aspectos bioldgicos de 7. cruzi, fornecendo evidéncias de sua
atividade na infeccdo pelo protozodrio. O presente trabalho teve como objetivo investigar
diferentes estratégias de imunizacdo com rP21 em camundongos infectados ou nao por 7. cruzi
para entender a interacdo desta proteina com o sistema imunoldgico do animal, bem como
identificar um esquema de imunizagdo que reduzisse a fibrose causada pela infec¢do cronica e
promovesse a preservacao do tecido cardiaco. Os resultados indicam que a imuniza¢do com a
proteina rP21 associada ao Adjuvante de Frenud controlou a parasitemia na fase aguda,
aumentou as populagdes de células de defesa do sistema imunologico, e reduziu a carga
parasitaria tanto na fase aguda quanto na crénica. Ainda, observou-se uma resposta
imunoloégica humoral robusta, por meio de produgdo de anticorpos IgG2a anti-rP21 que

promoveu uma menor deposi¢do de fibras coldgenas no tecido cardiaco.

Palavra-chave: Trypanosoma cruzi, Doenga de Chagas, imunizagdo, proteina rP21, fibrose

cardiaca, Cardiomiopatia Chagésica Cronica.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, is widely distributed in nature,
circulating between its hosts, triatomine bugs and wild mammals; it can naturally be transmitted
to humans resulting in heart disease parasite-induced. During the cell invasion process, many
interactions occur between the molecules from parasite surface or secreted receptors of the host
cell. In this context, our research group identified in 7. cruzi, a new protein of 21 kDa, involved
in the cellular invasion, named P21. The recombinant form of native P21 (rP21) is used in
studies on biological aspects of T. cruzi, providing elucidation of its function in protozoan
infection. The present study aimed to investigate different strategies of immunization using
rP21 in mice infected or not by T. cruzi to understand the interaction of this protein with their
immune system, as well as to identify an immunization schedule that could reduce the fibrosis
caused by the chronic infection and promote the preservation of cardiac tissue. This study
showed that immunization with the rP21 protein associated with Freud's Adjuvant was able to
control parasitemia in the acute phase, increased the immune system cell populations, followed
by reduction of parasitic burden on cardiac tissue. In addition, a robust humoral immune
response was observed, characterized by the production of anti-rP21 IgG2a antibodies that

promoted decreased deposition of collagen fibers in cardiac tissue.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, immunization, rP21 protein, cardiac fibrosis,

Chronic Chagas' Cardiomyopathy.
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1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) € um protozoario unicelular flagelado, pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e estd entre os mais bem-sucedidos parasitos
intracelulares; tem como caracteristica um ciclo de vida complexo que envolve hospedeiros
invertebrados e vertebrados, desenvolvendo diferentes formas evolutivas de acordo com a fase
do ciclo e do hospedeiro (WALKER et al., 2013).

Poucos protozoarios comparam-se ao 7. cruzi em termos de viruléncia e capacidade de
infectar varios tipos de células nucleadas (NUNES et al., 2013). A invasdo das células de
mamiferos por 7. cruzi mobiliza diversas estruturas celulares como: receptores de membrana,
citoesqueleto de actina, lisossomos, etc; o parasito usa essas estruturas da célula hospedeira
durante o processo de infecgdo, ativando mecanismos celulares distintos e causando diferentes
sintomas no hospedeiro, os quais caracterizam a Doenca de Chagas (DC) (MORTARA et al.,
2008).

O parasita apresenta trés formas de desenvolvimento distintas: tripomastigotas (Figura
1A), amastigotas (Figura 1B) e epimastigotas (Figura 1C); cada estagio apresenta alteracdes
morfologicas e genéticas que permitem ao parasita se adaptar a diversos microambientes no
hospedeiro invertebrado (Figura 1D) e vertebrados (Figura 1 E) (DE SOUZA, 1984;
TEIXEIRA et al., 2011). Sua transmissdo se da a partir do repasto sanguineo por um inseto
hemato6fago triatomineo da familia Reduviidae (Figura 1F); o repasto ¢ realizado em mamiferos,
incluindo o homem e outros animais, enquanto o inseto se alimenta de sangue do hospedeiro
elimina fezes e urina pelo sistema excretor, liberando formas tripomastigotas metaciclicas
infectantes (RASSI ; MARIN-NETO, 2010). A forma tripomastigotas metaciclicos penetra no
hospedeiro por meio do local da picada, ou escoriagdes na pele, atingindo a corrente sanguinea,
uma vez em seu novo hospedeiro invade varias células nucleadas, permanecendo
temporariamente em um vacuolo parasitoforo intracelular, onde se diferencia em amastigotas
que sdo formas infectivas, apresentam morfologia arredondada e sem flagelo externo; como
consequéncia, por ser uma forma evolutiva replicativa do parasita, apés o rompimento do
vactolo, multiplicam-se intensamente no citoplasma por divisdo binaria (PATINO ;
RAMIREZ, 2017).

Apds a divisdao no citoplasma da célula, os amastigotas se diferenciam em

tripomastigotas, rompem a membrana da célula hospedeira, vao para 6rgaos e tecidos distantes
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pela corrente sanguinea podendo, em seguida, reiniciar um novo ciclo celular; a partir dai
podem ser reconhecidos e destruidos por mecanismos imunoldgicos do hospedeiro ou serem
ingeridos por um novo inseto triatominio durante o repasto sanguineo (BRENER, 1973; DE
SOUZA, 2002; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Ap6s serem ingeridos pelo triatominio,
diferenciam-se em epimastigotas no estobmago do vetor, estas sdo formas ndo infectivas que
replicam-se intensamente no intestino médio do vetor, para em seguida se diferenciarem em
tripomastigotas metaciclicos devido a um estresse nutricional que sao submetidos na por¢ao
mais distal do intestino, podendo reiniciar o ciclo no proximo repasto (Figura 1 D) (CARREA
E DIAMBRA, 2016). Além da transmissdo através do inseto, o parasita pode ser transmitido
por via oral que representa a rota de transmissao mais frequente no Brasil, devido ao consumo
de alimentos contaminados como; acai e caldo de cana de agucar (ANDRADE et al., 2014;
PEREIRA et al., 2010), via congénita (GEBREKRISTOS; BUEKENS, 2014), por transfusio
sanguinea (LEIBY et al., 2017), doagdo de orgdos, ¢ até mesmo por acidentes laboratoriais
(KINOSHITA-YANAGA et al., 2009).

O processo de invasao celular por 7. cruzi pode ser dividido em trés estdgios bem
delimitados como: adesdo e reconhecimento, sinalizacdo e invasao; neste contexto, diferentes
cepas de T. cruzi, bem como, diferentes formas do parasito podem expressar diversas moléculas
em sua superficie ou podem secretar diferentes proteinas que interagem com as células do
hospedeiro e exercem um papel importante na invasao celular (SILVA et al., 2009).

O T. cruzi tem a capacidade de invadir e replicar no interior de muitas células nucleadas,
mas exibe um tropismo especial por células musculares lisas e, principalmente cardiomidcitos
do hospedeiro vertebrado (WOOLSEY et al., 2003). Em estudos realizados por DVORAK E
HYDE (1973), ampliou-se o conhecimento sobre o processo de invasdo de 7. cruzi, onde foi
demostrado que, durante a entrada de tripomastigotas na célula, ndo ha protusdes ou formagdes
de grande quantidade de proje¢cdes da membrana celular do hospedeiro. Entretanto, com o
avango de algumas pesquisas foi possivel verificar a forte associacdo entre o parasito € a
membrana da célula hospedeira, onde se visualizou, ap6s a internalizacdo, a formagdo de um

vacuolo contendo o parasita (FERNANDES; ANDREWS, 2012).
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Tripomastigota sanguineo

Eplmastlgota

< Replicagdo dos epimastigotas

Tripomastigota metaciclico

Figura 1 — Formas de desenvolvimento do 7. cruzi, ciclo de vida no hospedeiro invertebrado e
vertebrado, esquema do mecanismo de transmisséio vetorial e complicagoes da fase cronica da DC
em humanos. A) tripomastigota, B) amastigota e C) epimastigota. D) Ciclo de vida de T. cruzi no
hospedeiro triatomineo. E) Ciclo de vida de 7. cruzi no hospedeiro humano e suas complicagdes na fase
cronica da doenga (megacolon e cardiomegalia). Fonte: Tese de doutorado de Marlus Alves dos Santos
(UFU).
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Estudos apontam a participagdo de inimeras moléculas de superficie do parasita que se
associam a grupos de carboidratos presentes em receptores na superficie da célula hospedeira
(SANTOS et al., 2016). Muitos desses receptores celulares sao explorados pelo parasito para
mediar a invasao celular e garantir a sua sobrevivéncia intracelular (BORGES et al., 2016).
Dentre esses trabalhos, alguns descrevem algumas moléculas responsaveis pela interacao 7.
cruzi - célula hospedeira, nesses processos de adesdo e internalizagdo, varias moléculas das
células hospedeiras ja foram descritas como receptores de moléculas de 7. cruzi, sendo um
grande numero da familia dos carboidratos, como residuos de galactosil, manosil ou sialil
(BARRIAS et al., 2013). Entre essas proteinas estdo as lectinas, como galectina-3, que também
podem se ligar a residuos de carboidratos do parasito; essas moléculas de 7. cruzi estdo
associadas a invasdo, podendo ser proteinas de superficie (ligadas a membrana plasmatica) ou
secretadas pelo parasito durante o processo de instalagdo da infeccdo (REIGNAULT et al.,
2014); um importante exemplo de proteina secretadas pelo parasita que contribuem
significativamente no processo de infeccdo por 7. cruzi ¢ a proteina P21 (SILVA et al., 2009)

discutida adiante.

1.2 Doenga de Chagas

A DC foi descoberta e descrita pelo médico sanitarista e pesquisador do Instituto
Osvaldo Cruz (antes chamado de Instituto Soroterapico Federal) Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas em abril de 1909, sendo que o agente etiologico € o protozoario 7. cruzi, conforme
referido previamente; o parasita foi nomeado em homenagem a Osvaldo Cruz, representando
uma descoberta importante e de sucesso em toda a historia da medicina brasileira (COURA;
BORGES PEREIRA, 2010). Atualmente a DC ¢ um dos principais problemas de saude publica,
sendo considerada uma das doengas tropicais negligenciadas mais prevalentes, acometendo
cerca de 6 milhdes de pessoas na América Latina (WHO, 2017). A DC traz um impacto negativo
na economia de paises em desenvolvimento por apresentar uma taxa de mortalidade
consideravel (aproximadamente 10.000 mortes por ano); estima-se que cerca de vinte e cinco
milhdes de pessoas estejam em zonas de risco, aumentando os desafios, enquanto as
perspectivas globais demonstram que mais de 80% dos individuos afetados pela doenga nao
tem acesso ao diagnostico e tratamento adequado (WHO, 2017).

A DC caracteriza-se por apresentar duas fases distintas, aguda e a cronica
(STANAWAY; ROTH, 2015). Logo ap6s a infeccao por 7. cruzi a fase aguda se estabelece,

sendo caracterizada por febre, mal-estar, esplenomegalia, hepatomegalia e parasitemia elevada,
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devido a presenga de muitos tripomastigotas no sangue dos pacientes; essa fase possui duragao
variavel tanto na infec¢do humana quanto na experimental, de seis a oito semanas em média
(NUNES etal., 2013). A fase cronica da doenca tem inicio logo apos a fase aguda, os individuos
podem desenvolver quadros clinicos variados, desde brandos a muito graves, € os parasitos sao
raros no sangue, mas estao presentes no interior das células de outros tecidos; ap6s um periodo
assintomatico que pode levar anos, de acordo com cada individuo, torna-se evidente o
comprometimento de alguns 6rgdos, como o coracdo, eséfago, colon e sistema nervoso
periférico (DIAS et al., 2016).

O desenvolvimento da fase cronica pode levar a complicagdes cardiacas e digestivas
que necessitam de tratamentos longos e procedimentos cirirgicos, aumentando os custos com
a doenga; nesta fase, pode-se desenvolver a cardiomiopatia chagasica cronica (CCC), descrita
no proximo topico, a qual se estabelece apresentando lesdes cardiacas em pessoas
economicamente ativas em paises endémicos (BENZIGER et al., 2017, CUNHA-NETO;
CHEVILLARD, 2014); o que acaba por determinar uma condi¢do de morbidade e muitas vezes
uma taxa de mortalidade precoce da populagao, resultando em perdas econdmicas importantes
(PEREIRA JUNIOR; MARKMAN FILHO, 2014).

Muitos sdo os esforcos para controlar a doenga: conhecer melhor a biologia do 7. cruzi
e sua interagdo com o ser humano, a patogenia e fisiopatologia das complicagdes na fase
cronica, assim como tratar de forma mais adequada e efetivamente as manifesta¢des cardiacas
e digestivas tardias; embora também seja necessario adotar iniciativas que possibilitem o
adequado manejo das condi¢des sociais e médicas resultantes da migragdo de individuos
infectados para paises onde a doenga nao existia (COURA, 2015). Inimeras campanhas
organizadas e coordenadas para se obter o controle da transmissdo vetorial e transfusional
proporcionaram significativa redu¢do de novos casos; o Brasil recebeu em junho de 2006 o
certificado de controle da transmissdo pelo vetor silvestre Triatoma infestans; isso nao
representa a erradicacdo, pois surtos isolados e registros de casos agudos continuam a ocorrer
em varios estados brasileiros tendo como vetores outras espécies de triatomineo (WHO, 2017).

Com a globalizacdo da DC, cria-se um novo problema epidemioldgico, economico,
social e politico mundial pela migracao de individuos cronicamente infectados por 7. cruzi dos
paises endémicos para os nao endémicos, principalmente Estados Unidos (EUA), Canada,
Espanha, Franga, Suica, Italia, Japdo, paises emergentes da Asia e Australia. Estima-se que nos
EUA 300.000 individuos estejam infectados por 7. cruzi, sendo que 30.000 a 45.000 tiveram
manifestagdes clinicas. Desde entdo tornou-se obrigatorio, a partir de 2007, a triagem nos

doadores de sangue e de 6rgdos naquele pais. (COURA, 2015; CARREA et al., 2016).
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Surge a necessidade de padronizar métodos mais confiaveis de detec¢do da infecgdo por
T. cruzi, ndo somente para efeito diagnostico, mas crucialmente, como critério de cura. Através
de novos métodos para o tratamento de milhdes de pacientes cursando a fase cronica da doenca,
0 que representa também uma incognita a ser desvendada; registra-se atualmente um interesse
dos pesquisadores em tal area, incluindo novas perspectivas de estudos que focalizem a
associagdo de novos medicamentos mais eficazes que o benznidazol (CEVEY et al., 2016).

Espera-se também a determinacdo da real eficacia dos tratamentos, no intuito de
impactar positivamente sobre a historia natural da doenca em sua fase crdnica; aos
cardiologistas incubem o aperfeicoamento do manejo clinico adequado de seus pacientes
chagasicos, de tal maneira que possam administrar-lhes, o quanto antes possivel, medicamentos
e intervengdes que atuem na fisiopatologia peculiar da doenga, ndo desperdigando
oportunidades terapéuticas plausiveis e promissoras (PEREIRA JUNIOR; MARKMAN
FILHO, 2014).

