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RESUMO 

Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado e agente etiológico da doença de Chagas. 

Estima-se a existência de 6 a 7 milhões de pessoas infectadas no mundo, sendo a 

cardiopatia chagásica a principal manifestação da doença. A Galectina-3 (Gal-3) é uma 

das proteínas do hospedeiro que tem a expressão aumentada durante a infecção. Esta 

proteína pertence à família lectina, apresenta afinidade a carboidratos contendo β-

galactosídeos e está envolvida em vários eventos biológicos como adesão celular, 

regulação do ciclo celular, apoptose, sinalização intracelular e resposta imunológica. Já a 

P21 é uma proteína secretada por T. cruzi, está relacionada com a evasão do parasito da 

resposta imunológica do hospedeiro e garante a permanência de T. cruzi no ambiente 

intracelular. A partir disso, o objetivo do estudo foi avaliar as atividades biológicas da 

Gal-3 e P21 recombinante (rP21) durante a infecção por T. cruzi. Nesse sentido, células 

Wild-Type (WT), galectina-3 knockout (Gal-3 KO) e galectina-3 knockdown (Gal-3 KD) 

infectadas por T. cruzi foram utilizadas para análise de multiplicação intracelular, lise 

celular e número de parasitos extracelulares. Nossos dados demonstraram que a ausência 

ou expressão reduzida de Gal-3 resultou em altas taxas de replicação intracelular, maior 

lise celular e maior número de parasitos extracelulares. Posteriormente, camundongos 

WT e Gal-3 KO foram infectados por 90 dias e o tecido cardíaco retirado para coloração 

com Picrosirius Red e RT-PCR em tempo real. Comparando estes grupos, observamos 

maior fibrose nos animais Gal-3 KO infectados. Além disso, utilizando a metodologia de 

RT-PCR notamos a diminuição da expressão do receptor de quimiocina CXCR4 nestes 

animais. Observado esse cenário, testamos a relação da menor expressão de CXCR4 e as 

principais atividades biológicas do receptor que estão relacionadas ao controle da 

infecção. Para isso utilizamos a rP21, que se liga ao receptor CXCR4 e ativa a via de 

sinalização PI3K, e assim exerce diversas funções como indução de polimerização do 

citoesqueleto de actina, atividade pró-fagocítica e quimiotática. Macrófagos peritoneais 

WT e Gal-3 KO tratados ou não com rP21 foram usados para análise de polimerização de 

actina em citômetro de fluxo por meio de marcação com faloidina-TRITC, ensaio de 

quimiotaxia utilizando sistema de Transwell e ensaio de multiplicação parasitária. Vimos 

que a ausência da Gal-3 levou a redução da polimerização de actina e quimiotaxia, 

provavelmente pela expressão reduzida do receptor CXCR4 nestas células. Estudamos 

ainda, por meio de ELISA soros positivos para infecção por T. cruzi e vimos que estes 

podem apresentar anticorpos específicos contra a P21. Além disso, a rP21 é uma proteína 



promissora para desenvolvimento de alvos terapêuticos durante a fase aguda de intensa 

multiplicação parasitária, podendo ser estudada para esses fins, pois além de não 

apresentar citotoxicidade não promoveu formação de coágulo em plasma. Portanto, 

relatamos a importância da Gal-3 do hospedeiro e da P21 de T. cruzi para polimerização 

de actina, recrutamento de células e controle da multiplicação parasitária. Dessa forma, 

esses componentes beneficiam tanto o hospedeiro quanto o parasito, pois diminuem a 

multiplicação intensa, garantem a sobrevivência do hospedeiro e favorecem a 

perpetuação parasitária. 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Galectina-3, proteína recombinante P21 

  



ABSTRACT 

Trypanosoma cruzi is a flagellate protozoan and etiological agent of Chagas' disease. It 

is estimated the existence of 6 to 7 million infected people in the world, being the Chagas' 

heart disease the main manifestation of the disease. Galectin-3 (Gal-3) is one of the 

proteins that has increased expression during infection. This protein belongs to the lectin 

family, has affinity for carbohydrates containing β-galactosides and is involved in several 

biological events such as cell adhesion, cell cycle regulation, apoptosis, intracellular 

signaling and immune response. P21 is a protein secreted by T. cruzi, is related to the 

parasite evasion of the host immune response and guarantees the permanence of T. cruzi 

in the intracellular environment. From this, the aim of this study was to evaluate the 

biological activities of Gal-3 and recombinant protein P21 (rP21) during T. cruzi 

infection. In this sense, Wild-type (WT), galectin-3 knockout (Gal-3 KO) and galectin-3 

knockdown (Gal-3 KD) cells infected with T. cruzi were used for analysis of intracellular 

multiplication, cell lysis and number of extracellular parasites. The data presented here 

demonstrated that the absence or reduced expression of Gal-3 resulted in high 

intracellular replication rates, increased cell lysis and increased number of extracellular 

parasites. Subsequently, WT and Gal-3 KO mice were infected for 90 days and cardiac 

tissue was removed for staining with Picrosirius Red and RT-PCR in real time. 

Comparing these groups, we observed increased fibrosis in infected Gal-3 KO animals. 

In addition, using the RT-PCR methodology we noted the decrease in the expression of 

the CXCR4 chemokine receptor in these animals. Observed this scenario, we tested the 

relationship of the lower expression of CXCR4 and the main biological activities of the 

receptor related to infection control. For this, we used the rP21, which binds to the 

CXCR4 receptor and activates the PI3K signaling pathway, and thus exerts several 

functions such as induction of actin cytoskeleton polymerization, prophagocytic and 

chemotactic activity. WT and Gal-3 KO peritoneal macrophages treated or not with rP21 

were used for actin polymerization analysis on flow cytometer by phalloidin-TRITC 

labeling, chemotaxis assay using Transwell system and parasite multiplication assay. We 

have seen that the absence of Gal-3 led to the reduction of actin polymerization and 

chemotaxis, probably due to the reduced expression of the CXCR4 receptor in these cells. 

We studied by ELISA the positive sera for infection by T. cruzi and we observed that 

these can present specific antibodies against P21. In addition, rP21 is a promising protein 

for the development of therapeutic targets during the acute phase of intense parasitic 



multiplication. It can be studied for these purposes, as it did not present cytotoxicity and 

did not promote the formation of a clot in plasma. Therefore, we report the importance of 

the host Gal-3 and the T. cruzi P21 for actin polymerization, cell recruitment and parasite 

multiplication control. Thus, these components benefit both the host and the parasite, 

since they decrease the intense multiplication, guarantee the survival of the host and favor 

the parasitic perpetuation. 

Keywords: Trypanosoma cruzi, Galectin-3, recombinant protein P21 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Trypanosoma cruzi 

Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado e agente etiológico da doença de 

Chagas, sua classificação o inclui na ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. 

Este parasito apresenta três estágios evolutivos distintos: epimastigota, tripomastigota e 

amastigota (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984); e ciclo de vida heteroxênico, alternando 

entre hospedeiro vertebrado (mamíferos de várias espécies) e invertebrado (vetor). Os 

vetores são insetos hemípteros da família Reduvidae, sendo os principais gêneros: 

Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979).  

 O ciclo de vida (Figura 1) inicia quando o vetor ingere formas tripomastigotas de 

um hospedeiro portador de T. cruzi durante o repasto sanguíneo.  Formas tripomastigotas 

passam para o intestino médio do inseto e multiplicam-se como epimastigotas, que após 

algumas semanas migram para o intestino posterior, onde se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos. Ao fazer um novo repasto sanguíneo os vetores defecam 

em um vertebrado e juntamente com as fezes e urina, os parasitos são depositados na pele 

ou mucosas. Quando os parasitos são depositados na mucosa a penetração ocorre 

diretamente, no entanto quando são depositados sobre a pele é necessária uma lesão 

tecidual para que ocorra a penetração, como por exemplo, o ato de coçar o local da picada. 

