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Resumo

T. cruzi é o agente etiologico da doenga de Chagas. Esse protozoario, apds entrar no hospedeiro
vertebrado, ¢ capaz de invadir inimeras células nucleadas. Para isso, se utiliza de proteinas
secretadas que tém atividade modulatoria na infecg¢@o. A proteina P21 ¢ secretada por 7. cruzi
e apresenta atividades bioldgicas importantes, como promover a fagocitose € a polimerizagao
do citoesqueleto de actina nas células hospedeiras. Neste estudo, nds descobrimos outras
atividades bioldgicas da P21. Utilizando modelo de inflamagao crdonica (esponja de poliéster)
em murinos, demonstramos que a P21 possui atividade quimiotatica, inducao da producdo de
Interleucina-4 e fibrose e, inibicdo da angiogénese. Avaliamos ainda, a infec¢ao cronica por 7.
cruzi comparado com a infec¢do por L. amazonensis, também em murinos, na presenca da P21.
Neste caso, a P21 foi capaz de aumentar a carga parasitaria de L. amazonensis e, de forma
contraria, inibiu a replicagdo de 7. cruzi in vivo e in vitro. Além disso, demonstramos que nos
camundongos tratados com a rP21, o tecido cardiaco apresentou focos inflamatorios intensos,
maior deposi¢do de colageno, e inibicdo da angiogénese. A partir disso, com o intuito de inibir
a P21, nés realizamos uma série de ensaios in vitro, utilizando um peptideo sintético (P1) ligante
da proteina. Vimos que o P1 inibiu a polimerizacdo de actina e a atividade anti-angiogénica da
P21. E ainda, foi capaz de reduzir a invasdo e induzir a replica¢do de 7. cruzi em macréfagos.
Portanto, a P21 apresenta importante papel no contexto da infec¢do por 7. cruzi e pode ser um

alvo em estudos terapéuticos para doencga de Chagas.

Palavras chave: Doenca de Chagas, proteina P21, angiogénese, fibrose, replicacdo intracelular.
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Abstract

T. cruzi is the etiologic agent of Chagas disease. This protozoan, upon entering the vertebrate
host, is able to invade a wide of nucleated cells. For this, it uses secreted proteins that have
modulatory activity in the infection. The P21 protein is secreted by 7. cruzi and exhibits
important biological activity, such as promoting phagocytosis and polymerization of the actin
cytoskeleton in host cells. In this study, we discovered other biological activities of P21. Using
a model of chronic inflammation (polyester sponge) in murine, we demonstrated that P21 has
chemotactic activity, induction of Interleukin-4 production, fibrosis, and inhibition of
angiogenesis. We also evaluated chronic 7. cruzi infection compared to L. amazonensis
infection, also in murine, in the presence of P21. In this case, P21 was able to increase the
parasite load of L. amazonensis and, conversely, inhibited the replication of 7. cruzi in vivo and
in vitro. In addition, we demonstrated that in mice treated with rP21, cardiac tissue exhibited
intense inflammatory foci, increased collagen deposition, and inhibition of angiogenesis. From
this, in order to inhibit P21, we performed a series of in vitro assays using a synthetic peptide
(P1) binding the protein. We have seen that P1 inhibited actin polymerization and the anti -
angiogenic activity of P21. In addition, it was able to reduce invasion and induce replication of
T. cruzi in macrophages. Therefore, P21 plays an important role in the context of 7. cruzi

infection and may be a target in therapeutic studies for Chagas' disease.

Keywords: Chagas disease, P21 protein, angiogenesis, fibrosis, intracellular replication
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1. Introducio

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi ¢ um protozoario flagelado da Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae. E caracterizado pela existéncia de um flagelo unico e do cinetoplasto, uma
organela que contém DNA, relacionada ao fornecimento de energia para movimentagao do

flagelo (BRENER, 1973; WHO, 2017).

Em seu ciclo de vida, 7. cruzi apresenta trés formas evolutivos distintas: tripomastigota,
amastigota e epimastigota (SOUZA, et al., 2014) (Figura 1). A forma tripomastigota nao possui
capacidade replicativa, e corresponde as formas infectantes extracelulares, localizadas, em
ambos os hospedeiros vertebrado e invertebrado. Morfologicamente os tripomastigotas
apresentam forma alongada, com cinetoplasto posterior ao nucleo e o flagelo forma uma extensa

membrana ondulante (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984).

Os amastigotas correspondem a forma infectante intracelular, assim sdo encontradas
apenas nos hospedeiros vertebrados. Essas formas se caracterizam por apresentar morfologia
arredondada ou oval, com a presenga de um flagelo curto que ndo se exterioriza (BRENER,

1973; DE SOUZA, 1984).

Ja a forma epimastigota ¢ encontrada no trato digestério de triatomineos e nas glandulas
anais de gambds, animais reservatorios. A morfologia dos epimastigotas ¢ alongada, com
cinetoplasto justa nuclear e anterior ao nicleo, com flagelo e membrana ondulante disposta
lateralmente. O desenvolvimento entre os estagios ¢ um processo complexo, com modificacdes
antigénicas e fisiologicas dependentes da interacdo com os hospedeiros (BRENER, 1973; DE
SOUZA, 1984).

Figura 1. Esquema representativo das formas evolutivas do 7. cruzi. A. Tripomastigota; B.
Amastigota; C. Epimastigota. Figura adaptada de DOS SANTOS, M. A., 2017.
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O ciclo de vida do T. cruzi ¢ heteroxénico, ou seja, envolve um hospedeiro vertebrado
(ex: mamiferos, incluindo o homem) e um hospedeiro invertebrado (vetor), insetos hemipteros
da Familia Reduvidae e subfamilia Triatominea, conhecidos popularmente como “barbeiros”.
Os géneros dos triatomineos (vetores) de maior relevancia no contexto da infec¢do por 7. cruzi
sdo Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979).

O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 2) inicia-se quando o inseto vetor (fémea
hematofaga) faz o repasto sanguineo no hospedeiro mamifero infectado e ingere formas
tripomastigotas sanguineas, as quais sofrem uma sequéncia irreversivel de modificacdes ao
longo do sistema digestorio do inseto e se transformam em formas epimastigotas replicativas.
Estas formas se replicam intensamente e, devido ao estresse nutricional a que sdo submetidas,
se transformam em formas tripomastigotas metaciclicos na porc¢ao final do intestino (reto) do
vetor. Quando o inseto pica um novo hospedeiro expulsa essas formas infectantes juntamente
com as fezes e urina, depositadas no local da picada. Os tripomastigotas penetram ativamente
pela pele ou mucosas, e potencialmente, invadem células nucleadas de varios tecidos e se
transformam em formas amastigotas. Essas se multiplicam e se diferenciam em tripomastigotas,
que apos o rompimento da célula hospedeira, sdo liberados para corrente sanguinea podendo
invadir outras células ou serem sugados novamente pelo inseto vetor, fechando assim o ciclo

(BRENER, 1973; DE SOUZA, 2000; RASSI; RASSI JR, 2008).

~—=@n Epimastigotas

& Tripomastigotas

. Amastigotas

Figura 2. Esquema representativo do ciclo de vida do 7. cruzi. Figura adaptada de DOS
SANTOS, M. A., 2017.
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T. cruzi ndo constitui uma populagdo homogénea, esta ¢ formada por alta variagdo
intraespecifica genotipica e fenotipica. Diferentes cepas circulam na natureza, entre o homem,
vetores, animais domésticos e silvestres. Essas subpopulacdes apresentam comportamento
diverso no que se refere a curvas de parasitemia, interacdo com células e resposta imune do
hospedeiro. Além de parametros bioldgicos, a utilizacdo de métodos de biologia molecular
permite caracterizar as diferentes cepas de 7. cruzi (BRENER, 1973). A analise de uma enorme
quantidade de clones selvagens mostra que o tamanho do genoma pode variar 48 % entre as
cepas (LEWIS, et al., 2009; ZINGALES, 2017). Atualmente, as linhagens do parasito sao
divididas em 7 grupos ou DTUs (Discrete Typing Units) T. cruzi 1 a VI e Tcbat (ZINGALES,
et al., 2009; MARCILLI, et al., 2009; ZINGALES, et al., 2012; LIMA, et al., 2015). Esta
classificagdo foi realizada baseada no padrao genético, bioquimico e na presenga de marcadores
biologicos nas diversas linhagens conhecidas. Apesar da reproducdo do parasito ser
predominantemente clonal, existem evidéncias de troca de material genético, gerando linhagens

hibridas (ZINGALES, 2017).

1.2 Doenca de Chagas

T. cruzi € o agente etioldégico da Doenca de Chagas (Tripanossomiase Americana).
Estima-se a existéncia de 8 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo, principalmente na
América Latina onde a doencga ¢ endémica, causando incapacidade em individuos infectados e
mais de 10000 mortes por ano (WHO 2017). No mundo, cerca de 40 milhdes de pessoas vivem
sob risco de infeccdo, constituindo assim um grande problema de satide publica (SCHOFIELD;
JANNIN; SALVATELLA, 2006; WHO, 2017).

No Brasil, varios surtos da infecgdo por 7. cruzi tem ocorrido nas ultimas décadas,
principalmente, na regido Norte do pais. Em 2016 a Divisdo de Vigilancia em Saude da Secretaria
de Estado de Satide do Acre (Sesacre) divulgou dados, os quais mostram que, em apenas 7 meses, 0
numero de casos comprovados de Doenca de Chagas no Acre aumentou mais de 200% em relag@o
ao registrado durante todo o ano de 2015 (INST.BIO.FIOCRUZ, 2016).

Além do mecanismo vetorial descrito acima, a transmissao da Doenca de Chagas pode
ocorrer por transfusdo sanguinea, transmissao congénita, infec¢des laboratoriais acidentais,
transplantes de orgdos e atualmente, de forma mais comum, pela ingestdo de alimentos
contaminados com formas infectantes (ex: acai e cana de agtcar) (DIAS, 1992; SUAREZ, et
al., 2012; WHO, 2017). A sobrevivéncia do parasito nas bebidas por mais de 24 horas apds
contaminagdo (SUAREZ, et al., 2012) significa uma janela de tempo que permite facil infecgdo
por via oral, que se manifesta com prognostico ruim e alta mortalidade (BARRETO-DE-

ALBUQUERQUE, et al., 2015).
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O primeiro surto de infec¢do humana por 7. cruzi pela via oral foi relatado em 1968, no
municipio de Estrela (RS), onde 17 pessoas apresentaram um quadro agudo da doenca de
Chagas e seis morreram (COURA, et al., 2002). Além disso, no periodo entre 1968 a 2000,
mais de 50% dos casos agudos de doenga de Chagas registrados na Amazonia brasileira foram
atribuidos a microepidemias de infec¢do transmitidas oralmente (COURA, et al., 2002). Em
2018, s6 em janeiro, 10 casos ja foram confirmados no municipio de Labrea (AM) (SUSAM,
2018).

A infec¢do por 7. cruzi possui apresentagdo clinica varidvel. O inicio da infecgdo,
chamada de fase aguda, ¢ caracterizada por grande nimero de parasitos circulantes no sangue
que pode perdurar por cerca de 6 a 8 semanas. Nesta fase, os sintomas podem ser moderados
ou atipicos como dores no corpo, febre, poliadenia, e mais raramente hepatomegalia,
esplenomegalia e insuficiéncia cardiaca, podendo assim, serem confundidos com diversas
outras infec¢des (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012; ANDRADE, et al., 2011). Por
essarazao a Doenga de Chagas ndo ¢ frequentemente diagnosticada neste estagio (WHO, 2017).
Neste periodo da infecc¢do, as formas amastigotas se encontram no interior de fibras cardiacas,
c¢lulas musculares lisas e esqueléticas, células endoteliais, gliais, macréfagos e fibroblastos.

Apods a fase aguda, os sobreviventes entram na fase cronica da doenga, podendo o
individuo permanecer na chamada forma indeterminada por varios anos ou persistir
indefinidamente (PEREIRA NUNES, et al., 2013). A manifestacdo da forma indeterminada ¢
caracterizada pela positividade de exames sorologicos ou parasitologicos, auséncia de sintomas
clinicos relevantes, baixa ou nenhuma parasitemia (parasitos ficam ocultos, principalmente no
coragdo, e tubo digestorio) (ANDRADE, et al., 2011; PEREIRA NUNES, et al., 2013). Dessa
forma, pessoas infectadas vivendo em 4reas endémicas constituem importantes reservatorios do
parasito, podendo transmitir as formas infectantes para insetos vetores e assim disseminar a
doenga (CUCUNUBA, et al., 2016).

Até 20 anos apos a infec¢do, aproximadamente 35% dos pacientes apresentam sinais
clinicos caracteristicos da fase cronica da doenca de Chagas, como cardiomiopatia ou
cardiomegalia, danos no sistema nervoso periférico ou disfun¢do no trato digestorio podendo
levar ao desenvolvimento de megacolon e/ou megaesofago (WHO, 2017). Isto ocorre devido a
mudangas fisiondmicas e anatomicas do miocardio e do tubo digestdrio.

O tratamento especifico ¢ padrao para todas as modalidades de transmissdo e deve ser
iniciado o quanto antes. O objetivo do tratamento ¢ curar a infec¢ao, prevenir lesdes nos 6rgaos
ou diminuir a evolucdo das mesmas, ¢ diminuir a possibilidade de transmissao (congeénita,

transfusdo ou transplante) (FILIGHEDDU; GORGOLAS; RAMOS, 2017).
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O tratamento da doenga de Chagas consiste basicamente na utilizagcdo do benzonidazol
(Rochagan), o qual a dose varia de acordo com a idade e o peso do paciente. As reagoes adversas
mais frequentes sdo dermatites, neuropatia, nauseas, vomitos e diarreia. O efeito mais grave,
porém, menos frequente, ¢ hipoplasia medular (FILIGHEDDU; GORGOLAS; RAMOS, 2017).
E ainda, a utilizagdo do medicamento ¢ contraindicado para pacientes gravidas ou com
deficiéncia severa nos rins e figado (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017).

O tratamento durante a fase aguda na doenga ¢ recomendado e atinge taxas elevadas de
eficacia. Entretanto na fase cronica, na qual ndo esta claro ainda o papel do parasito, existem
controvérsias sobre os beneficios do tratamento (MARIN-NETO, et al., 2007). Além disso, ja
foi descrito que o benzonidazol tem efeitos mutagénicos e cancerigenos (CASTRO; DE
MECCA; BARTEL, 2006).

Assim, a terapéutica da doenca de Chagas continua parcialmente ineficaz. Diversas
drogas tém sido testadas em animais, mas nenhuma consegue suprimir a infec¢do por 7. cruzi
e promover a cura definitiva em todos os tratados devido a resisténcia natural apresentada por
algumas populagdes do parasito. Ha ainda, diferencgas regionais de suscetibilidade do 7. cruzi
as drogas, o que na verdade reflete a variacao genética da espécie. Cepas isoladas de pacientes,
reservatorios e vetores demonstram resisténcia a droga em condigdes experimentais (JANNIN;
VILLA, 2007).

A auséncia de evidéncias robustas para apoiar o tratamento universal de todos os
pacientes com doenga de Chagas utilizando a droga disponivel, traz a questao do tratamento
especifico para a agenda global de saude publica. Fazendo um apelo para testar drogas mais
eficazes e seguras bem como, incentivam estudos com o objetivo de obter melhor entendimento
das relagdes patdgeno- hospedeiro durante a fase cronica da doenga (FRANCO- PAREDES;
BOTAZZI; HOTEZ, 2009).

1.3 Cardiomiopatia chagasica cronica

O envolvimento cardiaco € considerado a mais importante manifestagdo da Doenga de
Chagas (CUCUNUBA, et al., 2016). A cardiomiopatia chagasica ¢ uma miocardite cronica que
afeta todas as camaras do coragdo, nervos cardiacos parassimpaticos e todo o sistema de
condugdo sanguineo (MARIN-NETO, et al., 2007).

Na cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) a principal manifestacdo clinica ¢ a
insuficiéncia cardiaca congestiva que ocorre devido a perda de massa muscular, destruida pela
infeccdo e substituida por areas de fibrose, interrompendo fibras e fasciculos (SAMBIASE, et
al., 2010). Outro fator responsavel pelas arritmias € o aneurisma de ponta, uma lesdo no apice

dos ventriculos, na qual ha diminuicdo de células musculares e consequente herniagdo do
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miocardio (SAMBIASE, et al., 2010; NUNES, et al., 2013). Além da insuficiéncia cardiaca,
causando retardo da circulagdo e hipdxia, sdo comuns os fenomenos tromboembolicos
(NUNES, et al., 2013).

Os trombos cardiacos sdo frequentes, ocorrem em cerca de 76% dos casos da Doenga
de Chagas que desenvolvem insuficiéncia cardiaca, mas podem também se formar nos membros
inferiores. A partir da formagdo dos trombos, podem desprender-se émbolos que migram pela
corrente sanguinea, impedem a circulagdo e originam infarto do miocardio, embolia nos
pulmdes, rins, baco, encéfalo e etc., causando morte subita. E ainda, o comprometimento do
sistema sinoatrial traz uma variedade de patologias (arritmias e extrassistoles), envolvendo
tanto a formagdo de estimulos elétricos quanto a sua propagacdo (RIBEIRO, et al., 2011;
BARROS, et al., 2011; REGUEIRO, et al., 2013).

