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RESUMO

Trypanosoma cruzi é o agente etiologico da doencga de Chagas. Este parasito possui trés
estagios evolutivos: epimastigota, tripomastigota e amastigota. Em 2009, uma proteina
de 21kDa secretada por 7.cruzi foi identificada e caracterizada. Sua forma recombinante
(rP21), ¢ capaz de induzir fagocitose, tem alta capacidade quimiotatica, ¢
antiangiogénica, induz a polimerizacio do citoesqueleto de actina, indicando a
importancia do seu papel no sucesso da infecg¢do pelo parasita. Sendo assim, se torna
importante aprofundar os estudos em relagdo a rP21 e sua atuagdo na infecgdo por 7.
cruzi, para melhor entender os mecanismos envolvidos na doenca de Chagas. Com o
objetivo de analisar o papel da rP21 na fase aguda da infec¢do experimental por 7.
cruzi, neste trabalho foram analisadas a viabilidade de amastigotas intracelulares
quando tratadas com a rP21, produ¢do de P21 nativa em células tratadas com a citocina
IFN- v, analises histologicas como a contagem de ninhos de amastigotas, vasos
sanguineos e quantificagdo de colageno em tecido cardiaco de animais BALB/c tratados
ou ndo com a rP21. Os resultados nos mostram que rP21, diminui a viabilidade de
amastigotas intracelulares, multiplicacdo parasitaria, assim como a deposi¢cdo de
colageno tecido cardiaco em animais BALB/c. Concluimos, que a rP21 tem importante
papel no controle da fase aguda na infecg@o experimental por 7. cruzi, justificado pela
sua atuagdo na polimerizagdo do citoesqueleto de actina, mantendo os parasitas no
interior celular, evitando assim o dano causado pela liberacdo destes no ambiente

extracelular e, consequente ativagdo do sistema imune.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi;, rP21; Doenga de Chagas.
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1. INTRODUCAO
1.1 Consideracées Gerais

Trypanosoma cruzi pertence a Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae
e caracteriza-se morfologicamente por apresentar trés estagios evolutivos distintos:
epimastigota, tripomastigota e amastigota. O desenvolvimento de um estagio a outro ¢
um processo complexo, envolvendo mudangas ultraestruturais, antigénicas e
fisiologicas (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984).

O ciclo biologico de 7. cruzi € heteroxénico, envolvendo um hospedeiro
vertebrado (mamiferos de varias espécies, incluindo o homem) e um invertebrado
(vetor), representado por insetos hemipteros da Familia Reduvidae, cujos géneros de
maior importancia sdo Iriatoma, Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979). O
inicio do ciclo pode ocorrer quando o inseto triatomineo ingere formas tripomastigotas
juntamente com o sangue de um hospedeiro portador de 7. cruzi. Estes parasitas passam
entdo para o intestino médio do vetor, multiplicam-se como epimastigotas e no decorrer
de algumas semanas migram para o intestino posterior, onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos (VIANNA, 1911).

Ao picarem um novo vertebrado, os insetos defecam, depositando suas fezes e
urina com parasitas sobre a pele ou mucosas do hospedeiro. A penetracdo destes no
organismo pode se dar diretamente nas mucosas ou quando o individuo coga o local da
picada, provocando uma lesdo tecidual. A partir dai, os tripomastigotas metaciclicos
podem invadir uma variedade de tipos celulares, onde se diferenciam em amastigotas,
que comegam a se multiplicar apds um periodo de 20 a 30 horas (VIANNA, 1911).

No final da fase de multiplicacdo, quando a célula estd abarrotada de parasitas,
os amastigotas diferenciam-se novamente em tripomastigotas, que escapam das células
hospedeiras para os espagos intercelulares ou ganham a circulagdo. Estes
tripomastigotas, chamados tripomastigotas sanguineos, podem entdo invadir novos
macrofagos ou células de outros tecidos e orgdos do hospedeiro, ou serem ingeridos
pelo inseto durante seu repasto sanguineo. A descri¢do do ciclo de 7. cruzi no
hospedeiro vertebrado foi realizada por Gaspar Vianna (VIANNA, 1911) ao analisar a
necropsia de uma crianga que havia morrido na fase aguda da doenga de Chagas.
Durante muitas décadas, a doenca de Chagas foi uma doenga estritamente rural. No
entanto, as mudancgas socioecondmicas, o éxodo rural, o desmatamento e a urbanizagdo

transformaram o perfil epidemiolégico da doenga, tornando-a um fendmeno mais



urbano / periurbano. (WHO, 2017). No ciclo silvestre, parece haver um balango
ecologico entre o parasita, seus vetores e hospedeiros (BARRETO, 1979), enquanto que
o ciclo doméstico resulta do contato entre o homem e o vetor, provocado por
modifica¢des ecoldgicas e sociais no ambiente (DIAS, 1987).