Dessa forma, tripomastigotas metacíclicos podem invadir várias células e se diferenciar 

em amastigotas, que após 20 a 30 horas começam a se multiplicar. Quando a célula está 

cheia de amastigotas, estes se diferenciam em tripomastigotas e saem da célula hospedeira 

para o espaço intercelular ou circulação sanguínea. Esses tripomastigotas, chamados 

tripomastigotas sanguíneos, são capazes de invadir macrófagos e novas células de vários 

tecidos e órgãos do hospedeiro, ou serem ingeridos pelo vetor durante o repasto sanguíneo 

dando continuidade ao ciclo (VIANNA, 1911).  
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Figura 1. Esquema representativo do ciclo de vida de T. cruzi em hospedeiros invertebrados e 

vertebrados. Fonte: Figura adaptada de DOS SANTOS, M.A., 2017. 

 

Além da transmissão vetorial clássica, a doença de Chagas pode ser transmitida 

por meio de transfusão sanguínea, transmissão congênita, acidentes laboratoriais, 

transplante de órgãos e por via oral (DIAS, 1992).  No Brasil, vários relatos de surtos de 

contaminação oral pela ingestão de açaí in natura e/ou caldo de cana-de-açúcar têm sido 

notificados às autoridades sanitárias do país, que alertam para uma vigilância e controle 

maior na manipulação e comercialização destes produtos (STEINDEL et al., 2008; 

MARTINS-MELO et al., 2014). 

Cepas de T. cruzi apresentam heterogeneidade biológica, genética e bioquímica 

(REVOLLO et al., 1998; MACEDO et al., 2004; FREITAS et al., 2006). A espécie é 

subdividida em 7 unidades discretas de tipagem (Discrete Typing Units- DTUs) ou 

genótipos, T. cruzi I a VI e Tcbat, conforme padrão genético, bioquímico e presença de 

marcadores biológicos. As subpopulações exibem diferenças em relação a parasitemia, 

tropismo celular, patogenicidade, interação com células e resposta imune do hospedeiro 

(ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012; LIMA et al., 2015). 

Figura 1 
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TcI, TcII, Tc V e TcVI são os principais agentes da doença de Chagas humana na 

América, e são capazes de causar cardiomiopatia.  O genótipo TcI pode ser representado 

pela cepa G, que possui alta infectividade in vitro e não induz infecção patente in vivo. Já 

os genótipos TcII e TcVI, exemplificados respectivamente pelas cepas Y e CL, possuem 

maior infectividade in vivo (ZINGALES et al., 2012; MAGALHÃES et al., 2015). 

 

1.2 Interação patógeno-hospedeiro 

A interação patógeno-hospedeiro envolve vários processos, entre eles a ligação e 

o reconhecimento do parasito à superfície da célula, seguida por uma cascata de 

sinalização que culmina na internalização celular (ANDRADE e ANDREWS, 2005; 

BURLEIGH, 2005; YOSHIDA, 2006).  

A entrada do T. cruzi na célula hospedeira pode ocorrer por três mecanismos 

distintos. A primeira via é a via dependente de lisossomos, que ocorre em cerca de 20% 

dos processos de internalização. Este mecanismo é iniciado pela sinalização de aumento 

transitório e localizado dos níveis de Ca+, seguida do recrutamento e fusão de lisossomos 

no local de adesão do parasito, onde a exocitose localizada de lisossomos fornece 

membrana para o vacúolo parasitóforo ácido. A segunda alternativa é a via dependente 

de actina, na qual os parasitos entram na célula hospedeira através de uma expansão da 

membrana plasmática que culmina na montagem de um vacúolo parasitóforo, com fusão 

de lisossomos intracelulares. Outro processo de internalização é a via independente de 

lisossomos, na qual os parasitas internalizam nas células através de invaginações da 

membrana plasmática que acumulam PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate), 

produto da ativação de PI3K (TARDIEUX et al., 1992; RODRIGUEZ et al., 1999; 

BURLEIGH, 2005; DE SOUZA et al., 2010).  

Uma vez dentro da célula hospedeira, tripomastigotas estão contidos em um 

vacúolo parasitóforo delimitado por membranas, que surge a partir de lisossomos, ou que 

se funde posteriormente a eles (TARDIEUX et al, 1992; WOOLSEY et al, 2003). Dentro 

deste vacúolo, um processo de diferenciação do parasito é iniciado, e estes começam a 

sair para o citoplasma da célula hospedeira após 8 horas de invasão. Depois de cerca de 

24 horas do momento de internalização, as formas amastigotas totalmente diferenciadas 
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começam a se dividir no citoplasma uma vez a cada 12 horas por 3 a 5 dias até a ruptura 

da célula e liberação de parasitos (LEY et al., 1990; MOTT et al., 2009). 

 

1.3  Resposta imune na infecção por T. cruzi 

O controle da infecção por T. cruzi, tem o envolvimento da resposta imune inata 

e adaptativa e de vários tipos celulares incluindo células Natural Killer (NK), linfócitos 

T CD4+, T CD8+ e macrófagos, bem como de anticorpos produzidos por linfócitos B 

(BRENER e GAZZINELLI, 1997; DOS REIS, 1997; GOLGHER e GAZZINELLI, 

2004). 

Os receptores Toll-like (TLR) são um tipo de receptor de reconhecimento padrão 

(PRR), os quais estão presentes em todas as células do sistema imune inato e são capazes 

de reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMP) de T. cruzi. Uma vez 

que ocorre ativação de TLR, há o recrutamento de proteínas intracelulares, com posterior 

ativação de fatores de transcrição e expressão de genes envolvidos na resposta 

inflamatória, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interferon-γ (IFN-γ) e 

Interleucina-12 (IL-12), visando o controle da replicação do parasito (JANEWAY, 1998; 

ABBAS et al., 2002; CAMPOS e GAZZINELLI, 2004; GAZZINELLI e DENKERS, 

2006).  

A produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas, por sua vez, recrutam 

células fagocíticas para o tecido infectado, as quais são importantes no controle inicial da 

infecção e modulação subsequente da resposta imune adaptativa (TAKEUCHI e AKIRA, 

2010). A IL-12 é uma citocina produzida principalmente por macrófagos, sendo capaz de 

atuar em células NK da resposta imune inata e em linfócitos T da resposta imune 

adaptativa, e induzir a produção de IFN-γ e TNF-α nessas células (MICALLEF et al., 

1996; WATFORD et al., 2003). As citocinas IFN-γ e TNF-α podem induzir a enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS), presente em macrófagos, a sintetizar óxido nítrico 

(NO), composto tóxico que pode causar a morte de patógenos intracelulares ou inibir sua 

multiplicação (GAZZINELLI et al., 1992; ABEL et al., 2001; PAVANELLI e SILVA, 

2010; ABEL et al., 2014).  

Estudos demonstraram que amastigotas da cepa G são altamente infectivos in 

vitro, mas não desenvolvem infecção patente in vivo devido sua sucetibilidade à produção 
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de IFN-γ por células do sistema imune. Camundongos deficientes em IFN-γ e IL-12 

apresentaram alta parasitemia. Esses dados são relevantes no sentido de compreender 

comportamentos diversos em diferentes grupos de T. cruzi in vitro e in vivo 

(RODRIGUES et al., 2012b). TLRs tem um papel crítico na resistência do hospedeiro à 

infecção, associada à produção de citocinas como IL-12 e IFN-γ, as quais dirigem a 

resposta imune protetiva, com perfil Th1 (CAMPOS e GAZZINELLI, 2004). 