1.3 Cardiomiopatia Chagasica Cronica (CCC)

Baseando-se em evidéncias de ordem experimental e clinicas firmadas recentemente, a
fisiopatologia da CCC apresenta: alteragdes inflamatorias degenerativas e fibroticas, disfungao
sinusal, bloqueios atrioventriculares e intraventriculares, arritmias ventriculares por reentrada,
discinergias ou aneurismas ventriculares, predisposicdo a complicagdes tromboembolicas,
progressivo dano ao miocardio, insuficiéncia cardiaca de padrdo cardiomiopatico dilatado e
biventricular. A CCC ¢ primordialmente uma miocardiopatia dilatada, em que a inflamacao
cronica, usualmente de baixa intensidade, mas incessante, provoca destruicdo tissular
progressiva e fibrose extensa no coragdo (DUMONTEIL et al., 2012).

Intimeros pacientes com CCC manifestam sintomas anginoides, com alteragdes
eletrocardiograficas sugestivas de isquemia e variados defeitos perfusionais miocardicos
detectados por cintilografia; em geral, pode-se admitir que disturbios, detectados em modelos
experimentais de infec¢do por 7. cruzi em humanos com DC, contribuam como amplificadores
dos efeitos inflamatorios que culminam em produzir isquemia miocardica (SANTOS et al,
2016). Atualmente, surge o consenso de que a esséncia da patogenia da CCC resida na
inflamacao diretamente dependente da persisténcia parasitaria e da consequente resposta
imunopatoldgica adversa; sendo assim, resgata-se a nog¢ao de que, mesmo em sua fase cronica,
a cardiopatia seja essencialmente um processo inflamatorio infeccioso (MORILLO et al.,

2015).
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Dada a importancia da participacdo do processo inflamatorio associado a persisténcia
do parasita no tecido cardiaco, essa interacdo envolve uma complexa rede de moléculas,
glicoproteinas e proteoglicanos que atuam nas propriedades biofisicas e bioquimicas do tecido
(BENZIGER et al., 2017). No entanto, quando sintetizadas em excesso desorganizam a
dinamica da Matrix extracelular (ECM) do miocérdio que depende do equilibrio entre a
producdo e a degradacio principalmente de colageno I, IIl ¢ V (LOPEZ et al., 2005). Sendo
assim, um processo inflamatorio intenso pode resultar na diminui¢ao de outras proteinas como
as metaloproteinases, uma vez que a mesma ¢ responsavel pela degradacdo do colageno,
remodelagdo e reparo tecidual, o que leva a uma arquitetura anormal que esta relacionada ao
desenvolvimento de diversas patologias; entre elas a fibrose (CUNHA-NETO et al., 2014).
Considerando o tecido fibroso na disfungdo miocardica presente na CCC que pode resultar em
insuficiéncia cardica, a avaliagdo invasiva da fibrose pode ser uma ferramenta clinicamente 1til
em pacientes chagasicos que podem receber estratégias farmacologicas cardioprotetoras e
cardioreparativas (NISHAKI MEHTA et al., 2016).

Ha evidéncias de que reagdes imunolodgicas ocorram na CCC, por mimetismo molecular,
devido a ativacao policlonal dentre outros mecanismos, sendo que ¢ menos elucidado se a
agressao as estruturas cardiacas ¢ dependente da resposta imunoldgica ou se a mesma ¢ decisiva
para a instalagdo das lesdes caracteristicas da cardiomiopatia cronica da DC; admite-se que a
vigéncia de um mecanismo adequado de imunorregulagdo seja fator crucial para se diferenciar
os individuos que controlariam sua infec¢do sem desenvolver dano tecidual importante (através
de resposta inflamatoria controlada e limitada) daqueles que evoluiram com doenca grave, com
inflamagdo intensa, necrose e fibrose reativa (PEREIRA JUNIOR et al., 2014).

Sdo utilizados dois farmacos no tratamento que sdo comprovadamente
tripanosomicidas, o nifurtimox e o benznidazol (URBINA; DOCAMPO, 2003). O primeiro nao
¢ disponivel para uso generalizado no Brasil e o segundo sua agdo ¢ mais eficaz na fase aguda
da doenca, seus efeitos colaterais sdo: anorexia (o mais intenso e frequente), dor abdominal,
nauseas, vomitos e emagrecimento (CEVEY et al., 2016). Para muitos pesquisadores e
especialistas, os pacientes adultos ja com a forma indeterminada ou com a CCC estabelecida, a
indicagdo para o tratamento permanece controversa, sendo que, alguns pesquisadores entendem
ser defensavel a conduta de tratar com base em evidéncias experimentais de que o tratamento
atenue a progressao da cardiopatia, divulgada e defendida por grupos distintos de
pesquisadores; para tentar nortear conclusivamente o dilema, frente aos riscos opostos de

cometer-se erros, estd em andamento uma investigacdo multicéntrica internacional,
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randomizada, duplo-mascarada e controlada por placebo, que vai avaliar a evolugdo clinica por

6 anos de pacientes com CCC tratados com benznidazol. (MORILLO et al., 2015).

1.4 Proteina rP21.

Nosso grupo de pesquisadores identificou em 7. cruzi uma nova proteina de 21 kDa
que estd envolvida na invasao celular, a qual foi nomeada como P21 (SILVA et al., 2009). A
proteina P21 ¢ caracterizada como uma proteina ubiqua, secretada por todas as formas
evolutivas de vida do parasita (SILVA et al., 2009). Estudos apontam diferencas entre a
expressdo de proteinas, incluindo a P21, nas mais diferentes cepas de 7. cruzi. Silva e
colaboradores (2009), através da tecnologia de DNA recombinante, clonaram o gene da
proteina P21 nativa, inserindo sua sequéncia génica em um plasmideo, o qual foi incorporado
ao genoma de bactérias E. coli tendo em vista obter a forma recombinante dessa proteina.
Possuindo 18 kDa e apresentando uma cauda de poli-histidina, a purificacdo da proteina
recombinante P21 (rP21) pode ser realizada a partir de culturas de E. coli por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel (Figura 2) (Santos et al., 2014). A rP21 vem sendo utilizada em
varios estudos para elucidar a sua fun¢do sobre os aspectos biologicos do 7. cruzi e sua
importancia na interagdo patdégeno-hospedeiro (RODRIGUES et al., 2012).

Silva e colaboradores (2009) mostraram que a proteina rP21 aumenta a capacidade
fagocitica de macrofagos peritoneais por um mecanismo dependente da ligagdo da proteina ao
receptor de quimiocinas CXCR4 (RODRIGUES et al., 2012); por meio dessa ligagdo a célula
induz a polimerizagdo do citoesqueleto de actina da célula hospedeira e ativa a via de
sinalizag¢do celular mediada por via PI3-quinase de forma independente de AKT (SANTOS et
al., 2014). A rP21 caracteriza-se por estimular a atividade pro-fagocitica de macréfagos, o que
influencia de forma positiva no processo de invasdo celular pelo parasito nas células
hospedeiras, que sao estimuladas a internalizarem o parasito, aumentando o processo de invasdo
dessas células pelo protozoario (RODRIGUES et al., 2012).

Por possuir uma caracteristica pro-fagocitica a rP21 permite que o parasito se mantenha
intracelularmente, onde o0 mesmo pode romper o compartimento do vacuolo parasitoforo e se
replicar livremente dentro do citoplasma da célula hospedeira; em contrapartida, a célula pode
retardar a replicagdo do parasito através da polimerizagdo do citoesqueleto de actina
(TEIXEIRA et al., 2017). Para avaliar o papel do citoesqueleto de actina durante a infec¢do
experimental por 7. cruzi, realizou-se ensaios de invasao infectando macréfagos e mioblastos

com tripomastigotas, apos 96 horas os mesmos foram tratados com INF-y ou rP21; foram
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realizadas analises de multiplicagdo parasitaria, bem como a analise do citoesqueleto de actina,
tanto as células tratadas com IFN-y quanto com rP21 apresentaram um citoesqueleto mais
polimerizado € menor multiplicagdo intracelular. (MARTINS et al; 2015).

Em um dos trabalhos desenvolvidos por nosso grupo, tratou-se as células hospedeiras
com anticorpos policlonais desenvolvidos contra a rP21 e observou-se a inibi¢cdo do processo
de invasdo celular tanto por formas tripomastigotas quanto por amastigotas em ensaios
realizados in vitro; ainda, com a adicdo da rP21 em ensaios de invasdo com amastigotas
extracelulares e tripomastigotas metaciclicos em células HeLa, houve um aumento significativo
na invasdo celular pelo protozoario, demonstrando que a proteina estd envolvida no processo
de internalizagdo do parasito (RODRIGUES et al; 2012).

Estudos em que foi avaliado a inflamagdo cronica em implante de esponjas de poliéster
no dorso de camundongos, as esponjas implantadas receberam, a cada 72 horas durante nove
dias, concentracdes crescentes de tratamentos com rP21 (10png, 40ug e 100ug), logo apds o
tratamento os animais foram eutanasiados e as esponjas foram removidas cirurgicamente para
analises bioquimicas e histoldgicas, observou-se o aumento de N-acetilglicosaminidase (NAQG),
o que aponta que rP21 participa da ativacdo de macréfagos; ja nas concentracdes mais altas de
rP21 observou-se um aumento significativo na producao de Mieloperoxidase (MPO), que € uma
enzima expressa por neutrofilos ativados, o que evidencia a habilidade da rP21 em recrutar
células do sistema imune, como macrofagos, linfocitos e neutrofilos (TEIXEIRA et al., 2015).
Ainda neste estudo, verificou-se o recrutamento de mastocitos e uma reducdo relevante no
contetdo de hemoglobina o que demonstra um potencial antiangiogénico da rP21. (TEIXEIRA
etal., 2015).

Uma caracteristica relevante foi que, apos a administracao de rP21, ocorreu um aumento
no recrutamento de células do sistema imunoldgico devido ao seu potencial quimiotatico,
induzindo alta quimiotaxia de leucocitos em experimentos realizados com lavado peritoneal de
camundongos, quando comparados com lavados de animais inoculados com solu¢do salina
tamponada com fosfato (PBS), mantendo um perfil de recrutamento semelhante ao de processos
infecciosos; os neutrdfilos, que sdo a primeira linha de defesa do organismo, tiveram sua
populacdo mudada geralmente para macrofagos e linfocitos o que caracteriza uma resposta
imunoldgica mais especifica (TEIXEIRA et al., 2015). Dessa forma, acredita-se que a produgdo
continua da P21 pelas formas amastigotas de 7. cruzi, localizadas no interior de fibras cardiacas
para o espago extracelular, promova o recrutamento de leucdcitos e o aumento da produgao de

IL-4 que ¢ uma citocina que também induz os macrofagos a adquirirem uma ativagao alternativa
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(M2), caracterizados pelo aumento da producao de sFlt-1, uma molécula antiangiogénica, ou
receptor soluvel de moléculas angiogénicas (TEIXEIRA et al., 2016).

A proteina rP21 demostra possuir diferentes propriedades e caracteristicas biologicas
que beneficiam 7. cruzi no momento de sua invasao; ela norteia um novo horizonte para novos
estudos que poderao trazer beneficios para terapias contra DC e CCC que tenham a P21 como
alvo terapéutico. De acordo com Teixeira e colaboradores (2015) as atividades bioldgicas da
rP21 até entdo descobertas permitem concluir que a permanéncia do parasito no ambiente
intracelular (devido a a¢dao quimiotatica e atividade pré-fagocitica) assim como a manutengao
de baixo parasitismo nas células infectadas (regulagao do citoesqueleto de actina), sugerem que
que ela desempenhe um papel crucial na interagdo com células hospedeiras, o que garante ao
protozodrio a perpetuagdo da infeccdo ao longo dos anos, com baixa parasitemia, permitindo a

progressao para a fase cronica da doenca.

1.5 Interagdo antigénica do 7. cruzi com o sistema imunolédgico do hospedeiro

O reconhecimento do 7. cruzi pelo sistema imunoldgico ¢ dependente da ativagdo da
imunidade inata e adaptativa, assim como a identificagdo dos padrdoes moleculares associados
a patogenos (PAMP) por receptores Toll-likes (TLR) como TLR-2 e TLR-9, levando a ativag¢ao
de células T e B, tornando os TLRs um link importante entre imunidade inata e adaptativa
(CASTILLO et al., 2017). Contudo, de acordo com Dias e colaboradores (2017) os primeiros
sinais da infec¢do sugerem que o parasito pode estimular as células do hospedeiro por meio de
antigenos a produzirem mediadores que desencadeiam uma resposta inflamatoria induzida
contra o parasito, promovendo uma cascata de eventos como sintese de citocinas e produgdo de
oxido nitrico (NO); porém, a auséncia de sinaliza¢do via TLRs reduz a ativagdo de células T
CDA4+ contra T. cruzi (GADELHA et al., 2012). Sendo assim, o 7. cruzi ¢ capaz de minimizar
a ativacao do sistema imunologico através da liberagdao de varias moléculas que sdo capazes de
induzir a producdo de IL-4 e IL-10 que sdo citocinas anti-inflamatérias que favorecem a
regulagdo da resposta mediada por células dendriticas, prevenindo o dano imunolégico
continuado, além de favorecer a diferenciacdo de linfocitos T imaturos para perfil Th2, os quais
através da ativacao policlonal de linfécitos B produz imunoglobulinas mantendo uma resposta
imune humoral (BRYAN et al., 2010). Essa modulag¢do da resposta imune contra o parasito
deve atuar permitindo o estado de laténcia que ocorre nos pacientes e animais infectados, o que

possibilita sua resisténcia e persisténcia no hospedeiro (MACHADO et al., 2000).
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Os macrofagos sdo as principais células que atuam contra o parasito, por meio da
producdo de NOs estimulada por INF-y produzido inicialmente por células Natural Killer (NK)
(JADER et al., 2016). Um papel fundamental durante a infec¢do por 7. cruzi ¢ desempenhado
pelo INF-y que aumenta a produgdo de oOxido nitrico por macrofagos, inibindo o
desenvolvimento da forma intracelular do protozoario; os linfocitos T CD4+ Thl produzem
citocinas como TNF-q, IL-12 e INF-y que estimulam a expansdo clonal de linfocitos T CD8+
citotoxicos o que parece estar diretamente envolvido na protecao sistémica contra a infec¢ao do
parasito, podendo destruir &s células parasitadas pelo 7. cruzi que apresentam antigenos do
patogeno via MHC-I (MACHADO et al., 2000). Ja estudos recentes confirmam que linfocitos
T CD8+ citotdxicos agem também indiretamente secretando INF-y para ativar macrofagos, e
diretamente através de perforinas com sua atividade citotdxica, outro fator fundamental pela
producao de INF-y pelas células T CD4+ e TCD8+ estd em desempenhar um fator de depuracao
de tripomastigotas sanguineos no figado (WALKER et al., 2014). Contudo, existe um crescente
consenso que, uma resposta imune protetora contra 7. cruzi requer a ativagdo de um perfil
imune Thl, com estimulos das células T CD8+ citotdxicas com uma progressdo que também
possa modular a resposta para um perfil Th2 na fase conica da doenga (HENRIQUES et al.,
2013).