A infecg@o por 7. cruzi possui apresentagdo clinica varidvel. A fase aguda inicial
dura cerca de 2 meses apoés a infeccdo. Durante a fase aguda, grande numero de
parasitas circula no sangue, mas na maioria dos casos os sintomas estdo ausentes ou
leves e inespecificos (WHO, 2017). Neste periodo, as formas amastigotas podem ser
vistas no interior de fibras cardiacas, células musculares lisas e esqueléticas, células
endoteliais, gliais, macrofagos e fibroblastos (TORRES, 1917).

Durante a fase cronica, os parasitas estdo escondidos principalmente nos
musculos cardiaco e digestivo. Até 30% dos pacientes sofrem de disturbios cardiacos e
até 10% sofrem de distirbios digestivos (geralmente aumento do esdfago ou colon),
alteragdes neuroldgicas. Em anos posteriores, a infeccdo pode levar a morte subita
devido a arritmias cardiacas ou insuficiéncia cardiaca progressiva causada pela

destrui¢do do musculo cardiaco e do sistema nervoso (WHO, 2017).

1.2 A P21 de Trypanosoma cruzi
Em 2009, Silva e colaboradores identificam uma proteina de 21 kDa secretada

por todas as formas evolutivas de 7. cruzi, a P21, que estd envolvida no processo de
invasdo celular por amastigotas e tripomastigotas metaciclicos. A sua forma
recombinante (rP21), adere a superficie de células HeL.a de maneira dose-dependente.
Quando utilizado anticorpos policlonais que se ligam a rP21, ha inibigdo da invasdo
celular por amastigotas e tripomastigotas metaciclicos in vifro, enquanto que a
utilizagdo da proteina recombinante a0 mesmo tempo que a incubacgio dessas formas do
parasita, aumenta a invasdo celular em células HeLa (SILVA et al., 2009).

Trabalhos recentes executados com a rP21, mostrou que a rP21 ¢ uma proteina
capaz de induzir fagocitose através da ligacdo ao receptor de quimiocinas CXCR4,
ativagdo da via PI3-quinase, local em que se da a indug¢do da polimerizagdo do
citoesqueleto de actina da célula. Esse mesmo estudo identificou alta atividade
quimiotatica da rP21, in vitro e in vivo. Esses resultados indicam que esta proteina tem
um papel importante na evasdo do parasita frente a resposta imunoldgica do hospedeiro

(RODRIGUES et al., 2012).



Quando se infecta patas de camundongos BALB/c com Leishmania amazonensis
e logo apos trata com rP21, € visto aumento da carga parasitdria comparado com o
grupo controle, além de aumento da inflamagdo local supostamente pelo recrutamento
de células fagociticas, uma vez que essas células sdo as principais hospedeiras de /.
amazonensis (TEIXEIRA, 2014). E ainda, a rP21 intensifica o recrutamento de
leucéeitos na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, comprovando o efeito
quimiotatico da proteina, através da sua ligacdo ao receptor CXCR4. Foi observado
também, uma alteracdo no perfil das células inflamatorias recrutadas, mudando de
polimorfonucleares para macrofagos e linfocitos durante o tratamento. Indicando um
perfil de recrutamento similar ao que se d4 ao longo de processos infecciosos no
organismo (MACHADQO, 2014). Esse trabalho tem como objetivo observar como a rP21
atua na fase aguda da Doenca de Chagas, em camundongos BALB/c e, e a possivel

atuagdo no controle da doenga na fase aguda.