Com a multiplicação intracelular e lise da célula hospedeira, o T. cruzi atinge a 

corrente sanguínea e torna alvo do sistema complemento. Este sistema é constituído de 

proteínas solúveis que são capazes de interagir com estruturas do parasito e ativar cascata 

de proteases que levam a formação do complexo de ataque a membrana (MAC) e lise do 

patógeno (CARDOSO et al., 2016). Entretanto, T. cruzi possui moléculas que atuam 

bloqueando ou neutralizando as etapas iniciais das vias do complemento (OSORIO et al., 

2012; CESTARI et al., 2013). 

T. cruzi expõe simultaneamente várias proteínas antigênicas de superfície, como 

mucinas e trans-sialidades, codificadas por famílias multigênicas altamente polimórficas 

(TARLETON, 2015). A coexpressão desta variedade antigênica 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). 

Antígenos de T. cruzi na célula hospedeira tornam-se disponíveis para a 

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

meio da via endógena (JUNQUEIRA et al., 2010). A apresentação promove resposta de 

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

evento ocorre de forma tardia após 5 a 6 dias de infecção, coincidindo com o ciclo de 

replicação. O atraso acontece devido a necessidade de um número maior de antígenos 

produzidos por amastigotas ou pela grande variedade de antígenos polimórficos 

simultaneamente expressos pelo parasito, competindo pela ligação às moléculas de MHC 

I, que impede a resposta imunológica rápida (ALVAREZ et al., 2008). A medida que a 

infecção avança, as células T específicas reconhecem um pequeno número de epítopos, 

em um processo conhecido como imunodominância (TARLETON, 2015). Antígenos 
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imunodominantes são selecionados com base na abundância e afinidade com receptores 

de células T e MHC.  

Para melhor entendimento do processo de infecção, estudos envolvendo o 

recrutamento de leucócitos e a produção de anticorpos específicos contra antígenos 

parasitários são importantes. 

 

1.4 Doença de Chagas  

A apresentação clínica da doença de Chagas é variável, sendo a fase aguda inicial 

caracterizada por alta parasitemia que pode durar de 40 a 60 dias. Os sintomas podem ser 

moderados e atípicos, podendo ser confundidos com outras infecções, e por essa razão a 

doença de Chagas não é frequentemente reconhecida neste estágio. Neste período, as 

formas amastigotas podem ser vistas no interior de fibras cardíacas, células musculares 

lisas e esqueléticas, células endoteliais, gliais, macrófagos e fibroblastos (LARANJA, 

1953; WHO, 2018).  

Alguns sinais e sintomas podem aparecer nessa fase da doença, como: febre diária, 

mal-estar, mialgias, astenia, anorexia e cefaleia. O exame físico frequentemente mostra 

linfadenopatia generalizada, com linfonodos palpáveis em regiões cervicais, axilares e 

inguinais; e hepatoesplenomegalia moderada. Podendo ser observadas, ainda, 

manifestações de comprometimento cardíaco e de meningoencefalite. Os sinais 

sistêmicos geralmente aparecem em torno da segunda ou terceira semana da doença. 

Além disso, apresenta uma taxa de letalidade de 2 a 10%, observada principalmente em 

crianças e indivíduos imunodeprimidos que adquirem a infecção por transfusão ou 

transplante de órgãos. As principais causas de óbito são a miocardite acompanhada de 

insuficiência cardíaca refratária e meningoencefalite (CHAGAS, 1916; CHAGAS, 1936; 

DIAS, 1992; WHO, 2018).  

Durante a fase crônica, a infecção pode permanecer silenciosa, com ausência de 

sintomas, mesmo com sorologia positiva em exames de rotina, caracterizando a forma 

indeterminada da doença. Até 20 anos após a infecção, sinais clínicos da doença e 

comprometimento visceral como cardiomiopatia ou disfunção no trato digestivo, 

acometem aproximadamente 35% dos casos. Assim, essa fase pode ser dividida na forma 

indeterminada, cardíaca, digestiva ou mista (cardíaca e digestiva) (WHO, 2002). 
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A doença cardíaca é a mais importante forma clínica da doença de Chagas devido 

a sua frequência e gravidade. A patogênese da cardiopatia chagásica crônica (CCC) é 

complexa e pode estar relacionada com a presença do parasito, mecanismos autoimunes, 

disfunção autonômica e alterações de microcirculação (COURA et al., 1984; RASSI JR 

et al., 2009).  

A destruição de fibras miocárdicas pela lise de cardiomiócitos induzida pelo 

parasitismo e pelo processo inflamatório crônico leva substituição destas fibras por 

colágeno. O processo de fibrose interfere na propagação do impulso elétrico cardíaco 

gerando uma insuficiência cardíaca progressiva (ANDRADE, 1999). Além das lesões 

celulares que ocorrem nas miocélulas cardíacas e nos neurônios, o sistema nervoso 

autonômico também é acometido. Frente a perda progressiva de fibras miocárdicas há o 

remodelamento ventricular, inicialmente por meio da hipertrofia de fibras íntegras e, 

posteriormente, dilatação da cavidade ventricular. Essa hipertrofia extrínseca restaura 

temporariamente o volume sistólico já comprometido, mas a dinâmica do processo leva 

à dilatação cardíaca crescente, com perda progressiva da capacidade de ejeção ventricular 

em virtude da evolução da miocardite e da sobrecarga mecânica.  Nos estágios mais 

avançados, também se intensifica a restrição diastólica, devido à grande dilatação e 

enrijecimento do coração pela fibrose (MARIN-NETO et al., 2007). 

Alterações de marcadores moleculares de ativação do sistema de coagulação 

foram descritas em indivíduos infectados por T. cruzi com ou sem trombose clínica 

(BERRA et al., 2005; PINAZO et al., 2011). A formação de trombos é frequentemente 

encontrada na doença de Chagas, os trombos podem desprender ou se fragmentar e formar 

êmbolos. Ao migrar pela corrente sanguínea os êmbolos obstruem e prejudicam a 

circulação, o que pode acarretar em infarto do miocárdio, embolia de pulmões, rins, baço 

e encéfalo (RIBEIRO et al., 2011; BARROS et al., 2011; REGUEIRO et al., 2013). 

A forma digestiva da doença de Chagas afeta aproximadamente 10% dos 

indivíduos infectados e é clinicamente caracterizada por megaesôfago e megacólon. 

Casos raros de megaestômago, megaduodeno e estenose hipertrófica de piloro podem ser 

observados (ROCHA et al., 2005; AYO et al., 2013; BESTETTI e RESTINI, 2014). 

Megaesôfago é uma síndrome de disfagia crônica, conhecida pela população como “mal 

de engasgo”. Ocorre em decorrência da incoordenação motora da musculatura esofágica, 

devido ao comprometimento neuronal dos plexos nervosos, com dilatação e/ou 
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alongamento do órgão. No megacólon em decorrência da destruição de gânglios nervosos 

há estase e discinesia, que acomete principalmente o reto e sigmoide, levando a alteração 

de motilidade de esfíncteres e incoordenação motora da musculatura do cólon, e 

consequentemente retardo na progressão do conteúdo fecal (ROCHA et al., 2005; 

SILVEIRA et al., 2007; IANTORNO et al., 2007; CARVALHO et al., 2015). 