Assim, quando os mecanismos de compensacdo cardiacos se tornam incapazes de
superar as deficiéncias de sua for¢a de contragdo, surgem os quadros de insuficiéncia cardiaca,
que se traduz clinicamente por dispneia de esforco, insdnia, congestdo visceral, edema dos
membros inferiores, evoluindo em dispneia continua, anasarca ¢ morte. Pacientes com esse
quadro apresentam cardiomegalia intensa (NUNES, et al., 2013).

A patogénese do dano cardiaco causado pela infec¢do € complexa e ndo completamente
entendida. Quatro possiveis mecanismos tém sido sugeridos: despopulagdo cardiaca neuronal
parassimpatica, injiria cardiaca mediada pela imunidade, anormalidades microvasculares
causando isquemia do miocardio e persisténcia parasitaria no tecido cardiaco com estimulagdo
antigénica secundaria (MARIN-NETO, et al., 2007; ANDRADE, et al., 2011; PEREIRA
NUNES, et al., 2013).

O dano no tecido cardiaco devido a persisténcia dos parasitos ao longo da infec¢do
cronica ¢ considerado o mais importante mecanismo no desenvolvimento da cardiomiopatia
(BELLOTTI, et al., 1996; SABINO, et al., 2015). Estudos em humanos e animais tem
identificado antigenos ou material gendmico de 7. cruzi em focos inflamatérios cardiacos
(FRANCO, 1990; HIGUCHI, et al., 1993; JONES, et al, 1993). Além disso, estudos
demonstram que a redug@o ou o aumento da carga parasitaria esta relacionado com a atenuagao
ou a exacerbagdo da cardiomiopatia, sugerindo que a persisténcia do parasito ¢ importante na
CCC (GARCIA, et al., 2005; HEALY, et al., 2015). Os mecanismos pelos quais os parasitos
persistem no tecido cardiaco é pobremente entendido, mas a continua estimulacdo antigénica e

a inflamacao tém sido sugeridas (HARMS; FELDMEIER, 2005; HEALY, et al., 2015).
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1.4 Interacao entre 7. cruzi e a célula hospedeira

A adesdao as células hospedeiras ¢ o primeiro passo para a invasao do 7. cruzi.
Glicoproteinas de superficie com propriedades de adesdo celular estdo presentes em
tripomastigotas metaciclicos, tais como gp90, gp82, gp30 e gp35/50, as quais sdo
diferencialmente expressas nas diversas linhagens (YOSHIDA, 2006).

A gp82 pertence a superfamilia das trans-sialidases/gp85 e estd presente
especificamente na superficie de tripomastigotas (ARAYA, et al., 1994). Diversas evidencias
indicam que a gp82 esté ativa em cepas de 7. cruzi altamente infectivas durante o processo de
invasdo nas células hospedeiras. Estas moléculas ligam-se a células alvo e ativam vias de
sinalizagao intracelular provocando a mobiliza¢ao de Ca+, que vai resultar na internalizagao do
parasito. Este processo ocorre por meio da ruptura do citoesqueleto de actina dependente de
Ca+ e da mobilizagdao de lisossomos que culmina em exocitose (MARTINS, et al., 2011). A
gp30 ¢é expressa em cepas deficientes em gp82, mas atua de forma semelhante. Assim, acredita-
se que estas duas glicoproteinas sejam reconhecidas pelo mesmo receptor (CORTEZ, et al.,
2012).

Por outro lado, a expressao de gp90 funciona como um regulador negativo da
infectividade do parasito. A expressao de altos niveis de gp90 esta invariavelmente associada a
reducdo da capacidade de invadir células do hospedeiro. Ao contrario da gp82 e gp30, a gp90
ndo culmina na mobiliza¢do de Ca+ intracelular apds sua ligacdo na célula alvo (RUIZ, et al.,
1998).

A molécula de superficie gp35/50 expressa por cepas de 7. cruzi com baixa viruléncia,
sdo glicoproteinas semelhantes a mucinas, altamente glicolisadas, enriquecidas em acido sialico
e residuos de galactose, que interagem com as células através dos residuos de carboidratos.
(MORTARA, et al., 1992). A ligacao da gp35/50 a célula hospedeira provoca a mobilizagcdo
de Ca+ intracelular, mas de forma bem menor do que ocorre na ligagao das gp82 e 30. Assim,
gp35/50 medeia a invasdo pelo recrutamento de F-actina (FERREIRA, et al., 2006).

Apos a invasdo da célula hospedeira, os tripomastigotas ficam internalizados em
compartimentos ligados a membrana, conhecidos como vactiolos parasitoforos (VP), dos quais
eles escapam e se transformam em amastigotas. O mecanismo principal pelo qual os parasitos
rompem o VP, envolve a TC-TOX, uma hemolisina com ac¢ao litica, secretada pelo parasito e
ativada em pH baixo (ANDREWS; WHITLOW, 1989). Além da TC-TOX, evidéncias apontam
outra molécula de superficie secretada pelo parasito, a enzima neuraminidase/trans-sialidade
(TS) também participa do processo de rompimento dos VPs pela acdo direta em proteinas

lisossomais (LAMPs) (HALL, et al., 1992).
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Apos aproximadamente 6 ciclos de replicagdo bindria no citoplasma, os amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas sanguineos e siao liberados, quando ocorre a ruptura da
membrana celular, disseminando a infec¢gdo (FERNANDES; ANDREWS, 2012). Existem
ainda outras diversas moléculas secretadas pelo parasito no ambiente intracelular, com fungdes
as quais permanecem pouco entendidas (MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012).

A partir dessas informacodes € possivel entender que existe uma intima interagao entre o
parasito e a célula hospedeira e, ainda, a importancia de estudar estes mecanismos especificos

no contexto do desenvolvimento da doenga de Chagas.

1.5 Resposta imune na infecg¢ao por 7. cruzi

Uma vez que os tripomastigotas metaciclicos penetram no hospedeiro vertebrado
através da mucosa ou de lesdes na pele, eles encontram células teciduais e da resposta imune
residentes no tecido (PADILLA; SIMPSON; TARLETON, 2009). T. cruzi pode invadir
ativamente uma ampla variedade de células ndo fagociticas profissionais por meio de dois
diferentes mecanismos. A primeira estratégia, que ocorre em cerca de 20-30% dos casos ocorre
através de uma rota dependente de lisossomos, na qual induz a sinalizacao de Ca+, seguida do
recrutamento e fusdo com lisossomos da célula hospedeira pelo sitio de entrada do parasito
(WOOLSEY, et al., 2003; ANDRADE; ANDREWS, 2004). A segunda via, a qual ocorre em
70-80% dos casos, ocorre via invagina¢do da membrana plasmatica, seguida pela fusdo com
lisossomos intracelulares (WOOLSEY, et al., 2003; ANDRADE; ANDREWS, 2004).

T. cruzi também pode ser passivamente internalizado por células fagociticas.
Macrofagos residentes no sitio da infecgdo sdo os primeiros fagocitos profissionais a serem
invadidos por 7. cruzi (BURLEIGH; ANDREWS, 1995). Para estabelecer uma infec¢io nestas
células, o parasito deve suportar um ambiente extremamente oxidativo dentro dos
fagolisossomos (PIACENZA, et al., 2013). Assim, o parasito possui uma rede complexa de
enzimas antioxidantes, tais como peroxidases e superdxido dismutase (SODs) que podem
protegé-lo das acdes liticas (PIACENZA, et al., 2009).

Independente da forma de entrada, a fusao lisossomal € essencial para a retencao da alta
mobilidade parasitaria. Por outro lado, o parasito escapa do ambiente extracelular, o qual possui
menor possibilidade de sobrevivéncia (ANDRADE; ANDREWS, 2005). Adicionalmente, a
acidifica¢do lisossomal contribui para a diferenciacdo das formas tripomastigotas para
amastigotas, que se replicam no citoplasma (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU,
2016).

Durante a fagocitose, os tripomastigotas desencadeiam a ativagdo da NADPH oxidase

associada a membrana dos endossomos, da célula hospedeira, contendo parasitos, resultando
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em continua produg¢do de radicais superdxido (anions Oy’), os quais podem ser convertidos em
peroxido de hidrogénio (H2O2) (PIACENZA, et al., 2013). Durante a infec¢do por 7. cruzi,
espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas como consequéncia de reagdes citotoxicos
mediadas pela imunidade. Além disso, ocorrem danos secundarios a mitocondrias e destrui¢do
tecidual causados pelo parasito (GUPTA; WEN; GARG, 2009).

Citocinas pro-infamatorias (IFN-y e TNF) também sdo secretadas pelas células
fagociticas, durante a fase aguda da infec¢ao. Estas citocinas induzem macrofagos infectados
a produzir uma grande quantidade de 6xido nitrico (NO) via atividade enzimatica da oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS), a qual oxida L-arginina e transfere elétrons da NADPH
(GUPTA; WEN; GARG, 2009). NO afeta a sobrevivéncia dos parasitos por meio de
modificagdes quimicas provocadas em proteinas contendo cisteina, € em metaloproteinases do
parasito (GUTIERREZ, et al., 2009).

Uma vez gerado, NO pode reagir com Oy e produzir peroxinitrito (ONOO), um potente
oxidante considerado altamente citotoxico e efetivo contra 7. cruzi (RADI, 2013; ALVAREZ,
etal., 2011). Peroxinitrito pode danificar diretamente as células infectadas pela peroxidacao de
lipidios (prejudicando a integridade da membrana e a fun¢do das proteinas), bem como, a
funcao mitocondrial, podendo resultar em apoptose ¢ necrose secundaria (RADI, 2013). Além
disso, os radicais livres intermedidrios secundérios produzidos a partir de ONOO", como 0s
radicais hidroxila (¢OH), di6éxido de nitrogénio (¢NO,) e carbonato (COs3’), podem participar
na oxidacao e nitragao de proteinas, lipidios, e DNA levando a mutacdes e erros na transcri¢ao
(PTACENZA, et al., 2013; RADI, 2013). Assim, o estresse oxidativo causado pela producao do
NO também pode ser prejudicial para o hospedeiro, devido ao seu alto potencial de dano
tecidual (GUTIERREZ, et al., 2009).

Por outro lado, o complexo de antioxidantes do parasito consiste em varias enzimas ¢
moléculas ndo enzimaticas. 7. cruzi possui um sistema de desintoxicacdo via tripanotiona ditiol
T(SH): e a triparedoxina (TXN) que combatem a ac¢ao do sistema NADPH oxidase da célula
hospedeira (PIACENZA, et al., 2013). Além disso, o parasito expressa cinco peroxidases
operando no sistema de desintoxicacao de peroxidos. A triparedoxina peroxidase citosolica
(TcCPX) e mitocondrial (TcMPX), com capacidade de neutralizar peroxinitrito endégeno e
derivado de macréfagos e H>O». A peroxidase heme dependente de ascorbato (TcAPX) confere
resisténcia a HO». E ainda, as glutationas peroxidases I (TcGPXI) e II (TcPGXII) conferem
resisténcia contra hidroperoxidos. Adicionalmente, o parasito também contém 4 SODs de ferro,
que protegem o parasito dos efeitos citotoxicos gerados pelo O2. TcSODs A e C neutralizam o
O> produzido na mitocdndria, TcSOD Bl no citosol e TcSOD B1-2 nos glicossomos

(PIACENZA, et al., 2008).
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Além do estresse oxidativo nos macréfagos, os receptores de reconhecimento padrdo
(PPRs) sao descritos como um dos primeiros mecanismos de defesa contra patogenos, incluindo
os protozoarios (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). PPRs sdo expressos por cé¢lulas da resposta
imune inata e sdo responsaveis pelo reconhecimento de moléculas amplamente compartilhadas
pelos patdgenos, que coletivamente sdo chamados de padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) (STAHL, et al., 2013).

Receptores do tipo toll (TLRs) estdo entre os PPRs e reconhecem PAMPs localizados
na superficie celular ou em vesiculas intracelulares, como endossomos e lisossomos. Estes
receptores sao abundantes em células apresentadoras de antigenos como macrofagos e células
dendriticas, mas também estdo presentes em linfocitos T e algumas células somaticas (STAHL,
et al., 2013). TLRs ativados levam a producao de citocinas inflamatorias € quimiocinas, que
por sua vez, recrutam células fagociticas para o tecido infectado, as quais sdo importantes nao
apenas no controle inicial da infec¢do, mas também na modulacdo subsequente da resposta
imune adaptativa (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Apds estimulacdo, estes receptores sofrem
mudangas conformacionais e recrutam moléculas adaptadoras, as quais levam a uma cascata de
sinalizagdo dependente de MyDS88, culminando na produgdo de citocinas pro inflamatérias
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Assim, TLRs tem um papel critico na resisténcia do hospedeiro a infecgdo por 7. cruzi.
A suscetibilidade do parasito estd associada a produgdo de citocinas como IL-12 e IFN-y, as
quais dirigem a resposta imune protetiva, com perfil Th1 (CAMPOS, et al., 2004). T. cruzi
apresenta diversas moléculas que podem estimular fortemente os TLRs, como as mucinas e
glicoinositolfosfolipideos de membrana, bem como sequencias de DNA e RNA (OLIVEIRA,
et al., 2004).

Outro grupo de receptores da resposta imune inata importantes no controle da infec¢ao
por T. cruzi sdao os receptores do tipo Nod (NLRs). Estes receptores estdo localizados no
citoplasma ou associados a membrana plasmatica. NLRs estdo envolvidos na ativagdo de MAP
quinases, NF-kB e producdo de inflamassomas dependentes de capase-1 (GEDDES;
MAGALHAES; GIRARDIN, 2009). Estudo demonstra que camundongos deficientes para o
receptor NOD1, infectados com 7. cruzi, falham em produzir NO quando estimulados por IFN-
Y, apresentam alta parasitemia e morrem 24 horas apds infec¢do (SILVA, et al., 2010). Embora
os NLRs sejam importantes no controle da infec¢do por 7. cruzi, os mecanismos envolvidos
ainda permanecem, parcialmente, desconhecidos (CARDOSO; CUNHA; BARTHOLOMEU,
2016).

Apds o primeiro ciclo de replicacdo intracelular e ruptura da célula hospedeira, 7. cruzi

atinge a corrente sanguinea e se torna alvo das vias complemento. O sistema complemento
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consiste em proteinas soliveis que interagem com as estruturas do patdgeno e ativam uma
cascata de proteases que eliminam os microrganismos. Existem 3 vias do complemento: via
cléssica, alternativa e da lectina. Embora as vias diferem umas das outras nas etapas iniciais de
suas respectivas cascatas, todas convergem para produzir a convertase C3 e, em seguida a C5
levando a formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC) e lise do patdgeno
(CARDOSO; CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). Entretanto, para escapar da lise mediada
pelo complemento, 7. cruzi conta com uma variedade de moléculas que atuam bloqueando a
formacdo da C3 convertase ou neutralizando as etapas iniciais das vias do complemento
(OSORIO, et al., 2012; CESTAR]I, et al., 2013).

Apos varios ciclos de infecgdo e replicagdo, uma resposta imune robusta contra 7. cruzi
¢ desenvolvida. Entretanto, essa resposta ¢ incapaz de promover a completa eliminacao do
parasito. Acredita-se que a incapacidade de eliminar o parasito estd relacionada ao enorme
polimorfismo de proteinas de superficie imunogénicas, que sdo coexpressas pelo parasito ao
longo da infecgdo. Este arsenal de antigenos pode fornecer mecanismos para 7. cruzi evadir da
resposta imune (TARLETON, 2015).

A variagao antigénica classica € obtida pela expressao de variantes antigénicos idénticos
na superficie da maior parte da populagdo de parasitos, enquanto um pequeno subconjunto
expressa diferentes variantes (GUIZETTI; SCHERF, 2013). A resposta imune atinge os
parasitos que expressam a variante comum, mas ndo identifica aqueles que expressam variantes
raras. Assim, na infec¢ao a longo prazo hé variacdo dos antigenos expressos, levando a ondas
sucessivas de parasitemia ¢ depuracdo a medida que novos determinantes antigénicos se
espalham na populacdo de parasitos. Porém, ndo ha evidéncias de que o 7. cruzi adote esse tipo
de variagdo antigénica (MCCULLOCH; HORN, 2009).

Em vez disso, toda a populacao de 7. cruzi expde simultaneamente uma variedade de
proteinas antigénicas de superficie, como mucinas, trans-sialidades, codificadas por familias
multigénicas altamente polimorficas (TARLETON, 2015). A coexpressdo deste repertdrio
antigénico leva o sistema imunolégico a uma série de respostas de anticorpos nao
neutralizantes, um mecanismo chamado de cortina de fumaca, que retarda a producdo de
anticorpos anti-7. cruzi de alta afinidade e o priming eficaz das células TCD8+ (PITCOVSKY,
et al., 2002; TARLETON, 2015).