2.0 Justificativa

Estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas com 7rypanosoma cruzi
em todo o mundo, principalmente na América Latina, onde a doenca de Chagas
continua a ser um dos maiores problemas de saide publica, causando incapacidade em
individuos infectados e mais de 10 000 dbitos por ano. Nas ultimas décadas, a infec¢do
foi cada vez mais detectada em paises onde a doenca de Chagas ndo ¢ endémica. A
presenca da doenga de Chagas fora da América Latina deve-se a mobilidade da
populagdo, principalmente migragdo, mas casos de infec¢do foram relatados entre os
viajantes que retornam da América Latina. A transmissdo também pode ocorrer por
transfusdo de sangue, meios congénitos e rotas de transplante (WHO, 2017).

Nao existe ainda, medicamento eficaz no tratamento da Doenca de Chagas que
ndo apresente efeitos colaterais. Entdo, t€ém sido analisados medicamentos existentes no
mercado para outras finalidades, na tentativa de encontrar uma droga a qual consiga
eliminar os parasitas de doencgas tropicais negligenciadas, como a Doeng¢a de Chagas,

visando a obten¢do de minimos efeitos colaterais (SIQUEIRA-NETO et al., 2012).



Considera-se que a proteina P21 tem importante papel na evasao do parasita e na
fase cronica da doenca de Chagas, em individuos infectados pelo parasita. Esse atributo
seria resultado da sua propriedade pro-fagocitica e sua funcdo na permanéncia do
parasita na célula. Além disso, a rP21 atua na indug@o da polimeriza¢do de actina em
modelos celulares, através de sua ligagdo ao receptor CXCR4, sugerindo que esta
proteina também pode se ligar a proteinas regulatorias do citoesqueleto no citoplasma
da célula hospedeira. E a maior polimerizagdo do citoesqueleto de actina pode estar
associado com a passagem da fase aguda para a fase cronica da doenga de Chagas, pois
o parasita fica dentro da célula hospedeira, diminuindo sua multiplicac¢do, através do
bloqueio fisico criado pela quantidade maior de filamentos de actina.

Além das atribui¢des durante a infecg@o parasitaria, a rP21 tem a capacidade de
inducdo a quimiotaxia em neutrdfilos, macréfagos e linfoceitos, sendo eficaz no aumento
da taxa de inflamagdo local. Analisamos nesse trabalho seu papel na infecgdo

experimental por Trypanosoma cruzi.

3. Objetivo Geral

Estudar o papel da P21 recombinante baseada na proteina nativa de 7. cruzi na

fase aguda da infec¢do experimental por Trypanosoma cruzi.

3.1 Objetivos especificos

- Dosar a producdo da P21 nas células C2C12 e M® peritoneais infectadas;

- Analisar o efeito da rP21 na viabilidade de amastigotas intracelulares

- Analisar o efeito da rP21 na infec¢do por 7rypanosoma cruzi, observando a
parasitemia, em camundongos BALB/c.

- Examinar a a¢do da rP21 na formag@o de vasos, em camundongos BALB/c infectados
por Trypanosoma cruzi.

- Investigar a atuacdo da rP21, na quantidade de ninhos de amastigotas encontrados no
tecido cardiaco de camundongos BALB/c infectados por 7rypanosoma cruzi.

- Examinar a agdo da rP21, na deposicio de colageno no tecido cardiaco de

camundongos BALB/c infectados por 7rypanosoma cruzi.



4. Material e Métodos

4.1 Cultura de células

Foram utilizadas células Vero obtidas a partir do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ), para manuten¢do do ciclo de Trypanosoma cruzi in vitro. Além disso,
também foram utilizados macréfagos peritoneais inflamatérios, retirados de
camundongos C57BL/6, apds 72 horas de estimulo com solugdo de tioglicolato 3%;
mioblasto C2C12, os quais foram adquiridos a partir do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ). Para cultivo de todas as células foi utilizado Dulbecco’s modified
Lagle’s medium-DMEM (Vitrocell/Embriolife), com L-glutamina (ZmM) e D-glicose
(4500 mg/L), bicarbonato de sodio (2000 mg/L), HEPES (2380 mg/L), piruvato de
sodio (1100 mg/L), suplementado com os antibidticos penicilina (60 mg/L),
gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L), e com soro fetal bovino-SFB
(Vitrocell/Embriolife) a 10%. As células foram mantidas em estufa umida a 37°C e 5%

de COZ.