Com relação ao tratamento da doença de Chagas, os agentes terapêuticos 

disponíveis (Benznidazol e o Nifurtimox) são eficazes apenas na fase aguda da doença e 

apresentam alta toxicidade (VIOTTI et al., 1994; LAURIA-PIRES et al., 2000; 

CANÇADO et al., 2002). Pesquisadores demonstram a existência de formas dormentes 

de T. cruzi, que são amastigotas intracelulares não proliferativas, que resistem ao 

tratamento, e posteriormente podem se transformar em tripomastigotas e invadir novas 

células.  Isso explica o fracasso de compostos altamente citotóxicos para resolver 

completamente a infecção (SÁNCHEZ-VALDÉZ et al., 2018). Os efeitos colaterais mais 

comuns dos medicamentos são dermatites, neuropatia, náuseas, vômitos e diarreia 

(FILIGHEDDU et al., 2017). Há décadas não são produzidos novos fármacos com maior 

eficácia e menos efeitos colaterais do que as duas únicas drogas ainda utilizadas no 

tratamento etiológico da doença de Chagas (SANTOS et al., 2004; HALL e 

WILKINSON, 2012; MEJIA et al., 2012). Dessa forma, pesquisas que relacionam o 

agente causador da doença de Chagas e possíveis proteínas envolvidas nesse processo são 

essenciais para melhor entendimento da infecção e elaboração de futuros alvos 

terapêuticos. 

 

1.5 Diagnóstico da Doença de Chagas 

Exames laboratoriais são utilizados no diagnóstico da doença de Chagas, e as 

diferentes metodologias podem ser melhores empregadas de acordo com a fase da 

infecção (LUZ et al., 2016). Na fase aguda da doença é encontrada uma alta taxa de 

parasito no sangue periférico, dessa forma, o diagnóstico laboratorial pode ser feito por 

testes parasitológicos, como microscopia direta com a observação de parasito em 

sangue fresco e por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Entretanto, na fase 

crônica da doença a eficiência do diagnóstico parasitológico e molecular é menor 

devido à escassez de parasitemia. Assim, o imunodiagnóstico na fase crônica é 
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amplamente utilizado e visa detecção de anticorpos dos pacientes testados contra 

complexos antigênicos do parasito (BRASIL et al., 2010). 

O diagnóstico da doença de Chagas utiliza principalmente três testes 

convencionais: Hemaglutinação Indireta, Imunofluorescência e Ensaio de 

Imunoabsorção Ligado a Enzima (ELISA). Esses testes apresentam limitações como 

reatividade cruzada com outros parasitos e falta de 100% de sensibilidade, portanto, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda a realização de pelo menos dois 

testes convencionais para um diagnóstico definitivo da infecção por T. cruzi (WHO, 

2002). 

A transmissão da doença de Chagas por transfusão sanguínea é uma ameaça 

real, por isso programas de triagem foram estabelecidos em países endêmicos e o 

rastreio de doadores de sangue para detecção de infecção por T. cruzi é obrigatório na 

maioria dos países da América Latina.  Iniciativas intergovernamentais deflagradas na 

década de 1990 foram importantes para reduzir essa forma de transmissão, entretanto não 

houve abrangência em todos os países. Em países não endêmicos, a doença de Chagas é 

considerada uma infecção emergente por causa do crescente número de imigrantes 

provenientes da América Latina, e em alguns bancos de sangue não há triagem por meio 

de exames laboratoriais para diagnóstico de infecção por T. cruzi. Casos de transmissão 

da doença de Chagas por meio de transfusão sanguínea já foram descritos nos Estados 

Unidos, Canadá e Espanha, evidenciando a importância da implementação global de 

testes para identificação de indivíduos infectados (GRANT et al., 1989; CIMO et al., 

1993; LEIBY et al., 1999; YOUNG et al., 2007; FLORES-CHAVEZ et al., 2008; 

ANGHEBEN et al., 2015). 

Dessa forma, a pesquisa de possíveis alvos de diagnóstico e prognóstico 

contribui para melhor identificação e tratamento da infecção por T. cruzi. 

Considerando os problemas metodológicos presentes nos testes comerciais usados 

rotineiramente em laboratórios de análises clínicas, o estudo da P21 para diagnóstico 

e prognóstico da doença de Chagas é de extrema importância uma vez que essa proteína 

é específica de T. cruzi, podendo reduzir reações cruzadas com outros protozoários.  
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1.6 Componentes do hospedeiro relacionados com a infecção 

A invasão por T. cruzi envolve múltiplas interações e efeitos sobre a célula 

hospedeira que facilitam as etapas necessárias para o estabelecimento bem-sucedido da 

infecção (ANDRADE e ANDREWS, 2005; BURLEIGH, 2005; YOSHIDA, 2006). 

Antes e durante a entrada, tripomastigotas ativam várias vias de sinalização da célula 

envolvidas na invasão, incluindo aquelas relacionadas com o aumento de cálcio 

intracelular (TARDIEUX et al., 1994; SCHARFSTEIN et al., 2000; YOSHIDA, 2006), 

ativação de fosfatidilinositol-3 quinase (CHUENKOVA et al., 2001; WILKOWSKY et 

al., 2001; WOOLSEY et al., 2003) e AMP cíclico (RODRIGUEZ et al., 1999). 

A citoqueratina 18 (CK18) está presente na superfície de células do hospedeiro e 

tem papel como receptor de T. cruzi. Estudos demonstram que Tc85 do parasito pode se 

ligar a CK18, levando a ativação da cascata de sinalização ERK1/2 e aumento da 

replicação parasitária no interior de células. Além disso, anticorpos anti-CK18 ocasionam 

a diminuição da adesão de tripomastigotas (MAGDESIAN et al., 2001; MAGDESIAN 

et al., 2007; CLASER et al., 2008). 

Outra molécula presente na superfície de células hospedeiras e envolvida na 

entrada de tripomastigotas é o receptor de TGF. A transdução de sinal através deste 

receptor facilita a entrada de T. cruzi em células epiteliais. É sugerido que T. cruzi pode 

apresentar em sua superfície ou secretar moléculas semelhantes ao TGF-β, que é capaz 

de atuar como agonista, ligando-se ao receptor na membrana plasmática da célula 

hospedeira e contribuindo para a invasão do parasito (MING et al., 1995; 

SCHARFSTEIN e MORROT, 1999; HALL e PEREIRA, 2000).  

Os receptores de bradicinina também são usados por tripomastigotas para penetrar 

nas células de mamíferos. Eles são acoplados à proteína heterotrimérica G e são formados 

por dois subtipos: o receptor de bradicinina 2, que é constitutivamente expresso por 

células cardiovasculares, e o receptor de bradicinina 1 cuja expressão é regulada nos 

tecidos lesados (SCHARFSTEIN e MORROT, 1999). A cruzipaína é a principal protease 

de cisteína presente em todos os estágios de T. cruzi e tem sido implicada no processo de 

internalização devido à sua capacidade de gerar bradicinina. Através do receptor de 

bradicinina do tipo 2, os tripomastigotas desencadeiam aumento de cálcio intracelular e 

aumento da entrada de parasitos (NEIRA et al., 2002). 
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O estudo de proteínas das células hospedeiras envolvidas nas múltiplas interações 

com T. cruzi, é fundamental para melhor compreensão da infecção. Dessa forma, o 

presente trabalho visa investigar o papel da proteína do hospedeiro galectina-3 frente a 

infecção por T. cruzi. 