1.6 Modelos de imunizag@o com antigenos recombinantes de 7. cruzi associados a Adjuvante
de Freund contra a DC.

O significado da palavra adjuvante tem origem de uma palavra latina adjuvare que
significa ajudar, auxiliar. (SCHIJNS, 2000). Sao compostos capazes de aumentar a resposta
imune especifica e auxiliar o antigeno a desenvolver uma resposta imune precoce, elevada e
duradoura. Modelos vacinais tem utilizado potentes adjuvantes para melhorar o desempenho de
antigenos desenvolvidos a partir de tecnologia de DNA recombinante (KONDURI et al., 2017).
Esse modelo de imunizagdo com antigenos associado a adjuvantes vem sendo empregado como
veiculo para o desenvolvimento de muitas vacinas pré-clinicas e clinicas como ebola, malaria,
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) e pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
desenvolvida pelo virus da imunodeficiéncia humana HIV dentre outras (NOGUEIRA et al.,
2013).

A proposta do trabalho ¢ que o adjuvante completo de Freund associado a proteina
recombinante P21 possam atuar em cinco caminhos: (i) imumodulacdo por meio da capacidade

de modificar a rede de citocinas que deve resultar da regulagdo do sistema imune como um
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todo, mas culminando em uma estimula¢do da secre¢do de certas citocinas ¢ inibigdo de outras;
(i1) apresentacao trata da capacidade do adjuvante de preservar a integridade do antigeno e
apresenta-lo as células imunes efetoras apropriadas e vai conferir beneficios como: maximizar
os niveis de anticorpos neutralizantes, interferir na afinidade dos anticorpos e influenciar na
dura¢do da resposta imune; (iii) ativagdo de linfocitos T CD8” citotoxicos, o adjuvante deve
facilitar a incorporagao ou persisténcia do antigeno dentro do MHC-I; (iv) liberagao ou entrega
do antigeno define a capacidade de um adjuvante de liberar o imunogeno para as células
efetoras, geralmente as células apresentadoras de antigeno (APCs); (v) efeito deposito que pode
proporcionar uma liberagao prolongada do antigeno, ou por curto tempo (DEGEN et al., 2003).
O adjuvante completo de Freund (ACF - em homenagem a Jules T. Freund (1890-1960)
imunologista americano nascido na Hungria) ¢ composto por uma emulsdo oleosa em agua
contendo Mycobacterium tuberculosis morta pela acao do calor ou componentes de sua parede
celular, ja o adjuvante incompleto de Freund (AIF) ¢ similar ao adjuvante completo, sem a
adicao do M. tuberculosis; ambos sdo efetivos em potencializar a resposta imune humoral e
celular contra imunégenos co-administrados (SCHINJS, 2000).

Uma das vantagens de usar proteinas recombinantes, por meio de terapia imunogénica
aplicada a vacinas, esta na facilidade de manutencdo da estratégia de incorporar polipeptidios
antigénicos em uma abordagem de vacina contra a DC, permitindo induzir uma resposta
humoral robusta ao antigeno apresentado; surge entdo a necessidade de compreender a interagao
desses antigenos com o sistema imunologico, para um projeto racional e melhorado de vacinas,
no entanto, a persisténcia do parasito associada a uma resposta imunoldgica desequilibrada vem
contribuindo na progressdao da doenga (GUPTA et al., 2015).

Surgem inimeras evidéncias da participacdo desses mecanismos imunes efetores na
induc¢do da lesdao miocardica de pacientes chagdsicos. (MORILLO et al., 2015). As primeiras
tentativas de imunizacao em camundongos com preparacdes mais definidas foram baseadas em
proteinas purificadas de cultura de parasitas, incluindo cruzipaina, uma proteina de haste
paraflagelar, ou antigeno de secrecdo excretorio de tripomastigotas (CERNY et al., 2015).
Como ja discutido, os resultados de tais vacinas sao dependentes da orientacdo da resposta
imune que ¢ induzida (RODRIGUEZ et al., 2015). Por exemplo, a imunizagdo administrando
cruzipaina com Adjuvante de Freund ou alumen, favorecem a resposta imune em relacdo a um
tipo Th2 e altos niveis de anticorpos, onde observou-se o controle da progressao da infec¢do na
fase cronica da doenca. (CERNY et al., 2015).

Atualmente, os estudos se baseiam no uso de proteinas recombinantes de alguns

antigenos mais promissores testados, que incluem cruzipaina, GP82 e vérias outras proteinas
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da superfamilia trans-sialidase (TS) e proteina-2 de superficie amastigota (ASP-2) (BONTEMPI et
al., 2017). Uma variedade muito limitada de antigenos foi avaliada até agora, e alguns estudos
tem focado na identificagdo de novos antigenos que tenham a capacidade de induzir anticorpos
potentes, células T CD4+ mais eficazes, e resposta de citocinas em camundongos que possam
conferir uma diminui¢ao na parasitemia na fase aguda da doenga, com consequente diminui¢ao
dos danos teciduais cardiacos (KONDURI et al., 2017).

Essas medidas associadas podem, portanto, levar alguns antigenos a ter um potencial
alvo imunoterapéutico servindo como candidatos a vacinas (RODRIGUEZ-MORALES et al.,
2015). Embora os estudos ja mencionados acima apoiem a ideia de uma vacina preventiva
contra T. cruzi, as vacinas terapéuticas podem controlar a infec¢do pelo protozoario ainda em
curso, sendo de fundamental interesse que os mesmos antigenos e formula¢des de vacinas
possam ser utilizados para uma protecdo contra a DC, quanto para a terapia de uma infec¢ao
em curso, 0 que permite torna-la uma ferramenta muito flexivel para o controle da doenga
(BASSO et al., 2016; SEID et al., 2017).

Com isso, existem varios trabalhos envolvendo a busca por novas proteinas € compostos
antigénicos capazes de aperfeicoar o tratamento e diagnostico da DC, vislumbrando uma
melhoria das condi¢des de vida dos pacientes chagasicos que enfrentam complicacdes severas
nos dias atuais (BRYAN et al., 2010; SANTOS et al., 2016).

O estudo darP21 em modelos de imunizagdo, garante o acesso a uma proteina especifica
envolvida durante a infecgdo por 7. cruzi, sem homologia com nenhuma outra proteina de outra
espécie, além de ser secretada constantemente por todas as formas evolutivas do protozodrio, e
ter um papel crucial no processo de invasdo e permanéncia do parasito na célula hospedeira.
Além disso, o processo de obten¢do da rP21 ¢ considerado simples e de facil reprodugdao em
laboratorio. O presente estudo buscou esclarecer o envolvimento da proteina recombinante rP21
em um modelo de imunizagdo contra a infec¢do por 7. cruzi, ajudando na busca de mecanismos
e estratégias imunologicas que promovam uma resposta imune celular e humoral mais efetiva

e protetora contra a fibrose do tecido cardiaco, observada em casos de CCC.



28

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar diferentes estratégias de imuniza¢do com rP21, em camundongos infectados
ou nao por T. cruzi, para compreender a interagdo dessa proteina com o sistema imunoldgico,
assim como identificar um esquema de imunizagao que reduz a fibrose causada pela infec¢cao

cronica e promova a preservagao do tecido cardiaco.

2.2 Objetivos especificos

e Purificar a rP21 a partir de culturas de E. coli transformadas e avaliar seu grau de
pureza;

e Investigar e comparar diferentes estratégias e esquemas de imunizagao, utilizando
arP21, em animais infectados ou nao por 7. cruzi;

e Avaliar os efeitos imunogénicos da rP21 por meio da detecgdo de IgG total, IgG1
e IgG2a contra essa proteina;

e Investigar as alteragdes nos parametros hematologicos e leucocitarios apos as
imunizagoes;

e Investigar se a imunizacdo continua induz tolerdncia imunologica em
camundongos, avaliando a producdo de anticorpos;

e Avaliar o impacto das imunizag¢des na carga parasitaria dos animais infectados por
T. cruzi;

e (Quantificar as areas do baco e coragcdo dos animais imunizados e posteriormente
infectados pelo parasita;

e Avaliar o escore inflamatdério nos cortes histoldgicos do coragdo dos animais
infectados;

e Quantificar coldgeno total, coldgeno I e IIl nos cortes histologicos de tecido
cardiaco dos animais imunizados e infectados;

e Identificar a estratégia de imunizagdo que mais protegeu o tecido cardiaco contra

a fibrose resultante da infec¢do cronica;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos e legais.

Os experimentos realizados foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para a
Utiliza¢ao de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com o projeto
intitulado: “Estudo do efeito inibitorio induzido por peptideos sintéticos sobre as atividades
biologicas da proteina P21 de Trypanosoma cruzi’, com o numero de protocolo 077/14. Os
procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de Tripanosomatideos (LATRI),

bloco 2B, sala 200 do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU, Uberlandia, MG.

3.2. Animais.

Foram utilizados camundongos machos BALB/c de 6-8 semanas de vida, criados e
mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacio Animal (CBEA) da UFU, campus
Umuarama. Mantidos sob condi¢des padronizadas de luminosidade (12 horas de luz e 12 horas
de escuro) em temperatura controlada (25+2°C), livres de patdogenos externos nao pertencentes
ao estudo, com comida e agua ad libitum. Os animais foram eutanasiados por meio de
deslocamento cervical, apds serem anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Syntec) e
Cloridrato de Xilazina (Syntec), de acordo com as normas do CONCEA e seguindo prescrigoes

do médico veterinario responsavel.

3.3. Purificagdo da proteina rP21.

Seguindo o protocolo de purificagdo da proteina rP21 (SILVA et al., 2009; SANTOS et
al., 2014), bactérias Escherichia coli da linhagem BL21, transfectadas com o plasmideo pET-
28a(+) (Novagen) com o gene que codifica a rP21, foram cultivadas em meio LB liquido, com
antibidtico de selecdo Kanamicina (50pg/ml); inicialmente um pré-inoculo foi mantido sob
agitacdo por 18 horas a 37°C. Em seguida, o pré-inoculo foi diluido 1:50 no mesmo meio e
incubado a 37°C com agitagdo a 150 rpm até atingir a densidade Ooptica (OD) de
aproximadamente 0,5 a 0,9 aferida pelo espectrofotdmetro (ABS 600nM). Logo apds, foi
adicionado 1mM de Isoproppyl p-D-1thiogalactopyranoside (IPTG), com o objetivo de induzir
a sintese proteica; ap6s 3 horas de incubacao, todo o volume do meio de cultura foi distribuidos

em frascos especiais e centrifugados a 10.000 rpm (Sorvall RC-5C Plus High-Speed-
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Centrifuge) por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi autoclavado e desprezado, e o pellet foi
ressuspendido com PBS, 1,3M, pH 7,2. O volume de cada tubo foi reunido num béquer pequeno
de 50 ml, acrescido de lisozima (50 mg/ml), para promover lise da parede celular bacteriana,
em seguida utilizou-se um aparelho Sonicador Branson Sonifier 450, o qual promoveu a
sonicagdo do extrato bacteriano durante 20 ciclos de um minuto com 30 segundos de intervalo
entre os ciclos. O lisado foi centrifugado a 20200xg por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em solugdo de ureia 6M (Amresco 0378).

A proteina recombinante rP21 possui uma cauda de histidina, proteinas que possuem
caudas de histidina podem ser purificadas facilmente através de protocolos relativamente
simples utilizando cromatografia de afinidade, como por exemplo, coluna de niquel. A amostra
foi incubada com resina de niquel, por 2 horas, sob agitacdo, a 4°C. Apos trés lavagens em
Binding Buffer (imidazol 5 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8,0, ureia 6M), a resina
foi lavada novamente trés vezes com Washing Buffer, tampao de lavagem (imidazol 20 mM,
NaCl 500 mM, Tris- HC1 20 mM, pH 8,0, ureia 6M) e eluida quatro vezes com tampao de
eluigdo (imidazol 1M, Nacl 50nM, Tris-HCL 20mM pHS8,0 ureia 6M), contendo concentragdes
crescentes de imidazol (5SmM, 20nM e 1M, respectivamente) para competir com a cauda de
histidina, presente na rP21, pela coluna de niquel e liberar a proteina recombinante purificada.

Todo o volume eluido foi dialisado contra tampao PBS com uma membrana de dialise
de 3,5 kDa (Spectra/Por 131198) por 48 horas sob agitacdo continua a 4°C, para a purificagdo
da proteina, remocao residuos de ureia e promover o renovelamento proteico, com reposi¢ao
da solucdo de PBS 1X apos as primeiras 24 hrs de didlise (Figura 2).

Apo6s a didlise a amostra purificada foi aplicada em gel de eletroforese, a 10% SDS-
PAGE (Laemmli, 1970), em condi¢des desnaturantes; o gel foi corado com Coomassie Brilhant
Blue para confirmagdo da sua presenca, pureza e a concentracdo da proteina foi quantificado
utilizando Thermo Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer (280nm). Como marcador de
peso molecular de proteinas (PM), foi utilizado o PS-101 (Jena Bioscience GmbH). E um
marcador composto de uma mistura de sete proteinas purificadas (B- galactosidase 116kDa,
Fosforilase B 97,4kDa, Soro Albumina Bovina 66,2 kDa, Alcool Desidrogenase 37,6kDa,
Anidrase Carbonica 28,5kDa, Mioglobulina 18,4kDa e Lisozima 14kDa) fornecidas em tampao
de carga de gel para aplicagdo direta em um gel SDS-poliacrilamida. Em seguida, uma imagem
do gel foi escaneada no scanner HP Scanjet G4050 através da inversao de cores pelo programa
HP Photosmart Premier. Como controle do experimento foi utilizado um marcador de peso

molecular de proteinas (PM), PS-101 (Jena Bioscience GmbH).
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Figura 2 - Esquema do protocolo de purificacdo da proteina rP21 por cromatografia de afinidade
em coluna de niquel. A proteina rP21 ¢ obtida a partir de culturas de E. coli transformadas; as bactérias
foram crescidas em meio LB, lisadas, centrifugadas e os corpos de inclusao (pellet) foram incubados em
coluna de niquel. A coluna foi lavada com tampdes contendo concentragdes crescentes de imidazol, a
rP21 foi eluida e dialisada por 48 horas contra tampao PBS para promover o renovelamento da proteina.
Fonte: dissertagdo de mestrado de Marlus Alves dos Santos (UFU).