4.2 Cultura de parasitos de células

Formas tripomastigotas e amastigotas da cepa Y de 7. cruzi foram mantidas em
células Vero, com meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Os parasitas foram
periodicamente inoculados em camundongos para manter a infectividade. Formas
epimastigotas foram obtidas por meio da incubag@o de tripomastigotas em meio LIT pH
7,2 por 18 horas. Os repiques de epimastigotas foram feitos duas vezes por semana para

crescimento e manuten¢do dos mesmos.

4.3 Purificacao da rP21
A purificagdo da proteina recombinante P21, foi realizada conforme descrito

previamente por SILVA et al., (2009). A rentabilidade e a qualidade da purificagdo
foram testadas por Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrilamide Gel Electrophoresis (SDS
— Page).



4.4  Analise da viabilidade dos amastigotas intracelulares
Macroéfagos peritoneais e mioblastos C2C12 foram plaqueados em placas de 6

pogos, onde os macrofagos foram semeados na quantidade de 1X106/p090 e as células

C2C12 na quantidade de 2X105/p090, e deixadas overnight para melhor adesdo.

No outro dia, as células foram infectadas por formas tripomastigotas de cultura
de tecido (TCT) da cepa Y de 7. cruzi, na quantidade de dez parasitos/célula. Apos 3
horas, os pogos foram lavados trés vezes com PBS e foi reposto o meio de cultura

contendo ou ndo a citocina IFN-y na concentragdo de 10 ng/ml.

Apds 96h, os pogos foram lavados trés vezes com PBS 1x e as células
desaderidas com a utilizagdo de cell scraper. Para lise das células e recuperacdo dos
amastigotas intracelulares, foram utilizadas seringas de insulina, acopladas a agulhas de
4,0 mm de comprimento x 0,23 mm de largura. Os amastigotas recuperados foram
analisados quanto a sua viabilidade pela analise da capacidade desses amastigotas se
diferenciarem em epimastigotas e se replicarem. Para isso, os amastigotas recuperados
foram colocados em meio LIT pH 7,2 e apoés 10 dias, houve a contagem dos

epimastigotas resultantes da diferenciagdo em camara de Neubauer.

4.5 Analise por ELISA da producio de P21

Macréfagos peritoneais € mioblastos C2C12 foram plaqueados e infectados
conforme descrito anteriormente (item 4.4), ap6s 96h as células foram mantidas em gelo
e lisadas com auxilio do tampao RIPA (Sigma- Aldrich). Foram realizados ELISAs

utilizando kit caseiro para dosagem da P21 nas amostras.

4.6 Analise in vivo dos efeitos do tratamento com rP21 na infeccio experimental
por Trypanosoma cruzi

Animais BALB/c, machos de seis a dez semanas, mantidos no CBEA/UFU,
foram infectados em tecido subcutdneo com 10° tripomastigotas de cultura de tecido
(TCT) da cepa Y. Os animais foram infectados os TCTs da cepa Y e tratamento
ocorreu nos dias 0,5 e 15 dias pos-infec¢do com a rP21. O protocolo de tratamento
utilizou 100pg de rP21/animal, a qual foi inoculada na regido subcutanea. Os grupos
foram compostos de 6 animais. Os controles foram: a) animais ndo infectados e tratados
com PBS; b) animais ndo infectados e tratados com rP21; c¢) animais infectados e

tratados com PBS.



Realizou-se a parasitemia sanguinea de dois em dois dias, onde foram
contabilizados o total de tripomastigotas sanguineos presentes em Sul. de sangue, por
meio da analise por microscopia optica. No 20° dia de infec¢do, os animais foram
sacrificados e os cora¢des foram coletados.

No coragdo foram realizadas diferentes analises histologicas. Dentre as analises
histologicas, foi realizada a avaliagdo de fibrose, contagem de vasos e de niumeros de
ninhos. Para isso, os orgdos retirados dos animais foram fixados em formaldeido
tamponado a 10% e incluidos em parafina. Para avalia¢do do reparo tecidual, as laminas
foram coradas com picrossirius para quantificagdo de colageno. Para avaliagdo de
namero de vasos e de ninhos, foi realizada coloragdo com hematoxilina e eosina. Foram
contados 25 campos por 6rgdo. Todas a imagens foram analisadas usando o software

ImageJ.