 

1.7 Galectina-3  

Lectinas são proteínas que se ligam a carboidratos e podem reconhecer 

mossacarídeos, oligossacarídeos e resíduos de carboidratos presentes em moléculas como 

glicoproteínas e glicolipídeos (LIS e SHARON, 1998). As galectinas são pertencentes à 

família das lectinas, possuem afinidade por ß-galactosídeos e podem ser encontradas na 

matriz extracelular, superfície celular e no meio intracelular (citoplasma e núcleo) 

(MENON e HUGHES, 1999; HOUZELSTEIN et al., 2004; LEFFLER et al., 2004; 

FUNASAKA et al., 2014).  

Dentre as galectinas, a mais estudada é a galectina-3 (Gal-3) que possui peso 

molecular de aproximadamente 30 kDa (kilodalton). Em solução encontra-se como um 

monômero de 3 motivos estruturais: sendo um domínio N-terminal, contendo um resíduo 

de serina que é alvo de fosforilação, uma região que contém várias repetições em tandem 

de segmentos de aminoácidos curtos (Prolina-Glicina-Alanina-Tirosina), e um domínio 

C-terminal que contém o domínio de reconhecimento a carboidratos (CRD- 

Carbohydrate Recognition Domain) (BARONDES et al., 1994; LIU e RABINOVICH, 

2005; ÇAY, 2012). O domínio rico em glicina e prolina, está relacionado à capacidade da 

Gal-3 de se oligomerizar com outras moléculas de Gal-3 ou estabelecer interações com 

diversas outras proteínas (IPPEL et al., 2016; MILLER et al., 2016; WANG et al., 2014).  

Gal-3 é codificada pelo gene LGALS3, localizado no cromossomo 14, locus q21-

22, e em humanos é composto por 6 éxons e 5 íntrons (RAIMOND et al., 1997; 

KADROFSKE et al., 1998). O polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs, do inglês single 

nucleotide polymorphism), com uma só modificação de base, pode levar a alterações nos 

níveis séricos de Gal-3 (HU et al., 2011). Este polimorfismo pode explicar diversidades 

clínicas apresentadas em indivíduos diferentes, segundo Belmont e colaboradores (2016), 

há uma relação entre SNPs associados a menores níveis séricos de Gal-3 e maior 

suscetibilidade para infecções do trato respiratório e crises vaso-oclusivas. 
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Após sua síntese, a Gal-3 é armazenada no citoplasma e sob diferentes estímulos, 

como dano tecidual e infecção, é ativamente secretada para o meio extracelular ou 

liberada passivamente por morte celular. Os efeitos desta lectina podem ser decorrentes 

da Gal-3 extracelular que pode se ligar a receptores de membrana da célula, ou por Gal-

3 intracelular que modula a atividade de proteínas dentro da célula (SATO et al., 2009). 

A Gal-3 está envolvida em vários eventos biológicos como adesão celular, 

regulação do ciclo celular, apoptose, sinalização intracelular e resposta imunológica 

(DUMIC et al., 2006; SALOMONSSON et al., 2010).  Na resposta imune, a lectina está 

relacionada a muitos processos, incluindo o reconhecimento de estruturas de patógenos, 

podendo ser considerado um receptor de reconhecimento de padrões (PRR); a adesão e 

ativação de neutrófilos, quimiotaxia de macrófagos e opsonização de neutrófilos 

apoptóticos (KUWABARA e LIU, 1996; SANO et al., 2000; KARLSSON et al., 2009). 

A função extracelular dessa proteína é dependente da propriedade lectina do domínio C-

terminal, podendo ser inibida por ligantes sacarídicos específicos como a lactose (SANO 

et al., 2000). Pode ser encontrada em diversos tecidos, como tratos digestivo e urogenital, 

pulmões, sangue, rins e coração; e é presente no núcleo, citoplasma, superfície celular e 

pode ser secretada para o meio extracelular (CHEN et al., 2016; KOBAYASHI et al., 

2014; NISHI et al., 2007; SACCON et al., 2017; YAN et al., 2016). 

A partir de uma revisão da literatura é possível observar que as funções da Gal-3 

diante de diferentes infecções ainda não são bem entendidas e dependem da sua 

localização e da interação com outras proteínas ou células. Em infecções com 

Streptococcus pneumoniae, camundongos galectina-3 knockout (Gal-3 KO) 

desenvolveram pneumonia mais severa, com maiores bacteremia e danos no pulmão 

quando comparados com animais wild-type (WT) (FARNWORTH et al., 2008). A Gal-3 

demonstrou ter também atividade antimicrobiana contra o fungo patogênico Candida 

albicans e a bactéria S. pneumoniae (KOHATSU, et al. 2006; FARNWORTH et al., 

2008). Foi observado que a infecção de células epiteliais gástricas por Helicobacter pylori 

induz a secreção de Gal-3, a qual demonstrou ser importante para captura da bactéria, e 

dessa forma, impede a fixação e infecção destas, ademais, camundongos Gal-3 KO 

apresentaram maiores cargas bacterianas (PARK et al., 2016). Na infecção por 

Toxoplasma gondii, animais deficientes em Gal-3 também apresentaram uma maior carga 

parasitária (BERNARDES et al., 2006). 
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Estudos mostram que a Gal-3 é capaz de interagir com proteínas de superfície de 

tripomastigotas de T. cruzi, como a mucina Tc45, e esse acontecimento pode ser inibido 

pela lactose. Além disso, foi demonstrado que a expressão de Gal-3 é requerida para 

adesão de tripomastigotas às células, e que com a ligação de Gal-3 exógena à superfície 

do parasito e à superfície de células musculares há um aumento das taxas de adesão. Foi 

visto também que a infecção por T. cruzi aumenta a expressão de Gal-3 no hospedeiro e 

de seus ligantes (MOODY et al., 2000; KLESHCHENKO et al., 2004; VRAY et al., 

2004).  

Em experimentos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, 

demonstramos que a Gal-3 desempenha um importante papel no tráfego intracelular de 

T. cruzi em macrófagos peritoneais. Observamos recrutamento de Gal-3 e actina nos 

tempos inicias correspondentes aos sítios de entrada do parasito nas células. Esse 

recrutamento se prolongou até o tempo de 6 horas, onde houve uma polarização da Gal-

3 em uma das extremidades do parasito formando estruturas contendo Gal-3 (galectin-3-

containing structures - G3CSs). Observamos que a formação de G3CS era concomitante 

com o desaparecimento da Proteína de Membrana Associada a Lisossomos 2 (LAMP-2), 

portanto, essa estrutura pode ser considerada um marcador de lise de vacúolo parasitóforo 

de T. cruzi (MACHADO et al., 2014). A formação de G3CS não foi observada em 

vacúolos contendo esferas fluorescentes, confirmando sua presença apenas em eventos 

de lise de vacúolo (REIGNAULT et al., 2014). 

Em trabalhos anteriores notamos que camundongos Gal-3 KO infectados com T. 

cruzi por 15 dias (fase aguda) apresentaram níveis basais das citocinas TNF-α e IFN-γ, 

aumento de IL-4 e menor recrutamento de leucócitos para o local da infecção. Com isso, 

a deficiência de Gal-3 leva a maiores níveis de:  parasitemia e número de parasitos viáveis 

na cavidade peritoneal. Na fase crônica da infecção (90 dias) em animais Gal-3 KO 

percebe-se diminuição da citocina IL-4 e aumento de mastócitos no tecido cardíaco (DA 

SILVA et al., 2017).  