Além da alta variabilidade de antigenos, a presenca de mitdgenos de células B derivados
dos parasitos, também leva a ativacao de células B policlonais, resultando em uma resposta
tardia. Essa resposta desfocada ¢ importante para a sobrevivéncia do parasito, pois a maioria
dos anticorpos produzidos durante a fase inicial ndo visam o parasito, € os anticorpos

especificos contra 7. cruzi sao produzidos tardiamente (BERMEJO, et al., 2011). Embora a
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ativagcdo policlonal das células B seja transitoria, ¢ considerada uma estratégia para a
sobrevivéncia dos parasitos, contribuindo para a cronificagdo da infecgdo (CARDOSO;
CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016).

Antigenos do 7. cruzi liberados no ambiente intracelular tornam-se disponiveis para a
apresentacdo antigénica via complexo de histocompatibilidade principal I (MHC 1), por meio
da via endogena (JUNQUEIRA, et al., 2010). Esta apresentagdo promove forte, porém tardia,
resposta de células CD8+, altamente eficaz no controle dos niveis de parasitos. Entretanto, este
evento ocorre apds 5-6 dias de infecgdo, coincidindo com o ciclo de replicagdo. Este atraso na
resposta imune acontece devido a necessidade de um numero suficiente de amastigotas
produzindo antigenos que se acumulam no citosol. Ou ainda, pela grande variedade de
antigenos polimorificos simultaneamente expressos pelo parasito, competindo pela ligacao as
moléculas de MHC I que impede a resposta imunologica rapida (ALVAREZ, et al., 2008).

A fase inicial imunologicamente silenciosa, permite que o parasito atinja um nivel de
infecgdo critica, antes de ativar o sistema imune, dificultando o controle do parasito durante
esta fase. A medida que a infec¢do avanga, as células T especificas reconhecem,
preferencialmente, um pequeno nimero de epitopos, em um processo conhecido como
imunodominancia (TARLETON, 2015). Antigenos imunodominantes sdo selecionados com
base na abundancia e afinidade com receptores de células T e MHC. Assim, as trans-sialidases
do T. cruzi sdo alvos imunodominantes de células T CD8+, devido sua alta expressdo nas
formas infectantes, podendo representar mais de 30% de toda a resposta CD8+. Por outro lado,
foi demonstrado em um estudo, que a presenca de antigenos subdominantes ocorre apos a
tolerancia adquirida sobre os epitopos imunodominantes (MARTIN, et al., 2006; TARLETON,
2015).

Embora a imunodominancia seja um fendmeno bem conhecido na infec¢ao por 7. cruzi,
suas implicagdes diretas na perpetuagdao da infec¢dao ainda sdo controversas. Alguns autores
afirmam que células T especificas para um antigeno podem impedir o desenvolvimento de uma
imunidade eficaz (TZELEPIS, et al., 2008; RODRIGUES, et al., 2009). Enquanto outros
argumentam que este mecanismo nao € a principal forma de evasdao do 7. cruzi para garantir

sua sobrevivéncia (ROSENBERG; MARTIN; TARLETON, 2010).

1.6 Proteina P21 de T. cruzi e seu papel na biologia do parasita

Como vimos anteriormente, 7. cruzi secreta diferentes proteinas que neutralizam as
respostas imunes celulares, bem como permitem que o parasito persista na célula hospedeira.
Nesse sentido, em 2009 foi realizado um estudo no qual tinha como objetivo a predigdo e a

caracteriza¢ao de proteinas secretadas pelo protozodario 7. cruzi, a partir do genoma do parasito,
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por meio da utilizagdo de ferramentas de bioinformatica. Para isso, foram analisados sitios de
fosforilagao, glicosilacdo e a presenga de peptideo sinal, sendo estas caracteristicas de possiveis
proteinas secretadas pelo parasito (SILVA, et al, 2009). Sendo assim, neste estudo foi
identificada uma proteina de 21 kDa (P21), secretada por todas as formas evolutivas do parasito.
Sua forma recombinante (rP21) foi produzida pela clonagem da sequéncia genética proteica,
acrescida de seis residuos de histidina (tag), em vetor plasmidial pET-28a (+), amplificada em
bactérias Escherichia coli, e purificada por cromatografia de afinidade utilizando coluna de
niquel (SILVA, et al, 2009). Para confirmar a similaridade da proteina recombinante com a
proteina nativa, anticorpos anti-rP21 foram produzidos pela imunizagdo de camundongos com
a proteina purificada, e posteriormente, foi verificada a marca¢ao da P21 nativa no pellet e o
sobrenadante de cultura dos parasitos, por western blotting (SILVA, et al, 2009).

A partir disso, varios trabalhos t€ém sido desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa
com o intuito de entender as atividades biologicas da proteina em diferentes contextos, bem
como, o papel da proteina P21 na infec¢do por 7. cruzi.

A rP21 esta envolvida na invasdo celular por formas amastigotas e tripomastigotas, e
adere a superficie de células HelLa de forma dose-dependente. Em outro ensaio utilizando
células Hela, a adi¢do da proteina recombinante juntamente com os parasitos, provocou
aumento na invasao celular de tripomastigotas das cepas G e CL. Em contrapartida, anticorpos
policlonais desenvolvidos contra rP21 inibiram a invasdo celular pelas formas infectantes in
vitro, sugerindo a atuacdo dos anticorpos sobre a proteina nativa, produzida pelo préoprio
protozoario. (SILVA, et al., 2009).

Outro estudo revelou que a rP21 aumenta a capacidade fagocitica de macréfagos na
presenca de particulas de zymosan (glicano presente na parede celular de Saccharomyces
cerevisiae), e de diferentes protozoarios (7. cruzi, L. (L.) amazonensis e T. gondii). Além disso,
foi descrito que a atividade pro fagocitica da rP21 ocorre por um mecanismo dependente da sua
ligagdo ao receptor de quimiocinas CXCR4 e consequente ativacdo da via de sinalizagdo PI3-
quinase. A via de sinalizagao celular PI3-quinase estd envolvida com varios processos celulares
como: crescimento, motilidade, sobrevivéncia, diferenciacdo, fagocitose e trafego intracelular.
Vimos ainda, que a proteina recombinante foi capaz de aumentar a polimerizacdo do
citoesqueleto de actina de macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6, apds 30 minutos
de tratamento (RODRIGUES, et al. 2012).

Uma vez que a rP21 ¢ produzida em Escherichia coli, foi necessario verificar se o
fendtipo observado ocorreu devido a proteina rP21 ou a presencga de residuos bacterianos, como
o lipopolissacarideo (LPS). Para isso, ensaios de fagocitose com macrofagos peritoneais e

zymosan foram repetidos na presenca de rP21 e polimixina B, um antibiético que bloqueia os
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efeitos do LPS, ou em macrofagos nocautes para os receptores do tipo Toll-4, conhecidos por
detectar LPS e desencadear a ativagado celular. Nestas condig¢des, foi visto que independente da
polimixina B ou de macréfagos nocautes, a presenca da rP21 provocou efeito pro-fagocitico.
Assim, este dado confirma que a atividade bioldgica atribuida a rP21 ¢ mesmo desempenhada
pela proteina (RODRIGUES, et al., 2012).

A partir da descoberta da atividade pro fagocitica, o processo de obtencdo da rP21 foi
revisto. A proteina pode ser encontrada na forma soluvel e, também esta presente nos corpos
de inclusdo. Assim, para aumentar o rendimento proteico do processo, a rP21 presente nos
corpos de inclusdo foi purificada, renovelada e avaliada quanto a sua conformacao e atividade
pro fagocitica. Utilizando as técnicas de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear, que
determina propriedades fisicas e quimicas de 4&tomos ou moléculas, e a técnica de dicroismo
circular, a qual permite analisar a estrutura secundaria das proteinas, foi realizada a comparacao
das estruturas da rP21 soluvel e renovelada. Os resultados demonstraram que ambas as rP21
possuem exatamente a mesma estrutura e sdo idénticas na conformagdo. Além disso, nos
ensaios de fagocitose a rP21 soluvel e renovelada também apresentaram atividades pro-
fagociticas semelhantes. Este estudo demonstra a estabilidade e a capacidade de renovelamento
da rP21, sem alteragdo das atividades biologicas (DOS SANTOS, et al., 2014).

Como ja mencionado anteriormente, 7. cruzi ndo possui uma populacdo homogénea,
apresentando linhagens que se diferem pelo grau de infectividade. Diante disso, a P21 poderia
ser expressa entre as linhagens de forma diferente, interferindo no processo de invasdo das
cepas nas células hospedeiras. Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foi visto
que a expressdo da P21 ¢ distinta entre as diferentes cepas e formas evolutivas de 7. cruzi,
(FERNANDES, 2013). As formas amastigotas e epimastigotas das cepas CL, RN-19 ¢ Y
apresentaram menor expressao dos alelos da P21, em contrapartida, na cepa G estas formas
evolutivas demonstraram maior expressao dos alelos da P21. Por outro lado, a cepa G possui
caracteristicas de baixa infectividade in vivo, com auséncia de parasitemia. Sendo assim, a
expressdo da P21 parece ndo estar diretamente relacionada a viruléncia do parasito
(FERNANDES, 2013).

Até entdo, vimos que a P21 desempenha propriedade pro-fagocitica e induz a
polimerizacao de actina da célula hospedeira, o que hipoteticamente pode garantir ao parasito
sua permanéncia no ambiente intracelular, onde ele pode se esconder da resposta imune
humoral e escapar do fagolisossomo, se dividindo e perpetuando a infec¢dao. Para entender
melhor os mecanismos desencadeados pela proteina, decidimos investigar, de forma especifica,

o papel da P21 no processo inflamatorio cronico, e na infec¢ao cronica por 7. cruzi.
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1.7 Modelo de estudo para inflamacao: implante esponjoso sintético

O processo inflamatorio € uma resposta natural proporcionada pelo sistema imune para
garantir a integridade do tecido mediante a lesdo tecidual, na tentativa de remover o estimulo
nocivo e recuperar o tecido lesado. As lesodes teciduais podem ser causadas por microrganismos,
reacdes imunologicas e agentes quimicos e fisicos (CHANDRASEKHARAN; SHARMA-
WALIA, 2015). O processo de reparacdo tecidual envolve a infiltracdo de diferentes tipos de
células, acaimulo de fluidos, produg¢dao de mediadores celulares, liberacdo de enzimas
hidroliticas, proliferacdo celular e angiogénese. Todos esses processos ocorrem em uma série
sequencial e bem ordenada de eventos (SPINAS, et al., 2014; TSOUPRAS; LORDAN;
ZABETAKIS, 2018).

A inflamacao ¢ subdividida em duas etapas: inflamagdo aguda e cronica. A inflamagao
aguda inicia-se rapidamente e possui duragdo curta, tendo como objetivo disponibilizar as
células de defesa para o tecido lesionado. Assim, as principais etapas da inflamacao aguda sdo:
vasodilatagdo, aparecimento de edemas e a migracdo de leucocitos (HART, 2015). Entretanto,
inimeras variaveis podem modificar os eventos iniciais da reposta inflamatéria, como por
exemplo, a natureza e a intensidade da infeccdo, o tecido afetado e ainda a reposta imune do
individuo. A partir dessas varidveis, a inflamacao pode ou ndo avangar para um cenario de
inflamacao cronica (CRUVINEL, et al., 2010).

Na maioria das vezes a recuperac¢do dos tecidos lesionados ocorre naturalmente, sem
grandes danos ao individuo, e sem a necessidade de medicamentos. Por outro lado, numa
inflamagdo prolongada e desregulada, na qual o agente nocivo ndo ¢ eliminado, o processo
inflamatorio progride para inflamagao cronica, podendo ser altamente prejudicial ao organismo.
Os mecanismos desencadeados para destruir o agente invasor e a necrose tecidual pode lesionar
o tecido normal. Dessa forma, quando a inflamag¢ao ndo pode ser controlada, ela se torna a causa
do desenvolvimento de muitas doengas, como Alzheimer, artrite reumatoide, diabetes, doencas
respiratdrias, lGpus eritematoso sistémico e, principalmente, problemas cardiovasculares
(ANGELOVICH; HEARPS; JAWOROWSKI, 2015).

As reagdes vasculares e celulares classicas da inflamacdo sao desencadeadas por
substancias quimicas produzidas pelos diferentes tipos celulares ou derivadas de proteinas
plasmaticas, apos um estimulo inflamatério (SPINAS, et al., 2014; TSOUPRAS; LORDAN;
ZABETAKIS, 2018). Em condi¢des normais, moléculas e células imunoldgicas circulam
livremente pelo sistema sanguineo. Mas quando ocorre uma lesao tecidual, os agentes da defesa
sao direcionados para o local da infecgdo ou lesdo, iniciando assim, o processo inflamatorio

(CRUVINEL, et al., 2010).
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A etapa inicial da inflamagdo consiste na dilatagdo dos vasos sanguineos, tornando-os
mais permeaveis, permitindo o extravasamento de proteinas plasmaticas (albumina e
fibrinogénio) e células imunes para o tecido. As principais células de defesa que atuam na
reposta inflamatéria sdo os neutrofilos e macréfagos. Essas células atuam como células
fagociticas, removendo os tecidos mortos e mantendo a assepsia do tecido lesionado. Além
disso, macrofagos e neutrofilos liberam citocinas, fatores de crescimento e mediadores
quimicos, que desempenham importante papel no processo de cicatrizagdo (OLCZYK;
MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

Os neutrofilos geralmente, sdo as primeiras células a chegarem no local da infecgao,
atraidos por fatores quimiotdticos como CXCLI1, que sdo produzidos por células locais. A
principal funcdo dos neutrofilos € remover o agente nocivo. Estas células possuem receptores
de membrana para microrganismos e para células teciduais danificadas, promovendo a
fagocitose (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014). Classicamente, a
enzima mieloperoxidase (MPO) ¢ produzida pelos neutrofilos, constituindo o principal
componente dos granulos azurdfilos, liberados apos a ativagao destas células (PULLI, et al.,
2013).

Os mondcitos se infiltram no tecido lesado a favor do gradiente quimiotatico e devido a
presenca de citocinas inflamatorias se diferenciam em macrofagos. Semelhante aos neutrofilos,
a principal fun¢cdo dos macrofagos ¢ fagocitar e eliminar células mortas e microrganismos
infecciosos (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014). Entretanto, os
macréfagos podem exercer um duplo papel do processo inflamatorio a partir da sua variagao
funcional e fenotipica: por um lado, os macréfagos M1 exercem papel pro-inflamatorio,
caracterizado pela produgdo de citocinas inflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-1B, e
mediadores quimicos como ROS, que participam da elucidacdo dos microrganismos; por outro
lado, os macrofagos de perfil M2 sdao as principais células a produzirem mediadores anti-
inflamatorios como o TGF-f e fatores de crescimento que estimulam a proliferacdo de
fibroblastos ¢ a sintese da matriz extracelular (LUCAS, et al., 2010; OLCZYK; MENCNER;
KOMOSINSKA-VASSEYV, 2014; GENSEL; ZHANG, 2015).

De outra forma, a inflamacao cronica apresenta longa duracdo, na qual coexistem os
processos de lesdo, inflamacdo e reparo tecidual. De forma caracteristica, na inflamagao
cronica, predomina a presenga de macrofagos e, por conseguinte, linfécitos e plasmocitos.
Assim ocorrem os infiltrados inflamatérios cronicos, visiveis em tecidos lesionados. Outra
caracteristica marcante na evolu¢ao da inflamacgao cronica ¢ a destruicao do tecido funcional e

a substitui¢do por tecido fibroso (ANGELOVICH; HEARPS; JAWOROWSKI, 2015).
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A fase de proliferagdo celular ¢ essencial para geral o tecido de reparo. Nesta fase, ¢
importante destacar o papel dos fibroblastos produzindo colageno. Este componente
corresponde ao principal componente da matriz extracelular, responsavel pela forca e
integridade do tecido que ira sustentar uma intrincada rede de capilares, mantendo a base para
a formacao do tecido de granulagdo, ao redor do local da lesdo (KLINGBERG; HINZ; WHITE,
2013).

Assim, outra etapa importante do processo de reparo tecidual, ¢ a angiogénese. Nesta
etapa, novos vasos sanguineos sdo formados a partir de vasos preexistentes. O processo de
angiogénse ocorre na matriz extracelular, a partir da migra¢do das células endoteliais e, ¢
regulada por fatores pro-angiogénicos (VEGF, TGF-f), e anti-angiogénicos. A angiogénese
exerce um papel fundamental na inflamagao, possibilitando a formagao do tecido de granulagao
por meio do fornecimento de nutrientes e oxigénio para o tecido em formagao. Além disso, a
formacao dos novos vasos sanguineos proporciona a interagdo e a transmigragao de células de
defesa no local da lesaio (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2012).