4.7 Normas de biosseguranca
Todos os procedimentos que foram realizados neste estudo, bem como a
utilizagdo de equipamentos, seguiram as normas de biosseguranga descritas por Mineo

et al. (2005).

4.8 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. A significancia dos
experimentos foi determinada pelo método ANOVA ou seu correspondente ndo
paramétrico, com pos-teste Bonferroni (ou Tukey), pelo GraphPadPrism (©2015
GraphPad Software, Inc.)) versdo 6.01. Os resultados foram considerados

estatisticamente significantes quando p<0,05.

5. Resultados

5.1 Analise da viabilidade dos amastigotas intracelulares

Os amastigotas intracelulares recuperados de células C2C12 e macrofagos
peritoneais foram analisados quanto a sua viabilidade pela anélise da capacidade desses
amastigotas se diferenciarem em epimastigotas e se replicarem. Os amastigotas
recuperados foram colocados em LIT pH 7,2 por 10 dias e entdo foram contados

utilizando uma cdmara de Neubauer. A citocina IFN- y, reduziu o numero de



amastigotas viaveis em C2C12 (Figura 1-A) e macrofagos peritoneais (Figura 1-B). Ja a

rP21 reduziu a viabilidade de amastigotas em macréfagos peritoneais (Figura 1-B).
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FIGURA 1- Andlise da viabilidade dos amastigotas intracelulares: (A) Células C2C12
foram infectadas ¢ tratadas com INF-y (10ng/ml) ¢ rP21 (40ug/ml) ¢ os amastigotas intracelulares foram
recuperados ¢ diferenciados em epimastigotas, os epimastigotas foram contados utilizando camara de
Neubauer. O tratamento com IFN-y reduziu a viabilidade dos amastigotas. (B) Macrofagos peritoneais
foram infectados ¢ tratados com INF-y (10ng/ml) ¢ P21 (40ug/ml ) ¢ quando recuperados os amastigotas
intracelulares, os epimastigotas foram contados utilizando cAmara de Neubauer. Foi possivel verificar
diminuicio da viabilidade de amastigotas em ambos os tratamentos.



5.2 Analise da producao de P21 por células infectadas com T. cruzi da cepa’Y

Com a inten¢@o de analisar a atuago da citocina INF-y, a qual causa ativagio da
célula e consequentemente um ambiente intracelular indspito ao parasita, na producio
de P21 por T. cruzi, C2C12 e macrofagos peritoneais foram infectados e tratados com
INF-y (10ng/ml). Foi possivel verificar que em células C2C12 infectadas, a citocina

aumenta a produgdo de P21 por 7. cruzi.
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FIGURA 2 - Analise da produgdo de P21 por células infectadas com T. cruzi da cepa

Y: ELISA para detecgdo de P21 nativa, realizado com extratos de células C2C12 e macrofagos
peritoneais com 96 horas de infec¢do por 7. cruzi da cepa Y. Pode ser observado o aumento da produgio
de P21 em C2C12 infectadas com TCT Y ¢ tratadas com IFN-y.
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5.3 Parasitemia dos animais

A fim de observar a atuagdo da rP21 na fase aguda da infecgdo por 7. cruzi em
animais BALB/c, foram realizadas parasitemias, as quais consistiram na contagem de
tripomastigotas sanguineos em microscopio optico, de dois em dois dias.

Como podemos observar na figura 3, o pico maximo de parasitos, ocorreu no 8°
dia de infec¢do. Observa-se que até o décimo terceiro dia (13°) de infec¢do ha maior
numero de parasitas na corrente sanguinea, no grupo tratado com rP21, sendo que apos
o décimo quinto dia (15°), foram encontrados maior nimero de parasitas no sangue de

animais tratados com PBS.