Baseado nesses achados, investigamos o papel da Gal-3 na progressão da infecção 

por T. cruzi in vivo e in vitro. A hipótese de que a falta de Gal-3 pode estar relacionada 

com a maior replicação parasitária e parasitemia, mostra que a aquisição destes 

conhecimentos é de grande importância para melhor entendimento da relação patógeno-

hospedeiro. 
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1.8 Componentes do parasito associados com a virulência e infectividade  

A virulência de T. cruzi envolve a capacidade de penetrar nos epitélios, invadir 

células e proliferar, evadindo da resposta imune do hospedeiro vertebrado (ANDRADE 

e ANDREWS, 2005). Moléculas do parasito podem atuar de forma sequencial e 

combinada durante as diferentes fases do ciclo de vida. Os tripomastigotas metacíclicos 

invadem principalmente macrófagos locais, fibroblastos e outros tecidos mesenquimais 

no local da infecção primária, onde devem expressar moléculas para resistir ao estresse 

oxidativo. Após a multiplicação e transformação em tripomastigotas, os parasitas devem 

resistir à resposta imune humoral e à lise mediada pelo complemento. Para continuar o 

ciclo de vida, eles têm que iniciar novas rodadas de invasão, exigindo moléculas que lhes 

permitam aderir e ativar cascatas de sinalização que resultarão em uma eficiente invasão 

celular (EPTING et al., 2010; OSORIO et al., 2012). 

A internalização de parasitos e multiplicação em células hospedeiras é um passo 

importante na evolução de vários patógenos. Este processo constitui uma proteção contra 

a resposta imune do hospedeiro e o acesso a um microambiente rico em produtos 

metabólicos (BARRIAS et al., 2012). As glicoproteínas gp82 e gp 35/50 são específicas 

de tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi, estão presentes na superfície e possuem 

propriedades de adesão e invasão de células hospedeiras. A gp82 se liga à célula alvo e 

ativa vias de sinalização intracelular provocando mobilização de Ca2+ (RAMIREZ et al., 

1993; YOSHIDA, 2006). 

A superfície do parasito é coberta por uma camada de glicoconjugados do tipo 

mucina. Essas moléculas são importantes para fornecer proteção frente ao vetor e frente 

a mecanismos de defesa do hospedeiro vertebrado, e assegurar o direcionamento e a 

invasão de células específicas. As moléculas de superfície gp35/50 protegem os 

tripomastigotas metacíclicos da destruição durante a infecção por via oral, por serem 

resistentes à digestão por proteases. A ligação da gp35/50 à célula hospedeira provoca 

liberação transiente de Ca2+ de acidocalcissomas por um mecanismo dependente de AMP 

cíclico gerado por ativação de adenil ciclase. Este aumento de Ca2+ medeia a invasão pelo 

recrutamento de F-actina, configurando uma internalização por processo endocítico 

(FERREIRA, et al., 2006; YOSHIDA, 2009; DE SOUZA et al., 2010).  
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Outro componente importante do parasito é a cruzipaína, uma cisteína protease 

envolvida na invasão celular de Tripomastigotas de Cultura de Tecido (TCTs). Esta 

protease é secretada pelo parasito e tem como substrato o cininogênio do hospedeiro, que 

na presença de cruzipaína, libera cininas ativas, como a bradicinina, que ao se ligar ao seu 

receptor inicia aumento transiente de Ca2+ intracelular (SCHARFSTEIN et al., 2000; 

GUIÑAZÚ et al., 2007; MAEDA et al., 2014). A Oligopeptidase B também é relevante 

para o parasito, uma vez que esta peptidase alcalina presente apenas em tripomastigotas 

gera um fator solúvel agonista de Ca2+, ativando a fosfolipase C do hospedeiro e gerando 

IP3, que promove a liberação de Ca2+ do retículo endoplasmático (BURLEIGH; 

ANDREWS et al., 1997; OSORIO et al., 2012). Além destas proteínas, a gp83 também 

está relacionada ao aumento da entrada de tripomastigotas em células do hospedeiro, e 

ocorre em decorrência da ativação da proteína quinase C (VILLALTA et al., 1999). 

Entre os membros da família Tc-85, a melhor caracterizada é a gp85, uma 

glicoproteína de superfície expressa por TCTs e envolvida na invasão de células de 

mamíferos (ALVES et al., 1986). A gp85 possui sítios de ligação para a laminina e 

citoqueratinas da célula hospedeira (GIORDANO et al., 1999; TONELLI et al., 2010). 

Um domínio FLY conservado desta proteína (VTVXNVFLYNR) é capaz de ativar 

quinases que facilitam a infecção e sobrevivência do parasito (MAGDESIAN et al., 

2007). Este domínio se liga às células endoteliais de maneira órgão dependente, 

particularmente na vasculatura do coração, contribuindo, então, para o tropismo tecidual 

(TONELLI et al., 2010). T. cruzi é incapaz de sintetizar ácido siálico e utiliza a gp85 para 

catalisar a transferência deste monossacarídeo de glicoconjugados da superfície de células 

do hospedeiro vertebrado e transferi-lo para proteínas aceptoras presentes na membrana 

do parasito, como as mucinas (AGUSTÍ et al., 2007; ARAYA et al., 1994; COLLI e 

ALVES, 1999). Mucinas sialiladas estão envolvidas na adesão e penetração do parasito 

às células (MING et al., 1993). 

 Em relação as proteínas presentes em amastigotas podemos citar as amastinas e a 

Ssp-4. A primeira é uma glicoproteína que reduz a infectividade de amastigotas 

extracelulares (AE). Trabalhos relatam que a adição de amastina recombinante causa 

inibição de invasão de AE em células HeLa. Adicionalmente, a amastina acelera a 

diferenciação de amastigotas em tripomastigotas durante o ciclo intracelular (TEIXEIRA 

et al., 1994; CRUZ et al., 2012). A Ssp-4 (proteína de superfície estágio-específica 4) é 

uma glicoproteína identificada em amastigotas intra e extracelulares que participa da 
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invasão celular (ANDREWS et al., 1987), foi demonstrado que amastigotas 

extracelulares da cepa G apresentaram invasão reduzida quando incubadas com 

anticorpos monoclonais mAb2C2, anti-Ssp-4 (DA SILVA et al., 2006). 

Após a invasão e formação de vacúolos parasitóforos, os parasitos devem escapar 

destes para replicar no citoplasma da célula hospedeira.  A ruptura da membrana do 

vacúolo e escape do parasito é mediada por uma proteína de T. cruzi denominada Tc-tox, 

que induz formação de poros (ANDREWS et al., 1990; OSORIO et al., 2012). T. cruzi 

deve evadir também do estresse oxidativo de compostos deletérios como peróxido de 

hidrogênio e peroxinitrito encontrado no interior do vacúolo fagolisossômico de 

macrófagos. Para isso, o parasito expressa enzimas antioxidantes, como TcCPx, TcMPx 

e TcAPx (PIACENZA et al., 2008, 2009; WILKINSON et al., 2002). 

Ao ser liberado da célula hospedeira, o parasita circula nos vasos sanguíneos e 

entra em contato com o sistema complemento, que é um mecanismo crítico de contenção 

e clearance de patógenos. Está bem estabelecido que tripomastigotas são resistentes aos 

efeitos líticos do complemento, enquanto epimastigotas são rapidamente mortos pela via 

alternativa (KIPNIS et al., 1981).  Esta resistência de tripomastigotas depende de 

moléculas do parasito, como proteínas reguladoras do complemento (CRPs) e 

calreticulina (NORRIS et al., 1991). Outro exemplo é a cruzipaína que está envolvida na 

evasão imune por degradação proteolítica de anticorpos (BERASAIN et al., 2003). 

Ao longo da evolução, o parasito desenvolveu estratégias eficientes para evadir 

do sistema imune e desenvolver uma infecção crônica, garantindo sua sobrevivência. 