3.4. Imunizag¢do com rP21 em camundongos saudaveis.

Os camundongos foram imunizados com rP21 para avaliar a produgdo de anticorpos
policlonais IgG total anti-rP21. Antes da imunizac¢do, os animais foram distribuidos de forma
randomica entre as gaiolas e divididos entre quatro grupos contendo 5 animais cada. A rP21 foi
diluida em PBS ¢ foram realizadas trés imunizag¢des com intervalos de seis dias entre cada uma,
por via subcutanea de acordo com a Tabela 1. Os grupos foram divididos como descrito a
seguir:

e Grupo 1: controle, os animais foram tratados somente com 200 ul de PBS;

e Grupo 2: P21 0,5 pg, os animais foram tratados com 200 pl de PBS + 0,5 pg de proteina
rP21 por animal;

e Grupo 3: rP21 1 pg, os animais foram tratados com 200 pul de PBS + 1 pug de proteina
por animal;

e Grupo 4: rP21 10 pg, os animais foram tratados com 200 ul de PBS + 10 pg de rP21
por animal;

No terceiro dia apds cada imunizagdo as amostras de sangue foram coletadas via plexo
orbital, com prévia administracdo de um colirio anestésico (Cloridrato de tetracaina 1% e
cloridrato de fenilefrina 0,1%), sendo administrada uma gota por orbita ocular; as amostras
foram coletadas utilizando capilares de vidro contendo heparina, armazenadas em microtubos
(Eppendorf®) de 1,5 mL e centrifugadas 720 x g por 10 minutos para a obtencdo do soro

sanguineo que foram acondicionados novamente em microtubos e congeladas a -20°C.



Tabela 1 — Protocolo de imunizagao dos animais com rP21
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Grupos Dias Coleta de sangue Veiculo + Antigeno Via
1 3
PBS 7 9 PBS 200ul1 Subcutanea
14 17
1 3
0,5ug 9 PBS 200ul + rP21 0,5pg/animal Subcutanea
14 17
1 3
lpg 7 9 PBS 200ul +rP21 1 pg/animal Subcutanea
14 17
1 3
10png 7 9 PBS 200ul + rP21 10 pg/animal Subcutanea
14 17

3.5 Parametros hematologicos

No vigésimo primeiro dia, apds aplicacao dos anestésicos (via intraperitoneal) prescritos

pelo médico veterindrio do CBEA, o animal foi submetido a pung¢do cardiaca com sangria total

e as amostras de sangue foram acondicionadas em tubos estéreis contendo 0,1 mL de solugdo a

10 % de EDTA (tripotassic EDTA) para a realizagdo dos hemogramas. O hemograma,

leucograma e plaquetograma foram realizados em analisador automatico de hematologia para

uso veterindrios (pocH — 1001VDiff®), previamente aferido com sangue controle. A contagem

diferencial ou especifica de leucocitos foi realizada em laminas com esfregagos sanguineos

corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa (FERREIRA NETO et al.,, 1982); os

parametros hematologicos e leucocitarios foram comparados com os valores de referéncia

(PESSOA, 2007; MCKEON et al., 2011).

3.6. Ensaio de tolerancia a rP21 em camundongos saudaveis.
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Os camundongos foram tratados (N= 10) durante vinte ¢ um dias consecutivos com 10
ng de rP21/animal. No 3°, 9°, 14° e 21° dia ap6s cada imuniza¢do amostras de sangue foram
coletadas via plexo orbital e armazenadas (como descrito) e a tolerancia imunoldgica, que
consiste na auséncia de responsividade a antigenos que estdo constantemente em contato com
o sistema imunoldgico, foi analisada. As amostras foram centrifugadas a 720 x g por 10 minutos

para a obten¢do do soro sanguineo, acondicionadas em microtubos e congeladas a -20°C.

3.7. Pesquisa de anticorpos IgG total anti-rP21 no soro

A titulagdo dos anticorpos anti-rP21 no soro dos animais foi realizada pelo teste ELISA
indireto, com modificacdes (GONCALVES et al., 2012). Ensaios preliminares foram realizados
para otimizar as condi¢des da reacdo. Foram testadas diferentes concentracdes de proteina
recombinante rP21 (40, 30, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,62 pg/poco) em tampao carbonato-
bicarbonato, 0,06M, pH 9,6 para sensibilizar as placas e em diferentes tempos (120, 90, 60 ¢ 45
minutos) de incubagdo das amostras com os anticorpos.

Apos as devidas padronizagdes, a cinética de detec¢ao da proteina pelo soro anti-rP21
foi realizada em placas de microtitulagdo de alta afinidade, sensibilizadas com 5 pg/poco de
rP21 em tampao carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6, por 18 horas a 4°C. Em seguida, as
placas foram lavadas trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween (PBS-T), 1, 3M, pH 7,2,
por 5 minutos. Apos a lavagem foi realizado o bloqueio dos pocos com tampao Assay Diluent
contendo PBS e soro bovino fetal 10% durante uma hora em temperatura ambiente. Como
controle positivo foi utilizado soro de camundongos previamente imunizados com rP21 na
diluicao de 1:200 em PBS com triplicata de 25 pl/poco (SANTOS et al., 2014); como controle
negativo foi utilizado soro de camundongos ndo imunizados, 25 pl/pogo, em triplicata. As
amostras foram aplicadas nas placas, 25 pl/poco, juntamente com os referidos controles, as
placas foram incubadas por 2 horas a 37°C, sendo lavadas 5 vezes, como descrito anteriormente,
com PBS-Tween, incubadas com 50 pul de soro de cabra anti-IgG de camundongo conjugado
com enzima horseradish peroxidase (HRP) (1:2500), diluidos em PBS com 10% de SFB, por
1 hora a 37°C. As placas foram lavadas novamente sete vezes e reveladas pelo substrato
Tetramethybenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen, Germany), ap6s 15 minutos a
temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida adicionando-se 25 ul de
acido sulfurico (H2SO4) a 2N. A OD foi determinada em leitor ELISA (GloMax Explorer
System Promega), a 450 nm. Os resultados foram expressos como Indice ELISA (IE), de acordo

com a formula: IE = OD da amostra/cut off, onde cut-off foi estabelecido como a média de OD
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de trés controles negativos acrescida de dois desvios padrdes. As amostras foram consideradas

positivas quanto Indice ELISA > 1.

IE = OD da amostra
Cut-off

3.8. Células e parasitas

Células Vero, fibroblasto de rim de macaco verde da Africa, foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium, GIBCO-BRL, Life Technologies,
Gaithersburg, MD), suplementado com L-glutamina (2mM), D-glicose(4500mg/L),
bicarbonato de sdédio (200mg/ml), HEPES (2380mg/ml), piruvato de sédio (100mg/ml),
penicilina (60mg/L), gentamicina (40mg/L) estreptomicina (10mg/L) e 10% de soro bovino
fetal (SFB-Vitrocell/Embriolife). As células foram mantidas em garrafas de cultura estéreis de
75 cm?, acondicionadas em estufa a 37 °C com atmosfera umida e 5% de CO,. As culturas
foram conferidas diariamente e o meio substituido sempre que necessario. Foram usadas formas

tripomastigotas de cultura de tecidos (TCT), da cepa Y de T. cruzi em ensaios in vivo.

3.9. Imunizagdo com rP21 e Adjuvante de Freund

Os camundongos foram divididos em cinco grupos contendo 6 animais cada e tratados
como descrito a seguir:

e Grupo 1: € o grupo controle, recebeu 200 pl de PBS semanalmente por via subcutanea
durante trés semanas;

e QGrupo 2: os animais foram imunizados semanalmente com albumina de soro bovino
(BSA), 10 pg/animal, diluidos em 100 pl de PBS e 100 pl de adjuvante de Freund;

e Grupo 3: os animais foram imunizados semanalmente com 10 pg de rP21/animal,
diluida em 100ul de PBS e 100 pl de adjuvante de Freund;

e Grupo 4: os animais foram imunizados semanalmente com 10 pg de rP21/animal,
diluida em 200ul de PBS;

e Grupo 5: os animais foram imunizados com 10 pg de rP21/animal, diluida em 200ul de

PBS, durante 21 dias consecutivos.
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Cabe ressaltar, que nos casos em que foi utilizado o adjuvante de Freund, a primeira
imunizacao (1a dose), empregou-se o adjuvante completo, nas imunizagdes posteriores (2a e 3a
dose) empregou-se o adjuvante incompleto, sendo que as doses foram administradas na mesma

concentracdo, volume e via. A Tabela 2, a seguir, resume a estratégia de imunizacao empregada.

Tabela 2 — Protocolo de imunizacio dos animais com rP21 e adjuvante de Freund

Grupos Dias Antigeno Veiculo Via
pg/Animal
1 - PBS Subcutanea
Controle 7 - PBS Subcutanea
14 - PBS Subcutanea
1 10 Adjuvante completo de Freund Subcutanea
Adj-BSA 7 10 Adjuvante incompleto de Freund Subcutanea
14 10 Adjuvante incompleto de Freund Subcutanea
1 10 Adjuvante completo de Freund Subcutanea
Adj-rP21 7 10 Adjuvante incompleto de Freund Subcutanea
14 10 Adjuvante incompleto de Freund Subcutanea
1 10 PBS Subcutanea
PBS-rP21 7 10 PBS Subcutinea
14 10 PBS Subcutinea
rP21-21d 21 10 PBS + Subcutanea

3.10. Ensaio de invasao in vivo

No vigésimo primeiro dia apds a primeira imunizagao, os animais foram desafiados com
formas TCT da cepa Y de T. cruzi na quantidade de 10* parasitas por animal. Foi usado uma
seringa de 1 mL bico slip acoplada a uma agulha 13X4,5 (BD), foram inoculados 100ul/animal
da suspensdo de parasitos, diluidos em PBS por via subcutanea. Ap6s 90 dias de infec¢do, os

animais foram anestesiados como descrito e submetidos a pun¢do cardiaca para coleta das
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amostras de sangue, as quais foram centrifugadas, o soro coletado e armazenado a — 20°C até o

momento da anélise.

3.11. Parasitemia

A parasitemia dos camundongos infectados foi determinada por meio do protocolo
descrito por (JORGE; CASTRO, 2000). Apos 3,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 e 27 dias
apos a infeccdo os animais infectados foram colocados em uma caixa de reteng¢ao, com a cauda
para fora; com uma das maos a cauda foi massageada no sentido da base para ponta, com a
tesoura na outra mao, cortou-se 1 mm ou menos da ponta da cauda, deixando o sangue correr
formando uma gota, com uma micropipeta com ponteira coletou-se 5 pl de sangue, esse volume
foi aplicado sobre uma lamina de vidro, imediatamente recobrimos a gota com uma laminula
18x18 mm, deixando o sangue espalhar naturalmente sem qualquer pressao; levou-se as laminas
ao microscopio Optico, sob a objetiva de 40X, e o numero de parasitas moveis foi determinado
percorrendo toda a area da laminula. Os parasitos foram quantificados em nimero de
parasitos/5ul de sangue, observados por toda a area da laminula, para posterior comparagao e
avalia¢do da importancia da imunizagdo com rP21 no curso da fase aguda na infecc¢ao por 7.

cruzi.

3.12. Coleta de 6rgaos e andlise macroscopica

Apo6s 90 dias de infec¢do, os camundongos foram anestesiados como descrito,
eutanasiados por deslocamento cervical e submetidos a necropsia para remog¢ao do coracao e
bago; foram obtidas imagens dos 6rgdos, utilizando uma camera digital de 13 megapixels, para
fins de avaliagdo morfométrica, em que as condi¢des de luminosidade e altura da camera foram
padronizadas, uma régua graduada em centimetros e milimetros foi incluida em todas as
imagens como referéncia. As imagens foram analisadas utilizando o software Imagel]. O
coracdo dos camundongos foram seccionados e congelados a -80°C para posterior extragcdo de

DNA, para determinagdo da carga parasitaria por qPCR e analise histoldgica.

3.13. Extracdao de DNA

Para extracdo de DNA do tecido cardiaco foi utilizado o PureLink® Genomic DNA kit

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. As



37

concentragdes e a qualidade do DNA foram determinadas a 260/280 nm em espectrofotometro
NanoDrop 2000c UV-Vis speectrophotometer (Thermo Scientific) e amostras com pureza ideal

(~1,8) foram selecionadas.

3.14. Quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real quantitativo (qPCR)

As amostras de DNA extraidos do coragdo foram submetidas a reacdo de qPCR que
consistiu em 10 mM Tris-HCI pH 8,1 5 mM de MgCl, 0,2 mM de cada ANTP, 10 pmols de
cada  iniciador; P21fw  (5-AACGCCACCATCAATCTTTTG-3’), P2lrv  (5°-
CGTCGCCATTCCTCATTTCTTC-3’) que resulta na amplificagdao de fragmento de 65 pares
de base T. cruzi, 1,25 U de Taq Platinum (Invitrogen). Para as rea¢cdes de qPCR, com um
volume de 25 pl, foram adicionados 4 pl (~50 ng) de DNA extraido e 0,4 pul de cada iniciador.
Foi realizado o uso do reagente SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems),
contendo SYBR® Green Dye AmpliTaq Gold® DNA polimerase, dNTPs com dUTP, Rox
referéncia passiva, tampao com componentes otimizados. As reagdes foram realizadas na
plataforma ABI7300 (Applied Biosystems) com o seguinte programa: 50°C durante 2 minutos,
95°C durante 10 minutos, 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 45 segundos e
72°C durante 30 segundos. Ap6s o alongamento final, as amostras foram submetidas a variagao
de temperatura de 50°C a 95°C, com aumento gradual de 0,5°C/s para se obter a temperatura
de melting e produtos ndo especificos.

Para quantifica¢do da carga parasitaria, primeiramente foi definida uma curva padrao
com dilui¢des em série a partir de DNA extraido de 10® parasitos/ml de T. cruzi juntamente
com 50 mg de tecido de coragdo de camundongo nao infectado (correspondendo a uma diluigao
de 2x10° a 2x10° parasitos por ensaio). Para cada reagdo, o software SDS 7300 (Applied
Biosystems) procurou o melhor ajuste entre os pontos, calculou e forneceu o coeficiente de
regressdo linear (R?) e o Slope (inclinagio da curva). O R? mede quio préximo é o ajuste entre
aregressao linear da curva padrao e os valores individuais de cycle threshold (CT) das amostras
padrdo. O Slope indica a eficiéncia da amplifica¢do para o ensaio (um valor de 3,32 representa

100% de eficiéncia.

3.16. Inclusao na parafina.

Os orgaos coletados foram fixados em formaldeido 4% e incluidos em parafina.

Inicialmente foi realizada desidratacdo do tecido em gradagao com alcool etilico (70%, 85%,
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95% e 100%). A inclusdo em parafina foi precedida com o xilol, para remocgdo do alcool, uma
bateria de trés vezes de infiltracdo em parafina liquida, mantida em estufa a 56°C (ponto de
fusdo) e posteriormente o mesmo foi transferido para o molde (bloco) contendo parafina liquida
e aguardado 24 horas para endurecimento da parafina. Os blocos foram levados para
microtomia e para a obtencdo das sec¢des com 4 um de espessura, que foram entdo coletadas
em laminas de vidro. Essas laminas contendo os cortes foram processadas para coloragdo com

hematoxilina e eosina (HE) e coloragao por Picrosirius Red.