400 A

250+

== |nfectado + PBS

=#= |nfectado + rP21

200+

150

100

Tripom astigotas /5 gL de sangue

Dias pés-infecgéo

FIGURA 3 - Parasitemia dos animais: Contagem de parasitas em 1aminas com 5pl de sangue. Quando
os animais foram infectados ¢ tratados com P21, observamos maior quantidade de parasitas na corrente
sanguinea até o 13° dia de infecg¢do. A partir do 15° dia observamos maior quantidade de parasitas no sangue

dos animais infectados e tratados com PBS. Pico da parasitemia foi observado no 8° dia de infeccio.
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5.4 Contagem de Vasos sanguineos

Sabendo que a rP21 ¢ capaz de inibir a angiogénese, formacdo de novos vasos
sanguineos, € com intuito de analisar o efeito da rP21 na angiogénese em infec¢do
experimental. Na figura 4-A ¢ possivel observar a quantidade de vasos/mm? no tecido
cardiaco em animais tratados ou ndo com a proteina recombinante, apontando menor
quantidade de vasos em animais tratados com a rP21. Quando em animais infectados,
observa-se maior numero de vasos quando realizado o tratamento com a rP21. (B) Nao
infectado e tratado com PBS. (C) Nio infectado e tratado com rP21. (D) Infectado e
tratado com PBS. (E) Infectado e tratado com rP21. Setas em verde e azul apontando
Vasos.

I p=0.,0171 I p=0,0300 I
8007

Il Controle PBS
I controle rP21
B infectado PBS

Infectado rP 21

600
| p=0,0165 I

400+

Vasos/mm?

2004

FIGURA 4 - Contagem de vasos sanguineos: (A) Numero de vasos por mm?
Diferenca estatistica significativa entre os grupos nio infectados - PBS e ndo infectado - rP21,
indicando menor quantidade de vasos em animais tratados com a rP21. Quando em animais
infectados, observa-se maior numero de vasos quando realizado o tratamento com a rP21. (B)
Nio infectado e tratado com PBS. (C) Niao infectado ¢ tratado com rP21. (D) Infectado e tratado
com PBS. (E) Infectado ¢ tratado com rP21. Setas em verde ¢ azul apontando vasos. As imagens
foram obtidas através do Software ImageScope, foram aumentadas em 20x.
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5.5 Ninhos de amastigotas

Com o intuito de analisar a atuagdo da rP21 no controle da infeccao, através da
capacidade de polimerizar o citoesqueleto de actina. Foram contados o numero de
ninhos de amastigotas no tecido cardiaco de animais tratados ou ndo com a rP21. Na
figura 4-a, observa-se menor quantidade de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco
nos animais que foram tratados com arP21. Na figura 4-b, ¢ possivel observar os ninhos
de amastigotas no tecido cardiaco de animais tratados com PBS ¢ na figura 4-c,

observa-se ninhos de amastigotas no tecido cardiaco de animais tratados com a rP21.

A
1.5+
L p=0,0027 ; Hl infectado PBS
! ' 7 Infectado rP21
1.0+

Ninhos de amastigota/mm?

7 RSN
o

FIGURA 5 - Ninhos de amastigotas: Quantificagéo de ninhos de amastigotas por mm?. Hé diferenga estatistica
significativa entre os grupos infectados, tratados ou nfo com rP21, indicando menor quantidade de ninhos de
amastigotas quando tratados com rP21. (A) Infectado ¢ tratade com PBS (ninhos em quadrados azuis). (B) Infectado ¢
tratado com rP21 (ninho em quadrado verde).



5.6 Quantificacao de fibrose no coracao

12

A fim de analisar a atuagdo da rP21 na reparagdo tecidual em infecgdo

experimental por 7. cruzi, foi quantificado a area total de deposi¢do de colageno no

tecido cardiaco de animais infectados ou ndo e tratados ou ndo com a rP21.Na figura 5-

A, observa-se menor area de fibrose em animais infectados e tratados com a rP21. Na

figura 5-, tecido cardiaco de animal ndo infectado e tratado com PBS; figura 5-C,

tecido cardiaco de animal infectado e tratado com PBS. Observa-se grande area de

tecido com fibrose; Figura 5-D, tecido cardiaco de animal ndo infectado e tratado com

rP21; Figura 5-E, tecido cardiaco de animal infectado e tratado com rP21.
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FIGURA 6 - Andlise da area de fibrose no tecido cardiaco: (A) Observamos que os dois grupos
infectados (PBS e rP21 Infectado), apresentaram maior area de fibrose. O grupo infectado - PBS apresentou maior
fibrose quando comparado ao grupo infectado - rP21. (B) Grupo ndo infectado e tratado com PBS; (C) Infectado e
tratado com PBS; (D) Nao infectado e tratado com rP21; (E) Infectado e tratado com rP21.
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6.0 Discussio
6.1 Multiplicacio parasitaria