Assim, compreender o papel de proteínas secretadas por T. cruzi, como a P21, é 

fundamental para aprofundar o conhecimento da patogênese da doença de Chagas.  

 

1.9 Proteína rP21 

A P21 é uma proteína ubíqua de 21 kDa identificada por nosso grupo de pesquisa 

como um componente secretado por todas as formas evolutivas de T. cruzi. A forma 

recombinante da P21 foi produzida por clonagem da sequência gênica da proteína, com a 

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

em bactérias Escherichia coli, e purificada por cromatografia de afinidade com o uso de 

coluna de níquel (SILVA et al., 2009). A padronização da purificação e renovelamento 
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da P21 recombinante (rP21) possibilitou a investigação dos papéis exercidos por essa 

proteína (SILVA et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2014). 

Como citado anteriormente, cepas de T. cruzi apresentam heterogeneidade 

biológica, genética e bioquímica (REVOLLO et al., 1998; MACEDO et al., 2004; 

FREITAS et al., 2006). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que os níveis de expressão 

de P21 é diferente entre as cepas e formas evolutivas deste parasito. Amastigotas e 

epimastigotas das cepas CL, RN-19 e Y apresentaram menor expressão dos alelos da P21, 

enquanto a cepa G apresentou maior expressão. Em contrapartida, a cepa G possui 

características de baixa infectividade in vivo e ausência de parasitemia (FERNANDES, 

2013). 

Estudos realizados também pelo nosso grupo mostraram que a adição da rP21 

durante a invasão de amastigotas e tripomastigotas em células não fagocíticas provocou 

um aumento da internalização de parasitos (SILVA et al., 2009). Além disso, foi visto 

que a proteína aumenta a capacidade fagocítica de macrófagos não só na presença de T. 

cruzi, mas também na presença de outros protozoários, como Leishmania amazonensis e 

Toxoplasma gondii; e até mesmo de partículas inertes de zymosan (glicano presente na 

parede celular de Saccharomyces cerevisiae). Esta atividade da rP21 ocorre de forma 

dependente da ligação ao receptor de quimiocinas CXCR4 e ativação da via de sinalização 

PI3-quinase (PI3K). Outra atividade observada foi na indução da polimerização do 

citoesqueleto de actina da célula hospedeira (RODRIGUES, 2011; CLEMENTE, 2012; 

RODRIGUES et al., 2012a). 

O papel do citoesqueleto de actina durante a infecção experimental por 

tripomastigotas de T. cruzi foi observado em macrófagos e mioblastos tratados com IFN-

γ ou rP21. Para isso foi realizado a análise de multiplicação parasitária, bem como a 

observação da polimerização de actina. Como resultado, tanto as células tratadas com 

IFN-γ quanto com rP21, apresentaram maior polimerização do citoesqueleto e menor 

multiplicação intracelular (MARTINS, 2015). 

Trabalho realizado com um modelo de inflamação por implante de esponja de 

poliestireno no dorso de camundongos tratados ou não com rP21, mostrou que a proteína 

tem ação pró-inflamatória, elevada atividade quimiotática e alta atividade anti-

angiogênica (TEIXEIRA et al., 2015). Esta proteína recombinante não altera a adesão ou 

viabilidade de células endoteliais e não apresenta atividade proteolítica nos componentes 
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da matriz extracelular, entrento, ela é capaz de inibir fortemente a formação de vasos 

sanguíneos. A ação anti-angiogênica da rP21 ocorre devido a inibição da proliferação de 

células endoteliais, diminuição da expressão de ezrina e do receptor VEGFR-1 e aumento 

de sFlt-1 (TEIXEIRA et al., 2017). A descoberta de proteínas com função anti-

angiogênica é importante para o tratamento, por exemplo, de tumores. Pesquisas 

anteriores demonstraram que em células imortalizadas e tratadas com rP21 foi observado 

a redução do volume de tumores de Ehrlich em 7 dos 8 animais tratados, devido à 

modulação do microambiente tumoral, reduzindo o crescimento do tumor (BORGES, 

2015). 

 O conjunto de resultados mostram que a rP21 possui diferentes propriedades. Em 

relação a infecção por T. cruzi, esta proteína desempenha um papel importante para 

evasão do parasito da resposta imunológica do hospedeiro. Sua atividade quimiotática, 

pró-fagocítica e indutora de polimerização de actina garante a permanência de T. cruzi no 

ambiente intracelular. Dessa forma, pesquisas envolvendo a atividade da P21 são 

importantes para maior entendimento do processo de infecção e podem contribuir para o 

desenvolvimento de alvos terapêuticos das fases aguda e crônica da doença de Chagas.  

 

 

2. JUSTIFICATIVA 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) cerca de 6 a 7 milhões 

de pessoas no mundo estão infectadas pelo protozoário, principalmente na América 

Latina, causando mais de 10 mil mortes anualmente (WHO, 2018). No Brasil são 

aproximadamente 2 a 3 milhões de pessoas vivendo com a doença de Chagas 

(MARTINS-MELO et al., 2014).  

 A doença de Chagas é considerada um problema de saúde pública mundial, com 

diversos casos notificados em países considerados não endêmicos, como Espanha e 

Estados Unidos, dentre outros destinos dos imigrantes latinos (RASSI e NETO, 2010).  

No Brasil foram relatados diversos surtos de doença de Chagas por via oral (SHIKANAI-

YASUDA e CARVALHO, 2012).  
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Os efeitos incapacitantes e a mortalidade da doença de Chagas têm sido um dos 

mais sérios problemas de saúde, sendo responsável pela perda de produtividade a um 

custo estimado de US$ 1,2 bilhão por ano na América Latina. Além da perda de 

produtividade, os custos médicos para o tratamento de indivíduos infectados que 

desenvolvem patologia cardíaca ou digestiva grave são várias vezes maiores que essa 

quantia, em decorrência da morbidade, da hospitalização e do tratamento dos sintomas 

(MONCAYO e SILVEIRA, 2009; WHO, 2018). O tratamento e distribuição dos 

medicamentos de todas as doenças negligenciadas é de responsabilidade federal, portanto 

do Ministério da Saúde (MS). Estima-se que 30% das pessoas infectadas desenvolva a 

forma cardíaca da doença de Chagas, que é responsável pela elevada morbimortalidade. 

A doença pode evoluir para miocardiopatia dilatada e insuficiência cardíaca congestiva 

(ICC), podendo ser necessário tratamentos de alto custo, como transplante cardíaco, uso 

de desfibrilador e marca-passo, evidenciando o elevado impacto econômico da 

enfermidade durante a fase crônica (BRASIL, 2005, 2009; ANDREOLLO e 

MALAFAIA, 2009). Na Colômbia, o ônus econômico para cuidado médico de pacientes 

com a doença é de aproximadamente US$267 milhões por ano, e os gastos com atividades 

de pulverização custam cerca de US$5 milhões, ou aproximadamente 2% do gasto anual 

esperado com os cuidados à saúde (WHO, 2018). 

   A literatura já relata o envolvimento de proteínas do hospedeiro e proteínas do 

parasito no desfecho da doença. Nesse contexto, considerando os surtos da doença e a falta 

de um tratamento eficaz, pesquisas básicas com proteínas que participam no processo de 

infecção, são de grande relevância no cenário atual e pode contribuir para um maior 

entendimento da patologia e o desenvolvimento de futuros alvos terapêuticos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o papel da proteína Galectina-3 presente no hospedeiro e da proteína P21 

secretada por T. cruzi no processo de infecção por T. cruzi. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Analisar a importância da galectina-3 durante a replicação, lise celular e liberação de 

parasitos extracelulares de T. cruzi. 

