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Resumo 

 

T. cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas. Esse protozoário, após entrar no hospedeiro 

vertebrado, é capaz de invadir inúmeras células nucleadas. Para isso, se utiliza de proteínas 

secretadas que têm atividade modulatória na infecção. A proteína P21 é secretada por T. cruzi 

e apresenta atividades biológicas importantes, como promover a fagocitose e a polimerização 

do citoesqueleto de actina nas células hospedeiras. Neste estudo, nós descobrimos outras 

atividades biológicas da P21. Utilizando modelo de inflamação crônica (esponja de poliéster) 

em murinos, demonstramos que a P21 possui atividade quimiotática, indução da produção de 

Interleucina-4 e fibrose e, inibição da angiogênese. Avaliamos ainda, a infecção crônica por T. 

cruzi comparado com a infecção por L. amazonensis, também em murinos, na presença da P21. 

Neste caso, a P21 foi capaz de aumentar a carga parasitaria de L. amazonensis e, de forma 

contrária, inibiu a replicação de T. cruzi in vivo e in vitro. Além disso, demonstramos que nos 

camundongos tratados com a rP21, o tecido cardíaco apresentou focos inflamatórios intensos, 

maior deposição de colágeno, e inibição da angiogênese. A partir disso, com o intuito de inibir 

a P21, nós realizamos uma série de ensaios in vitro, utilizando um peptídeo sintético (P1) ligante 

da proteína. Vimos que o P1 inibiu a polimerização de actina e a atividade anti-angiogênica da 

P21. E ainda, foi capaz de reduzir a invasão e induzir a replicação de T. cruzi em macrófagos. 

Portanto, a P21 apresenta importante papel no contexto da infecção por T. cruzi e pode ser um 

alvo em estudos terapêuticos para doença de Chagas.  

 

Palavras chave: Doença de Chagas, proteína P21, angiogênese, fibrose, replicação 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 T. 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 T. 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 T. 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 T. 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. Introdução 

1.1 Trypanosoma cruzi  

Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado da Ordem Kinetoplastida, Família 

Trypanosomatidae. É caracterizado pela existência de um flagelo único e do cinetoplasto, uma 

organela que contêm DNA, relacionada ao fornecimento de energia para movimentação do 

flagelo (BRENER, 1973; WHO, 2017).  

Em seu ciclo de vida, T. cruzi apresenta três formas evolutivos distintas: tripomastigota, 

amastigota e epimastigota (SOUZA, et al., 2014) (Figura 1). A forma tripomastigota não possui 

capacidade replicativa, e corresponde às formas infectantes extracelulares, localizadas, em 

ambos os hospedeiros vertebrado e invertebrado. Morfologicamente os tripomastigotas 

apresentam forma alongada, com cinetoplasto posterior ao núcleo e o flagelo forma uma extensa 

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

Os amastigotas correspondem a forma infectante intracelular, assim são encontradas 

apenas nos hospedeiros vertebrados. Essas formas se caracterizam por apresentar morfologia 

arredondada ou oval, com a presença de um flagelo curto que não se exterioriza (BRENER, 

1973; DE SOUZA, 1984).  

Já a forma epimastigota é encontrada no trato digestório de triatomíneos e nas glândulas 

anais de gambás, animais reservatórios. A morfologia dos epimastigotas é alongada, com 

cinetoplasto justa nuclear e anterior ao núcleo, com flagelo e membrana ondulante disposta 

lateralmente. O desenvolvimento entre os estágios é um processo complexo, com modificações 

antigênicas e fisiológicas dependentes da interação com os hospedeiros (BRENER, 1973; DE 

SOUZA, 1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

Figura 1. Esquema representativo das formas evolutivas do T. 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 é heteroxênico, ou seja, envolve um hospedeiro vertebrado 

(ex: mamíferos, incluindo o homem) e um hospedeiro invertebrado (vetor), insetos hemípteros 

da Família Reduvidae e subfamília Triatominea, conhecidos popularmente como “barbeiros”. 

Os gêneros dos triatomíneos (vetores) de maior relevância no contexto da infecção por T. cruzi 

são Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979).  

O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 2) inicia-se quando o inseto vetor (fêmea 

hematófaga) faz o repasto sanguíneo no hospedeiro mamífero infectado e ingere formas 

tripomastigotas sanguíneas, as quais sofrem uma sequência irreversível de modificações ao 

longo do sistema digestório do inseto e se transformam em formas epimastigotas replicativas. 

Estas formas se replicam intensamente e, devido ao estresse nutricional a que são submetidas, 

se transformam em formas tripomastigotas metacíclicos na porção 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 vários tecidos e se 

transformam em formas amastigotas. Essas se multiplicam e se diferenciam em tripomastigotas, 

que após o rompimento da célula hospedeira, são liberados para corrente sanguínea podendo 

invadir outras células ou serem sugados novamente pelo inseto vetor, fechando assim o ciclo 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema representativo do ciclo de vida do T. cruzi.  Figura adaptada de DOS 

SANTOS, M. A., 2017. 
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T. cruzi não constitui uma população homogênea, esta é formada por alta variação 

intraespecífica genotípica e fenotípica. Diferentes cepas circulam na natureza, entre o homem, 

vetores, animais domésticos e silvestres. Essas subpopulações apresentam comportamento 

diverso no que se refere a curvas de parasitemia, interação com células e resposta imune do 

hospedeiro. Além de parâmetros biológicos, a utilização de métodos de biologia molecular 

permite caracterizar as diferentes cepas de T. cruzi (BRENER, 1973). A análise 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 são 

divididas em 7 grupos ou DTUs (Discrete Typing Units) T. cruzi I a VI e Tcbat (ZINGALES, 

et al., 2009; MARCILLI, et al., 2009; ZINGALES, et al., 2012; LIMA, et al., 2015). Esta 

classificação foi realizada baseada no padrão genético, bioquímico e na presença de marcadores 

biológicos nas diversas linhagens conhecidas. Apesar da reprodução do parasito ser 

predominantemente clonal, existem evidências de troca de material genético, gerando linhagens 

híbridas (ZINGALES, 2017). 

1.2 Doença de Chagas 

T. cruzi é o agente etiológico da Doença de Chagas (Tripanossomíase Americana). 

Estima-se a existência de 8 milhões de pessoas infectadas em todo o mundo, principalmente na 

América Latina onde a doença é endêmica, causando incapacidade em indivíduos infectados e 

mais de 10000 mortes por ano (WHO 2017). No mundo, cerca de 40 milhões de pessoas vivem 

sob risco de infecção, constituindo assim um grande problema de saúde pública (SCHOFIELD; 

JANNIN; SALVATELLA, 2006; WHO, 2017).  

No Brasil, vários surtos da infecção por T. cruzi tem ocorrido nas últimas décadas, 

principalmente, na região Norte do país. Em 2016 a Divisão de Vigilância em Saúde da Secretaria 

de Estado de Saúde do Acre (Sesacre) divulgou dados, os quais mostram que, em apenas 7 meses, o 

número de casos comprovados de Doença de Chagas no Acre aumentou mais de 200% em relação 

ao registrado durante todo o ano de 2015 (INST.BIO.FIOCRUZ, 2016).  

Além do mecanismo vetorial descrito acima, a transmissão da Doença de Chagas pode 

ocorrer por transfusão sanguínea, transmissão congênita, infecções laboratoriais acidentais, 

transplantes de órgãos e atualmente, de forma mais comum, pela ingestão de alimentos 

contaminados com formas infectantes (ex: açaí e cana de açúcar) (DIAS, 1992; SUARÉZ, et 

al., 2012; WHO, 2017). A sobrevivência do parasito nas bebidas por mais de 24 horas após 

contaminação (SUARÉZ, et al., 2012) significa uma janela de tempo que permite fácil infecção 

por via oral, que se manifesta com prognóstico ruim e alta mortalidade (BARRETO-DE-

ALBUQUERQUE, et al., 2015).   
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O primeiro surto de infecção humana por T. cruzi pela via oral foi relatado em 1968, no 

município de Estrela (RS), onde 17 pessoas apresentaram um quadro agudo da doença de 

Chagas e seis morreram (COURA, et al., 2002). Além disso, no período entre 1968 a 2000, 

mais de 50% dos casos agudos de doença de Chagas registrados na Amazônia brasileira foram 

atribuídos a microepidemias de infecção transmitidas oralmente (COURA, et al., 2002). Em 

2018, só em janeiro, 10 casos já foram confirmados no município de Lábrea (AM) (SUSAM, 

2018). 

A infecção por T. cruzi possui apresentação clínica variável. O início da infecção, 

chamada de fase aguda, é caracterizada por grande número de parasitos circulantes no sangue 

que pode perdurar por cerca de 6 a 8 semanas. Nesta fase, os sintomas podem ser moderados 

ou atípicos como dores no corpo, febre, poliadenia, e mais raramente hepatomegalia, 

esplenomegalia e insuficiência cardíaca, podendo assim, serem confundidos com diversas 

outras infecções (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012; ANDRADE, et al., 2011). Por 

essa razão a Doença de Chagas não é frequentemente diagnosticada neste estágio (WHO, 2017). 

Neste período da infecção, as formas amastigotas se encontram no interior de fibras cardíacas, 

células musculares lisas e esqueléticas, células endoteliais, gliais, macrófagos e fibroblastos. 

Após a fase aguda, os sobreviventes entram na fase crônica da doença, podendo o 

indivíduo permanecer na chamada forma indeterminada por vários anos ou persistir 

indefinidamente (PEREIRA NUNES, et al., 2013). A manifestação da forma indeterminada é 

caracterizada pela positividade de exames sorológicos ou parasitológicos, ausência de sintomas 

clínicos relevantes, baixa ou nenhuma parasitemia (parasitos ficam ocultos, principalmente no 

coração, e tubo digestório) (ANDRADE, et al., 2011; PEREIRA NUNES, et al., 2013). Dessa 

forma, pessoas infectadas vivendo em áreas endêmicas constituem importantes reservatórios do 

parasito, podendo transmitir as formas infectantes para insetos vetores e assim disseminar a 

doença (CUCUNUBÁ, et al., 2016).  

Até 20 anos após a infecção, aproximadamente 35% dos pacientes apresentam sinais 

clínicos característicos da fase crônica da doença de Chagas, como cardiomiopatia ou 

cardiomegalia, danos no sistema nervoso periférico ou disfunção no trato digestório podendo 

levar ao desenvolvimento de megacólon e/ou megaesôfago (WHO, 2017). Isto ocorre devido a 

mudanças fisionômicas e anatômicas do miocárdio e do tubo digestório.  

O tratamento específico é padrão para todas as modalidades de transmissão e deve ser 

iniciado o quanto antes. O objetivo do tratamento é curar a infecção, prevenir lesões nos órgãos 

ou diminuir a evolução das mesmas, e diminuir a possibilidade de transmissão (congênita, 

transfusão ou transplante) (FILIGHEDDU; GÓRGOLAS; RAMOS, 2017).  



19 
 

O tratamento da doença de Chagas consiste basicamente na utilização do benzonidazol 

(Rochagan), o qual a dose varia de acordo com a idade e o peso do paciente. As reações adversas 

mais frequentes são dermatites, neuropatia, náuseas, vômitos e diarreia.  O efeito mais grave, 

porém, menos frequente, é hipoplasia medular (FILIGHEDDU; GÓRGOLAS; RAMOS, 2017). 

E ainda, a utilização do medicamento é contraindicado para pacientes grávidas ou com 

deficiência severa nos rins e fígado (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017).  

O tratamento durante a fase aguda na doença é recomendado e atinge taxas elevadas de 

eficácia. Entretanto na fase crônica, na qual não está claro ainda o papel do parasito, existem 

controvérsias sobre os benefícios do tratamento (MARIN-NETO, et al., 2007). Além disso, já 

foi descrito que o benzonidazol tem efeitos mutagênicos e cancerígenos (CASTRO; DE 

MECCA; BARTEL, 2006).   

Assim, a terapêutica da doença de Chagas continua parcialmente ineficaz. Diversas 

drogas têm sido testadas em animais, mas nenhuma consegue suprimir a infecção por T. cruzi 

e promover a cura definitiva em todos os tratados devido à resistência natural apresentada por 

algumas populações do parasito. Há ainda, diferenças regionais de suscetibilidade do T. cruzi 

às drogas, o que na verdade reflete a variação genética da espécie. Cepas isoladas de pacientes, 

reservatórios e vetores demonstram resistência à droga em condições experimentais (JANNIN; 

VILLA, 2007).  

A ausência de evidências robustas para apoiar o tratamento universal de todos os 

pacientes com doença de Chagas utilizando a droga disponível, traz a questão do tratamento 

específico para a agenda global de saúde pública. Fazendo um apelo para testar drogas mais 

eficazes e seguras bem como, incentivam estudos com o objetivo de obter melhor entendimento 

das relações patógeno- hospedeiro durante a fase crônica da doença (FRANCO- PAREDES; 

BOTAZZI; HOTEZ, 2009). 

1.3 Cardiomiopatia chagásica crônica 

O envolvimento cardíaco é considerado a mais importante manifestação da Doença de 

Chagas (CUCUNUBÁ, et al., 2016). A cardiomiopatia chagásica é uma miocardite crônica que 

afeta todas as câmaras do coração, nervos cardíacos parassimpáticos e todo o sistema de 

condução sanguíneo (MARIN-NETO, et al., 2007).  

Na cardiomiopatia chagásica crônica (CCC) a principal manifestação clínica é a 

insuficiência cardíaca congestiva que ocorre devido à perda de massa muscular, destruída pela 

infecção e substituída por áreas de fibrose, interrompendo fibras e fascículos (SAMBIASE, et 

al., 2010). Outro fator responsável pelas arritmias é o aneurisma de ponta, uma lesão no ápice 

dos ventrículos, na qual há diminuição de células musculares e consequente herniação do 
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miocárdio (SAMBIASE, et al., 2010; NUNES, et al., 2013). Além da insuficiência cardíaca, 

causando retardo da circulação e hipóxia, são comuns os fenômenos tromboembólicos 

(NUNES, et al., 2013). 

Os trombos cardíacos são frequentes, ocorrem em cerca de 76% dos casos da Doença 

de Chagas que desenvolvem insuficiência cardíaca, mas podem também se formar nos membros 

inferiores. A partir da formação dos trombos, podem desprender-se êmbolos que migram pela 

corrente sanguínea, impedem a circulação e originam infarto do miocárdio, embolia nos 

pulmões, rins, baço, encéfalo e etc., causando morte súbita. E ainda, o comprometimento do 

sistema sinoatrial traz uma variedade de patologias (arritmias e extrassístoles), envolvendo 

tanto a formação de estímulos elétricos quanto a sua propagação (RIBEIRO, et al., 2011; 

BARROS, et al., 2011; REGUEIRO, et al., 2013). 

Assim, quando os mecanismos de compensação cardíacos se tornam incapazes de 

superar as deficiências de sua força de contração, surgem os quadros de insuficiência cardíaca, 

que se traduz clinicamente por dispneia de esforço, insônia, congestão visceral, edema dos 

membros inferiores, evoluindo em dispneia contínua, anasarca e morte. Pacientes com esse 

quadro apresentam cardiomegalia intensa (NUNES, et al., 2013). 