Estudos anteriores, em que foram feitos tratamentos com a rP21 em mioblastos
mostraram que houve uma diminuigdo significativa da multiplicagdo de 7 cruzi da cepa
G dentro das células (MARTINS, 2013). Isso corrobora com o0s experimentos de
viabilidade realizados neste trabalho, em que a rP21 diminuiu o numero de amastigotas
intracelulares da cepa Y viaveis recuperados de macrofagos peritoneais apos 96h, e o
numero de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco em animais tratados com a mesma.
A citocina IFN-y, mostra diminui¢do de amastigotas intracelulares recuperados também
em macrdfagos peritoneais e mioblasto C2C12.

O fato da multiplicagdo dos parasitas ter diminuido com os tratamentos
realizados com IFN- y e rP21, pode ser devido a capacidade destas em aumentar a
polimerizagdo do citoesqueleto de actina nas células. Conforme o parasita se multiplica,
ocorre um afrouxamento do citoesqueleto de actina, culminando na despolimerizagdo e
o resultado ¢ a multiplicagdo dos parasitas sem que haja barreiras fisicas (MOTT et al.,
2009). Assim, a formagdo de uma barreira fisica com o citoesqueleto de actina poderia
atuar no impedimento da multiplicaggo intracelular do parasita.

Outra explicagdo para o tratamento com IFN-y e a rP21 diminuirem a
multiplicagdo dos parasitas, pode ser devido ao fato desses tratamentos induzirem a
producdo de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio nas células (MARTINS,
2015), que atuam como mediadores na eliminacdo de patdgenos e sdo sabidamente
ativados por IFN- vy (BOGDAN, 2001). Além disso, foi observada in vivo a diminuigio
de ninhos de amastigotas em tecido cardiaco de camundongos BALB/C, quando
infectados e tratados com rP21, mostrando mais uma vez que rP21 possui papel
significativo no controle da infec¢do por 7. cruzi. Nesse estudo, a citocina IFN- vy

mostrou-se capaz de aumentar a produgdo de P21 nativa em células C2C12.

6.2 Angiogénese

O desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir de outros vasos ¢

chamado de angiogénese e tem importante fungdo nos processos patologicos e
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fisiologicos (POTENTE et al., 2011). A angiogénese pode ser inibida de varias
maneiras, como regulacdo negativa de fatores de crescimento, interagdo direta de uma
proteina com células endoteliais interferindo com integrinas, degradacdo de
componentes da matriz extracelular (AVRAAMIDES et al.,2008).

De acordo com a literatura, a rP21 tem capacidade elevada de inibir angiogénese
e tal inibicdo regulada pela rP21 € realizada por uma interagdo direta com as células
endoteliais via receptor CXCR4 (TEIXEIRA et al., 2017). Nesse estudo, a rP21 inibiu a
formag@o de vasos, quando ndo infectados. Curiosamente, quando infectados e tratados
com a rP21 houve maior numero de vasos em relagdo aos animais tratados com PBS.
Resultado que pode ser explicado pela menor area fibrose no tecido cardiaco quando
realizado o tratamento com a rP21. Havendo menos tecido danificado pela infecg@o,
inferimos que se tem menor reparagdo tecidual e, consequentemente, menor deposi¢io

de colageno total no 6rgéo.

7.0 Conclusio

Nesse estudo observamos que a rP21 reduz danos causados pela infecgdo de 7.
cruzi no tecido cardiaco em animais BALB/c, justificado pela sua atuagdo no aumento
da polimerizag@o do citoesqueleto de actina, mantendo os parasitas dentro da célula,
evitando assim o dano causado pela eclosdo desses. Além disso, demonstramos que a
P21 tem importante papel no controle da infec¢do experimental por 7.cruzi, uma vez
que diminui também a viabilidade de amastigotas intracelulares e a multiplicagdo

parasitaria e o numero de ninhos de amastigotas.



15

8.0 Referéncias Bibliograficas

AVRAAMIDES, C.J.; GARMY- SUSINI, B.; VARNER, J A. Integrins in angiogenesis
and lymphangiogenesis. Nat. Rev. Cancer, v. 8, p.604-617, 2008.

BARRETO, M. P. Trypanosoma cruzi e Doenga de Chagas. (Brener, Z., Andrade, Z. A.
Eds.) Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, p. 89 -151, 1979.