3.17. Analise histopatoldgica.

Os animais infectados foram analisados quanto ao perfil histopatolégico do tecido do
coragdo. Para a avaliacao qualitativa da resposta inflamatoria, os cortes foram desparafinizados
e corados com HE. Observou-se o tipo ¢ a intensidade do infiltrado inflamatério nos cortes
histologicos do coragdo em todos os animais dos grupos em (duplicata). O tipo de severidade
do infiltrado inflamatorio foram determinados pela auséncia ou presenca de: (i) reagdo
inflamatoria, (i) linfocitos, (ii1) macréfagos, (iv) neutrdfilos, (v) plasmoécitos e (vi) necrose.
Essas caracteristicas foram avaliadas por intensidade: (-) ausente, (+) leve, (+ +) moderada e (+
+ +) intensa. Embora a analise ter sido realizada por animal, o resultado foi determinado pela
média de cada grupo.

As andlises foram avaliadas com objetiva de 40X de aumento, em ensaio duplo cego
independente. O estudo foi feito por um médico patologista e professor Dr. Henrique Borges
da Silva (CRM: 36087). As andlises foram feitas no Laboratorio de Anatomia Patologica
(Lapat), localizado no Hospital das Clinicas da UFU (HC-UFU), o especialista ndo teve acesso
ao design e nem os dados da pesquisa, para manter a veracidade dos dados sem manipulagao,

por envolver uma andlise qualitativa e subjetiva.

3.18. Coloragao com Picrosirius Red

Para avaliar o impacto das imunizag¢des utilizando rP21 na fibrose presente no coragdo
dos animais infectados, foi realizada uma analise morfométrica da area de colageno total, bem
como colagenos dos tipos I e III. Os cortes foram submetidos a coloracdo em Picrosirius Red,
que permite a distingdo das fibras de colageno depositadas no tecido (KYLE et al., 2017). O

estudo foi feito avaliando area de colageno (um) micrometros por 10 campos microscopicos de



39

cada 6rgdo, o que pode indicar as alteragdes na composi¢do do tecido da matriz extracelular,
fibrose, necrose tecidual e até carcinomas epiteliais.

A quantificagdo de colageno total foi feita utilizando um microscopio Aperio Scan
Scope®AT Turbo. Para a analise morfométrica da area de colageno I e III, foi utilizado um
microscopio invertido de fluorescéncia Nikon Eclipse TiS com luz polarizada acoplada ao
analisador de imagem digital para a quantificagdo da area por diferenga de cor. Nesse sistema,
o grau de birrefringéncia das fibras coldgenas ¢ avaliado através da intensidade de cor, no qual
se delimita as faixas de espectros correspondentes a coloracao de colageno I e III. Sendo assim,
as fibras colagenas do tipo I emitem cor vermelha e as fibras colagenas do tipo III emitem cor
verde, sendo que a sobreposicao das cores gera a cor amarela/alaranjada. As fotomicrografias
foram obtidas a partir da delimitag@o do corte histolégico em quatro partes, evitando locais com
presenca de artérias, arteriolas e veias que sdo regides ricas em coldgeno, foram entdo obtidos
10 campos aleatorios de cada corte no aumento de 20X, mantendo os mesmos parametros de
luminosidade do microscépio para todas as imagens, totalizando 60 fotomicrografias por grupo,
totalizando 300 fotomicrografias por 6rgao para colageno I e IIL

Para a quantificacdo de coldgeno total, as fotomicrografias seguiram os mesmos
parametros, delimitou-se o corte histoldgico do coragdo em quatro partes, evitando locais com
presenca de artérias, arteriolas e veias que sdo regides ricas em colageno, foram obtidos 10
campos aleatorios de cada corte no aumento de 40X, mantendo os mesmos parametros de
luminosidade do microscopio para todas as imagens, totalizando 60 fotomicrografias por grupo
e 600 fotomicrografias para colageno total, I e III.

As fotomicrografias foram analisadas pelo software Imagel, apods calibragdo por meio
de uma fotomicrografia capturada nas mesmas condi¢des que as outras contendo uma escala
através da opcao Analyze = Set Scale = Distance in pixels (ja estabelecida pelo programa) =
Known distance (100um) = Pixel aspect ratio (1.0) = Unit of length (um) = Global - OK.
A 4rea de colageno I e a 4rea de colageno III foi dada em (um?/campo) em cada foto. Este
programa relaciona a area do tecido que foram preenchidos pelo colageno tipo I e tipo III apos
coloracdo com Picrosirius Red. Apds a calibracdo, as fotomicrografias selecionadas foram
submetidas a analises individuais para colageno tipo I e tipo III (Image = Color = Split
Channel), separando as imagens em trés canais: vermelho, verde e azul; o canal azul foi
desconsiderado, sendo assim, a analise para coldgeno do tipo I foi feita pelo canal vermelho e
a analise de coldgeno do tipo III foi feita pelo canal verde. Posteriormente, a andlise foi

mensurada por Image = Adjust = Color Threshold para ajustar as imagens de cada grupo em
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um mesmo padrio. Os resultados foram plotados no software GraphPad Prism 6.0, para analises

estatisticas nao paramétricas (Dunn’s Multiple Comparison).

3.19. Ensaio de titulacao de anticorpos anti-rP21 IgG total, IgG1 e IgG2a no soro dos animais

infectados.

Conforme a padronizacao ja descrita anteriormente, a cinética de detec¢ao da proteina
pelo soro anti-rP21 IgG total, IgG1 e IgG2a pelo teste ELISA foi realizada em placas de
microtitulagdo de alta afinidade, sensibilizadas com 5 pg/pogo de rP21 em tampao carbonato-
bicarbonato 0,06M, pH 9,6, por 18 horas a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas em solucao
salina tamponada com fosfato contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), 1,3M, pH 7,2. Os sitios
inespecificos foram bloqueados com PBS contendo Tween 20 a 0,05%(PBS-T) acrescido de
10% de soro bovino fetal (SBF) durante 1 hora em temperatura ambiente. 25 pL. das amostras
de soro foram incubadas por 2 horas para deteccdo de IgG total, IgGl e IgG2a anti-
rP21.Conjulgados especificos para cada classe de imunoglobulina anti-IgG (1:1000) de
camundongos marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) diluidas em
PBS-Ta 1%, anti-IgG1 (Novus Biological, 1:4000) e anti-IgG2a (Catalag Lab. Inc., South San
Francisco, EUA 1: 2000) de camundongo marcado com biotina, diluidos em PBS-T+BSA1%,
foram adicionados e incubados por 1 hora a 37 °C. Para detec¢ao de IgG1 e IgG2a, placas foram
incubadas com estreptoavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) por
30 min a temperatura ambiente. Entre cada etapa da reagao, as placas foram lavadascom PBS-
T por seis vezes. A reagdo foi desenvolvida com 2,2-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonica) (ABTS, Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL, Washinto, DC, EUA) e a densidade
optica (DO) determinada a 405 nm em leitor de placas (SpectraMax M2e Molecular Device,
EUA) (SILVA et al.,2007). Foram utilizados como controle, soro de camundongo imunizados
com rP21 como controle positivo (SANTOS et al., 2014) e soro pré-imune de camundongos

como controle negativo, diluidos em PBS, em triplicata.

3.20. Normas de Biosseguranga

Todos os procedimentos in vitro e in vivo, envolvendo manuseio de parasitos, cultivo

de células infectadas, animais e reagentes, bem como utiliza¢gdo dos equipamentos foram

realizados de acordo com as normas de biosseguranga descritas por Mineo (2005).
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3.21. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.01
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e os dados foram expressos como média +
desvio padrdo. A comparacdo de dados entre os grupos infectados com o grupo controle PBS
foi analisada pelo teste T ndo pareado de Student, two-way e one-way ANOVA; o teste de
Tukey (paramétrico) ou o teste de Dunn (ndo paramétrico) foram utilizados para analise de
comparag¢ao multipla entre os grupos estudados, de acordo com o delineamento experimental.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Purificagdo, determinagdo da pureza e concentragdo da rP21

Para confirmar o sucesso na obtengao e purificagdo darP21 que foi utilizada nos ensaios,
assim como assegurar que a proteina purificada esteja livre de contaminantes que possam
influenciar os resultados, apos a etapa de didlise descrita no protocolo de purificacao (SILVA
et al., 2009; SANTOS et al., 2014), a amostra dialisada foi submetida a eletroforese em gel
poliacrilamida (Figura 3). No poco aplicado com a solucdo da rP21 podemos observar a
presenca de uma unica e forte banda proteica préximo a 18kDa, indicando a pureza da amostra

rP21 obtida.
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Figura 3 — Gel de SDS-PAGE da rP21, obtencio e avaliacio da pureza. Eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10% para confirmar a obtencdo rP21 utilizada nos ensaios; A imagem
foi obtida por meio de um escaner de gel de eletroforese com inversdo de cores pelo software do
programa HP Photosmart Premier.

4.2 A rP21 tem a capacidade de induzir uma resposta imune humoral com produgio de

anticorpos IgG total anti-rP21

Para se avaliar o perfil imunogénico da proteina rP21, camundongos foram imunizados
com a proteina, verificou-se por ELISA que a rP21 induziu resposta imunoldgica confirmada
pela produg¢do de IgG total anti-rP21 presente no soro dos animais imunizados com a proteina,
0s quais apresentaram reatividade a partir da terceira semana de imunizagao.

Ao comparar os niveis de anticorpos induzidos pela imunizagdo com rP21 entre os
grupos estudados o maior titulo foi observado no grupo de animais imunizados com 10
pg/animal com IE= 1,58 (Figura 4 C). Entretanto, a detec¢ao de anticorpos ocorreu de forma

mais discreta nos grupos; 1 pg/animal (IE=1,34); 0,5 pg/animal (IE=1,17).
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Figura 4 - Deteccao de anticorpos IgG total anti-rP21 durante trés semanas de imunizacdes com
rP21. Os camundongos foram distribuidos em quatro grupos (N = 5 animais por grupo) imunizados
semanalmente durante trés semanas com rP21. Soro de animais previamente imunizados com rP21, na
diluig¢do de 1:200 foi usado como CTRL +. O grupo controle negativo foi tratado apenas com 200ul de
PBS por animal. Avaliou-se a produg¢do de anticorpos rP21 em relagdo ao grupo controle negativo. (A)
1° semana (B) 2° semana (C) 3° semana. Os dados em A-C correspondem a média das triplicatas por
cada grupo estudado + DP, foram analisados com teste t de Student Kruskal-Wallis ( one-way ANOVA).

Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05. Com os valores de P representados
no gréafico.

4.3 Animais imunizados com rP21 apresentou niimero maior de linfocitos circulantes na

corrente sanguinea

Para analisar se as imunizagdes induziam alteragdes nos parametros hematoldgicos dos
animais apos 21 dias, as amostras de sangue foram obtidas e processadas. Os resultados indicam
alteragdes consideraveis como aumento dos niveis de hemoglobina no grupo imunizado com
10pg/animal, quando comparadas ao grupo controle PBS; os valores de hemoglobina e
consequentemente o hematdcrito estavam acima dos valores de referéncia no grupo 10
pg/animal. Os outros parametros hematoldgicos dos grupos estudados estavam dentro da
normalidade quando comparados com os valores de referéncia, sendo assim, conclui-se que os
resultados ndo indicam a presenga de anemia nos animais imunizados com rP21. J4 no
leucograma, foi observada uma linfécitose no grupo 10 pg/animal ao fim do processo de
imunizacao quando comparados ao controle, além de uma neutréfilia no grupo 0,5 pg/animal;
pode-se inferir que a imunizacao foi reconhecida pelo sistema imunoldgico, aumentando os
indices de linfocitos no grupo 10 pg/animal e de neutrdfilos no grupo 0,5 pg/animal circulantes
na corrente sanguinea. Os resultados obtidos na Tabela 3 correspondem a média das triplicatas

+ DP dos grupos avaliados, que foram analisados com teste t de Student Kruskal-Wallis ( test
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one-way ANOVA), considerados significativos quando P < 0,05, com os valores representados

na tabela com “*”.



Tabela 3 - Valores de referéncia para camundongos BALB/c (SANTOS, et. al 2016).

45

TRATAMENTOS C/ P21
Valores de
PARAMETROS Referéncia Controle 0,5 ng 1pg 10 pg
PBS

Eritrécito (10%/mm?) 7,1a9,5 10,05+ 0,5 99+04 10,2+0,3 10,8 + 0,4
Hemoglobina (g/dL) 11,6 a 15,8 14,1+ 3,6 15,8+ 0,7 15,9+ 0,4 17,1 +£0,8*
Hematocrito (%) 37,4a51,7 50,5+2,5 50,8 2,0 51,6 £0,8 55,7+ 1,7*
VCM (fL) 41,5a574 50,2+0,9 50,7+0,8 50,1 +0,4 50,5+0,7
HCM(pg) 14,12 184 15,7+0,2 15,8+0,1 155+0,1 15,6 0,2
CHCM (g/dL) 30,52a34,2 31,5+0,7 31,2+0,6 31,06 £0,3 30,9+0,3
Leucécitos (10° /mm?) 1,5a4,8 8,6+ 14 6,5+ 0,6 75+1,2 8+0,8
Mielocitos (%) 0 0+0,0 0+0,0 0£0,0 0+0,0
Metamielécitos (%) 0 0+0,0 0+0,0 0£0,0 0+0,0
Neutrofilos (%) 11a29 15,8 £3,8 27,5+ 3,8* 19,7+4,9 1425+3,8
Eosinofilos (%) Oas 1+£24 0+0,0 2+1,8 1,1+1,8
Basoéfilos (%) Oal 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Monécitos (%) 0Oaéb 1,3+2,3 2,1+£2,1 1,5+1,8 0,6 0,7
Linfécitos (%) 65 a 87 78,8 £7,1 72,4 +£4,5 78,7+4,8 85,2 £3,38*
Plaquetas (10° /mm?) 325 a 888 1.121 +£20,3 1,374 £ 74,2 1.386 + 20,2 1.056 + 24,3

*Analise estatistica ANOVA, p<0,05, quando comparados com controle
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4.4 A rP21 ndo gera tolerancia imunoldgica e sua afinidade antigeno-anticorpo mantém a

titulagdo até 1:32.