A patogênese do dano cardíaco causado pela infecção é complexa e não completamente 

entendida.  Quatro possíveis mecanismos têm sido sugeridos: despopulação cardíaca neuronal 

parassimpática, injúria cardíaca mediada pela imunidade, anormalidades microvasculares 

causando isquemia do miocárdio e persistência parasitária no tecido cardíaco com estimulação 

antigênica secundária (MARIN-NETO, et al., 2007; ANDRADE, et al., 2011; PEREIRA 

NUNES, et al., 2013).  

O dano no tecido cardíaco devido à persistência dos parasitos ao longo da infecção 

crônica é considerado o mais importante mecanismo no desenvolvimento da cardiomiopatia 

(BELLOTTI, et al., 1996; SABINO, et al., 2015). Estudos em humanos e animais tem 

identificado antígenos ou material genômico de T. cruzi em focos inflamatórios cardíacos 

(FRANCO, 1990; HIGUCHI, et al., 1993; JONES, et al, 1993). Além disso, estudos 

demonstram que a redução ou o aumento da carga parasitária está relacionado com a atenuação 

ou a exacerbação da cardiomiopatia, sugerindo que a persistência do parasito é importante na 

CCC (GARCIA, et al., 2005; HEALY, et al., 2015). Os mecanismos pelos quais os parasitos 

persistem no tecido cardíaco é pobremente entendido, mas a contínua estimulação antigênica e 

a inflamação têm sido sugeridas (HARMS; FELDMEIER, 2005; HEALY, et al., 2015). 
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1.4 Interação entre T. cruzi e a célula hospedeira  

A adesão às células hospedeiras é o primeiro passo para a invasão do T. cruzi. 

Glicoproteínas de superfície com propriedades de adesão celular estão presentes em 

tripomastigotas metacíclicos, tais como gp90, gp82, gp30 e gp35/50, as quais são 

diferencialmente expressas nas diversas linhagens (YOSHIDA, 2006).  

A gp82 pertence à superfamília das trans-sialidases/gp85 e está presente 

especificamente na superfície de tripomastigotas (ARAYA, et al., 1994). Diversas evidencias 

indicam que a gp82 está ativa em cepas de T. cruzi altamente infectivas durante o processo de 

invasão nas células hospedeiras. Estas moléculas ligam-se a células alvo e ativam vias de 

sinalização intracelular provocando a mobilização de Ca+, que vai resultar na internalização do 

parasito. Este processo ocorre por meio da ruptura do citoesqueleto de actina dependente de 

Ca+ e da mobilização 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 glicoproteínas sejam reconhecidas pelo mesmo receptor (CORTEZ, et al., 

2012). 

Por outro lado, a expressão de gp90 funciona como um regulador negativo da 

infectividade do parasito. A expressão de altos níveis de gp90 está invariavelmente associada a 

redução da capacidade de invadir células do hospedeiro. Ao contrário da gp82 e gp30, a gp90 

não culmina na mobilização de Ca+ intracelular após sua ligação na célula alvo (RUIZ, et al., 

1998).  

A molécula de superfície gp35/50 expressa por cepas de T. cruzi com baixa virulência, 

são glicoproteínas semelhantes a mucinas, altamente glicolisadas, enriquecidas em ácido siálico 

e resíduos de galactose, que interagem com as células através dos resíduos de carboidratos. 

(MORTARA, et al., 1992).  A ligação da gp35/50 à célula hospedeira provoca a mobilização 

de Ca+ intracelular, mas de forma bem menor do que ocorre na ligação das gp82 e 30. Assim, 

gp35/50 medeia a invasão pelo recrutamento de F-actina (FERREIRA, et al., 2006).  

Após a invasão da célula hospedeira, os tripomastigotas ficam internalizados em 

compartimentos ligados a membrana, conhecidos como vacúolos parasitóforos (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 ação lítica, secretada pelo parasito e 

ativada em pH baixo (ANDREWS; WHITLOW, 1989). Além da TC-TOX, evidências apontam 

outra molécula de superfície secretada pelo parasito, a enzima neuraminidase/trans-sialidade 

(TS) também participa do processo de rompimento dos VPs pela ação direta em proteínas 

lisossomais (LAMPs) (HALL, et al., 1992).  
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Após aproximadamente 6 ciclos de replicação binária no citoplasma, os amastigotas se 

diferenciam em tripomastigotas sanguíneos e são liberados, quando ocorre a ruptura da 

membrana celular, disseminando a infecção (FERNANDES; ANDREWS, 2012). Existem 

ainda outras diversas moléculas secretadas pelo parasito no ambiente intracelular, com funções 

as quais permanecem pouco entendidas (MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012).  

A partir dessas informações é possível entender que existe uma íntima interação entre o 

parasito e a célula hospedeira e, ainda, a importância de estudar estes mecanismos específicos 

no contexto do desenvolvimento da doença de Chagas. 

1.5 Resposta imune na infecção por T. cruzi 

Uma vez que os tripomastigotas metacíclicos penetram no hospedeiro vertebrado 

através da mucosa ou de lesões 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 não fagocíticas 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 sinalização de Ca+, seguida do 

recrutamento e fusão com lisossomos da célula hospedeira pelo sítio de entrada do parasito 

(WOOLSEY, et al., 2003; ANDRADE; ANDREWS, 2004). A segunda via, a qual ocorre em 

70-80% dos casos, ocorre via invaginação da membrana plasmática, seguida pela fusão com 

lisossomos intracelulares (WOOLSEY, et al., 2003; ANDRADE; ANDREWS, 2004).  

T. cruzi também pode ser passivamente internalizado por células fagocíticas. 

Macrófagos residentes no sítio da infecção são os primeiros fagócitos profissionais a serem 

invadidos por T. cruzi (BURLEIGH; ANDREWS, 1995). Para estabelecer uma infecção 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 superóxido dismutase (SODs) que podem 

protegê-lo das ações líticas (PIACENZA, et al., 2009).  

Independente da forma de entrada, a fusão lisossomal é essencial para a retenção da alta 

mobilidade parasitária. Por outro lado, o parasito escapa do ambiente extracelular, o qual possui 

menor possibilidade de sobrevivência (ANDRADE; ANDREWS, 2005). Adicionalmente, a 

acidificação lisossomal contribui para a diferenciação das formas tripomastigotas para 

amastigotas, que se replicam no citoplasma (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 

2016). 

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

associada a membrana dos endossomos, da célula hospedeira, contendo parasitos, resultando 
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em contínua produção de radicais superóxido (ânions O2
-), os quais podem ser convertidos em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (PIACENZA, et al., 2013). Durante a infecção por T. cruzi, 

espécies reativas de oxigênio (ROS) são geradas como consequência de reações citotóxicos 

mediadas pela imunidade. Além disso, ocorrem danos secundários a mitocôndrias e destruição 

tecidual causados pelo parasito (GUPTA; WEN; GARG, 2009).  

Citocinas pró-infamatórias (IFN-γ e TNF) também são secretadas pelas células 

fagocíticas, durante a fase aguda da infecção.  Estas citocinas induzem macrófagos infectados 

a produzir uma grande quantidade de óxido nítrico (NO) via atividade enzimática da oxido 

nítrico sintase induzível (iNOS), a qual oxida L-arginina e transfere elétrons da NADPH 

(GUPTA; WEN; GARG, 2009). NO afeta a sobrevivência dos parasitos por meio de 

modificações químicas provocadas em proteínas contendo cisteína, e em metaloproteinases do 

parasito (GUTIERREZ, et al., 2009).  

Uma vez gerado, NO pode reagir com O2
- e produzir peroxinitrito (ONOO-), um potente 

oxidante considerado altamente citotóxico e efetivo contra T. cruzi (RADI, 2013; ALVAREZ, 

et al., 2011). Peroxinitrito pode danificar diretamente as células infectadas pela peroxidação de 

lipídios (prejudicando a integridade da membrana e a função das proteínas), bem como, a 

função mitocondrial, podendo resultar em apoptose e necrose secundária (RADI, 2013). Além 

disso, os radicais livres intermediários secundários produzidos a partir de ONOO-, como os 

radicais hidroxila (•OH), dióxido de nitrogênio (•NO2) e carbonato (CO3
-), podem participar 

na oxidação e nitração de proteínas, lipídios, e DNA levando a mutações e erros na transcrição 

(PIACENZA, et al., 2013; RADI, 2013). Assim, o estresse oxidativo causado pela produção 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 várias enzimas e 

moléculas não enzimáticas. T. cruzi possui um sistema de desintoxicação via tripanotiona ditiol 

T(SH)2 e a triparedoxina (TXN) que combatem a ação do sistema NADPH oxidase da célula 

hospedeira (PIACENZA, et al., 2013). Além disso, o parasito expressa cinco peroxidases 

operando no sistema de desintoxicação de peróxidos. A triparedoxina peroxidase citosólica 

(TcCPX) e mitocondrial (TcMPX), com capacidade de neutralizar peroxinitrito endógeno e 

derivado de macrófagos e H2O2. A peroxidase heme dependente de ascorbato (TcAPX) confere 

resistência a H2O2. E ainda, as glutationas peroxidases I (TcGPXI) e II (TcPGXII) conferem 

resistência contra hidroperóxidos. Adicionalmente, o parasito também contém 4 SODs de ferro, 

que protegem o parasito dos efeitos citotóxicos gerados pelo O2. TcSODs A e C neutralizam o 

O2 produzido na mitocôndria, TcSOD B1 no citosol e TcSOD B1-2 nos glicossomos 

(PIACENZA, et al., 2008).  
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 Além do estresse oxidativo nos macrófagos, os receptores de reconhecimento padrão 

(PPRs) são descritos como um dos primeiros mecanismos de defesa contra patógenos, incluindo 

os protozoários (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). PPRs são expressos por células da resposta 

imune inata e são responsáveis pelo reconhecimento de moléculas amplamente compartilhadas 

pelos patógenos, que coletivamente são chamados de padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) (STAHL, et al., 2013).  

Receptores do tipo toll (TLRs) estão entre os PPRs e reconhecem PAMPs localizados 

na superfície celular ou em vesículas intracelulares, como endossomos e lisossomos. Estes 

receptores são abundantes em células apresentadoras de antígenos como macrófagos e células 

dendríticas, mas também estão presentes em linfócitos T e algumas células somáticas (STAHL, 

et al., 2013). TLRs ativados levam à produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas, que 

por sua vez, recrutam células fagocíticas para o tecido infectado, as quais são importantes não 

apenas no controle inicial da infecção, mas também na modulação subsequente da resposta 

imune adaptativa (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Após estimulação, estes receptores sofrem 

mudanças conformacionais e recrutam moléculas adaptadoras, as quais levam a uma cascata de 

sinalização dependente de MyD88, culminando na produção de citocinas pro inflamatórias 

(TAKEUCHI; AKIRA, 2010).  

Assim, TLRs tem um papel crítico na resistência do hospedeiro à infecção por T. cruzi. 

A suscetibilidade do parasito está associada à produção de citocinas como IL-12 e IFN-γ, 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 

glicoinositolfosfolipídeos 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 infecção 

por T. cruzi são os receptores do tipo Nod (NLRs). Estes receptores estão localizados no 

citoplasma ou associados a membrana plasmática. NLRs estão envolvidos na ativação de MAP 

quinases, NF-kB e produção de inflamassomas dependentes de capase-1 (GEDDES; 

MAGALHÃES; GIRARDIN, 2009). Estudo demonstra que camundongos deficientes para o 

receptor NOD1, infectados com T. cruzi, falham em produzir NO quando estimulados por IFN-

γ, apresentam alta parasitemia e morrem 24 horas após infecção (SILVA, et al., 2010). Embora 

os NLRs sejam importantes no controle da infecção por T. cruzi, os mecanismos envolvidos 

ainda permanecem, parcialmente, desconhecidos (CARDOSO; CUNHA; BARTHOLOMEU, 

2016).  

Após o primeiro ciclo de replicação intracelular e ruptura da célula hospedeira, T. cruzi 

atinge a corrente sanguínea e se torna alvo das vias complemento. O sistema complemento 
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consiste em proteínas solúveis que interagem com as estruturas do patógeno e ativam uma 

cascata de proteases que eliminam os microrganismos. Existem 3 vias do complemento: via 

clássica, 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 à formação do complexo de ataque a membrana (MAC) e lise do patógeno 

(CARDOSO; CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). Entretanto, para escapar da lise mediada 

pelo complemento, T. cruzi conta com uma variedade de moléculas que atuam bloqueando a 

formação da C3 convertase ou neutralizando as etapas iniciais das vias do complemento 

(OSORIO, et al., 2012; CESTARI, et al., 2013).   

Após vários ciclos de infecção e replicação, uma resposta imune robusta contra T. cruzi 

é desenvolvida. Entretanto, essa resposta é incapaz de promover a completa eliminação do 

parasito. Acredita-se que a incapacidade de eliminar o parasito está relacionada ao enorme 

polimorfismo de proteínas de superfície imunogênicas, que são coexpressas pelo parasito ao 

longo da infecção. Este arsenal de antígenos pode fornecer mecanismos para T. cruzi evadir da 

resposta imune (TARLETON, 2015).  

A variação antigênica clássica é obtida pela expressão de variantes antigênicos idênticos 

na superfície da maior parte da população de parasitos, enquanto um pequeno subconjunto 

expressa diferentes variantes (GUIZETTI; SCHERF, 2013). A resposta imune atinge os 

parasitos que expressam a variante comum, mas não identifica aqueles que expressam variantes 

raras. Assim, na infecção a longo prazo há variação dos antígenos expressos, levando a ondas 

sucessivas de parasitemia e depuração à medida que novos determinantes antigênicos se 

espalham na população de parasitos. Porém, não há evidências de que o T. cruzi adote esse tipo 

de variação antigênica (MCCULLOCH; HORN, 2009).  

Em vez disso, toda a população de T. cruzi expõe simultaneamente uma variedade de 

proteínas antigênicas de superfície, como mucinas, trans-sialidades, codificadas por famílias 

multigênicas altamente polimórficas (TARLETON, 2015). A coexpressão deste repertório 

antigênico leva o sistema imunológico a uma série de respostas de anticorpos não 

neutralizantes, um mecanismo chamado de cortina de fumaça, que retarda a produção de 

anticorpos anti-T. cruzi de alta afinidade e o priming eficaz das células TCD8+ (PITCOVSKY, 

et al., 2002; TARLETON, 2015).  

Além da alta variabilidade de antígenos, a presença de mitógenos de células B derivados 

dos parasitos, também leva a ativação de células B policlonais, resultando em uma resposta 

tardia. Essa resposta desfocada é importante para a sobrevivência do parasito, pois a maioria 

dos anticorpos produzidos durante a fase inicial não visam o parasito, e os anticorpos 

específicos contra T. cruzi são produzidos tardiamente (BERMEJO, et al., 2011).  Embora a 
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ativação policlonal das células B seja transitória, é considerada uma estratégia para a 

sobrevivência dos parasitos, contribuindo para a cronificação da infecção (CARDOSO; 

CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). 

Antígenos do T. cruzi liberados no ambiente intracelular tornam-se disponíveis para a 

apresentação antigênica via complexo de histocompatibilidade principal I (MHC I), por meio 

da via endógena (JUNQUEIRA, et al., 2010). Esta apresentação promove forte, porém tardia, 

resposta de células CD8+, altamente eficaz no controle dos níveis de parasitos. Entretanto, este 

evento ocorre após 5-6 dias de infecção, coincidindo com o ciclo de replicação. Este atraso na 

resposta imune acontece devido a necessidade de um número suficiente de amastigotas 

produzindo antígenos que se acumulam no citosol. Ou ainda, pela grande variedade de 

antígenos polimórificos simultaneamente expressos pelo parasito, competindo pela ligação as 

moléculas de MHC I que impede a resposta imunológica rápida (ALVAREZ, et al., 2008). 