BORGES, B. C. Caracterizagio das atividades bioldgicas da proteina recombinante P21
de Trypanosoma cruzi sobre linhagem celular tumoral de mama in vitro. Dissertacio de
mestrado. Programa de Pds-graduagdo em Biologia Celular e Estrutural Aplicadas.
UFU. Uberlandia, 2015.

BRENER, Z. Biology of Trypanosoma cruzi. Annu.Rev. Microbiol, v.27, p. 347 — 382,
1973.

DE SOUZA, W. Cell biology of Trypanosoma cruzi. Int. Rev. Cell Biol, v.86, p. 197 —
283, 1984.

DIAS, J.C.P. Control of Chagas disease in Brazil. Parasitology Today, v.3, p. 336-341,
1987.

MACHADO, F. C. Galectina-3, AFAP1-L1 ¢ WASP na invasdo e multiplicagdo de
Trypanosoma cruzi e caracterizagdo biologica da proteina P21-Hisg. Dissertacio
(Mestrado) - Programa de Po6s-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas.
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG. 65f. 2014.

MARTINS, F.A. Citocinas, citoesqueleto de actina e a P21 de 7Trypanosoma cruzi na
multiplicagdo intracelular do parasito in vitro. Dissertacio (Mestrado) — Programa de
P6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural Aplicadas. Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG. 80f. 2015.

MARTINS, F.A. Estudos biologicos da P21 de 7Trypanosoma cruzi e seu efeito na
multiplicagdo parasitaria. Monografia (Graduacio). Instituto de Biologia — Curso de
Ciéncias Biologicas, modalidade Bacharelado. 52f, 2013

MOTT, A. et al. Modulation of Host Cell Mechanics by 7rypanosoma Cruzi. J. Cell.
Physiol. v. 218, p. 315-322, 2009.

POTENTE, M.; GERHARDT, H.; CARMELIET, P. Basic and therapeutic aspects of
angiogenesis. Cell, v. 146, p. 873-887, 2011.



16

RODRIGUES, A. A. et al. A Recombinant Protein Based on Trypanosoma cruzi
P21Enhances Phagocytosis, Plos One, v. 7, n. 12, 2012b.

SAOSA, J. S. S.; SILVA, G. K. et al. IFN-c Plays a Unique Role in Protection against
Low Virulent Trypanosomacruzi Strain, Plos Neglected Tropical Disease, v. 6, n. 4,
April 2012,

SILVA, C. V.; KAWASHITA, S. Y.; PROBST, C. M., et al. Characterization of a 21
kDa protein from T7rypanosoma cruzi associated with mammalian cell invasion.
Microbes and Infection, v. 11, p. 563-570, April 2009.

SIQUEIRA-NETO, J. L.; MOON, S.; JANG, J, et al. An Image-Based High-Content
Screening Assay for Compounds Targeting Intracellular Leishmania donovani

Amastigotes in Human Macrophages. Plos neglected tropical diseases. v.6, p. €1671,
June 2012.

TEIXEIRA, S. C. et al. Mechanistic Insights into the Anti-angiogenic Activity of
Trypanosoma cruzi Protein 21 and its Potential Impact on the Onset of Chagasic
Cardiomyopathy. Scientific Reports, v. 7, 2017.

TEIXEIRA, T. L. Proteinas relacionadas ao citoesqueleto e vias de sinalizagdo envol-
vidas no trafego intracelular de Leishmania amazonensis: efeito da pro- teina P21-His6
de Trypanosoma cruzi em infeccdo por Leishmania amazonensis in vivo. Dissertacio
de Mestrado. Programa de Pos-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas.
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, 111p. 2014..

TORRES, M. Estudo do miocardio na moléstia de Chagas (forma aguda). [- Alteracdes
da fibra muscular cardiaca. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v. 9, p. 114 — 139, 1917.

VIANNA, G. Contribui¢do para o estudo da anatomia patoldgica da “Moléstia de
Carlos Chagas”. Esquizotripanose humana ou tireoidite parasitaria. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz, v. 3, p. 276 — 293,1911

World Health Organization (WHO) The World Health Report 2017: Reducing Risk,
Promoting Healthy Life. Geneva: World Health Organization, 2017.