Para investigar o desenvolvimento de tolerancia ao antigeno estudado nos animais
imunizados com rP21, optou-se por tratar os camundongos com a dosagem de 10 pg/animal, a
qual apresentou mais reatividade nos ensaios anteriores. Os camundongos foram imunizados
durante 21 dias consecutivos com a proteina rP21, e as amostras de sangue foram coletadas e
analisadas para dosagem de IgG total anti-rP21. Os resultados mostram que, a partir da segunda
semana, houve a deteccio de anticorpos no soro dos animais imunizados com rP21 no nono dia
com [E=2,0, no décimo quarto dia com [E=1,8 e vigésimo primeiro com [E=1,6; indicando que
mesmo os animais sendo imunizados durante 21 dias ininterruptos o sistema imunoldgico
reagem produzindo anticorpos continuamente, mostrando que a rP21 ¢ um imundgeno capaz
de estimular uma imunidade especifica sem gerar tolerancia (Figura SA). Para avaliar o grau
de afinidade estabelecida pela forca de reagdo entre a rP21 e o anticorpos produzidos,
identificou-se a amostra da semana que mais apresentou reatividade contra a proteina e
procedeu-se uma dilui¢do seriada; e os resultados mostram que os anticorpos das amostras
obtidas no nono dia possuem afinidade considerdvel pela proteina rP21 até a diluicao de 1:32
que tiveram suas absorbancias mantidas acima do ( [E>1 ) o que aponta que a proteina tem uma

afinidade antigeno-anticorpo forte com titulacdo até 1:32 (Figura 5 B).
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Figura 5 - A proteina rP21 nfdo gera tolerincia e sua afinidade antigeno-anticorpo apresenta
ligacoes fortes e duradouras. Os camundongos foram imunizados durante vinte e um dias
consecutivos com 10pg/animal da proteina rP21 diluida em 200ul de PBS por via subcutinea. (A) O
sangue dos animais foi colhido nos dias 3, 9, 14 e 21 para deteccdo de anticorpos IgG total anti-rP21.
(B) Foi realizada uma dilui¢do seriada com o soro dos animais do nono dia e a proteina rP21 apresentou
alta afinidade pelo anticorpo e estabelece ligacdes ao antigeno com IE > 1 até a diluicdo de 1:32. O
CRTL - foi obtido a partir de soro de camundongos nido imunizados e tratados comente com PBS, ja o
CRTL + utilizou-se soro de camundongos previamente imunizados com rP21 + Adjuvante Freund. Os
dados em A e B correspondem a média das triplicatas por cada grupo estudado + DP, foram analisados
com teste t de Student (Kruskal-Wallis one-way ANOVA). Os resultados foram considerados
significativos quando P < 0,05. Como os valores de P representados no grafico.

4.5 A imunizagdo com rP21 favoreceu a diminuicdo do nimero de parasitas no sangue de

animais infectados por 7. cruzi

Para investigar se a imuniza¢do com rP21 influenciaria positivamente no controle da
parasitemia de animais infectados por 7. cruzi foram realizados ensaios in vivo tendo em vista
quantificar o numero de parasitos presentes na corrente sanguinea. Os grupos Adj-rP21 e rP21-
21d apresentou ao 9° dia menor nimero de parasitas no sangue quando comparados ao grupo PBS ao
Adj-rP21 com (P=0,0344) e ao rP21-21d com (P=0,0114). Ao 11° dia o grupo rP21-21d se destacou por
apresentar um declinio maior no niimero de parasitos com (P<0,0001), da mesma forma ocorreu com o
grupo PBS-1P21 que também manteve o niimero de parasitos menor quando comparados ao grupo PBS
com (P<0,0001), em contrapartida, o grupo Adj-rP21 ao 11° dia apresentou niimero de parasitos mais
elevados quando comparados ao grupo PBS com (P=0,0016). A partir do 13° dia houve uma redugdo
no pico de parasitemia em todos os grupos estudados e o grupo PBS ao 17° apresentou um maior niimero

de parasitos na corrente sanguinea quando comparado com o grupo Adj-rP21 com (P=0,0156). Sendo
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assim, o processo de imunizac¢ao com rP21, favoreceu a diminui¢ao do numero de parasitos no

sangue nos primeiros dias de infecgao.

Fase aguda

300- *ekdd - PBS
i = Adj-BSA
200- -+ Adj-rP21
PBS-rP21

rP21-21d
100-

Parasitos/5.l de sangue

Dias pés-infecgao

Figura 6 - A imunizacido com rP21 reduz o niimero de parasitos na corrente sanguinea dos animais
infectados por 7. cruzi durante a fase aguda. O numero de parasitos em Sul de sangue foi contado
nos dias 0, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 e 27 apds a infecgdo. Os dados correspondem a média
de cada animal = DP, os dados foram analisados pelo método two-way ANOVA, seguido pelo teste de
multiplas comparagdes de Dunn. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05 com
os valores de P indicados na legenda da Figura 6.

4.7 Avaliacdo da area do bago e do coracao dos animais imunizados ou ndo com a proteina rP21

na fase cronica da infecgao por 7. cruzi

Para avaliar se a imunizagdo com rP21 promovia algum efeito protetor contra a
hipertrofia apresentada pelo coracdo e bago dos animais na fase cronica da infeccao por 7. cruzi,
foi realizada a analise da area das imagens obtidas dos 6rgaos extraidos desses animais (Figura
7 A-E) utilizando o software ImageJ. A infecgdo cronica por 7. cruzi pode resultar na CCC,
caracterizada histologicamente por acumulo de colageno e fibrose do 6rgdo, decorrente da
destrui¢do progressiva de cardiomidcitos; o hospedeiro sofre hipertrofia do coragdo e
insuficiéncia cardiaca. Ja no bago, 6rgdo onde acontece as principais respostas imunologica

provenientes do sangue, por meio das células como: linfécitos, macréfagos, células dendriticas
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e plasmocitos, a infec¢do por 7. cruzi promove uma alta reatividade no bago resultando em
esplenomegalia e linfadenopatia com ativagao de linfécitos T e B. Foi observado que a analise
da area do grupo Adj-rP21 era significantemente menor em relagdo ao grupo controle PBS
(Figura 7 F); nenhuma alteragcdo na area do bago foi detectada quando comparada ao grupo

controle PBS (Figura 7 G).
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Figura 7 — Analise da area dos 0rgaos; coracio e baco dos animais imunizados ou nao com rP21
na fase cronica da infec¢do por 7. cruzi. Os camundongos foram imunizados ou ndo com rP21 e foram
infectados com tripomastigotas e avaliados apos 90 dias de infecgdo. (A) PBS (B) Adj-BSA (C) Adj-
rP21 (D) PBS-rP21 (E) rP21-21d. (F) grupo Adj-rP21 apresentou area do coragdo menor em relacio ao
grupo controle PBS. (G) A area dos bagos ndo apresentou nenhuma alteragdo quando comparados ao
grupo controle PBS. As imagens foram obtidas com uma camera digital com os mesmos padroes de
distancia, angulo e luminosidade e a drea dos 6rgdos foi medida utilizando o Software ImageJ. Os dados
(F e G) correspondem a média da drea em cm?  DP, e os dados foram analisados pelo método one-way
ANOVA Kruskal-Wallis com teste de multiplas compara¢des Dunn. Os dados foram considerados
significativos quando P < 0,05 com os valore de P indicados no grafico.

4.7 A proteina rP21 reduziu a carga parasitaria no tecido cardiaco.
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Para avaliar o impacto da imunizacdo com rP21 na infectividade do 7. cruzi no tecido
cardiaco, realizamos uma quantificacdo dos parasitos nos grupos estudados por meio de PCR
quantitativo em tempo real. Dessa forma, construimos uma curva a partir de uma diluicao em
série de DNA de cultura de 7. cruzi, e de tecido de coragdo de camundongos que foram
utilizados para gerar uma curva padrio contendo 9 pontos (10% - 10%). Logo ap6s, fizemos um
PCR em tempo real da curva, para estabelecer a diferenca entre os ciclos de amplificagdo dos
diferentes pontos. Nossos dados mostram que a curva foi padronizada, apresentando um R? =
0,96 e um slope =-3,52 o que comprova a eficiéncia da reagao (Figura 8 A e B).

Ao padronizarmos a curva, realizamos o PCR em tempo real com as amostras do
coracdo dos grupos imunizados ou ndo com rP21, bem como, o grupo controle que nao recebeu
nenhuma imunizagdo, sendo que todos os animais estavam infectados por 7. cruzi. Como
esperado, foram detectadas copias de DNA do parasito em todos os grupos infectados de
camundongos na fase cronica, porém, os dados demostram uma diminui¢ao na carga parasitaria
em todos os grupos imunizados com rP21 em relagdo ao grupo controle PBS (Figura 9), estes
resultados sugerem que a imunizacdo diminuiu a carga parasitaria em todos os grupos
imunizados com rP21 na fase crdonica da infec¢do, de forma independente da presenca de

adjuvante junto a rP21.
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Figura 8 - Anadlise dos dados representativos do qPCR em tempo real. (A) Curva padrio gerada a
partir de 9 diluigdes em série (10® - 10°); (B) Painel de amplifica¢do da curva por PCR em tempo real.
(C) Curva de dissociagdo.
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Figura 9 — Reducio da carga parasitaria no tecido cardiaco dos animais imunizados com rP21
durante a fase cronmica da infeccdo por 7. cruzi. Apés a imunizagdo ou ndo com rP21 dos
camundongos e 90 dias de infecgdo, realizamos a analise da quantidade de parasitos no coragdo (PCR
em tempo real). Os resultados correspondem as médias das duplicatas + DP, os outliers foram removidos
de acordo com a sugestao do software GrafthPad Prism 6.01 e analisados com método one-way ANOVA
(teste de comparag¢des multiplas de Dunn). Os dados foram considerados significativos quando P < 0,05,
com os valores de P indicados na figura.

4.8 A rP21 associada ao Adjuvante de Freund aumenta a vigilancia imunoldgica contra a

infeccdo por 7. cruzi

Para estudar o papel protetor da imunizacdo com rP21 na ativacdo do sistema
imunologico e preservagao do tecido cardiaco, as alteragdes histopatologicas foram avaliadas
nos 6rgaos dos animais imunizados ou ndo com essa proteina. Cortes histologicos corados com
H.E permitiram visualizar que houve alteragdes na resposta de leve (no PBS) para moderada na
populacdo de células inflamatorias no grupo Adj-rP21 (++) com leve (+) presenca de necrose;
ocorreu também, neste mesmo grupo, com leve infiltrado de neutréfilos (+) em comparagdo aos

grupos controle (Tabela 4).
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No grupo Adj-BSA nao foi observado reagdo inflamatoéria alguma, apenas uma leve (+)
necrose. Em todos os outros grupos avaliados observou-se uma leve reagcdo inflamatoria (+)
com presenca moderada de linfocitos (++) e leve (+) recrutamento de macrofagos e

plasmocitos.

Tabela 4 — Caracterizacdo qualitativa e semi-quantitativa do processo inflamatoério em cortes
histoldgicos de tecido cardiaco de animais infectados por T. cruzi.

PBS Adj-BSA Adj-rP21  PBS-rP21  rP21-21d
Infiltrado
+ - ++ + +
inflamatorio
Linfocitos ++ - ++ ++ ++
Macrofagos + - + + +
Neutrofilos - - + - -
Plasmaocitos + - + + +
Necrose - + + _ ~

As caracteristicas foram classificadas de acordo com intensidade, ausente ( - ), leve (+),
moderado (++) e intenso (+++).

4.9 Imunizagdao com rP21 reduz a fibrose tecidual no coragdo dos animais infectados por 7.

cruzi.

Para avaliar se a imunizag¢do com rP21 ¢ capaz de proteger o coracdo e reduzir a fibrose
resultante da infeccdo cronica por 7. cruzi, cortes histologicos foram analisados e a area
(um?/campo) de colageno total, assim como colageno do tipo I e III foram determinas ap6s 90
dias de infecgdo experimental por 7. cruzi. Uma das principais caracteristicas histopatologicas

da CCC ¢ a fibrose tecidual no coragdo dos individuos com DC, resultante de uma inflamacao
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cronica desencadeada por um processo de desequilibrio na sintese de componentes da matrix
extracelular, os quais sdo produzidos em excesso, sendo que um dos principais componentes
envolvidos no processo de fibrose € o colageno. As imagens obtidas (Figura 10 A-E) permitem
observar que o grupo Adj-rP21 apresentou diminuicao significativa da deposi¢ao de colageno
total no coragdo quando comparados com o grupo PBS (Figura 10 F), apesar de haver mais
células do sistema imunologico no grupo Adj-rP21, ndo houve deposicdo de colageno total
quanto aos demais grupos estudados.

Para avaliar a diferenciacao de coldgeno tipo I e III usou-se uma analise morfométrica
por meio de imagens produzidas a partir do uso de filtro de polarizagdo em microscopio de
fluorescéncia; as imagens foram obtidas de corte histologicos corados com Picrosirius Red
(Figura 11 A-E). Os resultados mostram reducdo da area preenchida por coldgeno do tipo I nos
grupos PBS-rP21 e rP21-21d (Figura 11 F) quando comparados com o grupo controle PBS; o
mesmo ocorre para o colageno do tipo III em que os animais tratados com PBS e BSA
apresentaram area de colageno mais elevada quando comparados com os grupos imunizados

com a proteina rP21 (Figura 11 G).
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Figura 10 - O processo de imunizacdo com a proteina rP21 associada ao Adjuvant de Freund é
capaz de reduzir a fibrose tecidual no coracdo dos animais infectados com 7. cruzi. Anélise das
fotomicrografias representativas da area de fibrose do coracao dos animais imunizados ou ndo com a
proteina rP21. (A) Fotomicrografia do corte histoldgico corado com Picrosirius Red do grupo PBS. (B)
grupo Adj-BSA. (C) grupo Adj-rP21. (D) grupo PBS-rP21. (E) grupo rP21-21d. (F) Adj-rP21
apresentou menor area de fibrose em pm?*/campo quando comparados com o grupo controle PBS. Os
dados correspondem as médias da analise morfométrica realizada por meio do software ImageJ das
imagens digitais obtidas a partir de 10 campos aleatorios do corte histologico do coragdo dos animais
de cada grupo (N = 6 animais por grupo) = DP, analisados pelo método one-way ANOVA (teste de
comparagdes multiplas de Dunn). Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05 com
os valores de p representados na Figura 12 F.
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Figura 11 - A imuniza¢io com a proteina recombinante rP21 reduz a quantidade de colageno do
tipo I e III. Analise da imuniza¢do com a proteina recombinante rP21 por meio de fotomicrografias
obtidas a partir de corte histologicos do coragdo e apds coloragdo com Picrosisrius Red e analisadas sob
luz polarizada destacando os colagenos tipo I e III. (A) Fotomicrografia do grupo dos animais controle
PBS. (B) grupo Adj-BSA. (C) grupo Adj-rP21. (D) grupo PBS-rP21 (E) grupo rP21-21d. (F) Os grupos
PBS-rP21 e rP21-21d reduziu significativamente a quantidade de colageno do tipo I quando comparados
ao grupo controle PBS (G) Todos os grupos imunizados com a proteina rP21 apresentaram éarea de
colageno menor quando comparados com o grupo controle PBS. Os dados de A-G correspondem as
médias da analise morfométrica realizada por meio do software ImageJ das imagens obtidas a partir de
10 campos aleatdrios do corte histoldgico do coragdo dos animais de cada grupo (N = 6 animais por
grupo) = DP, analisados pelo método one-way ANOVA (teste de comparagoes multiplas de Dunn). Os
resultados foram considerados significativos quando P < 0,05 com os valores de P representados na
Figura 13 F e G.
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4.10 A imunizacdo com rP21 aumenta consideravelmente os niveis de IgG total, IgG1 e IgG2a

anti-rP21.