Para estudar e compreender todas as etapas envolvidas no processo inflamatério, a
implantacdo de matrizes esponjosas sintéticas tem sido utilizada em murinos (ANDRADE;
FAN; LEWIS, 1987). A partir desta técnica ¢ possivel simular as fases do reparo tecidual
através da insercdo de um corpo estranho nos animais, a esponja de poliéster. Este modelo
consiste na formacao de um ambiente de inflamagdo cronica (de 9 a 14 dias), no qual € possivel
analisar e caracterizar os componentes envolvidos na formagao de um tecido de granulacao,
tais como: células inflamatdrias recrutadas, fluidos (hemoglobina, colageno solavel), citocinas
(TNF-a, VEGF), quimiocinas (CXCLI1, CCL2) e enzimas (mieloperoxidase e N-acetil-p3-
glucosaminidase) (ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987).

Assim, a utilizagdo de implantes permite obter dados quantitativos e qualitativos sobre
a presenca de mediadores inflamatorios, fibrose, angiogénese, o niumero e os tipos de células
recrutadas e ainda, o efeito sobre todo o processo inflamatorio utilizando diferentes tipos de
substiancias de interesse. A partir dessas informagdes, neste estudo apresentaremos dados
obtidos utilizando o implante de modelos esponjosos tratados com ndo com a proteina rP21,
com a finalidade de compreender o papel da P21 na inflamacgao cronica e fazer uma correlagao
com os dados obtidos na analise do tecido cardiaco de animais infectados com 7. cruzi e tratados

ou ndao com a rP21.

1.8 Principais caracteristicas de Leishmania spp.

Assim como 7. cruzi, protozoarios do género Leishmania, pertencem a Familia

Tripanosomatidae e a ordem Kinetoplastea. (SHAW, 2006; WHO, 2015). Assim, diversas
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caracteristicas sdo compartilhadas entre estes dois grupos de parasitos. Protozodrios do género
Leishmania sp. sdo intracelulares obrigatdrios, unicelulares, flagelados € podem causar um
complexo de doengas infecciosas conhecidas como leishmanioses, que afetam milhdes de
pessoas mundialmente. As leishmanioses sdo consideradas endémicas em cinco continentes,
nas Américas Central e do Sul, bem como na Europa, Africa e Asia (ALVAR, et al., 2012). A
espécie L. (L.) amazonensis ¢ responsavel pela leishmaniose cutanea ou mucocutanea, ¢ ¢
endémica na regidao de Minas Gerais (BARATA, et al., 2013).

Assim como 7. cruzi, Leishmania spp. possuem uma notavel capacidade de evitar a sua
destrui¢do em ambientes hostis, encontrados ao longo do seu ciclo de vida, alternando entre
duas formas de vida: promastigotas (forma de vida moével) flagelados encontrados no trato
digestorio dos flebotomineos e amastigotas (forma de vida ndo movel) que proliferam dentro
das células do hospedeiro mamifero. As formas promastigotas podem ser ainda classificados
como promastigotas prociclicos, que representam um estagio proliferativo e ndo infectivo,
localizados no intestino do inseto vetor, ou promastigotas metaciclicos, forma infecciosa e nao
proliferativa. Estas saem das células epiteliais do intestino e migram para a parte anterior do
trato digestorio nos insetos vetores (SACKS, 1984; ASSIS, et al., 2011).

O ciclo de vida de Leishmania spp., assim como em 7. cruzi, ¢ heteroxénico. A infec¢io
do inseto vetor ocorre durante o repasto sanguineo quando a fémea hematdfaga de
flebotomineos pica um hospedeiro infectado e ingere células contendo as formas amastigotas.
Na por¢ao anterior do trato digestorio do inseto, ocorre a transformagao das formas amastigotas
em promastigotas prociclicos no interior da matriz peritroéfica. Apos o rompimento dessa matriz,
0s promastigotas migram para o epitélio do trato digestorio, onde se multiplicam. Em seguida,
vao para a regido anterior do intestino, onde sofrem a metaciclogénese. Durante esse processo
os promastigotas reduzem o tamanho corporal, aumentam o tamanho e o batimento flagelar e
se tornam altamente infectivas, sendo denominados promastigotas metaciclicos. As formas
metaciclicas migram para a probdscide e sdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado através da
picada, onde recomeca o ciclo (MISHRA, et al., 2009).

A infeccao do hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguineo da fémea do
flebotomineo infectada, inoculando formas promastigotas metaciclicas. Os promastigotas
metaciclicos entram no hospedeiro e atinge a corrente sanguinea, aderindo e invadindo uma
gama de tipos celulares. Assim, as formas promastigotas sao fagocitadas por células fagociticas
e no interior do vacuolo parasitdéforo sofrem diferenciagdo para a forma amastigota (STUART,
et al., 2008). Estas se multiplicam no interior de macrofagos e provocam a lise da célula,
liberando os amastigotas, que poderao invadir outras células ou serem sugados por outra fémea

do inseto vetor, completando assim o ciclo de vida desse protozodrio (MISHRA, et al., 2009).
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Apo0s a entrada das formas promastigotas no hospedeiro vertebrado, essas aderem e
internalizam em uma gama de células (principalmente em neutréfilos, células dendriticas,
macrofagos e fibroblastos) (KAYE; SCOTT, 2011). A adesdo do parasito na célula hospedeira
ocorre pelo flagelo ou corpo celular e envolve moléculas presentes na sua superficie como o
lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina 63 (gp63), que se ligam a diferentes receptores
encontrados na superficie dos macréfagos (receptores do sistema complemento, receptores Fcy,
receptores de Manose e receptores de fibronectina) (SILVA-ALMEIDA; et al., 2010; UNENO;
WILSON, 2012). No inicio da infec¢do, promastigotas de Leishmania sdo internalizados por
macrofagos em fagossomos. Estas estruturas sofrem uma série sequencial de fusdes com
organelas endociticas e lisossomos, gerando um compartimento microbicida contendo H+-
ATPase vacuolar com pH acido (pH 4.7 -5.2), o vacuolo parasitéforo (VP) (MORADIN;
DESCOTEAUX, 2012).

De forma semelhante ao 7. cruzi, Leishmania spp. desenvolveram estratégias para
sobreviver intracelularmente, e perpetuar a infec¢do (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997;
DERMINE, et al., 2000, MORADIN; DESCOTEAUX, 2012). Um mecanismo usado por
promastigotas para contornar as consequéncias microbicidas da fagocitose ¢ a inibigdo da
biogénese do fagolisossomo (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997). Formas promastigotas
internalizadas em fagossomos interagem com endossomos e lisossomos tardios de forma
atrasada, até sua completa transformacdo em formas amastigotas, as quais sdo resistentes ao
ambiente hidrolitico dos fagolisossomos (GAUR, et. al., 2009; RODRIGUEZ, et al., 2011).
Outro mecanismo, consiste na fusdo dos fagossomos contendo diferentes amastigotas,
formando um enorme VP. Esta fusdo permite a diluigdo das enzimas presentes no
fagolisossomo, proporcionando a sobrevivéncia do parasito (ANTOINE, et al., 1998).

Devido as semelhangas entre 7. cruzi e L. (L.) amazonensis na estrutura do parasito € no
processo de infeccao da célula hospedeira, decidimos comparar o efeito biologico da P21,
produzida exclusivamente por 7. cruzi, em ambas as infecgdes, até sua fase cronica, por meio

do tratamento com a forma recombinante da proteina.

1.9 Peptideos e suas aplicacoes

O Phage Display, ou exposi¢do de biomoléculas na superficie de bacteriéfagos
filamentosos (M13, fl, fd entre outros), desenvolvido por Smith em 1985, foi originalmente
utilizado para construir bibliotecas de anticorpos com o propdsito de selecionar fagos que se
ligavam fortemente em antigenos especificos (SHUKRA, et al., 2014). A exposicao em fagos
filamentosos ¢ baseada na clonagem de fragmentos de DNA codificantes de milhdes de variantes

de certos ligantes (BENHAR, 2001), como proteinas, incluindo anticorpos ou peptideos. As
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sequéncias de DNA de interesse sdo inseridas em uma determinada localiza¢do no genoma dos
bacteriofagos filamentosos, de modo que a proteina codificada é expressa fusionada a uma das
proteinas de superficie do fago (AZZAZY; IGHSMITH, 2002; SHUKRA, et al., 2014). Uma das
vantagens da utiliza¢do de bacteriofagos M 13 ¢ que estes induzem a produgdo de novas particulas
virais sem provocar infec¢do litica (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002).

O peptideo ou proteina expresso na superficie do fago possibilita a sele¢dao de sequéncias
baseada na afinidade de ligagdo a uma molécula alvo em um processo de selecdo in vitro
denominado biopanning (PARMLEY; SMITH, 1988). A sele¢do, ou biopanning, ¢ realizada
pela incubagdo da biblioteca de peptideos ou anticorpos expostos em fagos contra o alvo. O alvo
¢ imobilizado em suportes solidos tais como placas de ELISA, microesferas magnéticas ou de
afinidade, resinas e membranas. Os fagos ndo ligantes ao alvo sdo eliminados por lavagens
sucessivas, e os fagos especificos permanecem ligados para posterior elui¢do. O pool de fagos
especificos ¢ amplificado para os ciclos posteriores de selecao bioldgica (ciclos de ligagao,
eluicdo e amplificagdo) para o enriquecimento do conjunto de fagos com sequéncias especificas
contra o alvo (SMITH, 1985; SMITH; PETRENKO, 1997).

Peptideos selecionados inicialmente por Phage display t€ém sido amplamente utilizados
como drogas terapéuticas em aplicacdes clinicas, tais como endocrinologia, oncologia, urologia
e obstetricia (VERGOTE et al., 2009). Varias drogas peptidicas ja foram aprovadas para
utilizagdo ou estdo em fase de testes clinicos. Por exemplo, ecallantide, um inibidor altamente
potente de calicreina plasmatica humana, utilizado no tratamento de angioedema hereditario
agudo (GARNOCK-JONES, 2010). O primeiro pepticorpo comercializado, Romiplostim, AMG
531/ NPlate 1, ¢ um agonista do receptor de trombopoietina utilizado para o tratamento da purpura
trombocitopénica imunoldgica (SHIMAMOTO, et al., 2012). AMG 386, ¢ um pepticorpo
neutralizantes de angiopoietinas 1 e 2, um outro exemplo em que o peptideo ativo foi inicialmente
obtido por triagem de uma biblioteca de fagos. E utilizado para a prevencio da proliferagio
exacerbada de células endoteliais e crescimento de tumores e, atualmente, esta em fase clinica 111
(SHIMAMOTO, et al., 2012).

Nesse sentido, em experimentos realizados previamente, nosso grupo de pesquisa
utilizou uma biblioteca gendmica de fagos que apresentavam uma enorme variedade de
peptideos (na ordem de 10°) formados por 12 aminodcidos ligados a proteina PIII dos
bacteriéfagos filamentosos M13. Estes fagos foram selecionados em relagdo a afinidade a
proteina P21, o que resultou na descoberta de um peptideo com alta afinidade a rP21,
denominado P1.

Posteriormente, ensaios de invasdo utilizando mioblastos murinos (linhagem C2C12) e

a forma tripomastigota de 7. cruzi da cepa G pré-tratada com fagos expressando o peptideo P1
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(fago-P1) foram realizados. Os dados destes ensaios demonstraram que o pré-tratamento dos
parasitos com o fago-P1 diminuiu a invasao celular, quando comparados com fago expressando
um aminoacido irrelevante (MACHADO, 2014). Dessa forma, esses dados indicam uma agao
potencialmente inibitéria do P1 sobre a P21 nativa. A partir disso, nds sequenciamos o P1 ¢
providenciamos a sua producdo sintética. A partir disso, ndés sequenciamos o Pl e
providenciamos a sua producao sintética, ¢ no presente estudo avaliamos os efeitos deste

peptideo sobre a P21 nativa e recombinante.

2. Justificativa

A doenga de Chagas atinge milhares de pessoas, principalmente, nos paises em
desenvolvimento, devido as complicagdes cardiovasculares na fase cronica da doenga. Sabe-se
que o tratamento disponivel atualmente so tem eficdcia comprovada durante a fase aguda, e que
para as gravidas e pessoas com insuficiéncia renal e hepatica, o tratamento pode ser altamente
prejudicial. Assim, terapias alternativas para a doenca de Chagas t€m sido estudadas, no intuito
de descobrir drogas mais eficazes € menos toxicas.

A patologia da doenca de Chagas envolve danos aos tecidos infectados e a consequente
perda da funcionalidade dos 6rgdos, ao longo dos anos. Estes danos sdo, muitas vezes, atribuidos
a resposta imune do individuo. Entretanto, estudos mais recentes, vém demonstrando o papel
ativo de proteinas secretadas pelo protozoario no microambiente da infecg@o, na tentativa de
elucidar os mecanismos da patologia e promover melhoria terapéutica.

Neste sentido, nosso grupo de pesquisa descobriu uma proteina, denominada P21,
exclusivamente expressa por 7. cruzi e secretada por todas as suas formas evolutivas. Apos sua
descoberta, varios mecanismos de a¢cdo da P21 tém sido elucidados. A P21 induz a polimerizagao
do citoesqueleto de actina e aumenta a atividade pro-fagocitica de macréfagos murinos, de forma
dependente da ativagdo da via de sinalizacdo celular PI3k. A ativagdo da PI3k est4 associada a
varios processos celulares como: motilidade, diferenciagdo, sobrevivéncia, crescimento e
fagocitose. Nos estudos envolvendo a P21, demonstramos que a ativagao da PI3k ocorre por meio
da ligagao da proteina a um importante receptor de quimiocinas, 0 CXCRA4. Este receptor tem um
papel fundamental nos processos de inflamagao e no recrutamento de células para o local da lesao
ou infeccdo. Assim, neste estudo nds propomos investigar o papel da P21 no contexto
inflamatorio, e posteriormente, no desenvolvimento da infeccdo cronica experimental em

murinos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivos Gerais
3.1.1 Analisar o papel da proteina P21 em modelo de inflamagdo experimental in vivo;
3.1.2 Compreender o papel espécie especifico da P21 na infecgdo experimental por
Trypanosoma cruzi em murinos;

3.1.3 Avaliar a atividade inibitoria de peptideo sintético ligante da rP21, in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Analisar o processo inflamatério na presenga da rP21, por meio da anélise da producao
de citocinas, quimiotaxia, angiogénese e deposicdo de colageno em modelo de

inflamagao cronica implantado em murinos;

¢ Averiguar a estabilidade da proteina rP21 em soro murino;

¢ Compreender e comparar o papel da P21 na infec¢ao cronica por L. amazonensis ou T.
cruzi por meio da analise histopatologica, carga parasitaria, angiogénese e indugdo de

fibrose;

¢ Analisar a acdo direta da rP21 na replicagdo intracelular e no ciclo celular de L.

amazonensis ¢ T. cruzi in vitro;

¢ Verificar o potencial imunogénico da proteina rP21 em murinos tratados ao longo de 6

s€manas;

¢ Avaliar o efeito do peptideo P1 na polimerizacdo do citoesqueleto de actina,
quimiotaxia, angiogénese, invasdo e replicacdo do parasito, in vitro, em presenca da

P21.

4. Material e Métodos

4.1 Aspectos éticos e local de estudo
Esta pesquisa foi desenvolvida respeitando-se as normas de biosseguranca. Para
execu¢do dos experimentos descritos no presente trabalho envolvendo a utilizagdo de animais,

2 projetos foram submetidos & Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade
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Federal de Uberlandia (CEUA). A aprovacao dos projetos (Protocolos n° 105/10 e n°® 077/14)
seguem em Anexo.

A parte experimental foi realizada no Laboratorio de Tripanosomatideos, Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlandia (UFU), localizado no
bloco 2B, sala 200.

4.2 Animais

Camundongos Mus musculus, das linhagens C57BL/6 ¢ BALB/c, foram cuidados,
manipulados e eutanasiados conforme normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA). Os camundongos foram mantidos no Centro
de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA-UFU) em condi¢des padrao de luz-escuro,
temperatura de 23+ 2°C, com ragao e agua ad libitium.

As linhagens foram utilizadas nos diferentes ensaios com o propdsito de explorar as
caracteristicas da polarizacdo da resposta imune adaptativa destes camundongos. A linhagem
C57BL/6 polariza sua resposta imune para um perfil de resposta Thl, ou seja, resistente a
infeccdo por parasitos intracelulares. Ja a linhagem BALB/c polariza a resposta imune para o

perfil Th2, considerado, portanto, mais suscetivel as infec¢des intracelulares.

4.3 Parasitos e células

Células VERO (Banco de Células do Rio de Janeiro — BCRJ), derivadas de rim de
macaco verde da Africa, macrofagos imortalizados provenientes de medula 6ssea de
camundongos C57BL/6 (iMo) e células t-END, derivadas de hemangioma timico murino,
foram mantidos em meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium HIMEDIA (DMEM),
suplementado com soro bovino fetal (SFB) 10% (Cultilab), 100mg de gentamicina/mL
(AMRESCO) e incubados em estufa a 37°C e 5% COa.

Promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8) foram cultivados em
meio Brain Heart Infusion Broth HIMEDIA (BHI) suplementado com SFB 10%, 100mg de
gentamicina/mL e 2 mM L-glutamina (Gibco BRL, Life Technologies, de Nova York, EUA),
a 26 °C. Parasitos em fase estacionaria (promastigotas metaciclicos, formas infectivas) foram
utilizados na infec¢do experimental e parasitos na fase log (replicagdo) foram utilizados nos
ensaios de ciclo celular.

Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (Cepa G ou Y) foram mantidos em
células VERO, em meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium HIMEDIA (DMEM),
suplementado com SFB (10%), antibidticos penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 mg/L) e

estreptomicina (10 mg/L) e incubados em estufa a 37°C, atmosfera timida e 5% CO.. Formas
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epimastigotas foram mantidas em Liver Infusion Triptose Medium (LIT) pH 7,2, suplementado
com SBF e antibioticos citados acima. Esta forma evolutiva, foi utilizada nos ensaios de ciclo
celular.

Nos ensaios que avaliaram a atividade da P21 sobre a infec¢do cronica por 7. cruzi,
utilizamos a cepa Y, que expressa baixa quantidade de proteina P21. Entretanto, nos ensaios
utilizando o peptideo ligante da P21 (P1), utilizamos a cepa G, que expressa grande quantidade

de proteina nativa, na tentativa de inibi-la.

4.4 Purificacdo da proteina rP21 e do extrato bacteriano

A obtenc¢do da P21 recombinante foi realizada como previamente descrito (SILVA, et
al., 2009; DOS SANTOS, et al., 2014) (Figura 3). Para demonstrar que os efeitos observados
ao longo deste estudo ndo foram provenientes de contaminagdes durante o processo de
purificagcdo, um extrato bacteriano (E. coli) foi obtido utilizando minuciosamente 0 mesmo
protocolo de obtengdo da proteina recombinante, exceto pela auséncia de bactérias E. coli
contendo vetor plasmidial especifico da P21. Um gel de poliacrilamida 12 % demonstrando o

perfil de bandas de E.B e rP21 foi realizado e o resultado pode ser visualizado na (Figura 6 A).
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Figura 3. Esquema do processo de purificacio da proteina rP21. A. Obtencdo da proteina a partir da
inser¢do de clones do gene da P21 em bactérias E. coli; B. Crescimento ¢ lise das bactérias; C. Corpos de
inclusdo incubados em uma coluna de niquel, lavagens e eluicdo. D. Didlise em PBS durante 48 horas.
SANTOS, et al.,2014.

4.5 Modelo Experimental de Inflamacao
Discos esponjosos de poliéster com 1,2 cm de diametro (VitaFoam Ltda) foram
mantidos em alcool 70% v/v durante 24 horas e, posteriormente, fervidos em agua destilada por

30 minutos para esterilizagdo prévia a implantacio (ANDRADE, et al., 1987).
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Camundongos C57BL/6 foram randomicamente separados em 3 grupos contendo 10
animais cada, para andlises bioquimicas e histologicas (5 animais para cada tipo de analise),
tratados ou ndo com rP21. Para o implante dos discos esponjosos, os camundongos foram
anestesiados por via intraperitoneal, com Xilasina-Cetamina (Syntec) (60mg-4mg/kg),
submetidos a tricotomia e assepsia da regido dorsal com alcool 70% v/v. Apos isso, 0s animais
foram dispostos em mesa cirdrgica, uma incisdo mediana dorsal de aproximadamente 10 mm e
a divulsao do tecido subcutaneo na dire¢do craniana foram realizadas. O disco foi implantado
na regido interescapular e a sutura da incisdo realizada com fio 25 nylon 3.0 usando ponto
Donati. Apds recuperacao da anestesia os animais foram alocados em gaiolas individuais com
agua e racdo ad libitum (ANDRADE, et al., 1987).

Os camundongos foram tratados a cada 72 horas, durante 9 dias (fase cronica do
processo inflamatorio,) com 20 uL de PBS, rP21 (40png/mL) ou extrato bacteriano (40pug/mL)
por meio de inje¢des in situ (esponja). Para remocdo dos implantes, os animais foram
submetidos a eutanasia por inje¢cdo contendo tiopental (Thiopentax) (30mg/kg) e os discos

foram dissecados, pesados e processados para andlises bioquimicas e histoldgica.

Esponja de polléster
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Figura 4. Esquema do implante da esponja de poliéster (modelo de inflamacio cronica) em
camundongos C57BL/6 e da cinética de tratamento. Camundongos C57BL/6, foram anestesiados e um
implante de esponja de poliéster foi inserido cirurgicamente. Durante 9 dias os camundongos foram
tratados com PBS, rP21 ou E.B. a cada 72 horas in situ. Apds esse periodo, os camundongos foram
eutanasiados e a capsula formada ao redor da esponja de poliéster foi cuidadosamente retirada para
diferentes analises. Figura de TEIXEIRA, L.T.

4.6 Analises bioquimicas

Para avaliar a atividade angiogénica e quimiotatica da rP21 no processo inflamatorio,
os discos esponjoso foram divididos em 2 partes, pesados e submetidos a dosagens de
hemoglobina, mieloperoxidase (MPO), N-acetil-B-d-glucosaminidase (NAG) e das citocinas

IL-1B, TNF-a e IL-4.
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A dosagem do conteido de hemoglobina no implante foi realizada pelo método do
reagente de Drabkin desenvolvido em 1932 e adaptado por Plunkett e Hailey (1990) e Hu et al.,
(1995). Os implantes foram homogeneizados (Tekmar TR-10, Ohio, USA) em 2 mL de reagente
cromogénico (reagente de Drabkin-kit de Dosagem de Hemoglobina Labtest). Apds, as
amostras foram centrifugadas a 4°C por 30 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante filtrado em
filtros de 0,22 um (Millipore). Posteriormente, foi realizada leitura espectrofotométrica a 540
nm. A concentracdo de hemoglobina presente em cada amostra foi calculada a partir de uma
curva-padrao conhecida e os resultados foram expressos em concentragcdo de hemoglobina
(microgramas) por miligrama de peso imido do implante.

Ap6s a determinagdo do contetido de hemoglobina, ao sobrenadante foi adicionado
coquetel inibidor de protease (1:100/Sigma) para dosagem de citocinas. O precipitado foi
ressuspendido em 2 mL de tampao fosfato de sddio (pH 5,4) e homogeneizados. O volume de
300 pL foi transferido para microtubo e acrescentados 600 ul. de Brometo de
Hexadeciltrimetilaménio (HTAB/ Sigma) 0,5% p/v diluido em tampao fosfato (pH 5.,4). Apos,
as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi coletado para dosagem. A reacdo enzimdtica da atividade de MPO foi
realizada adicionando 100 pL de peroxido de hidrogénio 0,003%, 100 uL. de TMB (3,3’, 5,5°-
tetramethylbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetilsulféxido — Merck), 200
pL do sobrenadante da amostra e apds por 1 minuto, a reacdo foi interrompida pela adi¢ao de
100 pL de acido sulfurico (H.SO4/Merck) a 4M. Em seguida, foram adicionados 200 puL/ pogo
em placa de 96 pogos para leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 450 nm. Os
resultados foram expressos em indice de MPO (absorbancia/mg de peso imido do implante).

Para dosagem de NAG o sobrenadante da segunda parte da esponja foi desprezado e o
precipitado foi ressuspendido em 2 mL de solucdo salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a
0,1%, gelado. As amostras foram homogeneizadas e centrifugada em 3000 rpm durante 10
minutos a 4°C e o sobrenadante coletado. Foram adicionados 100uL das amostras em duplicata
auma placa de 96 pocgos e 100uL do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-B-d-glucosamina — Sigma),
diluido em tampao citrato/fosfato (pH 4,5). A placa foi incubada a 37°C por 30 minutos e apos,
foram adicionados 100uL de tampao glicina 0,2M (pH 10,6). A absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro a 400 nm. A concentracdo de NAG nos implantes foi calculada a partir de
uma curva-padrdo de p-nitrofenol com concentragdes conhecidas. O p-nitrofenol é o produto
cromogeno da reacdo entre p-nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosamina com a N-acetil-B-d-
glucosaminidase (NAG). Os resultados foram expressos em nmol mL-1/mg de peso imido das

esponjas.
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O sobrenadante obtido ap6s a dosagem de hemoglobina, foi utilizado para dosagens das
citocinas IL-1P (cat. 559603), TNF-a (cat. 555628) e IL-4 (cat. 555232) por ELISA utilizando

kits da BD, de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.7 Perfil inflamatorio e contagem de vasos

Esponjas submetidas a andlise histologica foram fixadas com fixador Metacarn (60%
metanol, 30% cloroféormio, 10% acido acético) por 3 horas a 4°C. Depois, as esponjas foram
incubadas em alcool etilico PA por 30 minutos e 4 lavagens com xilol seguido de 30 minutos
de incubacdo e, finalmente, incluidas em parafina. Os cortes foram corados com
eosina’hematoxilina ou azul de toluidina. Imagens dos cortes foram obtidas em camera e
software LasEz acoplada em microscopio de luz Leica DM500. O tipo e a intensidade do
infiltrado inflamatorio foram determinados pela presenca ou auséncia de (i) intensidade da
resposta inflamatoria, (ii) neutrdfilos, (iii) macrofagos, (iv) linfécitos, (v) plasmdcitos, (vi)
necrose. As caracteristicas foram medidas pela intensidade (-) ausente, (+) leve, (++) moderado
e (+++) intenso.

Para determinar o impacto na presenca de rP21 na angiogénese, toda a extensdo de 2
cortes/animal, em diferentes profundidades, foi analisada por meio da contagem dos vasos
sanguineos. Para determinar a quantidade de mastdcitos ativados, toda a extensdo de 1 corte/
animal foi analisada, por meio da contagem de mastdcitos degranulados corados pelo azul de
toluidina. E, para determinar a angiogénese no processo inflamatdrio, os vasos sanguineos

foram contados em toda a extensdo dos cortes histoldgicos (2 cortes/ animal).

4.8 Teste de estabilidade da rP21 em soro murino

Para verificar se a rP21 poderia ser degradada quando em presenga de soro murino e,
por conseguinte poderia ser utilizada no tratamento dos animais, 10ug de proteina recombinante
foi incubada com soro de camundongos nao imunes por 24 horas. Apos este periodo, a solucao
foi submetida em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE).

De forma semelhante, para testar a estabilidade da atividade biologica da rP21,
macrofagos imortalizados derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram
plaqueados (2x10° células/pogo) em placas de 12 pogos contendo laminulas circulares de vidro
de 13 mm, e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO; overnight. Posteriormente, as células
foram incubadas com soro + rP21 (incubadas por 24 horas previamente ao ensaio) e particulas
de Zymosan (20 particulas/célula). Apds o tempo de 2 horas, as células foram fixadas com

solu¢do de Bouin (HT10132/ Sigma Aldrich) e coradas com Giemsa (GS500/ Sigma Aldrich)
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de acordo com as instrucdes do fabricante. O nimero de particulas internalizadas nos
macrofagos foram quantificadas pela contagem de 200 células/laminula, em triplicata.

Além disso, camundongos BALB/c (n=5/ grupo) foram tratados por via subcutanea com
40 pL de rP21 (1pg/uL) ou PBS e ap6s 72 horas o soro foi obtido e analisado por ELISA para
a presenca da rP21. Os resultados foram expressos como Indice ELISA (IE), de acordo com a
formula: IE = DO da amostra/cut off, onde cut-off foi estabelecido como a média da DO de trés
controles negativos acrescida de dois desvios padrdes. As amostras foram consideradas

positivas quanto Indice ELISA > 1.

4.9 Infeccao experimental com 7. cruzi ou L. amazonensis in vivo

Camundongos BALB/c foram infectados, por via subcutanea nas patas traseiras, com
1x10° tripomastigotas de T. cruzi, cepa Y/animal ou 1x10’ promastigotas de L. (L.)
amazonensis/ animal. Apos a infec¢do, os camundongos foram randomicamente divididos em
3 grupos (n=10/ grupo): (1) infectados com L. (L.) amazonensis, (2) infectados com 7. cruzi e
(3) ndo infectados. Cada um dos grupos foi dividido em outros 2 subgrupos (n=>5/grupo): (1)
PBS, (2) rP21. Durante 6 semanas, os camundongos foram tratados por via subcutanea a cada
72 horas com 40uL de solucao de rP21 (1pug/uL) diluida em PBS ou 40uL de PBS. As patas
direitas foram medidas uma vez por semana utilizando paquimetro digital (ZAAS-PAQ-
DIGITAL) e apds 6 semanas os camundongos foram eutanasiados em camara de CO», ¢ 0s

linfonodos, coracdo, bago e patas foram coletados e processados para diferentes analises.
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Figura 5. Esquema da infec¢io experimental com 7. cruzi / L. amazonensis em camundongos BALB/c
e da cinética de tratamentos. Camundongos BALB/c foram infectados com 7. cruzi ou L. amazonensis e
tratados com PBS ou rP21 a cada 72 horas, ao longo de 6 semanas. Apos esse periodo, os camundongos
foram eutanasiados e os 6rgdos: patas, linfonodos do popliteo, bago e coragdo foram coletados para diversas
analises. Figura de TEIXEIRA, L.T.

5.0 Analise Histopatolégica

Os orgdos (linfonodos, bago, coragdo e pata) coletados foram fixados em formaldeido
(4%), desidratados, diafanizados e embebidos em parafina, cortes em seccdes de 5 um de
espessura foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE), para anélise posterior.

A avaliacdo da resposta tecidual foi baseada em analises qualitativas e semiquantitativas
de tecidos infectados e ndo infectados, por meio da parceria de um patologista, Dr. Jodo Paulo
Silva Servato, que atualmente ¢ docente na Universidade de Uberaba. Os tecidos foram
submetidos a duas observagdes independentes para padronizagdo da presenca ou auséncia de
células inflamatorias, e ainda para determinar os tipos de células e a severidade do processo
inflamatorio.

Os critérios utilizados para analise dos tecidos foram baseados na presen¢a ou auséncia
de resposta inflamatoria, neutrofilos, macrofagos, linfocitos, plasmocitos, células gigantes de
corpo estranho, necrose, edema, fibroblastos e adipdcitos. As caracteristicas da intensidade
foram classificadas: (-) ausente, (+) leve, (++) moderada, (+++) intensa. Em adicao, cada o6rgao
foi avaliado de acordo com suas caracteristicas especificas: no tecido esplénico, megacaridcitos

e centros germinativos foram considerados para avaliacdo; nos linfonodos, eosinéfilos, corpos
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apoptoticos, fibrose e centros germinativos foram analisados; e nos tecidos das patas, a fibrose
também foi avaliada.

A avaliagdo da angiogénese nos tecidos foi realizada pela contagem dos vasos
sanguineos de toda a extensdo de 2 cortes histologicos/6rgao/animal, em diferentes alturas,
corados com HE. Para avaliagdo da deposicao de colageno tecidual, cortes de tecido de pata e
coracao foram submetidos a sucessivas imersdes em xilol, hidratados ¢ marcados com solugao
de picrosirius red. Posteriormente, os cortes foram contra corados com solu¢do de hematoxilina,
lavados e incubados com eosina aquosa. Por fim, foram desidratados, diafanizados e as laminas
foram montadas utilizando Entellan (107960- Merck Millipore). Para cada corte 20 imagens
foram obtidas em microscopio (Nikon) com camera acoplada e a quantificacao total de fibras

colagenas foi determinada utilizando software Image J.

5.1 PCR quantitativo em tempo real

Uma fragdo dos tecidos de pata e coragdao foram separados para utilizacdo em PCR. As
partes foram pesadas e o DNA foi extraido utilizando o PureLink Genomic Dna Kit (K1820-
01, Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Resumidamente, as amostras foram
digeridas com PureLink Genomic digestion buffer e proteinase K a 55°C overnight. Apos,
RNAse, PureLink Genomic lysis/ binding buffer e etanol PA foram adicionados. O lisado obtido
foi colocado em Purelink spin column, lavados e eluidos, com tampos especificos. A
quantidade e a pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometro (NanoDrop ND-
1000 UV-vis).

As reagdes de qPCR foram preparadas utilizando os oligonucleotideos: 13A (5'-
GGGGTGGAGTCTGGGCGT-3") e 13B (5-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3"), os quais
resultam na amplificagdo de fragmento de DNA do cinetoplasto (120 bp) de Leishmania sp.
como descrito por Rodgers, Popper e Wirth, 1990 ou P21 fw (5'-
AACGCCACCATCAATCTTTTG-3") e P21 rv (5'-CGTCGCATTCCTCATTTCTTC-3"), os
quais resultam na amplificacdo de fragmento de antigeno de 7. cruzi (65bp), como descrito por
Brigido et al., 2016.