A fase inicial imunologicamente silenciosa, permite que o parasito atinja um nível de 

infecção crítica, antes de ativar o sistema imune, dificultando o controle do parasito durante 

esta fase. A medida que a infecção avança, as células T específicas reconhecem, 

preferencialmente, um pequeno número de epítopos, em um processo conhecido como 

imunodominância (TARLETON, 2015). Antígenos imunodominantes são selecionados com 

base na abundância e afinidade com receptores de células T e MHC. Assim, as trans-sialidases 

do T. cruzi são alvos imunodominantes de células T CD8+, devido sua alta expressão nas 

formas infectantes, podendo representar mais de 30% de toda a resposta CD8+. Por outro lado, 

foi demonstrado em um estudo, que a presença de antígenos subdominantes ocorre após a 

tolerância adquirida sobre os epítopos imunodominantes (MARTIN, et al., 2006; TARLETON, 

2015).   

Embora a imunodominância seja um fenômeno bem conhecido na infecção por T. cruzi, 

suas implicações diretas na perpetuação da infecção ainda são controversas. Alguns autores 

afirmam que células T específicas para um antígeno podem impedir o desenvolvimento de uma 

imunidade eficaz (TZELEPIS, et al., 2008; RODRIGUES, et al., 2009). Enquanto outros 

argumentam que este mecanismo não é a principal forma de evasão do T. cruzi para garantir 

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

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

Como vimos anteriormente, T. cruzi secreta diferentes proteínas 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 predição e a 

caracterização de proteínas secretadas pelo protozoário T. cruzi, a partir do genoma do parasito, 
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por meio da utilização de ferramentas de bioinformática. Para isso, foram analisados sítios de 

fosforilação, glicosilação e a presença de peptídeo sinal, sendo estas características de possíveis 

proteínas secretadas pelo parasito (SILVA, et al, 2009). Sendo assim, neste estudo foi 

identificada uma proteína de 21 kDa (P21), secretada por todas as formas evolutivas do parasito. 

Sua forma recombinante (rP21) foi produzida pela clonagem da sequência genética proteica, 

acrescida de seis resíduos de histidina (tag), em vetor plasmidial pET-28a (+), amplificada em 

bactérias Escherichia coli, e purificada por cromatografia de afinidade utilizando coluna de 

níquel (SILVA, et al, 2009). Para confirmar a similaridade da proteína recombinante com a 

proteína nativa, anticorpos anti-rP21 foram produzidos pela imunização de camundongos com 

a proteína purificada, e posteriormente, foi verificada a marcação da P21 nativa no pellet e o 

sobrenadante de cultura dos parasitos, por western blotting (SILVA, et al, 2009). 

A partir disso, vários trabalhos têm sido desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa 

com o intuito de entender as atividades biológicas da proteína em diferentes contextos, bem 

como, o papel da proteína P21 na infecção por T. cruzi.  

A rP21 está envolvida na invasão celular por formas amastigotas e tripomastigotas, e 

adere à superfície de células HeLa de forma dose-dependente. Em outro ensaio utilizando 

células HeLa, a adição da proteína recombinante juntamente com os parasitos, provocou 

aumento na invasão celular de tripomastigotas das cepas G e CL. Em contrapartida, anticorpos 

policlonais desenvolvidos contra rP21 inibiram a invasão celular pelas formas infectantes in 

vitro, sugerindo a atuação dos anticorpos sobre a proteína nativa, produzida pelo próprio 

protozoário. (SILVA, et al., 2009).  

Outro estudo revelou que a rP21 aumenta a capacidade fagocítica de macrófagos na 

presença de partículas de zymosan (glicano presente na parede celular de Saccharomyces 

cerevisiae), e de diferentes protozoários (T. cruzi, L. (L.) amazonensis e T. gondii). Além disso, 

foi descrito que a atividade pró fagocítica da rP21 ocorre por um mecanismo dependente da sua 

ligação ao receptor de quimiocinas CXCR4 e consequente ativação da via de sinalização PI3-

quinase. A via de sinalização celular PI3-quinase está envolvida com vários processos celulares 

como: crescimento, motilidade, sobrevivência, diferenciação, fagocitose e tráfego intracelular. 

Vimos ainda, que a proteína recombinante foi capaz de aumentar a polimerização do 

citoesqueleto de actina de macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6, após 30 minutos 

de tratamento (RODRIGUES, et al. 2012). 

Uma vez que a rP21 é produzida em Escherichia coli, foi necessário verificar se o 

fenótipo observado ocorreu devido a proteína rP21 ou a presença de resíduos bacterianos, como 

o lipopolissacarídeo (LPS). Para isso, ensaios de fagocitose com macrófagos peritoneais e 

zymosan foram repetidos na presença de rP21 e polimixina B, um antibiótico que bloqueia os 
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efeitos do LPS, ou em macrófagos nocautes para os receptores do tipo Toll-4, conhecidos por 

detectar LPS e desencadear a ativação celular.  Nestas condições, foi visto que independente da 

polimixina B ou de macrófagos nocautes, a presença da rP21 provocou efeito pró-fagocítico. 

Assim, este dado confirma que a atividade biológica atribuída à rP21 é mesmo desempenhada 

pela proteína (RODRIGUES, et al., 2012). 

A partir da descoberta da atividade pró fagocítica, o processo de obtenção da rP21 foi 

revisto. A proteína pode ser encontrada na forma solúvel e, também está presente nos corpos 

de inclusão. Assim, para aumentar o rendimento proteico do processo, a rP21 presente nos 

corpos de inclusão foi purificada, renovelada e avaliada quanto a sua conformação e atividade 

pró fagocítica. Utilizando as técnicas de espectroscopia por ressonância magnética nuclear, que 

determina propriedades físicas e químicas de átomos ou moléculas, e a técnica de dicroísmo 

circular, a qual permite analisar a estrutura secundária das proteínas, foi realizada a comparação 

das estruturas da rP21 solúvel e renovelada. Os resultados demonstraram que ambas as rP21 

possuem exatamente a mesma estrutura e são idênticas na conformação. Além disso, nos 

ensaios de fagocitose a rP21 solúvel e renovelada também apresentaram atividades pró- 

fagocíticas semelhantes. Este estudo demonstra a estabilidade e a capacidade de renovelamento 

da rP21, sem alteração das atividades biológicas (DOS SANTOS, et al., 2014).  

Como já mencionado anteriormente, T. cruzi não possui uma população homogênea, 

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 invasão das 

cepas nas células hospedeiras.  Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foi visto 

que a expressão da P21 é distinta entre as diferentes cepas e formas evolutivas de T. cruzi, 

(FERNANDES, 2013). As formas amastigotas e epimastigotas das cepas CL, RN-19 e Y 

apresentaram menor expressão dos alelos da P21, em contrapartida, na cepa G estas formas 

evolutivas demonstraram maior expressão dos alelos da P21. Por outro lado, a cepa G possui 

características de baixa infectividade in vivo, com ausência de parasitemia. Sendo assim, a 

expressão da P21 parece não estar diretamente relacionada à virulência do parasito 

(FERNANDES, 2013).  

Até então, vimos que a P21 desempenha propriedade pró-fagocítica e induz a 

polimerização de actina da célula hospedeira, o que hipoteticamente pode garantir ao parasito 

sua permanência no ambiente intracelular, onde ele pode se esconder da resposta imune 

humoral e escapar do fagolisossomo, se dividindo e perpetuando a infecção. Para entender 

melhor os mecanismos desencadeados pela proteína, decidimos investigar, de forma específica, 

o papel da P21 no processo inflamatório crônico, e na infecção crônica por T. cruzi.  
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1.7 Modelo de estudo para inflamação: implante esponjoso sintético 

O processo inflamatório é uma resposta natural proporcionada pelo sistema imune para 

garantir a integridade do tecido mediante à lesão tecidual, na tentativa de remover o estímulo 

nocivo e recuperar o tecido lesado. As lesões teciduais podem ser causadas por microrganismos, 

reações imunológicas e agentes químicos e físicos (CHANDRASEKHARAN; SHARMA-

WALIA, 2015). O processo de reparação tecidual envolve a infiltração de diferentes tipos de 

células, acúmulo de fluidos, produção de mediadores celulares, liberação de enzimas 

hidrolíticas, proliferação celular e angiogênese. Todos esses processos ocorrem em uma série 

sequencial e bem ordenada de eventos (SPINAS, et al., 2014; TSOUPRAS; LORDAN; 

ZABETAKIS, 2018).  

A inflamação é subdividida em duas etapas: inflamação aguda e crônica. A inflamação 

aguda inicia-se rapidamente e possui duração curta, tendo como objetivo disponibilizar as 

células de defesa para o tecido lesionado. Assim, as principais etapas da inflamação aguda são: 

vasodilatação, aparecimento de edemas e a migração de leucócitos (HART, 2015). Entretanto, 

inúmeras variáveis podem modificar os eventos iniciais da reposta inflamatória, como por 

exemplo, a natureza e a intensidade da infecção, o tecido afetado e ainda a reposta imune do 

indivíduo.  A partir dessas variáveis, a inflamação pode ou não avançar para um cenário de 

inflamação crônica (CRUVINEL, et al., 2010). 

Na maioria das vezes a recuperação dos tecidos lesionados ocorre naturalmente, sem 

grandes danos ao indivíduo, e sem a necessidade de medicamentos. Por outro lado, numa 

inflamação prolongada e desregulada, na qual o agente nocivo não é eliminado, o processo 

inflamatório progride para inflamação crônica, 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 inflamação não pode ser controlada, ela se torna a causa 

do desenvolvimento de muitas doenças, como Alzheimer, artrite reumatoide, diabetes, doenças 

respiratórias, lúpus eritematoso sistêmico e, principalmente, problemas cardiovasculares 

(ANGELOVICH; HEARPS; JAWOROWSKI, 2015).   

As reações vasculares e celulares clássicas da inflamação são desencadeadas por 

substâncias químicas produzidas pelos diferentes tipos celulares ou derivadas de proteínas 

plasmáticas, após um estímulo inflamatório (SPINAS, et al., 2014; TSOUPRAS; LORDAN; 

ZABETAKIS, 2018). Em condições normais, moléculas e células imunológicas circulam 

livremente pelo sistema sanguíneo. Mas quando ocorre uma lesão tecidual, os agentes da defesa 

são direcionados para o local da infecção ou lesão, iniciando assim, o processo inflamatório 

(CRUVINEL, et al., 2010).  
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A etapa inicial da inflamação consiste na dilatação dos vasos sanguíneos, tornando-os 

mais permeáveis, permitindo o extravasamento de proteínas plasmáticas (albumina e 

fibrinogênio) e células imunes para o tecido. As principais células de defesa que atuam na 

reposta inflamatória são os neutrófilos e macrófagos. Essas células atuam como células 

fagocíticas, removendo os tecidos mortos e mantendo a assepsia do tecido lesionado. Além 

disso, macrófagos e neutrófilos liberam citocinas, fatores de crescimento e mediadores 

químicos, que desempenham importante papel no processo de cicatrização (OLCZYK; 

MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).  

Os neutrófilos geralmente, são as primeiras células a chegarem no local da infecção, 

atraídos por fatores quimiotáticos como CXCL1, que são produzidos por células locais. A 

principal função dos neutrófilos é 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) é produzida pelos neutrófilos, constituindo o principal 

componente dos grânulos azurófilos, liberados após a ativação destas células (PULLI, et al., 

2013). 

Os monócitos se infiltram no tecido lesado a favor do gradiente quimiotático e devido a 

presença de citocinas inflamatórias se diferenciam em macrófagos. Semelhante aos neutrófilos, 

a principal função dos macrófagos é fagocitar e eliminar células mortas e microrganismos 

infecciosos (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014). Entretanto, os 

macrófagos podem exercer um duplo papel do processo inflamatório a partir da sua variação 

funcional e fenotípica: por um lado, os macrófagos M1 exercem papel pró-inflamatório, 

caracterizado pela produção de citocinas inflamatórias como TNF-α, IFN-γ e IL-1β, e 

mediadores químicos como ROS, que participam da elucidação dos microrganismos; por outro 

lado, os  macrófagos de perfil M2 são as principais células a produzirem mediadores anti-

inflamatórios como o TGF-β e fatores de crescimento que estimulam a proliferação de 

fibroblastos e a síntese da matriz extracelular (LUCAS, et al., 2010; OLCZYK; MENCNER; 

KOMOSINSKA-VASSEV, 2014; GENSEL; ZHANG, 2015).  

De outra forma, a inflamação crônica apresenta longa duração, na qual coexistem os 

processos de lesão, inflamação e reparo tecidual. De forma característica, na inflamação 

crônica, predomina a presença de macrófagos e, por conseguinte, linfócitos e plasmócitos. 

Assim ocorrem os infiltrados inflamatórios crônicos, visíveis em tecidos lesionados. Outra 

característica marcante na evolução da inflamação crônica é a destruição do tecido funcional e 

a substituição por tecido fibroso (ANGELOVICH; HEARPS; JAWOROWSKI, 2015).  
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A fase de proliferação celular é essencial para geral o tecido de reparo. Nesta fase, é 

importante destacar o papel dos fibroblastos produzindo colágeno. Este componente 

corresponde ao principal componente da matriz extracelular, responsável pela força e 

integridade do tecido que irá sustentar uma intrincada rede de capilares, mantendo a base para 

a formação do tecido de granulação, ao redor do local da lesão (KLINGBERG; HINZ; WHITE, 

2013).    

Assim, outra etapa importante do processo de reparo tecidual, é a angiogênese. Nesta 

etapa, novos vasos sanguíneos são formados a partir de vasos preexistentes. O processo de 

angiogênse ocorre na matriz extracelular, a partir da migração das células endoteliais e, é 

regulada por fatores pró-angiogênicos (VEGF, TGF-β), e anti-angiogênicos. A angiogênese 

exerce um papel fundamental na inflamação, possibilitando a formação do tecido de granulação 

por meio do fornecimento de nutrientes e oxigênio para o tecido em formação. Além disso, a 

formação dos novos vasos sanguíneos proporciona a interação e a transmigração de células de 

defesa no local da lesão (MENDONÇA; COUTINHO-NETTO, 2012).   

Para estudar e compreender todas as etapas envolvidas no processo inflamatório, a 

implantação de matrizes esponjosas sintéticas tem sido utilizada em murinos (ANDRADE; 

FAN; LEWIS, 1987). A partir desta técnica é possível simular as fases do reparo tecidual 

através da inserção de um corpo estranho nos animais, a esponja de poliéster. Este modelo 

consiste na formação de um ambiente de inflamação crônica (de 9 a 14 dias), no qual é possível 

analisar e caracterizar os componentes envolvidos na formação de um tecido de granulação, 

tais como: células inflamatórias recrutadas, fluidos (hemoglobina, colágeno solúvel), citocinas 

(TNF-α, VEGF), quimiocinas (CXCL1, CCL2) e enzimas (mieloperoxidase e N-acetil-β-

glucosaminidase) (ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987). 

Assim, a utilização de implantes permite obter dados quantitativos e qualitativos sobre 

a presença de mediadores inflamatórios, fibrose, angiogênese, o número e os tipos de células 

recrutadas e ainda, o efeito sobre todo o processo inflamatório utilizando diferentes tipos de 

substâncias de interesse. A partir dessas informações, neste estudo apresentaremos dados 

obtidos utilizando o implante de modelos esponjosos tratados com não com a proteína rP21, 

com a finalidade de compreender o papel da P21 na inflamação crônica e fazer uma correlação 

com os dados obtidos na análise do tecido cardíaco de animais infectados com T. cruzi e tratados 

ou não com a rP21.  