Para explorar se a imuniza¢do com rP21 promove uma resposta imunologica mais eficaz
contra 7. cruzi avaliou-se quais os isotipos de imunoglobulina G (IgG) estariam presentes no
soro dos animais imunizados. Em se tratando de um modelo ideal e eficaz de vacinacao, a
prote¢ao contra o agente causador da DC esta associada com uma resposta imune celular e
humoral adequada. Anticorpos sdo um componente importante da resposta imune contra
patogenos, pois evoluiram para classes e subclasses com fungdes especificas atribuidas como:
citotoxidade, fagocitose e liberacdo de mediadores de inflamacao dentre outros. A implicagdo
desse estudo ¢ que a imunoglobulina G (IgG) em si pode ser um importante promotor de uma
resposta imune do tipo Th2. Muitos estudos utilizam os isotipos de IgG como marcadores das
respostas Thl e Th2 contra 7. cruzi. Durante a infec¢do por 7. cruzi, maiores quantidades de
anticorpos do isotipo IgG1 em compara¢ao com IgG2a estariam associados a progressdo da
doenca, enquanto maiores quantidades de anticorpos especificos do isotipo IgG2a em

comparagdo ao isotipo IgG1 estariam associados a protecdo contra a doenca.

Realizou-se um ensaio imunoenzimatico para avaliar a presenc¢a de anticorpos IgG total,
IgG1 e IgG2a contra a rP21 e os resultados demostram que a imuniza¢do com rP21 promoveu
um aumento nos niveis de IgG total em todos os grupos imunizados com a proteina quando
comparados com o grupo controle PBS (Figura 12 A). Sendo assim, os resultados também
apontam que houve producdo de anticorpos IgG1 contra a proteina rP21lem todos os grupos
estudados; em contrapartida, os dados ndo mostraram diferenca estatistica entre os grupos
quando comparados ao grupo controle PBS (Figura 12 B). Ao avaliar a producao de IgG2a
contra a proteina rP21 houve um aumento na produg¢do de anticorpos no grupo Adj-rP21 quando
comparado ao grupo controle PBS (Figura 12 C). Em conjunto os resultados sugerem que a
imunizagao com rP21 é capaz de induzir uma resposta humoral eficaz capaz de promover uma

protecdo contra infec¢do por 7. cruzi.
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Figura 12 - A imunizacio com a proteina recombinante rP21 resultou em niveis mais elevados de
anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a anti-rP21na fase cronica. Para avaliar a presenga de anticorpos
contra a proteina rp21 no soro dos animais imunizados realizou-se (ELISA) indireto das amostras (N=
6 animais por grupos). (A) Analise da presenga de anticorpos IgG total antirP21. (B) Deteccdo de
anticorpos IgG1 no soro dos animais. (C) Analise da presenga de anticorpos IgG2a anti-rP21. Os
resultados correspondem as médias das triplicatas + DP, avaliados pelo método one-way ANOVA e
teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os dados foram considerados significativos quando P < 0,05,
com os valores de p indicados na Figura 12 A-C.
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5. DISCUSSAO

Inimeros estudos vém sendo aplicados na tentativa de melhorar o desenvolvimento de
vacinas e tratamentos com drogas que tem a capacidade de controlar a infec¢ao por 7. cruzi
com o objetivo de prevenir ou impedir os efeitos agravantes da doenca (SANCHEZ-BURGOS
et al. 2007). As vacinas apresentam um excelente historico no sucesso da medicina moderna
devido ao impacto dréstico sobre a morbidade e mortalidade em todo o mundo, surge entdo a
necessidade crescente de novas vacinas capazes de estimular uma resposta imunoldgica
eficiente e duradoura para a prevengdo de doencas infecciosas. Entretanto, no caso da Doenca
de Chagas, os agentes parasiticidas como benzonidazol tem uma eficicia limitada contra a
infeccdo cronica por 7. cruzi e ndo ha vacinas profilaticas disponiveis atualmente. Viarios
estudos se concentram na caracterizagdo de antigenos parasitarios que podem ser utilizados
como candidatos vacinais (MATOS et al. 2017).

Existem duas principais técnicas de imunizagdo anti-7.cruzi, as imunizacdes
convencionais que usam antigenos de parasito completo e os testes ndo convencionais que sao
baseados em antigenos recombinantes ou purificados ou semi/purificados (LONGHI et al.
2012). A busca pelo aperfeicoamento de protocolos, por meio do uso de proteinas
recombinantes proporcionara ao tratamento da Doenc¢a de Chagas uma melhoria nas condigdes
de vida dos individuos que futuramente poderiam vir a entrar em contato com o protozoario,
além de auxiliar no tratamento e nas condi¢des de vida de pacientes chagasicos (MATOS et al.
2017).

A proteina P21 nativa ¢ secretada por diferentes cepas do protozoario, e € especifica da
espécie, nao sendo co-relacionada a nenhuma proteina de outra espécie parasitaria o que garante
uma especificidade na gera¢do de anticorpos contra a mesma, sem nenhum tipo de reagdo
cruzada o que permite usa-la como uma importante ferramenta em modelos de vacinagdao no
tratamento da DC (DA SILVA et al., 2009). Sendo assim, como os resultados demostram, a
proteina rP21 mostrou-se promissora porque induziu uma protegdo significativa em modelos
experimentais de imunizagdo com a proteina contra a infec¢do por 7. cruzi.

Duas abordagens experimentais foram usadas nesse estudo, em uma delas avaliamos a
imunizagao com a proteina rP21 em animais saudaveis, sendo que, a imuniza¢ao dos animais
foi realizada usando dois protocolos diferentes. Na primeira abordagem utilizamos
concentragdes crescentes da proteina recombinante P21 0,5 pg, 1 ug e 10 pg por animal, via
subcutanea, e utilizamos apenas PBS como veiculo; avaliamos em qual concentragdo haveria

uma resposta imunologica eficiente sem causar aos animais nenhum efeito colateral. Ja na
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segunda abordagem, ao sabermos qual concentracdo teve melhor resposta a imunizagdo,
associamos a concentra¢do de 10ug/animal da rP21 ao adjuvante de Freund e de acordo com o
delineamento experimental, avaliamos se a imunizagdo com a rP21 resultaria em protecao
contra a infeccao por 7. cruzi.

Neste estudo, avaliamos a produc¢do de imunoglobulinas G (IgG) anti-rP21, que foram
efetivos e demostraram alta especificidade pela proteina nas reagdes por ELISA. De acordo
com Abras et al. (2016), a utilizacdo de anticorpos policlonais pode diminuir a reagdo cruzada
existente em outros métodos que empregam diferentes pools de antigenos. Em estudos nao
publicados por nosso grupo de pesquisa avaliou-se que tanto na infec¢ao natural (em amostras
de humanos chagasicos) quanto pela infec¢do experimental (em amostras de animais infectados
com T.cruzi j& na fase cronica) o anticorpo policlonal anti-rP21 ¢ capaz de reconhecer a forma
nativa da proteina P21 onde se demostrou que durante a infec¢do, nos ninhos de amastigotas,
ha grande produgao da proteina.

Ao analisarmos os efeitos que a rP21 desenvolve ao entrar em contato com sistema
imunoldégico dos animais, este estudo foi capaz de demostrar a utilidade dos anticorpos
policlonais IgG total anti-rP21 na protecdo contra a infec¢do por 7. cruzi. Estudos relacionados
apontam que o uso de protocolos de imuniza¢do com antigenos do protozoario pode promover
uma protecdo contra danos causados pela DC por meio de anticorpos reativos a determinados
antigenos que favorecem a infecgio (MALAGA-MACHACA et al. 2017).

A obtencao de protocolos de imunizag@o com a proteina rP21 pode ser uma alternativa
para amenizar os problemas enfrentados no tratamento da DC. Alguns estudos j& publicados
demostram que a proteina rP21 tem atividade pro-fagocitica, e favorece de forma positiva a
ativacdo de macrofagos a internalizarem os protozoarios Trypanosoma cruzi, Leishmania
amazonensis e Toxoplasma gondii in vitro de forma dependente da ligacdo ao receptor CXCR4,
ativando a via de sinalizacdo PI3-quinase (RODRIGUES et al., 2012); o que nos permite inferir
que imunizagdo com a proteina rP21 pode favorecer o hospedeiro ao produzir anticorpos anti-
rP21 que possam interferir na ligacdo dessa proteina ao receptor CXCR4 devido a agdo do
sistema imunoldgico. Isto estd em concordancia com estudos prévios, os quais mostram que a
proteina P21 pode ser um importante fator de evasdo de 7. cruzi do sistema imune do
hospedeiro; em que sua atividade pro-fagocitica permite a permanéncia intracelular, onde ele
possa crescer livremente no citoplasma da célula hospedeira (RODRIGUES et al., 2012).

Dessa forma, os camundongos imunizados com a rP21 desenvolveram respostas
especificas a proteina por meio da produg@o de anticorpos contra o antigeno estudado e que a

proteina rP21 pode ser utilizada como uma ferramenta responsavel por promover uma
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imunidade protetora especifica. (MALAGA-MACHACA et al. 2017). Em outro estudo, que
obteve resultados similares aos aqui relacionados, os autores empregaram protocolos de
imunizacao contra a proteina cruzipaina, que promoveu uma imunidade especifica, ¢ uma
protecao sistémica e na mucosa dos animais infectados por 7. cruzi (SCHNAPP et al. 2002).

A modulagdo da resposta imunoldgica para o controle da infecgio por 7. cruzi depende
da eliminagdo do parasito pelos mecanismos de defesa da imunidade inata e adquirida;
macrofagos, células NK e linfocitos T e B sdo necessarios para montar uma resposta imune
efetiva. Em resumo, a imuniza¢ao com a proteina rP21 pode promover o desenvolvimento e
ativacao das células T CD4+ e T CD8+ de memoria que geralmente sdo moduladas por células
NK e linfécitos B, uma vez que, um menor nimero de células T de memoria sdo formadas na
infeccdo aguda quando esses subconjuntos estdo ausentes (CARDILLO et al. 2015). Durante
os estagios iniciais da infec¢do por 7. cruzi, as células B sdo fundamentais para ativar as células
T, relacionadas a via Thl, que favorecem o controle do crescimento do parasito (CARDILLO
et al.2007). Portanto, na auséncia de células B maduras, o sistema imunologico ¢ incapaz de
gerar ou manter células T CD8 + de memoria efetivas para instruir um padrao funcional Thl
de citocinas de células T, as respostas inflamatorias nos tecidos desses camundongos sdo menos
intensas na fase aguda da infec¢do, o que consiste em um déficit na geragdo de células T
efetoras. (CARDILLO et al. 2015). Além disso, o tipo de célula preponderante no infiltrado
inflamatério do musculo esquelético na infec¢do por 7. cruzi sdo as células T CD4 +
(CARDILLO et al., 2007).

Considerando a importancia dos linfocitos B, bem como os linfocitos T de memoria, na
protecao contra a infec¢do por 7. cruzi, os individuos infectados na fase aguda apresentam
comprometimento nas células T efetoras, muito provavelmente pela auséncia de estimulagao
antigénica continua, como resultado de uma infecc¢ao persistente (CASTRO EIRO et al. 2017).

Entretanto, também ¢é necessario avaliar se a imunizagdo com o antigeno rP21 tem a
capacidade de desenvolver uma resposta imunoldgica exagerada ou provocar alteragdes
sistémicas significativas que a impossibilite de ser utilizada como ferramenta de compostos
vacinais, sendo assim, avaliamos os pardmetros hematoldgicos dos animais ap6s a imunizagao
com a proteina rP21. Considerando a importancia da imuniza¢do, com uma concentragao
adequada de antigeno, que possa promover uma protecao contra a infec¢cdo sem causar nenhuma
alteracdo grave.

Alteragdes tipicas no sistema imunoldgico por antigenos do protozoario 7. cruzi inclui
ativacdo e expansdo de linfocitos T e B em oOrgdos linfaticos que podem apresentar niveis

elevados na corrente sanguinea dos camundongos, essas alteracdes podem estar associadas a
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participagdo dos linfocitos no processo da resposta inflamatoéria a determinado antigeno, além
disso, antigenos imunogénicos € em grandes concentragdes podem provocar anemia devido ao
sequestro das células sanguineas por reacao de auto-anticorpos (SANTOS et al. 2007). Dessa
forma, a Tabela 3 mostra claramente que a imunizagdo utilizando o antigeno rP21 nas
concentragdes estabelecidas ndo altera os parametros hematoldgicos, mas, em contrapartida,
estimulou o sistema imune a aumentar o nimero de linfocitos na corrente sanguinea, na maior
concentracdo utilizada (10pg/animal), ndo induzindo anemia, pois os parametros de
hemoglobina e hematdcrito estavam elevados.

Contudo, os resultados até aqui descritos demonstram que a proteina rR21 ¢ reconhecida
pelo sistema imunologico e tem a capacidade de gerar anticorpos IgG total anti-rP21
estabelecendo resposta imunologica especifica ao antigeno estudado, embora existam
obstaculos a serem avaliados pela possibilidade do sistema imunologico de induzir
seletivamente tolerancia a um determinado antigeno que pode ser aplicado tanto ao tratamento
de doengas auto-imune, alergias, transplantes, imunodeficiéncia indesejada como também nas
modalidades de vacinagdo em desenvolvimento (PELLEGRINI et al. 2011).

Para abordar os mecanismos de tolerdncia do sistema imunologico a proteina rP21,
desenvolvemos um modelo de inducao de tolerancia onde os camundongos foram desafiados
sistematicamente todos os dias, durante vinte e um dias, e avaliamos a presenga de anticorpos
IgG total anti-rP21. Surpreendentemente o sistema imune dos animais nao gerou tolerancia ao
antigeno apresentado mantendo a titulagdo elevada de anticorpos contra a proteina no soro dos
animais. Esses resultados ajudam a elucidar a ideia de que em ninhos de amastigotas presente
no tecido cardiaco dos camundongos infectados onde ha grande secre¢ao da proteina P21
nativa, a indug@o de uma resposta imune humoral robusta contra a proteina poderia auxiliar no
controle da infec¢do pelo parasita sem promover nenhuma tolerancia devido a persisténcia do
antigeno no meio extracelular.

A complexa interagdo que ocorre entre as células durante a infec¢do por 7. cruzi, gera
um papel critico no desenvolvimento da doenga (LAUCELLA et al 2009). Macrofagos sao
especialistas em reconhecer e apresentar antigenos via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe I e II presente na superficie celular, a imuniza¢do com a
proteina rP21 pode apresentar uma melhora no desenvolvimento dessas atividades, bem como
também na produ¢do de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, que levaram essas
células a ter uma atividade microbicida (CARDILLO et al 2015).

Em um estudo realizado por Teixeira et al. (2015) foi comprovado que a proteina rP21

aumenta o recrutamento de células do sistema imunoldgico, por ela apresentar atividade
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quimiotatica e a¢do pro-inflamatdria, o que reforca e embasa nossos resultados de que a
imunizacao forneceria uma resposta humoral robusta contra a produ¢ao continua da P21 nativa
pelas formas amastigotas de 7. cruzi, localizadas no interior de fibras céardicas; interferindo no
recrutamento de leucocitos; consequentemente atenuando um processo de inflamagao
exagerado e preservando o tecido cardiaco.