Para quantificacdo da carga parasitdria, uma curva padrao com diluigdes seriadas de
DNA de 108 parasitos/mL de T. cruzi ou L. amazonensis, misturados com tecidos de pata e
coracdo ndo infectados (25mg), foi previamente preparada. A eficiéncia das curvas foi testada,
o slope ficou entre 110 e 90% e o valor de R?> sempre maior ou igual a 0,95.

Para rea¢do de qPCR, 50ng de amostras de DNA, quelante de DNA Power SYBR Green
PCR Master Mix reagente (Applied Biosystems) elOuM de cada primer foram utilizados. As

reacoes foram processadas em aparelho termociclador ABI7300 (Applied Biosystems). Os
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parametros de ciclagem foram como segue: para 7. cruzi 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos (BRIGIDO, et al., 2016).
E, para L. amazonensis 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 63°C por 45
segundos e 72°C por 30 segundos (RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990). Apos a elongagao
final do qPCR, as amostras foram submetidas a variacao de temperatura de 50 para 95°C, com
aumento gradual de 0,5 °C/ segundo para obter a temperatura de melting e evitar produtos

inespecificos.

5.2 Producio de anticorpos anti-rP21

Camundongos BALB/c foram randomicamente divididos em 2 grupos (n=5/grupo) e
tratados a cada 72 horas durante 6 semanas com 40 pL de rP21 (1pg/puL) ou PBS, por via
subcutanea. O sangue dos camundongos foi coletado pela artéria do plexo orbital, uma vez por
semana, utilizando aplicagdo previa de anestésico oftalmoldgico (cloridrato de tetracaina 1%,
cloridrato de fenilefrina 0,1%), fornecido pelo biotério-UFU. O soro obtido foi analisado para
presenca de anticorpos anti-rP21, determinados por ensaio de ELISA. O controle positivo para

comparagao foi soro de coelho imunizado com rP21 e adjuvante previamente obtido.

5.3 Ensaio de replicacio in vitro

Macréfagos (iMo) foram plaqueados (1x10° células/pogo), em laminulas de vidro de 13
mm contidas em placas de 24 pocos, em meio DMEM e incubadas overnight em estufa a 37°C
e 5% de CO». No dia seguinte, tripomastigotas de 7. cruzi cepa Y ou promastigotas de L.
amazonensis foram incubados com iMO (5 parasitos/ célula) por 4 horas. Posteriormente, as
células foram lavadas com PBS e incubadas ou ndo com rP21 40pug/mL por 72 horas, apos esse
periodo, as células foram fixadas com Bouin, coradas com Giemsa e analisadas em microscopia
Otica. Para determinagdo da carga parasitaria, foi realizada a contagem de 300 células

infectadas por laminulas, em triplicada e em dois experimentos independentes.

5.4 Analise do ciclo celular de 7. cruzi e L. amazonensis tratados com rP21

Para avaliar a atividade da proteina rP21 sobre o ciclo celular dos protozoarios focos do
estudo, promastigotas de L. amazonensis em fase log (replica¢do) e epimastigotas de 7. cruzi
cepa Y foram tratados com a proteina (40pug/mL) e incubados por 72 horas. Apods este periodo,
os parasitos foram fixados com etanol 70% gelado e armazenados overnight a 4°C. No dia
seguinte, os parasitos foram marcados com iodeto de propidio (10 pg/mL) diluido em PBS, na

presenga de RNAse (100 pg/mL), incubados por 45 minutos a 37 °C no escuro, e submetidos a
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citometria de fluxo. A analise das amostras foi realizada utilizando o software FlowJo X v.07
(Three Star INc. Ashland, OR, USA). Os ensaios foram realizados contendo 6 replicatas para

cada situagdo, em 2 experimentos independentes.

5.5 Obtencao do peptideo sintético ligante da rP21 (P1)

O peptideo utilizado neste estudo foi previamente selecionado utilizando a técnica de
Phage Display, na qual a proteina rP21 foi imobilizada e incubada com uma biblioteca
gendmica de peptideos expressos em bacteriofagos M13 (MACHADO, 2014). Posteriormente,
o peptideo ligante da rP21 escolhido, denominado P1, foi sequenciado e produzido na forma
sintética. Um peptideo modificado (troca de aminodcidos e posi¢do dos mesmos) (P1S), incapaz
de se ligar arP21, também foi obtido para ser utilizado como controle nos ensaios. Os peptideos

foram sintetizados pela empresa FastBio (http://www.fastbio.com.br/).

5.6 Viabilidade celular

Primeiramente, para garantir que os resultados obtidos nao fossem consequéncia de
alteracdes na viabilidade celular das diferentes linhagens utilizadas (iMO, tEND e parasitos)
estas foram submetidas ao tratamento com P1 ou P1S (100pg/mL) na presenca ou ndo de rP21
(40pg/mL) por 72 horas. Apods esse periodo, a resazurina (colorag@o roxo escuro) foi adicionada
e as cé¢lulas foram incubadas por 18 horas, tempo necessario para metabolizacdo do composto
e formacao da resofurina (coloracdo rosa fluorescente). A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotometro, a 594 nm e os dados obtidos foram analisados utilizando o software
Graphpad Prism v 6.01 e expressos em porcentagem de viabilidade mitocondrial, comparadas

ao controle ndo tratado (viabilidade 100%).

5.7 Imunofluorescéncia indireta

Para analisar a interferéncia dos peptideos sintéticos na polimerizagao de actina celular,
macrofagos de linhagem (iMo) na quantidade de 10° células/grupo foram incubados, em tubos
para citometria de fluxo, com P1 ou P1S na presenca ou ndo de rP21 ou ainda, apenas em meio
DMEM, sem tratamento. Apds o tempo de 1 hora, as células foram lavadas com PBS, fixadas
em formaldeido 4%. Apoés a lavagem, as células foram marcadas com faloidina (P1951- Sigma
Aldrich) na proporcao de 1:1000 e analisadas em microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta e

software ZEN 2009 Light edition.
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5.8 Quimiotaxia in vitro na presenca de rP21, P1 e P1S

O ensaio de quimiotaxia in vitro foi realizada por meio do sistema de transwell com
poros de 8um (Chemicon Cell Invasion Assay Kit EMD Millipore Corporattion Darmstadlt).
Macréfagos (iMo) foram plaqueados na parte superior do transwell, na quantidade de 10°
células/poco em meio de cultura livre de SFB. Meio DMEM contendo P1 ou P1S (100 pg/mL)
na presenca ou nao de rP21 (40 pg/mL) ou apenas DMEM foram adicionados na parte inferior
do sistema. As células foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% CO;. Apos esse
periodo, as células que migraram para a parte interna da membrana foram coradas com kit

pandtico e contadas por microscopia otica.

5.9 Angiogénese

Para avaliar o efeito do Pl sobre a atividade anti-angiogénica da rP21, células
endoteliais (derivadas de hemangioma timico/ tEND) foram plaqueadas (2x10° cels/ pogo) em
solucdo contendo meio DMEM suplementado com fator de crescimento de fibroblasto basico
(bFGF) (30ng/mL). Placas de 24 pogos contendo 250 uL de matrigel (5,25 mg/mL/ BD
Bioscience) previamente adicionado foram utilizadas. Apos 18 horas de incubagdo a 37°C e 5%
CO3, imagens de toda a extensdao do pogo foram adquiridas em microscopio de luz e os vasos

formados foram contados (ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987; HU, et al., 1995).

6.0 Ensaio de invasao e replicacio com peptideos e rP21

Para os ensaios de invasdo, iMo foram plaqueados sobre laminulas de 13 mm (na ordem
de 10° células/poco) em placas de 24 pogos e submetidos a infec¢do com formas tripomastigotas
(5 parasitos/célula) da cepa Y previamente tratados por uma hora com os peptideos sintéticos
individualmente. Os ensaios foram feitos na presenca ou nao da rP21. Os parasitas foram
incubados por 4 horas, e ap6s este periodo, os pocos foram lavados, e as células foram fixadas
com Bouin e coradas com Giemsa. A contagem dos ensaios de invasao foi realizada contando-
se 100 células totais e avaliando a % de invasdo e a carga parasitaria, em microscopio Otico.

Nos ensaios de replicagdo, iMo foram também plaqueados sobre laminulas de 13mm,
nas mesmas condi¢des descritas acima. Os parasitos foram entdo adicionados e apds 4 horas de
invasao, as células foram lavadas para retirada dos parasitos ndo internalizados e os tratamentos
foram adicionados. Durante 72 horas, as células permaneceram incubadas nas condi¢des ideais
de cultivo e apods este periodo, foram fixadas com Bouin e coradas com Giemsa. Os dados dos
ensaios de replicagcdo foram obtidos pela contagem de parasitos internalizados em 100 células

infectadas (SILVA, et al., 2009).
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6.1 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao dos ensaios realizados em
triplicada. As diferencas significativas foram determinadas utilizando testes t Student’s, Mann-
whitney (two-sided), one-way ou two-way ANOVA e testes de multiplas comparagdes:
Turkey’s (amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras ndo paramétricas), de acordo com o
design experimental (GraphPad Prism software, versao 6.01). As diferencas foram consideradas

significativas quando P<0,05.

7. Resultados e Discussao

7.1 rP21 aumenta a producio da citocina IL-4 e recruta macroéfagos para o local da
inflamacao

Com o intuito de entender o papel da rP21 no contexto da resposta inflamatoria, esponjas
de poliéster introduzidas em camundongos C57BL/6 e tratadas in situ com PBS, extrato
bacteriano (E.B.) ou rP21 (perfil de bandas demonstrado na Figura 6 A) foram recuperadas
cirurgicamente, apos 9 dias. O perfil de citocinas produzidas em cada tratamento foi estudado.
Os resultados demonstram que tanto o E.B quanto a rP21 reduziram a produgdo de citocinas
inflamatorias, como IL-1 e TNF-a. Por outro lado, apenas nas esponjas tratadas com rP21
houve aumento da producao de citocina IL-4, conhecida por modular respostas do tipo Th2,
com perfil anti-inflamatorio (Figura 6 B-D).

A geracdo de conhecimentos sobre a patologia e a resposta imune da infec¢do por 7.
cruzi tem sido realizada utilizando modelos murinos. Estudos demonstram que as respostas
imunes inatas e adaptativas desempenham um papel importante no controle parasitario,
dependendo da a¢do combinada de varios tipos celulares, incluindo NK, CD4+ ¢ CD8+, bem
como a producdo de anticorpos por linfécitos B. A resisténcia a infeccdo por 7. cruzi, estd
associada a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, que ativam a producao de oxido nitrico
por macrofagos, o qual € responsavel pela eliminagdo intracelular do parasito. Em contraste,
citocinas tais como IL-4 e TGF-B estdo associadas a suscetibilidade parasitaria (CHOI;
REISER, 1998; RODRIGUES, et al., 2012a).

Além disso, autores mostram que a produgdo de IL-4 reduz a morte de célula B em
camundongos infectados com 7. cruz e bloqueia a diferenciacdo em plasmocitos, favorecendo
o desenvolvimento de células B de memoria, por via dependente da proteina galectina-3

(ACOSTA-RODRIGUEZ, et al., 2004). Dessa forma, o aumento da secrecio de IL-4 apos o
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tratamento com a proteina rP21 pode ter um impacto na promoc¢do de um ambiente imune
adequado para a infec¢do por 7. cruzi.

Para melhor compreender a atividade da rP21 sobre o recrutamento de células
inflamatorias, fizemos a dosagem bioquimica de duas enzimas: a N-acetil-p-d-glucosaminidase
(NAG), enzima presente em lisossomos, produzida principalmente por macréfagos e
geralmente utilizada em estudos para detectar acumulacdo e ativagdo de macrofago; e a
mieloperoxidase (MPO), enzima sintetizada durante a diferenciacdo mieldide, servindo,
geralmente, como indicador de neutrofilos ativados. Inicialmente, nossos dados mostraram que
a rP21 aumentou os niveis de MPO, sugerindo recrutamento de neutrdfilos, enquanto a
producdo da enzima NAG se manteve inalterada (Figura 6 E-F).

A partir desse resultado, buscamos verificar qual o efeito da proteina sobre o perfil de
c¢lulas inflamatorias encontradas nas esponjas, por meio da analise histologica dos insertos. O
processo inflamatério normal esperado nesse modelo envolve aumento da resposta inflamatoria
geral, recrutamento de neutrofilos, linfécitos, presenca de plasmdcitos, sem o aparecimento de
areas de necrose tecidual (BAILEY, 1988). Entretanto, nas esponjas tratadas com E.B houve
aumento da resposta inflamatoria, linfocitos e necrose, o que sugere efeito danoso para o tecido
durante a inflamagdo. Ja no grupo tratado com rP21 ndo houve alteragdes na resposta
inflamatoéria, houve discreto aumento de necrose e de forma contraditéria aos resultados da
producdo das enzimas NAG e MPO, a proteina recrutou principalmente macréfagos (Tabela
1).

A contradicao entre o aumento da expressio de MPO, mas ndo de neutréfilos no
infiltrado leucocitario, na presenca da rP21, pode ser explicada pela produgdo desta enzima por
macrofagos e linfocitos (SUGIYAMA, et al., 2001). A mieloperoxidase catalisa a produgdo de
acido hipocloroso (HOCI) a partir de peroxido de hidrogénio e anions cloreto e oxida a tirosina
em radicais tirosil (TyrO). Esses radicais sdo citotoxicos para uma variedade de
microrganismos. Contudo, MPO liberada no meio extracelular pode causar injarias teciduais
(DE ARAUJO, et al., 2013). Pesquisas relacionadas a aterosclerose humana, uma doenca
inflamatoria cronica intimamente relacionada a doencas cardiovasculares, mostram que o
HOCI, derivado da MPO produzida por macréfagos, pode induzir a descamacgao e a morte de
células endoteliais, com estimulo a ativagdo e agregacao plaquetaria (SUGIYAMA et al., 2004).

Com uma breve revisdo da literatura € crivel compreender que o processo inflamatdrio
que caracteriza a CCC ¢ acentuado durante a fase aguda da doenga, mas esta presente nas formas
indeterminada e cronica da doenga de Chagas. Assim, embora clinicamente silenciosa, a
inflamacdo esta continuamente presente (PEREIRA-BARRETO, et al., 1986; CARRASCO-

GUERRA, et al., 1987). Neste contexto, a constante presenca de antigenos ou material
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gendmico de 7. cruzi nos focos inflamatorios, em diferentes fases da infeccdo, tem sido
verificado (JONES, et al., 1993; BELLOTI, et al., 1996; ZHANG; TARLETON, et al., 1999;
PALOMINO; AIELLO; HIGUCHI, 2000; TARLETON, 2001). Estas observagdes nos
fornecem uma base para supor que proteinas secretadas por 7. cruzi, como potencialmente a
P21, desempenham papel no inicio e na manutencdo do processo inflamatorio no tecido
cardiaco chagésico.

Assim, verificamos ainda, por analise histologica (coloracao de azul de toluidina), a
quantidade de mastocitos degranulados nas esponjas tratadas com PBS, E.B. e rP21, Os
resultados mostram que apenas nos insertos tratados com rP21 houve aumento destas células
(Figura 6 G). Os mastocitos sdo células residentes normais da maioria dos 6rgdos e tecidos,
incluindo o coragdo. Porém, a presenca de mastocitos também esta implicada em diversas
disfungdes cardiovasculares, como isquemia, infarto do miocardio, miocardite, insufici€éncia
cardiaca, doenca cardiaca hipertensiva e fibrose relacionada ao transplante (BROWER;
JANICKI, 2005; FRANCIS; TANG., 2006). Além disso, estudos in vitro ¢ in vivo demonstram
a presenca de mastocitos em tecidos cardiacos infectados por 7. cruzi. Entretanto, o mecanismo
que leva ao aumento da presenca de mastocitos nos tecidos infectados nao ¢ claro (ALMEIDA;
PEREIRA; TAFURI, 1975; POSTAN, et al., 1994; MEUSER-BATISTA, et al., 2008).

E sabido que a IL-4 promove a maturacdo, sobrevivéncia, proliferagdo e migracao de
mastdcitos (OLSSON; TAUB; NILSSON, et al., 2004; KALESNIKOFF; GALLI, 2008). Nesse
sentido, o aumento de mastdcitos degranulados corrobora com aumento dos niveis de 1L-4
também detectados em esponjas tratadas com rP21. Assim acreditamos que a rP21 tem
importancia na configura¢do de células recrutadas durante o desenvolvimento da miocardite

nos tecidos infectados por 7. cruzi.
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Figura 6. rP21 aumenta a producio de IL-4 e promove a expressio de mieloperoxidase (MPQO). A. Gel de
poliacrilamida demonstrando o padrio de bandas da proteina e extrato bacteriano (E.B.) B e C. rP21 e E.B.
reduzem a expressdo de IL-1B e TNF-a; D. E.B. inibe a produgio de IL-4, enquanto rP21 aumenta os niveis da
citocina; E e F. rP21 induz aumento na produgdo da enzima mieloperoxidase (MPO), mas ndo de N-acetil-p-d-
glucosaminidase (NAG).; G. Alto nimero de mastdcitos foram encontradas nos cortes histologicos (corados com
azul de toluidina) tratados com rP21 em comparagdo a PBS ¢ E.B. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo de experimentos realizados em triplicata. As diferencas estatisticas foram determinadas por one-way
ANOVA e Tukey’s para multiplas comparacdes. Diferengas significativas foram consideradas quando P<0,05.
PM: peso molecular expresso em quilo Dalton (kDa), sendo rP21 = 18kDa.