1.8 Principais características de Leishmania spp.  

Assim como T. cruzi, protozoários do gênero Leishmania, pertencem à Família 

Tripanosomatidae e à ordem Kinetoplastea. (SHAW, 2006; WHO, 2015).  Assim, diversas 
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características são compartilhadas entre estes dois grupos de parasitos. Protozoários do gênero 

Leishmania sp. são intracelulares obrigatórios, unicelulares, flagelados e podem causar um 

complexo de doenças infecciosas conhecidas como leishmanioses, que afetam milhões de 

pessoas mundialmente. As leishmanioses são consideradas endêmicas em cinco continentes, 

nas Américas Central e do Sul, bem como na Europa, África e Ásia (ALVAR, et al., 2012). A 

espécie L. (L.) amazonensis é responsável pela leishmaniose cutânea ou mucocutânea, e é 

endêmica na região de Minas Gerais (BARATA, et al., 2013). 

Assim como T. cruzi, Leishmania spp. possuem uma notável capacidade de evitar a sua 

destruição em ambientes hostis, encontrados ao longo do seu ciclo de vida, alternando entre 

duas formas de vida: promastigotas (forma de vida móvel) flagelados encontrados no trato 

digestório dos flebotomíneos e amastigotas (forma de vida não móvel) que proliferam dentro 

das células do hospedeiro mamífero. As formas promastigotas podem ser ainda classificados 

como promastigotas procíclicos, que representam um estágio proliferativo e não infectivo, 

localizados no intestino do inseto vetor, ou promastigotas metacíclicos, forma infecciosa e não 

proliferativa. Estas saem das células epiteliais do intestino e migram para a parte anterior do 

trato digestório nos insetos vetores (SACKS, 1984; ASSIS, et al., 2011). 

O ciclo de vida de Leishmania spp., assim como em T. cruzi, é heteroxênico. A infecção 

do inseto vetor ocorre durante o repasto sanguíneo quando a fêmea hematófaga de 

flebotomíneos pica um hospedeiro infectado e ingere células contendo as formas amastigotas. 

Na porção anterior do trato digestório do inseto, ocorre à transformação das formas amastigotas 

em promastigotas procíclicos no interior da matriz peritrófica. Após o rompimento dessa matriz, 

os promastigotas migram para o epitélio do trato digestório, onde se multiplicam. Em seguida, 

vão para a região anterior do intestino, onde sofrem a metaciclogênese. Durante esse processo 

os promastigotas reduzem o tamanho corporal, aumentam o tamanho e o batimento flagelar e 

se tornam altamente infectivas, sendo denominados promastigotas metacíclicos. As formas 

metacíclicas migram para a probóscide e são transmitidos ao hospedeiro vertebrado através da 

picada, onde recomeça o ciclo (MISHRA, et al., 2009). 

A infecção do hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguíneo da fêmea do 

flebotomíneo infectada, inoculando formas promastigotas metacíclicas. Os promastigotas 

metacíclicos entram no hospedeiro e atinge a corrente sanguínea, aderindo e invadindo uma 

gama de tipos celulares. Assim, as formas promastigotas são fagocitadas por células fagocíticas 

e no interior do vacúolo parasitóforo sofrem diferenciação para a forma amastigota (STUART, 

et al., 2008). Estas se multiplicam no interior de macrófagos e provocam a lise da célula, 

liberando os amastigotas, que poderão invadir outras células ou serem sugados por outra fêmea 

do inseto vetor, completando assim o ciclo de vida desse protozoário (MISHRA, et al., 2009). 
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Após a entrada das formas promastigotas no hospedeiro vertebrado, essas aderem e 

internalizam em uma gama de células (principalmente em neutrófilos, células dendríticas, 

macrófagos e fibroblastos) (KAYE; SCOTT, 2011). A adesão do parasito na célula hospedeira 

ocorre pelo flagelo ou corpo celular e envolve moléculas presentes na sua superfície como o 

lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteína 63 (gp63), que se ligam a diferentes receptores 

encontrados na superfície dos macrófagos (receptores do sistema complemento, receptores Fcγ, 

receptores de Manose e receptores de fibronectina) (SILVA-ALMEIDA; et al., 2010; UNENO; 

WILSON, 2012). No início da infecção, promastigotas de Leishmania são internalizados por 

macrófagos em fagossomos. Estas estruturas sofrem uma série sequencial de fusões com 

organelas endocíticas e lisossomos, gerando um compartimento microbicida contendo H+-

ATPase vacuolar com pH ácido (pH 4.7 -5.2), o vacúolo parasitóforo (VP) (MORADIN; 

DESCOTEAUX, 2012).  

De forma semelhante ao T. cruzi, Leishmania spp. desenvolveram estratégias para 

sobreviver intracelularmente, e perpetuar a infecção (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997; 

DERMINE, et al., 2000, MORADIN; DESCOTEAUX, 2012). Um mecanismo usado por 

promastigotas para contornar as consequências microbicidas da fagocitose é a inibição da 

biogênese do fagolisossomo (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997). Formas promastigotas 

internalizadas em fagossomos interagem com endossomos e lisossomos tardios de forma 

atrasada, até sua completa transformação em formas amastigotas, as quais são resistentes ao 

ambiente hidrolítico dos fagolisossomos (GAUR, et. al., 2009; RODRIGUEZ, et al., 2011). 

Outro mecanismo, consiste na fusão dos fagossomos contendo diferentes amastigotas, 

formando um enorme VP. Esta fusão permite a diluição das enzimas presentes no 

fagolisossomo, proporcionando a sobrevivência do parasito (ANTOINE, et al., 1998). 

Devido as semelhanças entre T. cruzi e L. (L.) amazonensis na estrutura do parasito e no 

processo de infecção da célula hospedeira, decidimos comparar o efeito biológico da P21, 

produzida exclusivamente por T. cruzi, em ambas as infecções, até sua fase crônica, por meio 

do tratamento com a forma recombinante da proteína.  

1.9 Peptídeos e suas aplicações  

O Phage Display, ou exposição de biomoléculas na superfície de bacteriófagos 

filamentosos (M13, f1, fd entre outros), desenvolvido por Smith em 1985, foi originalmente 

utilizado para construir bibliotecas de anticorpos com o propósito de selecionar fagos que se 

ligavam fortemente em antígenos específicos (SHUKRA, et al., 2014). A exposição em fagos 

filamentosos é baseada na clonagem de fragmentos de DNA codificantes de milhões de variantes 

de certos ligantes (BENHAR, 2001), como proteínas, incluindo anticorpos ou peptídeos. As 
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sequências de DNA de interesse são inseridas em uma determinada localização no genoma dos 

bacteriófagos filamentosos, de modo que a proteína codificada é expressa fusionada a uma das 

proteínas de superfície do fago (AZZAZY; IGHSMITH, 2002; SHUKRA, et al., 2014). Uma das 

vantagens da utilização de bacteriófagos M13 é que estes induzem a produção de novas partículas 

virais sem provocar infecção lítica (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002). 

O peptídeo ou proteína expresso na superfície do fago possibilita a seleção de sequências 

baseada na afinidade de ligação a uma molécula alvo em um processo de seleção in vitro 

denominado biopanning (PARMLEY; SMITH, 1988).  A seleção, ou biopanning, é realizada 

pela incubação da biblioteca de peptídeos ou anticorpos expostos em fagos contra o alvo. O alvo 

é imobilizado em suportes sólidos tais como placas de ELISA, microesferas magnéticas ou de 

afinidade, resinas e membranas. Os fagos não ligantes ao alvo são eliminados por lavagens 

sucessivas, e os fagos específicos permanecem ligados para posterior eluição. O pool de fagos 

específicos é amplificado para os ciclos posteriores de seleção biológica (ciclos de ligação, 

eluição e amplificação) para o enriquecimento do conjunto de fagos com sequências específicas 

contra o alvo (SMITH, 1985; SMITH; PETRENKO, 1997).   

Peptídeos selecionados inicialmente por Phage display têm sido amplamente utilizados 

como drogas terapêuticas em aplicações clínicas, tais como endocrinologia, oncologia, urologia 

e obstetrícia (VERGOTE et al., 2009). Várias drogas peptídicas já foram aprovadas para 

utilização ou estão em fase de testes clínicos. Por exemplo, ecallantide, um inibidor altamente 

potente de calicreína plasmática humana, utilizado no tratamento de angioedema hereditário 

agudo (GARNOCK-JONES, 2010). O primeiro pepticorpo comercializado, Romiplostim, AMG 

531/ NPlate 1, é um agonista do receptor de trombopoietina utilizado para o tratamento da púrpura 

trombocitopênica imunológica (SHIMAMOTO, et al., 2012). AMG 386, é um pepticorpo 

neutralizantes de angiopoietinas 1 e 2, um outro exemplo em que o peptídeo ativo foi inicialmente 

obtido por triagem de uma biblioteca de fagos. É utilizado para a prevenção da proliferação 

exacerbada de células endoteliais e crescimento de tumores e, atualmente, está em fase clínica III 

(SHIMAMOTO, et al., 2012). 

Nesse sentido, em experimentos realizados previamente, nosso grupo de pesquisa 

utilizou uma biblioteca genômica de fagos que apresentavam uma enorme variedade de 

peptídeos (na ordem de 109) formados por 12 aminoácidos ligados a proteína PIII dos 

bacteriófagos filamentosos M13. Estes fagos foram selecionados em relação à afinidade a 

proteína rP21, o que resultou na descoberta de um peptídeo com alta afinidade a rP21, 

denominado P1.  

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

a forma tripomastigota de T. cruzi da cepa G pré-tratada com fagos expressando o peptídeo 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 invasão celular, quando comparados com fago expressando 

um aminoácido irrelevante (MACHADO, 2014). Dessa forma, esses dados indicam uma ação 

potencialmente inibitória do P1 sobre a P21 nativa. A partir disso, nós sequenciamos o P1 e 

providenciamos a sua produção sintética. A partir disso, nós sequenciamos o P1 e 

providenciamos a sua produção sintética, e no presente estudo avaliamos os efeitos deste 

peptídeo sobre a P21 nativa e recombinante.   

 

2. Justificativa 

 

A doença de Chagas atinge milhares de pessoas, principalmente, nos países em 

desenvolvimento, devido as complicações cardiovasculares na fase crônica da doença. Sabe-se 

que o tratamento disponível atualmente só tem eficácia comprovada durante a fase aguda, e que 

para as grávidas e pessoas com insuficiência renal e hepática, o tratamento pode ser altamente 

prejudicial. Assim, terapias alternativas para a doença de Chagas têm sido estudadas, no intuito 

de descobrir drogas mais eficazes e menos tóxicas.  

A patologia da doença de Chagas envolve danos aos tecidos infectados e a consequente 

perda da funcionalidade dos órgãos, ao longo dos anos.  Estes danos são, muitas vezes, atribuídos 

à resposta imune do indivíduo. Entretanto, estudos mais recentes, vêm demonstrando o papel 

ativo de proteínas secretadas pelo protozoário no microambiente da infecção, na tentativa de 

elucidar os mecanismos da patologia e promover melhoria terapêutica.  

Neste sentido, nosso grupo de pesquisa descobriu uma proteína, denominada P21, 

exclusivamente expressa por T. cruzi e secretada por todas as suas formas evolutivas. Após sua 

descoberta, vários mecanismos de ação da P21 têm sido elucidados. A P21 induz a polimerização 

do citoesqueleto de actina e aumenta a atividade pró-fagocítica de macrófagos murinos, de forma 

dependente da ativação da via de sinalização celular PI3k. A ativação da PI3k está associada a 

vários processos celulares como: motilidade, diferenciação, sobrevivência, crescimento e 

fagocitose. Nos estudos envolvendo a P21, demonstramos que a ativação da PI3k ocorre por meio 

da ligação da proteína a um importante receptor de quimiocinas, o CXCR4. Este receptor tem um 

papel fundamental nos processos de inflamação e no recrutamento de células para o local da lesão 

ou infecção. Assim, neste estudo nós propomos investigar o papel da P21 no contexto 

inflamatório, e posteriormente, no desenvolvimento da infecção crônica experimental em 

murinos.  
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3. Objetivos 

3.1 Objetivos Gerais 

3.1.1 Analisar o papel da proteína P21 em modelo de inflamação experimental in vivo; 

3.1.2 Compreender o papel espécie específico da P21 na infecção experimental por 

Trypanosoma cruzi em murinos;  

3.1.3 Avaliar a atividade inibitória de peptídeo sintético ligante da rP21, in vitro. 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Analisar o processo inflamatório na presença da rP21, por meio da análise da produção 

de citocinas, quimiotaxia, angiogênese e deposição de colágeno em modelo de 

inflamação crônica implantado em murinos; 

 

  Averiguar a estabilidade da proteína rP21 em soro murino; 

 

 Compreender e comparar o papel da P21 na infecção crônica por L. amazonensis ou T. 

cruzi por meio da análise histopatológica, carga parasitária, angiogênese e indução de 

fibrose; 

 

 Analisar a ação direta da rP21 na replicação intracelular e no ciclo celular de L. 

amazonensis e T. cruzi in vitro; 

 

 Verificar o potencial imunogênico da proteína rP21 em murinos tratados ao longo de 6 

semanas; 

 

  Avaliar o efeito do peptídeo P1 na polimerização do citoesqueleto de actina, 

quimiotaxia, angiogênese, invasão e replicação do parasito, in vitro, em presença da 

P21. 

 

4. Material e Métodos 

4.1 Aspectos éticos e local de estudo  

Esta pesquisa foi desenvolvida respeitando-se as normas de biossegurança. Para 

execução dos experimentos descritos no presente trabalho envolvendo a utilização de animais, 

2 projetos foram submetidos à Comissão de Ética na Utilização de Animais da Universidade 
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Federal de Uberlândia (CEUA). A aprovação dos projetos (Protocolos nº 105/10 e nº 077/14) 

seguem em Anexo. 

A parte experimental foi realizada no Laboratório de Tripanosomatídeos, Instituto de 

Ciências Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlândia (UFU), localizado no 

bloco 2B, sala 200. 

4.2 Animais 

Camundongos Mus musculus, das linhagens C57BL/6 e BALB/c, foram cuidados, 

manipulados e eutanasiados conforme normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de 

Controle e Experimentação Animal (CONCEA). Os camundongos foram mantidos no Centro 

de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA-UFU) em condições padrão de luz-escuro, 

temperatura de 23± 2ºC, com ração e água ad libitium.  

As linhagens foram utilizadas nos diferentes ensaios com o propósito de explorar as 

características da polarização da resposta imune adaptativa destes camundongos. A linhagem 

C57BL/6 polariza sua resposta imune para um perfil de resposta Th1, ou seja, resistente a 

infecção por parasitos intracelulares. Já a linhagem BALB/c polariza a resposta imune para o 

perfil Th2, considerado, portanto, mais suscetível as infecções intracelulares.  

4.3 Parasitos e células 

Células VERO (Banco de Células do Rio de Janeiro – BCRJ), derivadas de rim de 

macaco verde da África, macrófagos imortalizados provenientes de medula óssea de 

camundongos C57BL/6 (iMo) e células t-END, derivadas de hemangioma tímico 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 37ºC e 5% CO2. 

Promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) 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 estacionária (promastigotas metacíclicos, formas infectivas) foram 

utilizados na infecção experimental e parasitos na fase log (replicação) 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%), antibióticos penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 mg/L) e 

estreptomicina (10 mg/L) e incubados em estufa a 37ºC, atmosfera úmida e 5% CO2. Formas 
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epimastigotas foram mantidas em Liver Infusion Triptose Medium (LIT) pH 7,2, suplementado 

com SBF e antibióticos citados acima. Esta forma evolutiva, foi utilizada nos ensaios de ciclo 

celular.  

Nos ensaios que avaliaram a atividade da P21 sobre a infecção crônica por T. cruzi, 

utilizamos a cepa Y, que expressa baixa quantidade de proteína P21. Entretanto, nos ensaios 

utilizando o peptídeo ligante da P21 (P1), utilizamos a cepa G, que expressa grande quantidade 

de proteína nativa, na tentativa de inibi-la.  

4.4 Purificação da proteína rP21 e do extrato bacteriano 

A obtenção 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 não foram provenientes de contaminações durante o processo de 

purificação, um extrato bacteriano (E. coli) foi obtido utilizando minuciosamente o mesmo 

protocolo de obtenção da proteína recombinante, exceto pela ausência de bactérias E. coli 

contendo vetor plasmidial específico 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 Modelo Experimental de Inflamação  

Discos esponjosos de poliéster com 1,2 cm de diâmetro (VitaFoam Ltda) foram 

mantidos em álcool 70% v/v durante 24 horas e, posteriormente, fervidos em água destilada por 

30 minutos para esterilização prévia à implantação (ANDRADE, et al., 1987).  

Figura 3. Esquema do processo de purificação da proteína rP21. A. Obtenção da proteína a partir da 

inserção de clones do gene da P21 em bactérias E. coli; B. Crescimento e lise das bactérias; C. Corpos de 

inclusão incubados em uma coluna de níquel, lavagens e eluição. D.  Diálise em PBS durante 48 horas.  

SANTOS, et al.,2014. 

 

A C D B 
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Camundongos C57BL/6 foram randomicamente separados em 3 grupos contendo 10 

animais cada, para análises bioquímicas e histológicas (5 animais para cada tipo de análise), 

tratados ou não com rP21. Para o implante dos discos esponjosos, os camundongos foram 

anestesiados por via intraperitoneal, com Xilasina-Cetamina (Syntec) (60mg-4mg/kg), 

submetidos à tricotomia e assepsia da região dorsal com álcool 70% v/v. Após isso, os animais 

foram dispostos em mesa cirúrgica, uma incisão mediana dorsal de aproximadamente 10 mm e 

a divulsão do tecido subcutâneo na direção craniana foram realizadas. O disco foi implantado 

na região interescapular e a sutura da incisão realizada com fio 25 nylon 3.0 usando ponto 

Donati. Após recuperação da anestesia os animais foram alocados em gaiolas individuais com 

água e ração ad libitum (ANDRADE, et al., 1987).  

Os camundongos foram tratados a cada 72 horas, durante 9 dias (fase crônica do 

processo inflamatório,) com 20 µL de PBS, rP21 (40µg/mL) ou extrato bacteriano (40µg/mL) 

por meio de injeções in situ (esponja). Para remoção dos implantes, os animais foram 

submetidos à eutanásia por injeção contendo tiopental (Thiopentax) (30mg/kg) e os discos 

foram dissecados, pesados e processados para análises bioquímicas e histológica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6 Análises bioquímicas 

Para avaliar a atividade angiogênica e quimiotática da rP21 no processo inflamatório, 

os discos esponjoso foram divididos em 2 partes, pesados e submetidos a dosagens de 

hemoglobina, mieloperoxidase (MPO), N-acetil-β-d-glucosaminidase (NAG) e das citocinas 

IL-1β, TNF-α e IL-4.  

Figura 4. Esquema do implante da esponja de poliéster (modelo de inflamação crônica) 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. Após esse período, os camundongos foram 

eutanasiados e a capsula formada ao redor da esponja de poliéster foi cuidadosamente retirada para 

diferentes análises. Figura de TEIXEIRA, L.T. 
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A dosagem do conteúdo 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 

cromogênico (reagente de Drabkin-kit de Dosagem de Hemoglobina Labtest). Após, as 

amostras foram centrifugadas a 4ºC por 30 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante filtrado em 

filtros de 0,22 μm (Millipore). Posteriormente, foi realizada leitura espectrofotométrica a 540 

nm. A concentração de hemoglobina presente em cada amostra foi calculada a partir de uma 

curva-padrão conhecida e os resultados foram expressos em concentração de hemoglobina 

(microgramas) por miligrama de peso úmido do implante.  

Após a determinação do conteúdo 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 tampão fosfato de sódio (pH 5,4) e homogeneizados. O volume de 

300 μL foi transferido para microtubo e acrescentados 600 μL de Brometo de 

Hexadeciltrimetilamônio (HTAB/ Sigma) 0,5% p/v diluído em tampão fosfato (pH 5,4). Após, 

as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4ºC e o 

sobrenadante foi coletado para dosagem. A reação enzimática da atividade de MPO foi 

realizada adicionando 100 μL de peróxido de hidrogênio 0,003%, 100 μL de TMB (3,3’, 5,5’- 

tetramethylbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluído em DMSO (dimetilsulfóxido – Merck), 200 

μL do sobrenadante da amostra e após por 1 minuto, a reação foi interrompida pela adição de 

100 μL de ácido sulfúrico (H2SO4/Merck) a 4M. Em seguida, foram adicionados 200 μL/ poço 

em placa de 96 poços para leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 450 nm. Os 

resultados foram expressos em índice de MPO (absorbância/mg de peso úmido do implante).  

Para dosagem de NAG o sobrenadante da segunda parte da esponja foi desprezado e o 

precipitado foi ressuspendido em 2 mL de solução 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 4ºC e o sobrenadante coletado. Foram adicionados 100μL das amostras em duplicata 

a uma placa de 96 poços e 100μL do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-β-d-glucosamina – Sigma), 

diluído em tampão citrato/fosfato (pH 4,5).  A placa foi incubada a 37ºC por 30 minutos e após, 

foram adicionados 100μL de tampão glicina 0,2M (pH 10,6). A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 400 nm. A concentração de NAG nos implantes foi calculada a partir de 

uma curva-padrão de p-nitrofenol com concentrações conhecidas. O p-nitrofenol é o produto 

cromógeno da reação entre p-nitrofenol-N-acetil-β-D-glucosamina com a N-acetil-β-d-

glucosaminidase (NAG). Os resultados foram expressos em nmol mL-1/mg de peso úmido das 

esponjas. 
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O sobrenadante obtido após a dosagem de hemoglobina, foi utilizado para dosagens das 

citocinas IL-1β (cat. 559603), TNF-α (cat. 555628) e IL-4 (cat. 555232) por ELISA utilizando 

kits da BD, de acordo com as instruções do fabricante.  

4.7 Perfil inflamatório e contagem de vasos  

Esponjas submetidas a análise histológica foram fixadas com fixador Metacarn (60% 

metanol, 30% clorofórmio, 10% ácido acético) por 3 horas a 4°C. Depois, as esponjas foram 

incubadas em álcool etílico PA por 30 minutos e 4 lavagens com xilol seguido de 30 minutos 

de incubação e, finalmente, incluídas em parafina. Os cortes foram corados com 

eosina/hematoxilina ou azul de toluidina. Imagens dos cortes foram obtidas em câmera e 

software LasEz acoplada em microscópio de luz Leica DM500. O tipo e a intensidade do 

infiltrado inflamatório foram determinados pela presença ou ausência de (i) intensidade da 

resposta inflamatória, (ii) neutrófilos, (iii) macrófagos, (iv) linfócitos, (v) plasmócitos, (vi) 

necrose. As características foram medidas pela intensidade (-) ausente, (+) leve, (++) moderado 

e (+++) intenso.  

Para determinar o impacto na presença de rP21 na angiogênese, toda a extensão de 2 

cortes/animal, em diferentes profundidades, foi analisada por meio da contagem dos vasos 

sanguíneos. Para determinar a quantidade de mastócitos ativados, toda a extensão de 1 corte/ 

animal foi analisada, por meio da contagem de mastócitos degranulados corados pelo azul de 

toluidina. E, para determinar a angiogênese no processo inflamatório, os vasos sanguíneos 

foram contados em toda a extensão dos cortes histológicos (2 cortes/ animal). 

  

4.8 Teste de estabilidade da rP21 em soro murino 

Para verificar se a rP21 poderia ser degradada quando em presença de soro murino e, 

por conseguinte poderia ser utilizada no tratamento dos animais, 10ug de proteína recombinante 

foi incubada com soro de camundongos não imunes por 24 horas. Após este período, a solução 

foi submetida em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). 

De forma semelhante, para testar a estabilidade da atividade biológica da rP21, 

macrófagos imortalizados derivados de medula óssea de camundongos C57BL/6 foram 

plaqueados (2x105 células/poço) em placas de 12 poços contendo lamínulas circulares de vidro 

de 13 mm, e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2 overnight. Posteriormente, as células 

foram incubadas com soro + rP21 (incubadas por 24 horas previamente ao ensaio) e partículas 

de Zymosan (20 partículas/célula). Após o tempo de 2 horas, as células foram fixadas com 

solução de Bouin (HT10132/ Sigma Aldrich) e coradas com Giemsa (GS500/ Sigma Aldrich) 
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de acordo com as instruções do fabricante. O número de partículas internalizadas nos 

macrófagos foram quantificadas pela contagem de 200 células/lamínula, em triplicata.  

Além disso, camundongos BALB/c (n=5/ grupo) foram tratados por via subcutânea com 

40 µL de rP21 (1µg/µL) ou PBS e após 72 horas o soro foi obtido e analisado por ELISA para 

a presença da rP21. Os resultados foram expressos como Índice ELISA (IE), de acordo com a 

formula: IE = DO da amostra/cut off, onde cut-off foi estabelecido como a média da DO de três 

controles negativos acrescida de dois desvios padrões. As amostras foram consideradas 

positivas quanto Índice ELISA > 1. 

 4.9 Infecção experimental com T. cruzi ou L. amazonensis in vivo 

Camundongos BALB/c foram infectados, por via subcutânea nas patas traseiras, com 

1x106 tripomastigotas de T. cruzi, cepa Y/animal ou 1x107 promastigotas de L. (L.) 

amazonensis/ animal.  Após a infecção, os camundongos foram randomicamente divididos em 

3 grupos (n=10/ grupo): (1) infectados com L. (L.) amazonensis, (2) infectados com T. cruzi e 

(3) não 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 subcutânea a cada 

72 horas com 40µL de solução de rP21 (1µg/µL) diluída em PBS ou 40µL de PBS.  As patas 

direitas foram medidas uma vez por semana utilizando paquímetro digital (ZAAS-PAQ-

DIGITAL) e após 6 semanas os camundongos foram eutanasiados em câmara de CO2, e os 

linfonodos, coração, baço e patas foram coletados e processados para diferentes análises.  
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5.0 Análise Histopatológica 

Os órgãos (linfonodos, baço, coração e pata) coletados foram fixados em formaldeído 

(4%), desidratados, diafanizados e embebidos em parafina, cortes em secções de 5 µm de 

espessura foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE), para análise posterior.  

A avaliação da resposta tecidual foi baseada em analises qualitativas e semiquantitativas 

de tecidos infectados e não infectados, por meio da parceria de um patologista, Dr. João Paulo 

Silva Servato, que atualmente é docente na Universidade de Uberaba. Os tecidos foram 

submetidos a duas observações independentes para padronização da presença ou ausência de 

células inflamatórias, e ainda para determinar os tipos de células e a severidade do processo 

inflamatório.   

Os critérios utilizados para análise dos tecidos foram baseados na presença ou ausência 

de resposta inflamatória, neutrófilos, macrófagos, linfócitos, plasmócitos, células gigantes de 

corpo estranho, necrose, edema, fibroblastos e adipócitos.  As características da intensidade 

foram classificadas: (-) ausente, (+) leve, (++) moderada, (+++) intensa. Em adição, cada órgão 

foi avaliado de acordo com suas características específicas: no tecido esplênico, megacariócitos 

e centros germinativos foram considerados para avaliação; nos linfonodos, eosinófilos, corpos 

Figura 5. Esquema da infecção experimental com T. cruzi / L. amazonensis em camundongos BALB/c 

e da cinética de tratamentos. Camundongos BALB/c foram infectados com T. cruzi ou L. amazonensis e 

tratados com PBS ou rP21 a cada 72 horas, ao longo de 6 semanas. Após esse período, os camundongos 

foram eutanasiados e os órgãos: patas, linfonodos do poplíteo, baço e coração foram coletados para diversas 

análises. Figura de TEIXEIRA, L.T. 
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apoptóticos, fibrose e centros germinativos foram analisados; e nos tecidos das patas, a fibrose 

também foi avaliada.   

A avaliação da angiogênese nos tecidos foi realizada pela contagem dos vasos 

sanguíneos de toda a extensão de 2 cortes histológicos/órgão/animal, em diferentes alturas, 

corados com HE. Para avaliação da deposição de colágeno tecidual, cortes de tecido de pata e 

coração foram submetidos a sucessivas imersões em xilol, hidratados e marcados com solução 

de picrosirius red. Posteriormente, os cortes foram contra corados com solução de hematoxilina, 

lavados e incubados com eosina aquosa. Por fim, foram desidratados, diafanizados e as lâminas 

foram montadas utilizando Entellan (107960- Merck Millipore). Para cada corte 20 imagens 

foram obtidas em microscópio (Nikon) com câmera acoplada e a quantificação total de fibras 

colágenas foi determinada utilizando software Image J. 

5.1 PCR quantitativo em tempo real 

Uma fração dos tecidos de pata e coração foram separados para utilização em PCR. As 

partes foram pesadas e o DNA foi extraído utilizando o PureLink Genomic Dna Kit (K1820-

01, Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, as amostras foram 

digeridas com PureLink Genomic digestion buffer e proteinase K a 55°C overnight. Após, 

RNAse, PureLink Genomic lysis/ binding buffer e etanol PA foram adicionados. O lisado obtido 

foi colocado em PureLink spin column, lavados e eluídos, com tampos específicos. A 

quantidade e a pureza do DNA foram determinadas por espectrofotômetro (NanoDrop ND-

1000 UV-vis).  

As reações de qPCR foram preparadas utilizando os oligonucleotídeos: 13A (5'-

GGGGTGGAGTCTGGGCGT-3') e 13B (5'-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3'), os quais 

resultam na amplificação 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 amplificação de fragmento de antígeno de T. cruzi (65bp), como descrito por 

Brigido et al., 2016. 

Para quantificação da carga parasitária, uma curva padrão com diluições seriadas de 

DNA de 108 parasitos/mL de T. cruzi ou L. amazonensis, misturados com tecidos de pata e 

coração não infectados (25mg), foi previamente preparada. A eficiência das curvas foi testada, 

o slope ficou entre 110 e 90% e o valor de R2 sempre maior ou igual a 0,95.   

Para reação de qPCR, 50ng de amostras de DNA, quelante de DNA Power SYBR Green 

PCR Master Mix reagente (Applied Biosystems) e10µM de cada primer foram utilizados. As 

reações foram processadas em aparelho termociclador ABI7300 (Applied Biosystems). Os 
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parâmetros de ciclagem foram como segue: para T. 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). Após a elongação 

final do qPCR, as amostras foram submetidas à variação de temperatura de 50 para 95°C, com 

aumento gradual de 0,5 °C/ segundo para obter a temperatura de melting e evitar produtos 

inespecíficos.  