Uma das caracteristicas clinicas na fase aguda da doenga estd relacionada com a
interacdo do protozoario 7. cruzi com a resposta imune no hospedeiro. Primeiramente, o
parasito infecta a célula hospedeira, por penetragao ativa ou por fagocitose promovida por
células fagociticas (DUTRA et al. 2009). Em seguida, o parasito se multiplica no interior da
célula e pode também modular a biologia celular, sendo que quando o 7. cruzi sofre agdo por
parte do sistema imune, a principal agao do protozoario ¢ modular os mecanismos efetores da
defesa imunitaria (RODRIGUES et al. 2015).

Para avaliar se a imunizagdo com a proteina rP21 foi capaz de modular a resposta
imunoldgica de tal forma que controlasse a infeccdo na fase aguda da doenca realizamos a
quantificagdo de parasitos presentes na corrente sanguinea, que revelou a importancia da
proteina rP21 associada ao Adjuvante de Freud na modulacdo da reposta imune para o perfil
Thl, que diminuiu a quantidade de parasitos nos grupos de animais imunizados, quando
comparados ao grupo de animais que ndo recebeu nenhum tipo de imunizacdo. Nossos
resultados estdo em concordancia com outros trabalhos que relatam que a ativag¢do precoce do
sistema imunologico, por meio de antigenos secretados por 7. cruzi, ativam células NK e
linfocitos B e favorecem a diferenciagdo dos linfocitos T no fenétipo Thl, levando ao controle
da replicacao do parasito na fase aguda da doenga e como consequéncia maior resisténcia do
hospedeiro ao 7. cruzi (CERNY et al. 2016).

O T. cruzi pode infectar muitos tecidos, mas apresenta um tropismo por células do tecido
cardiaco, logo ap0s a infec¢c@o o parasito prolifera e causa inflamacao persistente e o sistema
imune inato e adaptativo controla o parasito, os pacientes progridem para um estagio
assintomatico, mas o parasito nunca ¢ eliminado e 30% desses pacientes desenvolvem uma
doenca disfuncional cardiaca que atualmente afetam milhdes de pessoas no mundo (KONDURI
etal. 2017).

A analise da area dos o6rgaos, (coracao e baco), na fase cronica da doenga, mostrou que
os animais do grupo Adj-rP21 apresentaram coragdes com a area menor em relacdo ao grupo
controle nao imunizado (PBS). Este resultado pode ser explicado pelo fato do mesmo grupo ter
apresentado um controle maior na infec¢ao na fase aguda da doenga. Esta hipotese € respaldada

por outros estudos que afirmam que, a imunizacdo com antigenos do 7. cruzi promove uma
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resposta imune humoral e celular melhorada contra a infeccdo pelo protozoario e possui um
papel importante no controle da parasitemia (DUMONTEIL et al., 2012).

A infec¢do por T. cruzi resulta em alta reatividade pelo bago resultando em
esplenomegalia; devido a expansao de foliculos linfoides e proliferagao de linfocitos durante a
fase aguda. (CASTRO EIRO et al., 2017). Nossos resultados demostraram esplenomegalia na
fase cronica em todos os grupos estudados, essa resposta pode estar relacionada pela presenca
do protozoario 7. cruzi e seus antigenos nos tecidos, promovendo reativacdo e expansao de
células do sistema imune (DUTRA et al., 2009).

Entretanto, ndo foram observadas diferengas entre a area dos bagos na fase cronica da
doenga, quando comparados com o grupo controle. Este resultado pode estar relacionado a
presenca de reatividade do sistema imunologico a proteina rP21, por meio de alteragdes
sist€émicas da resposta imune durante a fase cronica, com ativagao policlonal de linfocitos T e
B (BRYAN et al., 2010). Embora, ainda ndo se sabe se a esplenomegalia poderia ser resultado
da ativagdo e expansdo de linfécitos T e B pelo processo de imunizagdo com a proteina
recombinante P21. Sendo assim, a causa do aumento do bago em todos os grupos avaliados
precisa ser melhor investigada.

Uma das complicagdes mais graves ao longo da infec¢do por 7. cruzi é o
desenvolvimento da CCC, resultante de um processo inflamatdrio intenso e persistente devido
a presenga do parasito no tecido cardiaco. Para avaliar a relagdo da imunizacao com a proteina
rP21 e a infectividade do protozodrio 7. cruzi na fase cronica da infecgdo, realizamos a
quantifica¢do dos parasitos nos diversos grupos por meio de PCR quantitativo em tempo real,
e os resultados mostram uma redugdo na carga parasitaria no tecido cardiaco de todos os grupos
imunizados com a proteina rP21 quando comparados com o grupo controle (PBS). Sendo assim,
a proteina rP21 mostrou-se promissora porque induziu uma prote¢ao significativa em modelos
experimentais de imunizac¢do contra a infeccdo por 7. cruzi no tecido cardiaco dos animais
infectado.

Nossos resultados demostram estar em concordancia com estudos prévios que
mostraram que a proteina aumenta a capacidade fagocitica de macrdéfagos, possui uma atividade
quimiotatica de leucdcitos, além de aumentar a produ¢ao de NAG E MPO (RODRIGUES et al.
2012; TEIXEIRA et al. 2015). Assim, podemos concluir que a redugdo da carga parasitaria de
T. cruzi no tecido cardiaco, pode ser devido a uma melhora na resposta imunoldgica que
conseguiu promover um controle maior da infecgdo tanto na fase aguda quanto na cronica.

Para melhor compreensdo dos resultados obtidos, avaliou-se o escore inflamatorio do

tecido cardiaco, a fim de verificar quais as populacdes de célula do sistema imunolédgico
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estavam presentes, bem como, a presenga de necrose resultante de um processo infecioso com
reacdo inflamatdria de modo que levasse a uma fibrose reativa, as alteragdes histopatoldgicas
no coragdo dos animais imunizados ou nao com a proteina rP21 nos diferentes modelos de
imunizagao, bem como seus respectivos grupos controle, foram avaliados por H.E e observou-
se um aumento no infiltrado inflamatdrio que, de acordo com o médico patologista que analisou
as amostra, estavam aumentados e mais difusos no grupo Adj-rP21, com uma participagao
maior de populagdes de neutrofilos e presenga moderada de linfécitos, ainda detectou-se a
presenca de infiltrado de células do sistema imunologico maior entre as fibras cardicas no grupo
Adj-rP21, disseminado por todo o 6rgio e com leve presenca de necrose em pontos focais.

Todos os outros 6rgaos dos animais imunizados com a proteina rP21, incluindo o grupo
controle exceto o grupo Adj-BSA, tiveram uma leve (+) reacdo inflamatoria, apresentando um
recrutamento moderado (++) de linfocitos e leve (+) presenca de macrofagos e plasmocitos
com auséncia (-) de neutrofilos. Assim, concluimos que a imunizagdo com a proteina rP21
associada ao Adjuvante de Freund permitiu uma migra¢do maior de leucdcitos para o tecido
cardiaco, uma caracteristica denominada enderecamento de leucdcitos pelo processo de
migracdo de células do sangue para o tecido (CUNHA-NETO et al., 2014). Nossos resultados
nos permitem inferir que a imunizagdo com a proteina rP21 por meio de reestimulo dos
leucocitos pela rP21, promoveu uma adesdo dos leucocitos ao revestimento endotelial das
vénulas pos-capilares e logo em seguida permitiu o movimento através do endotélio e da
membrana basal subjacente para dentro do tecido extravascular cardiaco, o que resultou em
uma vigilancia imunoldgica maior no grupo Adj-rP21.

Nos 6rgaos coletados, através da coloracao com Picrosirius Red, avaliou-se as fibras
colagenas tendo em vista visualizar a diferenciag¢do entre colageno total e subtipos I e III assim
como quantificad-los (JUNQUEIRA et al., 1979). Diversos fatores podem influenciar na
producdo de colageno pelos diferentes tecidos do organismo, entre elas a utilizagdo de
medicamentos, e o processo de cicatrizacdo tecidual desenvolvido por lesdes (FANG E HOLL,
2013).

O corag¢ao normalmente apresenta pequenas porcdes teciduais com fibras coldgenas e
elasticas (MESSAS et al., 2013). As fibras colagenas estdo localizadas em maior quantidade
revestindo a parede dos vasos sanguineos cardiacos, as fibras coldgenas tipo I e tipo III
conferem rigidez e flexibilidade, respectivamente (HANSON et al., 2013); o colageno do tipo
I por ser mais abundante no corpo, ¢ um importante componente no processo de cicatrizagdo de
lesdes no tecido cardiaco, sendo encontrado elevado em todas as fases de progressdo de lesdes

cardiacas por complicagdes cardiovasculares (FANG E HOLL, 2013).
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Embora, o colageno do tipo III por ser uma fina fibrila, estudos demostram um aumento
na deposicao dessas fibrilas em estagios iniciais de fibrose tecidual por meio de progressao de
lesdes cardiovasculares (HANSON et al., 2013). A alteragdo na quantidade de colageno nas
fibras cardicas pode ser indicativa de algumas doengas cardiovasculares, e o coragao ¢ o
principal 6rgdo envolvido na fibrose tecidual que ocorre durante a fase cronica da infec¢ao por
T.cruzi, sendo um dos fatores envolvidos nas complicagdes da CCC (CALIARI et al., 2002).

Os resultados das analises do coldgeno evidenciam a diminui¢ao na quantidade de fibras
colagenas totais, bem como os subtipos I e III, estudos com a proteina P21 indicam que ela
pode ser de grande importancia na fase cronica da doenga (TEIXEIRA et. al., 2015). A andlise
morfométrica de coldgeno total, bem como a diferenciacdo de colagenos dos tipos I e III foram
avaliadas a partir do uso de filtro de polarizagdo em microscopio. O colageno total avaliado no
coragao dos animais imunizados ou nao com a proteina rP21 apontou uma reducao na deposigao
de fibras colagenas totais no grupo Adj-rP21.

Analises morfométricas da expressao de coldgenos do tipo I e III mostram que, os
grupos imunizados com a proteina rP21 apresentaram area reduzida de deposi¢do de fibras
colagenas no tecido cardiaco quando comparados com o grupo controle PBS. Tecidos
parasitados podem apresentar a deposi¢cdo de colageno do tipo I e III em resposta a reagdao
inflamatéria no local onde ocorre a fixagdo do parasito ou pode depositar de forma localizada,
perto de regides vascularizadas ou entre as fibras cardiacas. Em resumo, nossos resultados
sugerem que a imuniza¢do com a proteina rP21 pode promover uma protecdo em diferentes
aspectos da patologia da CCC, na infec¢do por 7. cruzi a resposta imune, bem como na
inflamacao e reparo tecidual.

Finalmente, os resultados até aqui descritos sustentam a ideia de que a imunizagdo com
a proteina rP21 promoveu uma protecdo contra a infecg@o pelo 7. cruzi fase aguda quanto na
cronica, como também uma redugdo da deposicdo de colageno entre as fibras cardiacas.

Para melhor compreensdo dos resultados obtidos, experimentos de dosagem de IgG
total, IgG1 e IgG2a anti-rP21 no soro dos animais durante a fase cronica foram realizados. A
classe de imunoglobulinas G s3o as mais abundantes no soro de humanos e de camundongos,
sendo dividida em quatro subclasses (IgG1-IgG4 em humanos e IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 em
camundongos) (ASCHERMANN et al., 2010). Nossos resultados sugerem que o controle da
infeccdo por 7. cruzi, foi depende de uma resposta imunoldgica humoral robusta contra a
proteina rP21 associada ao Adjuvante de Freund, que permitiu a ampliacdo dos estimulos de
ativacao dos mecanismos de defesa da imunidade celular e humoral, estimulando uma resposta

imune adequada que controlou a disseminagdo do parasito.
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A imunizagdo com a proteina rP21 aumentou os niveis de IgG total anti-rP21 em todos
os modelos de imunizagdo, quando comparados com o grupo controle PBS, e mostrou que os
grupos controle apresentaram também produgdo de anticorpos IgG total contra a proteina
devido o parasito secretar a forma P21 nativa. Ao analisarmos se a imuniza¢ao com a proteina
rP21 modulava uma resposta humoral vimos que todos os grupos imunizados com a proteina e
os controles também produziriam anticorpos IgG1, confirmando nossa hipdtese que o controle
da infec¢do foi mediado por uma resposta imune humoral robusta contra o antigeno estudado.

Embora, uma resposta imune somente com perfil Th2 ndo seja suficiente para conter a
disseminag@o do protozodario. A proteina rP21 associada ao Adjuvante de Freund foi capaz de
modular uma resposta Thl contra o antigeno, promovendo um controle maior da infec¢do e
atenuando os danos cardiacos provocados pela deposi¢@o de coldgeno no tecido e promovendo
uma vigilancia imunoldgica maior nos 6rgdos desses animais. Os resultados descritos nesse
trabalho estdo concordancia com um consenso geral de que antigenos secretados por 7. cruzi,
que produzem uma resposta humoral aprimorada, desenvolvem niveis mais elevados de
anticorpos circulantes IgG1caracteristico de um perfil Th2 (ASCHERMANN et al., 2010).

Muito embora, uma resposta imunoldgica humoral robusta induzida pela proteina rP21
ao apresentar niveis de anticorpos do isotipo IgG2a dominante aumentados, estd associada a
uma imunidade do perfil Thl, e pdde promover uma resisténcia maior do hospedeiro contra a
infeccdo por 7. cruzi e aos danos causados pela sua persisténcia no tecido cardiaco (HIGA et
al., 2013). Nossos estudos demostram que a proteina rP21 pode ser utilizada como ferramenta
em modelos de vacinagdo profilaticos contra a DC, pois ndo apresenta efeitos colaterais, nem
toxicidade a niveis sistémicos, podendo ser administrada em camundongos utilizando outros

Adjuvantes mais potentes e com possibilidade de aplicacdo em humanos.
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6. CONCLUSOES

Com este estudo, concluimos que a imunizagdo de camundongos com a proteina rP21
associada ao Adjuvante de Freund, induziu uma resposta imunoldgica robusta que permitiu um
controle maior da parasitemia na fase aguda, ndo apresentou efeitos colaterais severos, também
reduziu a carga parasitaria assim como o dano cardiaco contribuindo para a integridade do
miocardio. Para melhor compreender o impacto da imunizagao no controle da disseminagao do
parasita ¢ nos danos causados por ele, mostramos que a modulagdo de uma resposta
imunoloégica humoral melhorada com perfil Thl por meio do aumento dos niveis de anticorpos
IgG2a anti-rP21, conseguiu validar nossos resultados de que a proteina rP21 associada ao
adjuvante de Freund mostrou-se promissora para um modelo de vacinacdo contra a DC. Nesse
contexto, vimos que a imunizagdo com a proteina rP21 levou uma modulagdo da resposta
imunoldgica positiva a favor do hospedeiro e que sua aplicagdo poderia permitir novos métodos
profilaticos de tratamento para a DC, utilizando metodologias baratas e convencionais para a

confeccao de um modelo vacinal eficaz.
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