Tabela 1: Analise do infiltrado inflamatodrio nos insertos dos diferentes grupos tratados

Critério Histologico PBS E.B. rP21
Resposta Inflamatéria ++ +++ ++
Neutrofilos + 4+ +
Macrofagos ++ ++ ot
Linfocitos 4+ 4+ T+
Plasmocitos ++ + +
Necrose ++ +

(-) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso.
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7.2 rP21 demonstra atividade anti-angiogénica e induz deposi¢cdo de colageno

Com o intuito de observar os efeitos da rP21 sobre a angiogénese, durante o processo
inflamatorio, nds dosamos o conteiddo de hemoglobina encontrado nas esponjas comparando
os diferentes grupos. Os resultados demonstraram que nos insertos tratados com rP21 houve
diminui¢do nos niveis de hemoglobina (Figura 7 A). Este dado desencadeou a hipotese de um
potencial papel anti-angiogénico da proteina de 7. cruzi. Com o objetivo de confirmar esta
hipdtese, nds determinamos o numero de vasos sanguineos presentes em 40 campos de 2 cortes
histologicos, em diferentes alturas do implante, por animal. As esponjas tratadas com rP21
apresentaram reducdo do nimero de vasos em relacao aos controles PBS e E.B. (Figura 7 B e
D).

O processo de angiogénese pode ser resumido pela degradagdo da membrana basal,
migracao celular em dire¢do ao estimulo de crescimento, proliferacdo e formacao do tabulo
capilar, seguido de deposito de membrana basal, recrutamento de células acessorias como fibras
elasticas (vénulas), ou musculatura contratil (arteriolas). Anormalidades endoteliais funcionais
e estruturais sdo frequentemente observadas na CCC, culminando em acentuados disturbios
cardiovasculares como: diminui¢ao do fluxo sanguineo, isquemia focal, aumento da agregacao
plaquetaria e niveis elevados de compostos que induzem a vasoconstri¢do, como tromboxano
A2 e endoltina-1 (ROSSI, 1990; TANOWITZ, et al., 1990; ROSSI; GONCALVES; RIBEIRO
DOS SANTOS, 1994; MARIN-NETO, et al., 2007).

A partir disso, acreditamos que a atividade anti-angiogénica promovida na presenca da
rP21 pode estar relacionada ao aumento da citocina IL-4 visto anteriormente. Esta citocina faz
com que macrofagos locais produzam altos niveis de tirosina quinase 1 solavel (sFlt-1) e
expressem um fenoétipo arginase-1+ (M2), resultando na inibi¢do da angiogénese (WU, et al.,
2015). Neste contexto, a rP21 poderia impactar na isquemia microvascular, a qual amplifica a
inflamacao cronica no miocardio durante a CCC.

Por outro lado, ¢ sabido que a fibrose também esta presente no processo de cicatrizagao
das lesdes inflamatorias cronicas (BIOLO, et al., 2010). Dessa forma, investigamos a deposi¢ao
de colageno na capsula formada ao redor da esponja de poliéster. Nossos resultados indicam
aumento da fibrose em esponjas tratadas com rP21 (Figura 7 C e E).

O processo de fibrose no tecido cardiaco ¢ caracterizado pelo actimulo de
miofibroblastos, deposi¢do de coldgeno, remodelamento da matriz extracelular e aumento da
rigidez tecidual, reduzindo assim a elasticidade e conformagao do tecido de modo que prejudica
a funcdo do o6rgao (CHEN, et al., 2012; ZERR, et al., 2016). As vias de sinalizagio Wnt/B-
catenina/TGF-B sdo mediadores chaves para a ativacdo de fibroblastos e desempenham

importante papel na condugao de sintese anormal de matriz extracelular em doencas fibroticas
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cardiacas. Além disso, foi visto que camundongos com hiperlipidemia aumentam o
recrutamento de mastocitos ativados para o tecido cardiaco, induzindo aumento de fibrose
cardiaca pela secre¢do de triptase e quimase, proteases intimamente relacionadas com ativagao
das vias de sinalizagdo envolvendo Wnt/ B-catenina/ TGF-B (CHENG, et al., 2017).

Assim, nossa hipotese ¢ que o maior nimero de mastocitos degranulados se correlaciona
com o aumento da deposi¢do de colageno, pelo mecanismo supracitado, na presenca da rP21.
Este cenario reforga a nossa teoria de que a P21 secretada por amastigotas no tecido cardiaco,
participa ativamente do desenvolvimento de problemas cardiovasculares durante a infecgao

cronica por 7. cruzi.
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Figura 7. rP21 inibe angiogénese e aumenta a deposicio de colageno. A. Diminui¢do do conteudo de
hemoglobina em esponjas tratadas com rP21; B. Tratamento com a rP21 causou decréscimo do numero de
vasos comparado aos controles; C. rP21 aumentou a deposi¢do de coldgeno; D. Imagens representativas
de cortes histologicos de esponjas coradas com HE; E. Imagens representativas de cortes histologicos de
esponjas coradas com picrosirius red. Os asteriscos amarelos indicam a presenca de vasos sanguineos. As
setas vermelhas indicam fibras colagenas. Os dados foram expressos como média + desvio padrao de
experimentos realizados em triplicata. As diferencas estatisticas foram determinadas por one-way ANOVA
e Tukey’s para multiplas comparagdes. Diferencgas significativas foram consideradas quando P<0,05.
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7.3 rP21 apresenta estabilidade biologica in vitro e in vivo

No experimento anterior, utilizando as esponjas de poliéster, nos realizamos o
tratamento com a P21 in situ. Assim, com o intuito de verificar se a rP21 poderia ser utilizada
em tratamentos por via subcutanea, nés avaliamos a atividade proteolitica das proteinas do soro
de camundongos saudaveis sobre a rP21 apds 24 horas de incubacdo. Embora a rP21 apresentou
uma discreta degradagdo apds a incubagdo com o soro, verificamos que a degradacdo ocorreu
devido a clivagem da tag de histidina, comprovada pela incubag¢dao da rP21 com trombina.
Apesar desta alteracao no perfil proteico, a incubagdo com 0 soro murino nao provocou prejuizo
da atividade pro-fagocitica da rP21 (Figura 8 A e B).

Além disso, nos tratamos camundongos BALB/c com rP21 ou PBS e ap6s 72 horas nos
detectamos a presenc¢a da proteina no soro por ensaio de ELISA (Figura 8 C). Esses resultados
demonstram a estabilidade da proteina rP21 in vivo, corroborando com um trabalho anterior do
nosso grupo de pesquisa, que demonstrou rapido renovelamento proteico apds desnaturagdo

pelo calor, sem prejuizo da atividade pro-fagocitica (DOS SANTOS, et al., 2014).
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Figura 8. Componentes do soro murino nio interferem na atividade biolégica da rP21. A. Imagem
representativa de gel de poliacrilamida contendo o perfil de bandas da rP21 incubada com soro murino e trombina
por 24 horas; B. Soro murino ndo inibiu atividade pro-fagocitica da rP21; C. Detecg@o da rP21 apo6s 72 horas de
tratamento em camundongo BALB/c. Os dados foram expressos como média + desvio padrao de pelo menos 3
experimentos independentes realizados em triplicata. As diferencas estatisticas foram determinadas por one-way
ANOVA e Tukey’s para multiplas comparagdes. Diferencas significativas foram consideradas quando P<0,05.
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7.4 rP21 atua de maneira espécie-especifica

Apos verificar a estabilidade da proteina, nds decidimos entdo, avaliar o papel espécie
especifico da P21 na infeccdao cronica por 7. cruzi. Para isso, nds infectamos camundongos
BALB/c com duas espécies distintas de protozoarios intracelulares, pertencentes a mesma
familia Tripanosomatidae, L. (L) amazonensis e T. cruzi, € comparamos os efeitos biologicos
causados pela rP21 durante e apos 6 semanas (infec¢do cronica) em ambos os grupos infectados
e nos grupos controles nao infectados.

Protozoarios intracelulares utilizam a maquinaria da célula para se replicar, se
“esconder” da resposta imune, e perpetuar o sucesso da infeccdo. Dessa forma, teria a P21
importancia na manutengao da infec¢ao por 7. cruzi?

Para responder isso, camundongos BALB/ ¢ foram divididos em 6 grupos: infectados
com L. (L) amazonensis, T. cruzi ou ndo infectados e tratados com PBS ou rP21. Os parasitos
foram inoculados por via subcutdnea nas patas traseiras, ¢ ao longo de 6 semanas apos a
infeccdo, os camundongos foram tratados em intervalos de 72 horas pela mesma via. Uma vez
por semana nds medimos a altura e largura das patas de ambos os grupos infectados
comparando com os grupos nao infectados. Ao final do periodo, os camundongos foram
eutanasiados e as patas, os linfonodos do popliteo, bago e cora¢do foram removidos para
diferentes analises.

Nos observamos que o tratamento com rP21 causou progressivo aumento das patas nos
camundongos infectados com L. (L) amazonensis, entretanto, nao houve alteragcdes na area das
patas dos grupos nao infectados ou infectados com 7. cruzi (Figura 9 A-D). Além disso, a
analise histopatoldgica do tecido das patas e a medig@o da area do linfonodo demonstraram que
nos camundongos infectados com L. (L) amazonensis e tratados com rP21 houve aumento do
recrutamento de macrofagos, linfocitos, plasmoécitos e de edema no tecido das patas. E ainda,
aumento exacerbado da area do linfonodo do popliteo. Em contraste, no grupo infectado com
T. cruzi e tratado com rP21 houve aumento do edema no tecido das patas, mas ndo houve
alteracdes nos outros parametros analisados. A area do linfonodo popliteal do grupo infectado
com T. cruzi apresentou discreto aumento na presenga de rP21 (Figura 9 E-G) (Tabela 2A).

A andlise histopatologica dos tecidos esplénicos dos camundongos infectados
demonstrou que o tratamento com a proteina recombinante provocou aumento dos centros
germinativos e edema. Porém, apenas no grupo infectado com 7. cruzi e tratado com rP21 houve
aumento da proliferacdo de linfocitos (Tabela 2B). Estes resultados corroboram com a
atividade biologica da rP21, descoberta anteriormente, na indugdo da migracao de macréfagos

e neutrdfilos in vitro, e, ainda, na quimiotaxia de leucdcitos como, granuldcitos, linfécitos e
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mondcitos 2-6 horas apds inoculacdo intraperitoneal da proteina em camundongos nao
infectados (TEIXEIRA, et al., 2015).

A andlise da carga parasitaria das patas dos camundongos infectados demonstrou a
presenca de parasitos em todos os animais independente do patdgeno utilizado na infec¢do. Nos
camundongos infectados com L. (L) amazonensis e tratados com rP21 houve aumento da carga
parasitaria em 10 vezes. Entretanto, surpreendentemente, nos camundongos infectados com 7.
cruzi, a rP21 teve um efeito inverso, diminuindo a carga parasitaria (Figura 9 H-I).

Dessa forma, até aqui, nossos demonstram que a rP21 causa efeitos distintos quando
comparamos a infeccdo por ambos protozodrios. Nossa hipdtese ¢ que a quimiotaxia de
leucdcitos promovido pela rP21 levou ao aumento da migragdo de células hospedeiras cléssicas
de Leihsmania, os macrofagos, para o tecido das patas infectadas por L. (L) amazonensis. E
assim, favoreceu sua replicagdo, ja que estes macrofagos recrutados estavam sensibilizados
principalmente pela proteina e ndo pelo parasito.

Por outro lado, citocinas de perfil Th2 induzem a conversdo de L-arginina em ortinina,
uma poliamina precursora de macrofagos arginase 1+ (perfil M2), que favorecem a replicagao
de protozoarios intracelulares (DA SILVA, et al., 2002; MUXEL, et al., 2017). Além disso, ¢
sabido também, que espécies do género Leishmania produzem sua propria arginase, o que
contribui para o sucesso da infeccdo (DA SILVA, et a., 2012). Assim, acreditamos que o
aumento da producdo de IL-4 causado rP21 pode favorecer a sobrevivéncia e a prolifera¢ao de
L. (L.) amazonensis. Entretanto, a rP21 ndo tem o mesmo efeito sobre a infec¢cdo por 7. cruzi,
e parece inibir sua replicagdo.

A partir desses dados a principal pergunta que surgiu foi: Serd que a diferenga observada
na atividade da rP21 sobre a infec¢do por L. (L) amazonensis e T. cruzi foi devido as
caracteristicas intrinsecas as infec¢oes? Ja que a leishmaniose cutdnea ¢ uma infecgdo local e

infeccdo por 7. cruzi ¢ mais sist€émica. Assim, decidimos investigar o tecido cardiaco.
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Figura 9. rP21 favorece infeccao por L. (L.) amazonensis, mas nao por 7. cruzi. A-C. rP21 promoveu maior
crescimento das patas em camundongos infectadas com L. (L.) amazonensis em relagdo ao controle tratado com
PBS. Média da area das patas ndo infectadas, infectadas com L. (L.) amazonensis e infectadas com 7. cruzi,
respectivamente; D. Imagem representativa do tamanho das patas entre os grupos tratados ou ndo com rP21; E-
G. Em camundongos BALB/c tratados com rP21 e infectados com L. amazonensis houve aumento da area dos
linfonodos popliteais. Area dos linfonodos de animais nio infectados, infectados com L. (L.) amazonensis e T.
cruzi, respectivamente; H e I. Tratamento com a proteina recombinante aumentou a carga parasitaria de patas
infectadas com L. (L.) amazonensis ¢ diminuiu em patas infectadas com 7. cruzi, respectivamente. Os dados da
carga parasitaria foram determinados por PCR quantitativo em tempo real. Graficos representam média + desvio
padrdo. Os ensaios foram realizados com n=5 animais/ grupo, em dois experimentos bioldgicos independentes.
Barras de escalas representam 0,5 cm. As diferencgas estatisticas entre PBS e rP21 foram determinadas pelo teste
two-tailed Mann-Whitney. Diferencas significativas foram consideradas quando P<0,05. *P<0,05.
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7.5rP21 ea CCC

Para avaliar a atividade da P21 no desenvolvimento da CCC, a determinacao da carga
parasitaria e a andlise histopatologica do tecido cardiaco foram realizadas. Nossos resultados
mostram que no coragdo, assim como nas patas, houve reducao drastica da carga parasitaria
(50%) nos camundongos que receberam o tratamento com a rP21 (Figura 10 A).

Por outro lado, a rP21 provocou aumento na deposicao de colageno (Figura 10 B-D),
quando comparado ao controle tratado com PBS. Este dado corrobora com os dados obtidos
quando tratamos implantes de esponjas de poliéster durante o processo de inflamacao cronica,
demonstrado anteriormente neste estudo. Um estudo minucioso sobre os mecanismos celulares
que resultam em aumento da deposicao de colageno desencadeados pela P21 sera realizado pelo
nosso grupo de pesquisa.

A andlise histopatoldgica do tecido cardiaco mostrou que nos animais ndo infectados e
tratados com a proteina recombinante ocorreu maior recrutamento de macrofagos e linfocitos.
J& nos tecidos infectados e tratados com rP21 houve aumento da resposta inflamatoria, edema
e recrutamento de macréfagos, linfocitos, fibroblastos (Figura 10 E), (Tabela 2C).

Em estudos previamente realizados pelo nosso grupo, foi visto que a rP21 possui
atividade anti-angiogénica in vitro, no qual células tEND tratadas com a proteina inibiram sua
proliferacdo e assim, ndo foram capazes de formar vasos fechados. E ainda, o tratamento com
rP21 regulou, de forma dependente da ligagdo com o receptor CXCR4, a expressdo de genes
relacionados ao processo de vascularizacao (TEIXEIRA, et al., 2017). Neste estudo, nossos
dados mostram que a rP21 reduziu também o niimero de vasos no tecido cardiaco infectado por
T. cruzi (Figura 10 F-H).

O receptor CXCR4 e seu ligante a quimiocina CXCL12 estdo expressos em miocitos e
fibroblastos cardiacos. A injuria no tecido cardiaco ¢ marcada pela presenca de células
progenitoras que expressam CXCR4 e pelo recrutamento de células inflamatorias que auxiliam
na reconstrugdo do tecido lesado (WEN, et al., 2012; DORING, et al., 2014). Assim, as
atividades anti-angiogénica e inflamatdéria observadas na presenca de rP21 poderiam ser
explicadas pela atividade quimiotatica da proteina e pela competi¢ao entre P21 e quimiocinas
ligantes de CXCR4. Este cenario atrapalharia o reparo tecidual, favorecendo o aparecimento de
dano cardiaco, que juntamente com o aumento da fibrose caracterizam um quadro de isquemia,
frequentemente observado na CCC.