5.2 Produção 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 µL de rP21 (1µg/µL) ou PBS, por via 

subcutânea. O sangue dos camundongos foi coletado pela artéria do plexo orbital, uma vez por 

semana, utilizando aplicação previa de anestésico oftalmológico (cloridrato de tetracaína 1%, 

cloridrato de fenilefrina 0,1%), fornecido pelo biotério-UFU. O soro obtido foi analisado para 

presença de anticorpos anti-rP21, determinados por ensaio de ELISA. O controle positivo para 

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

5.3 Ensaio de replicação in vitro 

Macrófagos (iMo) foram plaqueados (1x105 células/poço), em lamínulas de vidro de 13 

mm contidas em placas de 24 poços, em meio DMEM e incubadas overnight em estufa a 37°C 

e 5% de CO2. No dia seguinte, tripomastigotas de T. 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 não com rP21 40µg/mL por 72 horas, após esse 

período, as células foram fixadas com Bouin, coradas com Giemsa e analisadas em microscopia 

ótica.  Para determinação da carga parasitária, foi realizada a contagem de 300 células 

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

 

5.4 Análise do ciclo celular de T. cruzi e L. amazonensis tratados com rP21 

Para avaliar a atividade da proteína rP21 sobre o ciclo celular dos protozoários focos do 

estudo, promastigotas de L. amazonensis em fase log (replicação) e epimastigotas de T. cruzi 

cepa Y foram tratados com a proteína (40µg/mL) e incubados por 72 horas. Após este período, 

os parasitos foram fixados com etanol 70% gelado e armazenados overnight a 4°C. No dia 

seguinte, os parasitos foram marcados com iodeto de propídio (10 µg/mL) diluído em PBS, na 

presença de RNAse (100 µg/mL), incubados por 45 minutos a 37 °C no escuro, e submetidos a 
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citometria de fluxo. A análise 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 situação, em 2 experimentos independentes. 

5.5 Obtenção do peptídeo sintético ligante da rP21 (P1) 

O peptídeo utilizado neste estudo foi previamente selecionado utilizando a técnica de 

Phage Display, na qual a proteína rP21 foi imobilizada e incubada com uma biblioteca 

genômica de peptídeos expressos em bacteriófagos M13 (MACHADO, 2014). Posteriormente, 

o peptídeo ligante da rP21 escolhido, denominado P1, foi sequenciado e produzido na forma 

sintética. Um peptídeo modificado (troca de aminoácidos e posição dos mesmos) (P1S), incapaz 

de se ligar a rP21, também foi obtido para ser utilizado como controle nos ensaios. Os peptídeos 

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

5.6 Viabilidade celular  

Primeiramente, para garantir que os resultados obtidos não fossem consequência de 

alterações na viabilidade celular das diferentes linhagens utilizadas (iMO, tEND e parasitos) 

estas foram submetidas ao tratamento com P1 ou P1S (100µg/mL) na presença ou não de rP21 

(40µg/mL) por 72 horas. Após esse período, a resazurina (coloração roxo escuro) foi adicionada 

e as células foram incubadas por 18 horas, tempo necessário para metabolização do composto 

e formação da resofurina (coloração rosa fluorescente). A leitura da absorbância foi realizada 

em espectrofotômetro, 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 não tratado (viabilidade 100%).  

 

 5.7 Imunofluorescência indireta 

Para analisar a interferência dos peptídeos sintéticos na polimerização de actina celular, 

macrófagos de linhagem (iMo) na quantidade de 106 células/grupo foram incubados, em tubos 

para citometria de fluxo, com P1 ou P1S na presença ou não de rP21 ou ainda, apenas em meio 

DMEM, sem tratamento. Após o tempo de 1 hora, as células foram lavadas com PBS, fixadas 

em formaldeído 4%. Após a lavagem, as células foram marcadas com faloidina (P1951- Sigma 

Aldrich) na proporção de 1:1000 e analisadas em microscópio confocal Zeiss LSM 510 Meta e 

software ZEN 2009 Light edition. 

http://www.fastbio.com.br/
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5.8 Quimiotaxia in vitro na presença 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 Darmstadt). 

Macrófagos (iMo) foram plaqueados na parte superior do transwell, na quantidade de 106 

células/poço em meio de cultura livre de SFB. Meio DMEM contendo P1 ou P1S (100 µg/mL) 

na presença ou não de rP21 (40 µg/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% CO2. Após esse 

período, as células que migraram para a parte interna da membrana foram coradas com kit 

panótico e contadas por microscopia ótica. 

5.9 Angiogênese  

Para avaliar o efeito do P1 sobre a atividade anti-angiogênica da rP21, células 

endoteliais (derivadas de hemangioma tímico/ tEND) foram plaqueadas (2x105 cels/ poço) em 

solução contendo meio DMEM suplementado com fator de crescimento de fibroblasto básico 

(bFGF) (30ng/mL). Placas de 24 poços contendo 250 µL de matrigel (5,25 mg/mL/ BD 

Bioscience) previamente adicionado foram utilizadas. Após 18 horas de incubação a 37°C e 5% 

CO2, imagens de toda a extensão do poço foram adquiridas em microscópio de luz e os vasos 

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

6.0 Ensaio de invasão e replicação com peptídeos e rP21  

Para os ensaios de invasão, iMo foram plaqueados sobre lamínulas de 13 mm (na ordem 

de 105 células/poço) em placas de 24 poços e submetidos à infecção com formas tripomastigotas 

(5 parasitos/célula) da cepa Y previamente tratados por uma hora com os peptídeos sintéticos 

individualmente. Os ensaios foram feitos na presença ou não da rP21. Os parasitas foram 

incubados por 4 horas, e após este período, os poços foram lavados, e as células foram fixadas 

com Bouin e coradas com Giemsa. A contagem dos ensaios de invasão foi realizada contando-

se 100 células totais e avaliando a % de invasão e a carga parasitária, em microscópio ótico.  

Nos ensaios de replicação, iMo foram também plaqueados sobre lamínulas de 13mm, 

nas mesmas condições descritas acima. Os parasitos foram então adicionados e após 4 horas de 

invasão, as células foram lavadas para retirada dos parasitos não internalizados e os tratamentos 

foram adicionados. Durante 72 horas, as células permaneceram incubadas nas condições ideais 

de cultivo e após este período, foram fixadas com Bouin e coradas com Giemsa. Os dados dos 

ensaios de replicação foram obtidos pela contagem de parasitos internalizados em 100 células 

infectadas (SILVA, et al., 2009). 
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6.1 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão dos ensaios realizados em 

triplicada. As diferenças significativas foram determinadas utilizando testes t Student’s, Mann-

whitney (two-sided), one-way ou two-way ANOVA e testes de múltiplas comparações: 

Turkey’s (amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras não paramétricas), de acordo com o 

design experimental (GraphPad Prism software, versão 6.01). As diferenças foram consideradas 

significativas quando P<0,05. 

 

7. Resultados e Discussão 

 

7.1 rP21 aumenta a produção da citocina IL-4 e recruta macrófagos para o local da 

inflamação 

Com o intuito de entender o papel da rP21 no contexto da resposta inflamatória, 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, após 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 produção de citocinas 

inflamatórias, como IL-1β e TNF-α. Por outro lado, apenas nas esponjas tratadas com rP21 

houve aumento da produção de citocina IL-4, conhecida por modular respostas do tipo Th2, 

com perfil anti-inflamatório (Figura 6 B-D).  

A geração de conhecimentos sobre a patologia e a resposta imune da infecção por T. 

cruzi tem sido realizada utilizando modelos murinos. Estudos demonstram que as respostas 

imunes inatas e adaptativas desempenham um papel importante no controle parasitário, 

dependendo da ação combinada de vários tipos celulares, incluindo NK, CD4+ e CD8+, bem 

como a produção de anticorpos por linfócitos B. A resistência à infecção por T. cruzi, está 

associada a produção de citocinas pró-inflamatórias, que ativam a produção de óxido nítrico 

por macrófagos, o qual é responsável pela eliminação intracelular do parasito. Em contraste, 

citocinas tais como IL-4 e TGF-β estão associadas à suscetibilidade parasitária (CHOI; 

REISER, 1998; RODRIGUES, et al., 2012a).  

Além disso, autores mostram que a produção de IL-4 reduz a morte de célula B em 

camundongos infectados com T. cruz  e bloqueia a diferenciação em plasmócitos, favorecendo 

o desenvolvimento de células B de memória, por via dependente da proteína galectina-3 

(ACOSTA-RODRÍGUEZ, et al., 2004). Dessa forma, o aumento da secreção de IL-4 após o 
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tratamento com a proteína rP21 pode ter um impacto na promoção de um ambiente imune 

adequado para a infecção por T. cruzi.  

Para melhor compreender a atividade da rP21 sobre o recrutamento de células 

inflamatórias, fizemos a dosagem bioquímica de duas enzimas: a N-acetil-β-d-glucosaminidase 

(NAG), enzima presente em lisossomos, produzida principalmente por macrófagos e 

geralmente utilizada em estudos para detectar acumulação e ativação de macrófago; e a 

mieloperoxidase (MPO), enzima sintetizada durante a diferenciação mielóide, servindo, 

geralmente, como indicador de neutrófilos ativados.  Inicialmente, nossos dados mostraram que 

a rP21 aumentou os níveis de MPO, sugerindo recrutamento de neutrófilos, enquanto a 

produção da enzima NAG se manteve inalterada (Figura 6 E-F). 

A partir desse resultado, buscamos verificar qual o efeito da proteína sobre o perfil de 

células inflamatórias encontradas nas esponjas, por meio da análise histológica dos insertos. O 

processo inflamatório normal esperado nesse modelo envolve aumento da resposta inflamatória 

geral, recrutamento de neutrófilos, linfócitos, presença de plasmócitos, sem o aparecimento de 

áreas de necrose tecidual (BAILEY, 1988). Entretanto, nas esponjas tratadas com E.B houve 

aumento da resposta inflamatória, linfócitos e necrose, o que sugere efeito danoso para o tecido 

durante a inflamação. Já no grupo tratado com rP21 não houve alterações na resposta 

inflamatória, houve discreto aumento de necrose e de forma contraditória aos resultados da 

produção das enzimas NAG e MPO, a proteína recrutou principalmente macrófagos (Tabela 

1).  

A contradição entre o aumento da expressão de MPO, mas não de neutrófilos no 

infiltrado leucocitário, na presença da rP21, pode ser explicada pela produção desta enzima por 

macrófagos e linfócitos (SUGIYAMA, et al., 2001). A mieloperoxidase catalisa a produção de 

ácido hipocloroso (HOCl) a partir de peróxido de hidrogênio e ânions cloreto e oxida a tirosina 

em radicais tirosil (TyrO). Esses radicais são citotóxicos para uma variedade de 

microrganismos. Contudo, MPO liberada no meio extracelular pode causar injúrias teciduais 

(DE ARAUJO, et al., 2013). Pesquisas relacionadas a aterosclerose humana, uma doença 

inflamatória crônica intimamente relacionada a doenças cardiovasculares, mostram que o 

HOCl, derivado da MPO produzida por macrófagos, pode induzir a descamação e a morte de 

células endoteliais, com estímulo à ativação e agregação plaquetária (SUGIYAMA et al., 2004).  

Com uma breve revisão da literatura é crível compreender que o processo inflamatório 

que caracteriza a CCC é acentuado durante a fase aguda da doença, mas está presente nas formas 

indeterminada e crônica da doença de Chagas. Assim, embora clinicamente silenciosa, a 

inflamação está continuamente presente (PEREIRA-BARRETO, et al., 1986; CARRASCO-

GUERRA, et al., 1987). Neste contexto, a constante presença de antígenos ou material 
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genômico de T. cruzi nos focos inflamatórios, em diferentes fases da infecção, tem sido 

verificado (JONES, et al., 1993; BELLOTI, et al., 1996; ZHANG; TARLETON, et al., 1999; 

PALOMINO; AIELLO; HIGUCHI, 2000; TARLETON, 2001). Estas observações nos 

fornecem uma base para supor que proteínas secretadas por T. cruzi, como potencialmente a 

P21, desempenham papel no início e na manutenção do processo inflamatório no tecido 

cardíaco chagásico.   

Assim, verificamos ainda, por analise histológica (coloração de azul de toluidina), a 

quantidade de mastócitos 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 mastócitos são células residentes normais da maioria dos órgãos e tecidos, 

incluindo o coração. Porém, a presença de mastócitos também está implicada em diversas 

disfunções cardiovasculares, como isquemia, infarto do miocárdio, miocardite, insuficiência 

cardíaca, doença cardíaca hipertensiva e fibrose relacionada ao transplante (BROWER; 

JANICKI, 2005; FRANCIS; TANG., 2006). Além disso, estudos in vitro e in vivo demonstram 

a presença de mastócitos em tecidos cardíacos infectados por T. cruzi. Entretanto, o mecanismo 

que leva ao aumento da presença de mastócitos nos tecidos infectados não é claro (ALMEIDA; 

PEREIRA; TAFURI, 1975; POSTAN, et al., 1994; MEUSER-BATISTA, et al., 2008).  

É sabido que a IL-4 promove a maturação, sobrevivência, proliferação e migração de 

mastócitos (OLSSON; TAUB; NILSSON, et al., 2004; KALESNIKOFF; GALLI, 2008). Nesse 

sentido, o aumento de mastócitos degranulados corrobora com aumento dos níveis de IL-4 

também detectados em esponjas tratadas com rP21. Assim acreditamos que a rP21 tem 

importância na configuração de células recrutadas durante o desenvolvimento da miocardite 

nos tecidos infectados por T. cruzi. 



51 
 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Análise do infiltrado inflamatório nos insertos dos diferentes grupos tratados 

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

Critério Histológico PBS E.B. rP21 

Resposta Inflamatória ++ +++ ++ 

Neutrófilos + +++ + 

Macrófagos ++ ++ +++ 

Linfócitos +++ +++ ++ 

Plasmócitos ++ + + 

Necrose _ ++ + 

Figura 6. rP21 aumenta a produção de IL-4 e promove a expressão de mieloperoxidase (MPO).  A. Gel de 

poliacrilamida demonstrando o padrão de bandas da proteína e extrato bacteriano (E.B.)  B e C. rP21 e E.B. 

reduzem a expressão de IL-1β e TNF-α; D. E.B. inibe a produção de IL-4, enquanto rP21 aumenta os níveis da 

citocina; E e F. rP21 induz aumento na produção da enzima mieloperoxidase (MPO), mas não de N-acetil-β-d-

glucosaminidase (NAG).; G. Alto número de mastócitos foram encontradas nos cortes histológicos (corados com 

azul de toluidina) tratados com rP21 em comparação a PBS e E.B. Os dados foram expressos como média ± desvio 

padrão de experimentos realizados em triplicata. As diferenças estatísticas foram determinadas por one-way 

ANOVA e Tukey’s para múltiplas comparações. Diferenças significativas foram consideradas quando P<0,05. 

PM: peso molecular expresso em quilo Dalton (kDa), sendo rP21 = 18kDa. 
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7.2 rP21 demonstra atividade anti-angiogênica e induz deposição de colágeno  

Com o intuito de observar os efeitos da rP21 sobre a angiogênese, durante o processo 

inflamatório, nós dosamos o conteúdo de hemoglobina encontrado nas esponjas comparando 

os diferentes grupos. Os resultados demonstraram que nos insertos tratados com rP21 houve 

diminuição nos níveis de hemoglobina (Figura 7 A). Este dado desencadeou a hipótese de um 

potencial papel anti-angiogênico da proteína de T. cruzi. Com o objetivo de confirmar esta 

hipótese, nós determinamos o número de vasos sanguíneos presentes em 40 campos de 2 cortes 

histológicos, em diferentes alturas do implante, por animal. As esponjas tratadas com rP21 

apresentaram redução do número de vasos em relação aos controles PBS e E.B. (Figura 7 B e 

D).  

O processo de angiogênese pode ser resumido pela degradação da membrana basal, 

migração celular em direção ao estímulo de crescimento, proliferação e formação do túbulo 

capilar, seguido de depósito de membrana basal, recrutamento de células acessórias como fibras 

elásticas (vênulas), ou musculatura contrátil (arteríolas).  Anormalidades endoteliais funcionais 

e estruturais são frequentemente observadas na CCC, culminando em acentuados distúrbios 

cardiovasculares como: diminuição do fluxo sanguíneo, isquemia focal, aumento da agregação 

plaquetária e níveis elevados de compostos que induzem a vasoconstrição, como tromboxano 

A2 e endoltina-1 (ROSSI, 1990; TANOWITZ, et al., 1990; ROSSI; GONÇALVES; RIBEIRO 

DOS SANTOS, 1994; MARIN-NETO, et al., 2007).  

A partir disso, acreditamos que a atividade anti-angiogênica promovida na presença da 

rP21 pode estar relacionada ao aumento da citocina IL-4 visto anteriormente.  Esta citocina faz 

com que macrófagos locais produzam altos níveis de tirosina quinase 1 solúvel (sFlt-1) e 

expressem um fenótipo arginase-1+ (M2), resultando na inibição da angiogênese (WU, et al., 

2015).  Neste contexto, a rP21 poderia impactar na isquemia microvascular, a qual amplifica a 

inflamação crônica no miocárdio durante a CCC. 

Por outro lado, é sabido que a fibrose também está presente no processo de cicatrização 

das lesões inflamatórias crônicas (BIOLO, et al., 2010). Dessa forma, investigamos a deposição 

de colágeno na cápsula 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 cardíaco é caracterizado pelo acúmulo de 

miofibroblastos, deposição de colágeno, remodelamento da matriz extracelular e aumento da 

rigidez tecidual, reduzindo assim a elasticidade e conformação do tecido de modo que prejudica 

a função do órgão (CHEN, et al., 2012; ZERR, et al., 2016). As vias de sinalização Wnt/β-

catenina/TGF-β são mediadores chaves para a ativação de fibroblastos e desempenham 

importante papel na condução de síntese anormal de matriz extracelular em doenças fibróticas 
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cardíacas. Além disso, foi visto que camundongos com hiperlipidemia aumentam o 

recrutamento de mastócitos ativados para o tecido cardíaco, induzindo aumento de fibrose 

cardíaca pela secreção de triptase e quimase, proteases intimamente relacionadas com ativação 

das vias de sinalização envolvendo Wnt/ β-catenina/ TGF-β (CHENG, et al., 2017). 

Assim, nossa hipótese é que o maior número de mastócitos degranulados se correlaciona 

com o aumento da deposição de colágeno, pelo mecanismo supracitado, na presença da rP21. 

Este cenário reforça a nossa teoria de que a P21 secretada por amastigotas no tecido cardíaco, 

participa ativamente do desenvolvimento de problemas cardiovasculares durante a infecção 

crônica por T. cruzi.  
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Figura 7. rP21 inibe angiogênese e aumenta a deposição de colágeno. A. Diminuição do conteúdo de 

hemoglobina em esponjas tratadas com rP21; B. Tratamento com a rP21 causou decréscimo do número de 

vasos comparado aos controles; C. rP21 aumentou a deposição de colágeno; D. Imagens representativas 

de cortes histológicos de esponjas coradas com HE; E. Imagens representativas de cortes histológicos de 

esponjas coradas com picrosirius red. Os asteriscos amarelos indicam a presença de vasos sanguíneos. As 

setas vermelhas indicam fibras colágenas. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de 

experimentos realizados em triplicata. As diferenças estatísticas foram determinadas por one-way ANOVA 

e Tukey’s para múltiplas comparações. Diferenças significativas foram consideradas quando P<0,05.  
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7.3 rP21 apresenta estabilidade biológica in vitro e in vivo 

No experimento anterior, utilizando as esponjas de poliéster, nós realizamos o 

tratamento com a P21 in situ. Assim, com o intuito de verificar se a rP21 poderia ser utilizada 

em tratamentos por via subcutânea, nós avaliamos a atividade proteolítica das proteínas do soro 

de camundongos saudáveis sobre a rP21 após 24 horas de incubação. Embora a rP21 apresentou 

uma discreta degradação após a incubação com o soro, verificamos que a degradação ocorreu 

devido a clivagem da tag de histidina, comprovada pela incubação da rP21 com trombina. 

Apesar desta alteração no perfil proteico, a incubação com o soro murino não provocou prejuízo 

da atividade pró-fagocítica da rP21 (Figura 8 A e B).  

Além disso, nós tratamos camundongos BALB/c com rP21 ou PBS e após 72 horas nós 

detectamos a presença da proteína no soro por ensaio de ELISA (Figura 8 C).  Esses resultados 

demonstram a estabilidade da proteína rP21 in vivo, corroborando com um trabalho anterior do 

nosso grupo de pesquisa, que demonstrou rápido renovelamento proteico após desnaturação 

pelo calor, sem prejuízo da atividade pró-fagocítica (DOS SANTOS, et al., 2014). 

 

 

 

Figura 8. Componentes do soro murino não interferem na atividade biológica 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 não inibiu atividade pró-fagocitica da rP21; C. Detecção da rP21 após 72 horas de 

tratamento em camundongo BALB/c. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de pelo menos 3 

experimentos independentes realizados em triplicata. As diferenças estatísticas foram determinadas por one-way 

ANOVA e Tukey’s para múltiplas comparações. Diferenças significativas foram consideradas quando P<0,05. 
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7.4 rP21 atua de maneira espécie-específica 

Após verificar a estabilidade da proteína, nós decidimos então, avaliar o papel espécie 

específico da P21 na infecção crônica por T. cruzi. Para isso, nós infectamos camundongos 

BALB/c com duas espécies distintas de protozoários intracelulares, pertencentes à mesma 

família Tripanosomatidae, L. (L) amazonensis e T. cruzi, e comparamos os efeitos biológicos 

causados pela rP21 durante e após 6 semanas (infecção crônica) em ambos os grupos infectados 

e nos grupos controles não infectados. 

Protozoários intracelulares utilizam a maquinaria da célula para se replicar, se 

“esconder” da resposta imune, e perpetuar o sucesso da infecção. Dessa forma, teria a P21 

importância na manutenção da infecção por T. cruzi?  

Para responder isso, camundongos BALB/ c foram divididos em 6 grupos: infectados 

com L. (L) amazonensis, T. cruzi ou não infectados e tratados com PBS ou rP21. Os parasitos 

foram inoculados por via subcutânea nas patas traseiras, e ao longo de 6 semanas após a 

infecção, os camundongos foram tratados em intervalos de 72 horas pela mesma via. Uma vez 

por semana nós medimos a altura e largura das patas de ambos os grupos infectados 

comparando com os grupos não infectados. Ao final do período, os camundongos foram 

eutanasiados e as patas, os linfonodos do poplíteo, baço e coração foram removidos para 

diferentes análises.    

Nós observamos que o tratamento com rP21 causou progressivo aumento das patas nos 

camundongos infectados com L. (L) amazonensis, entretanto, não houve alterações na área das 

patas dos grupos não infectados ou infectados com T. cruzi (Figura 9 A-D). Além disso, a 

análise histopatológica do tecido das patas e a medição da área do linfonodo demonstraram que 

nos camundongos infectados com L. (L) amazonensis e tratados com rP21 houve aumento do 

recrutamento de macrófagos, linfócitos, plasmócitos e de edema no tecido das patas. E ainda, 

aumento exacerbado da área do linfonodo do poplíteo. Em contraste, no grupo infectado com 

T. cruzi e tratado com rP21 houve aumento do edema no tecido das patas, mas não houve 

alterações nos outros parâmetros analisados. A área do linfonodo popliteal do grupo infectado 

com T. cruzi apresentou discreto aumento na presença de rP21 (Figura 9 E-G) (Tabela 2A).  

A análise histopatológica dos tecidos esplênicos dos camundongos infectados 

demonstrou que o tratamento com a proteína recombinante provocou aumento dos centros 

germinativos e edema. Porém, apenas no grupo infectado com T. cruzi e tratado com rP21 houve 

aumento da proliferação de linfócitos (Tabela 2B). Estes resultados corroboram com a 

atividade biológica da rP21, descoberta anteriormente, na indução da migração de macrófagos 

e neutrófilos in vitro, e, ainda, na quimiotaxia de leucócitos como, granulócitos, linfócitos e 
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monócitos 2-6 horas após inoculação intraperitoneal da proteína em camundongos não 

infectados (TEIXEIRA, et al., 2015). 

A análise da carga parasitária das patas dos camundongos infectados demonstrou a 

presença de parasitos em todos os animais independente do patógeno utilizado na infecção. Nos 

camundongos infectados com L. (L) amazonensis e tratados com rP21 houve aumento da carga 

parasitária em 10 vezes. Entretanto, surpreendentemente, nos camundongos infectados com T. 

cruzi, a rP21 teve um efeito inverso, diminuindo a carga parasitária (Figura 9 H-I).  

Dessa forma, até aqui, nossos demonstram que a rP21 causa efeitos distintos quando 

comparamos a infecção por ambos protozoários. Nossa hipótese é que a quimiotaxia de 

leucócitos promovido pela rP21 levou ao aumento da migração de células hospedeiras clássicas 

de Leihsmania, os macrófagos, para o tecido das patas infectadas por L. (L) amazonensis. E 

assim, favoreceu sua replicação, já que estes macrófagos recrutados estavam sensibilizados 

principalmente pela proteína e não pelo parasito.  

Por outro lado, citocinas de perfil Th2 induzem a conversão de L-arginina em ortinina, 

uma poliamina precursora de macrófagos arginase 1+ (perfil M2), que favorecem a replicação 

de protozoários intracelulares (DA SILVA, et al., 2002; MUXEL, et al., 2017). Além disso, é 

sabido também, que espécies do gênero Leishmania produzem sua própria arginase, o que 

contribui para o sucesso da infecção (DA SILVA, et a., 2012).  Assim, acreditamos que o 

aumento da produção de IL-4 causado rP21 pode favorecer a sobrevivência e a proliferação de 

L. (L.) amazonensis. Entretanto, a rP21 não tem o mesmo efeito sobre a infecção por T. cruzi, 

e parece inibir sua replicação. 

A partir desses dados a principal pergunta que surgiu foi: Será que a diferença observada 

na atividade da rP21 sobre a infecção por L. (L) amazonensis e T. cruzi foi devido às 

características intrínsecas às infecções? Já que a leishmaniose cutânea é uma infecção local e 

infecção por T. cruzi é mais sistêmica. Assim, decidimos investigar o tecido cardíaco. 
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Figura 9. rP21 favorece infecção por L. (L.) amazonensis, mas não por T. cruzi. A-C. rP21 promoveu maior 

crescimento das patas em camundongos infectadas com L. (L.) amazonensis em relação ao controle tratado com 

PBS. Média da área das patas não infectadas, infectadas com L. (L.) amazonensis e infectadas com T. cruzi, 

respectivamente; D. Imagem representativa do tamanho das patas entre os grupos tratados ou não com rP21; E-

G. Em camundongos BALB/c tratados com rP21 e infectados com L. amazonensis houve aumento da área dos 

linfonodos popliteais. Área dos linfonodos de animais não infectados, infectados com L. (L.) amazonensis e T. 

cruzi, respectivamente; H e I. Tratamento com a proteína recombinante aumentou a carga parasitária de patas 

infectadas com L. (L.) amazonensis e diminuiu em patas infectadas com T. cruzi, respectivamente. Os dados da 

carga parasitária foram determinados por PCR quantitativo em tempo real.  Gráficos representam média ± desvio 

padrão. Os ensaios foram realizados com n=5 animais/ grupo, em dois experimentos biológicos independentes.  

Barras de escalas representam 0,5 cm. As diferenças estatísticas entre PBS e rP21 foram determinadas pelo teste 

two-tailed Mann-Whitney. Diferenças significativas foram consideradas quando P<0,05. *P<0,05. 
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7.5 rP21 e a CCC 

 Para avaliar a atividade da P21 no desenvolvimento da CCC, a determinação da carga 

parasitária e a análise histopatológica do tecido cardíaco foram realizadas. Nossos resultados 

mostram que no coração, assim como nas patas, houve redução drástica da carga parasitária 

(50%) nos camundongos que receberam o tratamento com a rP21 (Figura 10 A).  

Por outro lado, a rP21 provocou aumento na deposição de colágeno (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 inflamação crônica, 

demonstrado anteriormente neste estudo. Um estudo minucioso sobre os mecanismos celulares 

que resultam em aumento da deposição de colágeno desencadeados pela P21 será realizado pelo 

nosso grupo de pesquisa. 

A análise histopatológica do tecido cardíaco mostrou que nos animais não infectados e 

tratados com a proteína recombinante ocorreu maior recrutamento de macrófagos e linfócitos. 

Já nos tecidos infectados e tratados com rP21 houve aumento da resposta inflamatória, edema 

e recrutamento de macrófagos, linfócitos, fibroblastos (Figura 10 E), (Tabela 2C).   

Em estudos previamente realizados pelo nosso grupo, foi visto que a rP21 possui 

atividade anti-angiogênica in vitro, no qual células tEND tratadas com a proteína inibiram sua 

proliferação e assim, não foram capazes de formar vasos fechados. E ainda, o tratamento com 

rP21 regulou, de forma dependente da ligação com o receptor CXCR4, a expressão de genes 

relacionados ao processo de vascularização (TEIXEIRA, et al., 2017). Neste estudo, nossos 

dados mostram que a rP21 reduziu também o número de vasos no tecido cardíaco infectado por 

T. cruzi (Figura 10 F-H).  

O receptor CXCR4 e seu ligante a quimiocina CXCL12 estão expressos em miócitos e 

fibroblastos cardíacos. A injúria no tecido cardíaco é marcada pela presença de células 

progenitoras que expressam CXCR4 e pelo recrutamento de células inflamatórias que auxiliam 

na reconstrução do tecido lesado (WEN, et al., 2012; DÖRING, et al., 2014). Assim, as 

atividades anti-angiogênica e inflamatória observadas na presença de rP21 poderiam ser 

explicadas pela atividade quimiotática da proteína e pela competição entre P21 e quimiocinas 

ligantes de CXCR4. Este cenário atrapalharia o reparo tecidual, favorecendo o aparecimento de 

dano cardíaco, 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 angiogênese é mais 

intenso nos animais infectados do que nos não infectados. Isto acontece, provavelmente, devido 

a presença da P21 nativa secretada por amastigotas dentro das células, que juntamente com o 
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tratamento com a rP21 potencializaram a atividade biológica da proteína, exacerbando as 

alterações teciduais.  