Nossos ensaios demonstram que o efeito da rP21 sobre a fibrose e a angiogénese ¢ mais
intenso nos animais infectados do que nos nao infectados. Isto acontece, provavelmente, devido

a presenca da P21 nativa secretada por amastigotas dentro das células, que juntamente com o
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tratamento com a rP21 potencializaram a atividade bioldgica da proteina, exacerbando as

alteracoes teciduais.
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Figura 10. rP21 diminui carga parasitaria no tecido cardiaco infectado com 7. cruzi. A. rP21 reduz em 50%
o numero de parasitos no tecido cardiaco; B e C. rP21 aumenta a deposicao de colageno em comparagdo com
PBS. Tecido ndo infectado e infectado, respectivamente; D. Imagem representativa da deposicdo de colageno no
tecido cardiaco nos dois grupos tratados; E. Imagem representativa do aumento dos focos inflamatdrios no tecido
cardiaco de camundongos tratados com rP21; F e G. rP21 tem efeito anti-angiogénico no tecido cardiaco. Graficos
representam a contagem do nimero de vasos em ambos tecidos, ndo infectado e infectado com 7. cruzi,
respectivamente; H. Imagem representativa dos vasos sanguineos nos tecidos cardiacos. Barras de escala
representam 50 um. Setas pretas indicam deposicao de fibras coldgenas e setas azuis indicam vasos sanguineos.
As diferencas estatisticas entre PBS e rP21 foram determinadas pelo teste two-tailed Mann-Whitney. Diferencas
significativas foram consideradas quando P<0,05.
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Tabela 2. Analise do infiltrado inflamatorio nos diferentes tecidos e grupos tratados.

Critérios Nao infectado T. cruzi

L. amazonensis

Orgao histolégicos PBS P21 PBS r

P21

PBS rP21

Resposta inflamatoria - - C.D. (++) C.D. (+1+)

CD.(++) C.D. (++)

Neutrofilos - - -

Macrofagos +* +* ++

++

++ +++

Linfécitos +* ¥ ++

++

++ +++

(A) Plasmocitos - - +

+

+ ++

Tecido Células gigantes - - -

das patas  Necrose - - -

Edema - - +

++

+ ++

Fibroblastos 4 4 4

4%

¥ ++*

Fibrose - - +

+

Adipocitos +* +* +k

4%

¥ ++*

Critérios Nao infectado T. cruzi

L. amazonensis

Orgao histolégicos PBS rP21 PBS r

P21

PBS rP21

Regides PB PY PB PV PB PV PB

PV

PB PV PB PV

Resposta inflamatoria - - - - ++ 4+ ++

++

o+

Neutrofilos - - + + + + T

+

Macroéfagos + + + + ++

++

o+

Linfocitos L e A e s i S i o A o S s &

o+t

(B) Plasmdcitos - - - - + + +

Tecido Células gigantes - - - - - - -

esplénico  Megacariocitos - + - + - + -

Centros Germinais + - ++ - ++ - -+

- -

Necrose - - - - - - -

Edema - - + + ++ b

=+ 4+

Fibroblastos - - - + - + -

+
+

Adipdcitos - - - - - - -

Critérios Nao infectado

T. cruzi

Orgao histolégicos PBS rP21

PBS

rP21

Resposta inflamatoria - -

o+

Neutrofilos - -

Macréfagos +# 4

o+

Linfocitos +# +#

o+

©

Plasmocitos - -

Tecido Células gigantes - -

cardiaco
Necrose - -

Edema - R

e+

Fibroblastos +# +#

++

Adipdcitos - -

(-) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso.

*C¢élulas residentes ndo inflamatorias; C.D.: Cronica Difusa
PB: Polpa branca; PV: Polpa vermelha
#Regido perivascular
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7.6 rP21 modula a replicacao e o ciclo celular de 7. cruzi

Baseando nos dados obtidos até aqui, outras duas perguntas surgiram: o efeito bioldgico
da P21 nos tecidos infectados com 7. cruzi poderia ser explicado pelo aumento da resposta
imune do hospedeiro, gerando inflamagdo e diminuindo a proliferagdo do parasito? E ainda,
poderia a P21 ter acdo direta no parasito modulando sua replicagao?

Assim, tratamos camundongos BALB/c com rP21, em intervalos de 72h, durante 6
semanas. Uma vez por semana colhemos o sangue dos camundongos e analisamos a produgao
de anticorpos ao longo do tempo.

Nossos resultados mostram que a partir da terceira semana anticorpos especificos contra
P21 foram detectados. Entretanto, ao decorrer das semanas, nao houve aumento na titulacao
dos anticorpos, uma vez que normalizamos os ensaios, de forma que se houvesse aumento, o
indice ELISA deveria aumentar, semelhante ao controle +, que corresponde ao soro de
camundongos imunizados com rP21 e adjuvante (Figura 11 A). Assim, o organismo foi capaz
de gerar resposta a presenca da proteina, mas ndo de forma robusta.

Estudos demonstram a importancia dos anticorpos para sobrevivéncia do hospedeiro e
eliminacdo de parasitos (CHOI; REISER, 1998). Brener 1986, propde que anticorpos
tripanoliticos produzidos durante uma infec¢do ativa sdo um dos principais mecanismos de
controle da infec¢do por 7. cruzi em murinos e humanos. Entretanto, durante a fase aguda da
infec¢do, células B de camundongos mostram baixa reatividade a antigenos parasitarios, in vitro
(TARLETON; KUHN, 1985). Esta imunossupressao humoral observada pode ser devido ao
fato de que a produgdo de células B policlonalmente ativadas, as quais produzem anticorpos
ndo especificos e falham em se ligar a antigenos do parasito, supera o nimero de células B
especificas (HAYES; KIERSZENBAUM, 1981).

Além disso, células B isoladas na fase aguda da infec¢do, possuem uma reatividade
prejudicada aos ativadores policlonais, indicando um possivel efeito imunossupressor
(KIERSZENBAUM; MORETTI; SZTEIN, 1993). Ja foi demonstrado que linfocitos B
estimulados apresentam expressao reduzida de receptores da interleucina-2 (IL-2R) na presenga
de tripomastigotas de 7. cruzi (HERNANDEZ-MUNAIN, et al., 1993). Além disso, Zuniga, et
al., 2000 demonstrou que a ativacao de células B durante a infec¢dao experimental aguda nao ¢
uma resposta generalizada. Outro estudo ainda, sugere que a imunossupressao pode ser causada
por antigenos de 7. cruzi (BRYAN, et al., 2010). Juntas, essas descobertas fornecem evidéncias
para a coexisténcia de imunossupressao de células B e ativacado policlonal durante a infecgao
por T. cruzi.

A partir desses dados nds investigamos o efeito da rP21 na replicacdo (72 horas) e no

ciclo celular de ambos os parasitos L. (L.) amazonensis ¢ T. cruzi in vitro. Vimos que a rP21
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ndo influenciou a replicagdo intracelular de L. (L.) amazonensis e nao teve efeito algum sobre
o ciclo celular deste parasito. Entretanto em 7. cruzi a rP21 reduziu a replicagdo intracelular
(Figura 11 B-C), o que foi confirmado pela analise do ciclo celular, no qual a proteina

aumentou a fase G1 e reduziu a fase de sintese (S) (Figura 11 D-F).
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Figura 11. rP21 néao induz elevada producao de anticorpos, mas demonstra atividade sobre a replicacao
e o ciclo celular de 7. cruzi. A. Producdo discreta de anticorpos inicia apds a 3% semana de tratamento com
rP21; B e C. rP21 ndo tem atividade sobre a replicacdo de L. amazonensis, entretanto, diminui replicagao de
T. cruzi in vitro; D e E. rP21 nao interfere no ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis, mas aumenta
G1 e diminui S em epimastigotas de 7. cruzi da cepa Y. Os dados representam a média + desvio padrao de 9
replicatas técnicas obtidas a partir de 3 experimentos biologicos independentes. As diferengas estatisticas entre
PBS ¢ rP21 foram determinadas por two-tailed Mann-Whitney. Diferencas significativas foram consideradas
quando P<0,05.
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Em trabalhos anteriores, demonstramos que a rP21 tem atividade pro-fagocitica, induz
a invasdo de protozoarios e foi capaz de controlar a replicacdo intracelular in vitro
(RODRIGUES, et al., 2012b; MARTINS, 2015). Assim, juntos nossos trabalhos demostram
que a P21 desempenha um importante papel no inicio e ao longo da infec¢do por 7. cruzi,
modulando a injuria no tecido cardiaco e diminuindo a carga parasitaria, ambas caracteristicas

da cardiomiopatia chagésica cronica (Figura 12).
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Figura 12. Proposta do papel da P21 no processo de cronificacio da infeccdo por 7. cruzi. Durante o
processo de cronificagdo na infecgdo por 7. cruzi ha auséncia de parasitemia, e uma porcentagem consideravel
dos individuos infectados desenvolvem problemas cardiovasculares, a cardiomiopatia chagasica cronica. Aqui
nos propomos que a proteina P21 secretada pelas formas amastigotas presentes nos tecidos infectados, controla
areplicacdo parasitaria, aumenta a inflamagdo com consequente deposicao de colageno e ainda reduz o processo
natural de formagdo de vasos sanguineos. Assim, tem papel importante na continuidade da infec¢do e na
sobrevivéncia do hospedeiro. Figura de TEIXEIRA, T.L.

Portanto, estamos diante de um mecanismo Unico utilizado pelo 7. cruzi para garantir
sua sobrevivéncia e a do hospedeiro. Descrito de forma inédita pelo nosso grupo de pesquisa,
contribui para o melhor entendimento da patologia da doenca de Chagas e de seu processo de

cronificagao.
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7.7 Peptideo ligante inibe atividades da P21

A partir das atividades biologicas demonstradas pela rP21 no contexto da infec¢ao por
T. cruzi, decidimos utilizar um peptideo sintético, a partir da descoberta de uma sequéncia de
aminoacidos com alta afinidade pela proteina recombinante. O intuito de utilizar um peptideo
ligante da rP21 se justificou pela possibilidade deste peptideo inibir as atividades biologicas da
proteina.

Assim, dois peptideos foram utilizados nos experimentos a seguir. O P1 ¢ um dos
peptideos que possuem alta afinidade pela rP21, ja o P1S é um peptideo irrelevante (controle)
que apresenta 0 mesmo nimero de aminoacidos do P1, mas ndo possui afinidade pela proteina.

Primeiramente, fizemos ensaios de viabilidade celular e posteriormente, realizamos
uma sequéncia de ensaios testando a capacidade inibitoria do peptideo sobre as atividades da
rP21 ja descritas. O P1 sozinho e em conjunto com a rP21 ndo provocou citotoxicidade em
macrofagos (iMo), mas foi capaz de inibir a polimerizac¢do do citoesqueleto de actina induzido
na presenga de rP21 (Figura 13 A-C). Por outro lado, P1 ndo inibiu a atividade quimiotatica
da proteina, e sozinho também foi capaz de promover atividade quimiotatica sobre os
macrofagos (Figura 13 D e E). Para compreender melhor estes dados, nos pretendemos fazer
uma predi¢do dos sitios de ligacao entre a rP21 ¢ o P1.

Os dados obtidos até aqui utilizando o P1 nos encorajaram a prosseguir com a
investigacdo, uma vez que a nos acreditamos que a indu¢@o da polimerizacao de actina causada
pela P21 pode estar relacionada com a contencdo da replica¢do intracelular do parasito,
caracteristico da infec¢do cronica. E por outro lado, a ndo inibi¢do da atividade quimiotatica

da rP21 pode ser um ponto favoravel para a resposta inflamatoria celular contra o parasito.
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Figura 13. Peptideo (P1) é capaz de inibir a polimerizacio de actina, mas ndo a quimiotaxia induzida na
presenca de rP21. A. Tratamentos ndo causam citotoxicidade em iMo; B e C. Pl inibe aumento da
polimerizagdo de actina causada pela rP21; D e E. P1 nfo inibe atividade quimiotatica da rP21. Ctrl negativo
representa células mantidas com meio DMEM néo suplementadas com SFB; e o Ctrl positivo representa
células que migraram em dire¢do ao tratamento com meio DMEM + quimiocina SDF-1a. As setas brancas
indicam os filamentos de actina marcados com faloidina-TRITC. Ja as setas vermelhas indicam macr6fagos
que migraram em dire¢do ao agente quimiotatico. Os dados foram expressos como média + desvio padrao de
pelo menos 3 experimentos independentes realizados em triplicata. As diferencas estatisticas foram
determinadas por one-way ANOVA e Tukey’s para multiplas comparagdes. Diferengas significativas foram

consideradas quando P<0,05.

Assim realizamos um ensaio de angiogénese utilizando células endoteliais derivadas de
hemangioma timico murino (t-END) aplicadas sobre um matrigel (que contem moléculas da
matriz extracelular) na presenca de rP21 e/ou P1. Nossos resultados mostram que P1 ndo ¢
toxico para as células endoteliais e foi capaz de inibir completamente a atividade anti-

angiogénica da proteina recombinante (Figura 14 A-C).
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Figura 14. P1 é capaz de inibir a atividade anti-angiogénica induzida pela rP21. A. Tratamentos ndo
causam citotoxicidade tEND; B e C. P1 ndo interfere na angiogénese e, na presenga da rP21 inibe a atividade
anti- angiogénica. As setas amarelas demonstram o efeito da P21 sobre as células endoteliais, as quais néo
conseguem formar vasos fechados. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de pelo menos 3
experimentos independentes realizados em triplicata. As diferencas estatisticas foram determinadas por one-
way ANOVA e Tukey’s para multiplas comparagdes. Diferencas significativas foram consideradas quando
P<0,05.

Avaliamos ainda, o efeito do P1 sobre a invasdo e a replicacdo de 7. cruzi (cepa Q).
Vimos que o P1 sozinho tem atividade antiparasitaria, sendo capaz de inibir a invasao do
parasito, o que indica a inibicdo da P21 nativa, ou seja, aquela produzida pelo préprio parasito
(Figura 15 A-C). Em estudos prévios (dados ndo publicados) vimos que as cepas de 7. cruzi,
expressam quantidades distintas de P21. A cepa Y, considerada uma cepa mais infectiva,
expressa menor quantidade de P21 do que a cepa G, caracterizada por provocar uma infec¢ao
mais branda, com auséncia de parasitemia. Sendo assim, a inibicdo do P1 sobre a invasao da
cepa G esta de acordo com a maior expressao da proteina. Por fim, na presenca de P1 os
parasitos replicaram mais apds 72 h do que nos controles (Figura 15 D).

A partir dos resultados obtidos com P1 in vitro, pretendemos avaliar em nossos estudos,
o efeito da utilizagao do peptideo sobre a infeccao por 7. cruzi da cepa G in vivo. Nossa hipotese
¢ que o tratamento com o P1 possa inibir a polimerizagdo do citoesqueleto de actina da célula
hospedeira e a modulagao do ciclo celular do parasito, deixando o parasito mais exposto na
corrente sanguinea. Este cendrio, juntamente com a quimiotaxia promovida pelo P1 poderia
favorecer a acdo da resposta imunologica nos parasitos extracelulares e diminuir as

possibilidades de cronificacao da doenca.
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Figura 15. P1 inibe a invasio e aumenta a replicacdo de 7. cruzi em iMo. A. Tratamentos ndo causam
citotoxicidade em 7. cruzi apos 72h; B e C. P1 inibe a invasdo e a carga parasitaria de 7. cruzi em iMo. D. P1
induz a replicacdo de 7. cruzi em iMo. Os dados foram expressos como média + desvio padrao de pelo menos 3
experimentos independentes realizados em triplicata. As diferengas estatisticas foram determinadas por Kruskal-
Wallis e Dunn’s para multiplas comparacdes. Diferengas significativas foram consideradas quando P<0,05.



69
8. Conclusoes

A partir dos dados obtidos nesse estudo podemos concluir que a rP21 promove a
producao de IL-4, tem atividade quimiotatica e inibe a angiogénese durante o processo de
inflamacdo cronica. Além disso, possui estabilidade funcional na preseng¢a de soro murino.
Apresenta atividade espécie especifica na infec¢do por 7. cruzi controlando a replicacio
parasitaria, induzindo fibrose e inibindo a angiogénese no tecido cardiaco, indicando importante
papel da rP21 no processo de cronificacdo. E ainda, ndo foi capaz de promover producao
robusta de anticorpos ao longo de seis semanas de tratamento.

Por fim, o peptideo ligante da P21 (P1) ndo foi capaz de inibir a quimiotaxia de
macrofagos. Entretanto, inibiu as atividades de polimerizacao do citoesqueleto de actina, anti-
angiogénica, invasdo e de controle da replicacdo intracelular.

Neste estudo descrevemos a importancia da proteina P21 ao longo da infecgao por T.
cruzi. Demonstramos também, uma ferramenta com potencial de inibicdo das atividades da
proteina, que podera resultar em uma alternativa de controle na progressao da Doenca de

Chagas.
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