 

 

 

 

 

Figura 10. rP21 diminui carga parasitária no tecido cardíaco infectado com T. cruzi. A. rP21 reduz em 50% 

o número de parasitos no tecido cardíaco; B e C. rP21 aumenta a deposição de colágeno em comparação com 

PBS. Tecido não infectado e infectado, respectivamente; D. Imagem representativa da deposição de colágeno no 

tecido cardíaco nos dois grupos tratados; E. Imagem representativa do aumento dos focos inflamatórios no tecido 

cardíaco de camundongos tratados com rP21; F e G. rP21 tem efeito anti-angiogênico no tecido cardíaco. Gráficos 

representam a contagem do número de vasos em ambos tecidos, não infectado e infectado com T. cruzi, 

respectivamente; H. Imagem representativa dos vasos sanguíneos nos tecidos cardíacos. Barras de escala 

representam 50 µm. Setas pretas indicam deposição de fibras colágenas e setas azuis indicam vasos sanguíneos. 

As diferenças estatísticas entre PBS e rP21 foram determinadas pelo teste two-tailed Mann-Whitney. Diferenças 

significativas foram consideradas quando P<0,05. 
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(-) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso. 

*Células residentes não inflamatórias; C.D.: Crônica Difusa 

PB: Polpa branca; PV: Polpa vermelha 
 #Região perivascular 
 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Análise do infiltrado inflamatório nos diferentes tecidos e grupos tratados. 
 

Órgão 
Critérios 

histológicos 

Não infectado T. cruzi  L. amazonensis 

PBS rP21 PBS rP21 PBS  rP21 

(A) 

Tecido 

das patas 

Resposta inflamatória  - - C.D. (++) C.D. (++) C.D. (++) C.D. (+++) 

Neutrófilos - - - - - - 

Macrófagos +* +* ++ ++ ++ +++ 

Linfócitos  +* ++* ++ ++ ++ +++ 

Plasmócitos - - + + + ++ 

Células gigantes - - - - - - 

Necrose  - - - - - - 

Edema - - + ++ + ++ 

Fibroblastos +* +* +* +* ++* ++* 

Fibrose - - + + - - 

Adipócitos +* +* +* +* ++* ++* 

Órgão 
Critérios 

histológicos 

Não infectado T. cruzi  L. amazonensis 

PBS  rP21  PBS  rP21  PBS  rP21 

(B) 

Tecido 

esplênico 

Regiões PB PV PB PV PB PV PB PV PB PV PB PV 

Resposta inflamatória - - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Neutrófilos - - + + + + + + - - - - 

Macrófagos + + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Linfócitos   +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ 

Plasmócitos - - - - + + + + - - - - 

Células gigantes - - - - - - - - - - - - 

Megacariócitos - + - + - + - + - + - + 

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

Necrose - - - - - - - - - - - - 

Edema - - + + ++ ++ +++ +++ + + ++ ++ 

Fibroblastos - - - + - + - + - + - + 

Adipócitos - - - - - - - - - - - - 

Órgão 
Critérios 

histológicos 

Não infectado T. cruzi 

PBS  rP21 PBS  rP21 

(C) 

Tecido 

cardíaco 

Resposta inflamatória - - ++ +++ 

Neutrófilos - - - - 

Macrófagos +# ++# ++ +++ 

Linfócitos   +# ++# ++ +++ 

Plasmócitos - - - - 

Células gigantes - - - - 

Necrose - - - - 

Edema - - ++ +++ 

Fibroblastos +# +# + ++ 

Adipócitos - - - - 
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7.6 rP21 modula a replicação e o ciclo celular de T. cruzi 

Baseando nos dados obtidos até aqui, outras duas perguntas surgiram: o efeito biológico 

da P21 nos tecidos infectados com T. cruzi poderia ser explicado pelo aumento da resposta 

imune do hospedeiro, gerando inflamação e diminuindo a proliferação do parasito? E ainda, 

poderia a P21 ter ação direta no parasito modulando sua replicação?  

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 produção 

de anticorpos ao longo do tempo.  

Nossos resultados mostram que a partir da terceira semana anticorpos específicos contra 

P21 foram detectados. Entretanto, ao decorrer das semanas, não houve aumento na titulação 

dos anticorpos, uma vez que normalizamos os ensaios, de forma que se houvesse aumento, o 

índice 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 à presença da proteína, mas não de forma robusta. 

Estudos demonstram a importância dos anticorpos para sobrevivência do hospedeiro e 

eliminação de parasitos (CHOI; REISER, 1998). Brener 1986, propõe que anticorpos 

tripanolíticos produzidos durante uma infecção ativa são um dos principais mecanismos de 

controle da infecção por T. cruzi em murinos e humanos. Entretanto, durante a fase aguda da 

infecção, células B de camundongos mostram baixa reatividade a antígenos parasitários, in vitro 

(TARLETON; KUHN, 1985). Esta imunossupressão humoral observada pode ser devido ao 

fato de que a produção de células B policlonalmente ativadas, as quais produzem anticorpos 

não específicos e falham em se ligar a antígenos do parasito, supera o número de células B 

específicas (HAYES; KIERSZENBAUM, 1981).  

Além disso, células B isoladas na fase aguda da infecção, possuem uma reatividade 

prejudicada aos ativadores policlonais, indicando um possível efeito imunossupressor 

(KIERSZENBAUM; MORETTI; SZTEIN, 1993). Já foi demonstrado que linfócitos B 

estimulados apresentam expressão reduzida de receptores da interleucina-2 (IL-2R) na presença 

de tripomastigotas de T. cruzi (HERNANDEZ-MUNAIN, et al., 1993). Além disso, Zuniga, et 

al., 2000 demonstrou que a ativação de células B durante a infecção experimental aguda não é 

uma resposta generalizada. Outro estudo ainda, sugere que a imunossupressão pode ser causada 

por antígenos de T. cruzi (BRYAN, et al., 2010). Juntas, essas descobertas fornecem evidências 

para a coexistência de imunossupressão de células B e ativação policlonal durante a infecção 

por T. cruzi. 

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

ciclo celular de ambos os parasitos L. (L.) amazonensis e T. cruzi in vitro. Vimos que a rP21 
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não influenciou a replicação intracelular de L. (L.) amazonensis e não teve efeito algum sobre 

o ciclo celular deste parasito. Entretanto em T. cruzi a rP21 reduziu a replicação intracelular 

(Figura 11 B-C), o que foi confirmado pela análise do ciclo celular, no qual a proteína 

aumentou a fase G1 e reduziu a fase de síntese (S) (Figura 11 D-F).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. rP21 não induz elevada produção de anticorpos, mas demonstra atividade sobre a replicação 

e o ciclo celular de T. cruzi. A. Produção discreta de anticorpos inicia após a 3ª semana de tratamento com 

rP21; B e C. rP21 não tem atividade sobre a replicação de L. amazonensis, entretanto, diminui replicação de 

T. cruzi in vitro; D e E. rP21 não interfere no ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis, mas aumenta 

G1 e diminui S em epimastigotas de T. cruzi da cepa Y. Os dados representam a média ± desvio padrão de 9 

replicatas técnicas obtidas a partir de 3 experimentos biológicos independentes. As diferenças estatísticas entre 

PBS e rP21 foram determinadas por two-tailed Mann-Whitney. Diferenças significativas foram consideradas 

quando P<0,05. 
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Em trabalhos anteriores, demonstramos que a rP21 tem atividade pró-fagocítica, induz 

a invasão de protozoários e foi capaz de controlar a replicação intracelular in vitro 

(RODRIGUES, et al., 2012b; MARTINS, 2015). Assim, juntos nossos trabalhos demostram 

que a P21 desempenha um importante papel no início e ao longo da infecção por T. cruzi, 

modulando a injúria no tecido cardíaco e diminuindo a carga parasitária, ambas características 

da cardiomiopatia chagásica crônica (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Portanto, estamos diante de um mecanismo único utilizado pelo T. cruzi para garantir 

sua sobrevivência e à do hospedeiro. Descrito de forma inédita pelo nosso grupo de pesquisa, 

contribui para o melhor entendimento da patologia da doença de Chagas e de seu processo de 

cronificação.    

Figura 12. Proposta do papel da P21 no processo de cronificação da infecção por T. cruzi. Durante o 

processo de cronificação na infecção por T. cruzi há ausência de parasitemia, e uma porcentagem considerável 

dos indivíduos infectados desenvolvem problemas cardiovasculares, a cardiomiopatia chagásica crônica. Aqui 

nós propomos que a proteína P21 secretada pelas formas amastigotas presentes nos tecidos infectados, controla 

a replicação parasitária, aumenta a inflamação com consequente deposição de colágeno e ainda reduz o processo 

natural de formação de vasos sanguíneos. Assim, tem papel importante na continuidade da infecção e na 

sobrevivência do hospedeiro. Figura de TEIXEIRA, T.L. 
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7.7 Peptídeo ligante inibe atividades da P21 

A partir das atividades biológicas demonstradas pela rP21 no contexto da infecção por 

T. cruzi, decidimos utilizar um peptídeo sintético, a partir da descoberta de uma sequência de 

aminoácidos com alta afinidade pela proteína recombinante. O intuito de utilizar um peptídeo 

ligante da rP21 se justificou pela possibilidade deste peptídeo inibir as atividades biológicas da 

proteína. 

Assim, dois peptídeos foram utilizados nos experimentos a seguir. O P1 é um dos 

peptídeos que possuem alta afinidade pela rP21, já o P1S é um peptídeo irrelevante (controle) 

que apresenta o mesmo número de aminoácidos do P1, mas não possui afinidade pela proteína. 

 Primeiramente, fizemos ensaios de viabilidade celular e posteriormente, realizamos 

uma sequência de ensaios testando a capacidade inibitória do peptídeo sobre as atividades da 

rP21 já descritas. O P1 sozinho e em conjunto com a rP21 não provocou citotoxicidade em 

macrófagos (iMo), mas foi capaz de inibir a polimerização do citoesqueleto de actina induzido 

na presença de rP21 (Figura 13 A-C). Por outro lado, P1 não inibiu a atividade quimiotática 

da proteína, e sozinho também foi capaz de promover atividade quimiotática sobre os 

macrófagos (Figura 13 D e E). Para compreender melhor estes dados, nós pretendemos fazer 

uma predição dos sítios de ligação entre a rP21 e o P1. 

Os dados obtidos até aqui utilizando o P1 nos encorajaram a prosseguir com a 

investigação, uma vez que a nós acreditamos que a indução da polimerização de actina causada 

pela rP21 pode estar relacionada com a contenção da replicação intracelular do parasito, 

característico da infecção crônica.  E por outro lado, a não inibição da atividade quimiotática 

da rP21 pode ser um ponto favorável para a resposta inflamatória celular contra o parasito.  
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Assim realizamos um ensaio de angiogênese utilizando células endoteliais derivadas de 

hemangioma tímico murino (t-END) aplicadas sobre um matrigel (que contem moléculas da 

matriz extracelular) na presença de rP21 e/ou P1. Nossos resultados mostram que P1 não é 

tóxico para as células endoteliais e foi capaz de inibir completamente a atividade anti-

angiogênica da proteína recombinante (Figura 14 A-C). 

 

 

Figura 13. Peptídeo (P1) é capaz de inibir a polimerização de actina, mas não a quimiotaxia induzida na 

presença de rP21. A. Tratamentos não causam citotoxicidade em iMo; B e C. P1 inibe aumento da 

polimerização de actina causada pela rP21; D e E. P1 não inibe atividade quimiotática da rP21. Ctrl negativo 

representa células mantidas com meio DMEM não suplementadas com SFB; e o Ctrl positivo representa 

células que migraram em direção ao tratamento com meio DMEM + quimiocina SDF-1α. As setas brancas 

indicam os filamentos de actina marcados com faloidina-TRITC. Já as setas vermelhas indicam macrófagos 

que migraram em direção ao agente quimiotático. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de 

pelo menos 3 experimentos independentes realizados em triplicata. As diferenças estatísticas foram 

determinadas por one-way ANOVA e Tukey’s para múltiplas comparações. Diferenças significativas foram 

consideradas quando P<0,05. 
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Avaliamos ainda, o efeito do P1 sobre a invasão e a replicação de T. cruzi (cepa G). 

Vimos que o P1 sozinho tem atividade antiparasitária, sendo capaz de inibir a invasão do 

parasito, o que indica a inibição da P21 nativa, ou seja, aquela produzida pelo próprio parasito 

(Figura 15 A-C). Em estudos prévios (dados não publicados) vimos que as cepas de T. 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 infecção 

mais branda, com ausência de parasitemia. Sendo assim, a inibição do P1 sobre a invasão da 

cepa G está de acordo com a maior expressão da proteína. Por fim, na presença de P1 os 

parasitos replicaram mais após 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 utilização do peptídeo sobre a infecção por T. cruzi da cepa G in vivo. Nossa hipótese 

é que o tratamento com o P1 possa inibir a polimerização do citoesqueleto de actina da célula 

hospedeira e a modulação do ciclo celular do parasito, deixando o parasito mais exposto na 

corrente sanguínea.  Este cenário, juntamente com a quimiotaxia promovida pelo P1 poderia 

favorecer a ação da resposta imunológica nos parasitos extracelulares e diminuir as 

possibilidades de cronificação da doença.  

 

Figura 14. P1 é capaz de inibir a atividade anti-angiogênica induzida pela rP21. A. Tratamentos não 

causam citotoxicidade tEND; B e C. P1 não interfere na angiogênese e, na presença da rP21 inibe a atividade 

anti- angiogênica. As setas amarelas demonstram o efeito da P21 sobre as células endoteliais, as quais não 

conseguem formar vasos fechados. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de pelo menos 3 

experimentos independentes realizados em triplicata. As diferenças estatísticas foram determinadas por one-

way ANOVA e Tukey’s para múltiplas comparações. Diferenças significativas foram consideradas quando 

P<0,05. 
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Figura 15. P1 inibe a invasão e aumenta a replicação de T. cruzi em iMo. A. Tratamentos não causam 

citotoxicidade em T. cruzi após 72h; B e C. P1 inibe a invasão e a carga parasitária de T. cruzi em iMo. D. P1 

induz a replicação de T. cruzi em iMo. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de pelo menos 3 

experimentos independentes realizados em triplicata. As diferenças estatísticas foram determinadas por Kruskal-

Wallis e Dunn’s para múltiplas comparações. Diferenças significativas foram consideradas quando P<0,05. 
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8. Conclusões 

A partir dos dados obtidos nesse estudo podemos concluir que a rP21 promove a 

produção de IL-4, tem atividade quimiotática e inibe a angiogênese durante o processo de 

inflamação crônica. Além disso, possui estabilidade funcional na presença de soro murino. 

Apresenta atividade espécie específica na infecção por T. cruzi controlando a replicação 

parasitária, induzindo fibrose e inibindo a angiogênese no tecido cardíaco, indicando importante 

papel da rP21 no processo de cronificação. E ainda, não foi capaz de promover produção 

robusta de anticorpos ao longo de seis semanas de tratamento. 

Por fim, o peptídeo ligante da P21 (P1) não foi capaz de inibir a quimiotaxia de 

macrófagos. Entretanto, inibiu as atividades de polimerização do citoesqueleto de actina, anti-

angiogênica, invasão e de controle da replicação intracelular.  

Neste estudo descrevemos a importância da proteína P21 ao longo da infecção por T. 

cruzi. Demonstramos também, uma ferramenta com potencial de inibição das atividades da 

proteína, que poderá resultar em uma alternativa de controle na progressão da Doença de 

Chagas.  
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