2. Comparar o nível de fibrose em camundongos WT e Gal-3 KO infectados. 

3. Verificar a expressão gênica de CXCR4 em coração de camundongos WT e Gal-3 KO. 

4. Avaliar a polimerização do citoesqueleto de actina em macrófagos peritoneais WT e 

Gal-3 KO tratadas ou não com a proteína rP21. 

5. Analisar o efeito quimiotático da rP21 em células WT e Gal-3 KO. 

6. Observar o efeito do tratamento com rP21 na multiplicação de T. cruzi em células WT 

e Gal-3 KO.  

7. Testar o impacto da rP21 na coagulação em plasma e fibrinogênio. 

8. Verificar a detecção de anticorpos anti-P21 em soro de indivíduos infectados por T. 

cruzi.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos Éticos e Legais 

Este estudo faz parte dos projetos intitulados: “Estudos do papel do citoesqueleto 

de actina, de citocinas e da proteína P21 de T. cruzi na evolução para a fase crônica da 

doença de Chagas experimental”, (Protocolo número 105/10); e “Papel de anticorpos 

ScFv na inibição das atividades biológicas da proteína P21 de Trypanosoma cruzi in vivo 

e in vitro”, (Protocolo número 018/15), aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização de 

Animais da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA/UFU). 

Os procedimentos experimentais foram realizados nos Laboratórios de 

Tripanosomatídeos (Bloco 2B sala 200), Bioquímica e Toxinas Animais (Bloco 2E sala 

227) e Histologia (Bloco 2B), da Universidade Federal de Uberlândia. 

 

4.2 Normas de Biossegurança 

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

animais, bem como a utilização de equipamentos foram realizados de acordo com as 

normas de biossegurança descritas por Mineo (2005). 

 

4.3 Animais 

Camundongos C57BL/6 wild-type (WT) e galectina-3 knockout (Gal-3 KO) foram 

mantidos em biotério em condições padrões de 12 horas de luz-12 horas na ausência de 

luz, em temperatura de 25 ± 2 °C, com alimento e água “ad libitum”. Camundongos 

machos ou fêmeas de 6 a 8 semanas foram utilizados nos experimentos. A manutenção e 

manipulação dos animais foram de acordo com o Comitê de Ética em Pesquina no Uso 

de Animal (CEUA), UFU. 
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4.4 Células Vero e iMo/B6 

Células Vero (fibroblastos de rim de macaco verde da África) foram utilizadas 

para manutenção e obtenção in vitro de tripomastigotas de cultura de tecido de T. cruzi. 

 Macrófagos imortalizados (iMoB/6) provenientes de medula óssea de fêmur e 

tíbia de camundongos C57BL/6 foram usados nos ensaios. As células foram transduzidas 

com partículas de lentivírus contendo short harpain RNA (shRNA) de acordo com 

instruções do fabricante (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, USA). Controle shRNA 

(sc-108080) e Galectina-3 shRNA (sc-35443) foram utilizados. Após a transdução, as 

células WT, controle knockdown (CTRL KD) e Gal-3 knockdown (Gal-3 KD) foram 

analisadas por citometria de fluxo para verificar a expressão de Gal-3, conforme descrito 

por Araújo et al. (2016). 

As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) contendo L-glutamina and D-glucose (4500 

mg/l), bicarbonato de sódio (2000 mg/L), e suplementado com tampão HEPES (2380 

mg/L), piruvato de sódio, 10% soro fetal bovino (SFB) e complexo de três antibióticos: 

penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L). As garrafas de 

cultura foram mantidas em estufa de CO2 (5% de CO2) a 37ºC. 

 

4.5 Macrófagos peritoneais 

Para obtenção de macrófagos peritoneais, 1 mL de meio tioglicolato 4 % foi 

injetado na cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 com o objetivo de induzir 

inflamação. Após 72 horas, os animais foram eutanasiados e uma lavagem peritoneal foi 

realizada com 4 mL de meio DMEM gelado. Macrófagos peritoneais coletados foram 

contados em câmara de Neubauer e utilizados nos ensaios. 

 

4.6 Parasitos 

Neste estudo utilizamos tripomastigotas de T. cruzi das cepas CL, G e Y mantidos 

em células Vero e meio DMEM suplementado com 2,5% de soro fetal bovino a 37°C e 

5% de CO2. 
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4.7 Ensaio de multiplicação in vitro 

iMo/B6 WT, CTRL KD e Gal-3 KD; e macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO 

foram plaqueados (105 células/poço) e deixados aderir overnight em placas de 24 poços 

contendo lamínulas circulares (13 mm). Posteriormente, as células plaqueadas foram 

desafiadas com tripomastigotas de T. cruzi da cepa CL na proporção de 5 parasitos por 

célula. Após duas horas de infecção, os poços foram lavados 3 vezes com Phosphate 

Buffer Saline (PBS), para remover os parasitos não internalizados.  

Para análise de multiplicação, as células foram fixadas por 15 minutos com 

solução Bouin nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 150 horas para iMo/B6 e nos tempos de 96 

e 150 horas para macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO, lavadas exaustivamente em 

PBS e então coradas com Giemsa (1:20) por 40 minutos. As lamínulas foram desidratadas 

com o uso de acetona em concentrações decrescente e xilol em concentrações crescentes 

e coladas em lâminas de vidro com Entelan (Merck). Para a avaliação da importância da 

Gal-3 durante a multiplicação do parasito, foi feito a contagem do número de parasitos 

internalizados em um total de 100 células infectadas/lamínula. O experimento foi 

realizado 3 vezes em triplicata. 

 

4.8 Contagem de parasitos extracelulares in vitro 

 Macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados em placas de 24 poços 

(105 células/poço) overnight e incubados com tripomastigotas de T. cruzi da cepa CL na 

proporção de 5 parasitos por célula. Após 2 horas de infecção, as células foram lavadas 3 

vezes com PBS para remover os parasitos não internalizados. O número de parasitos 

liberados no meio extracelular (sobrenadante) 96 horas pós-infecção foi contado em 

câmara de Neubauer. 

 

4.9 Viabilidade Celular por citometria de fluxo 

 A viabilidade de macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO infectados ou não por T. 

cruzi foi avaliada por meio de citometria de fluxo. As células foram plaqueadas (5x105 

células/poço) em placas de 6 poços overnight e incubadas com tripomastigotas de T. cruzi, 
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na proporção de 5 parasitos por célula. Depois de 2 horas de infecção, as células foram 

lavadas 3 vezes com PBS para remover os parasitos não internalizados. Após 96 horas, 

as células foram coletadas por tripsinização e incubadas com 500 µL de iodeto de propídio 

(50μg/mL) por 30 minutos, lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeído 4% por 1 

hora. As amostras foram analisadas no FACSCantoII (BD) e os resultados foram obtidos 

utilizando o software FlowJo (versão 7.6.3). Os dados foram expressos como mediana da 

intensidade de fluorescência (MFI) de iodeto de propídio. 

 

4.10 Infecção de camundongos WT e Gal-3 KO para análise in vivo 

Camundongos C57BL/6 WT e Gal-3KO de seis a oito semanas de idade, foram 

infectados com tripomastigotas de T. cruzi da cepa CL (105 parasitos por camundongo). 

Usando seringa de 1 mL foram inoculados via intraperitoneal (IP) 200 μL da suspensão 

de parasitos por animal, diluídos em tampão PBS. Um grupo de camundongos não 

infectados foi utilizado como controle negativo. Foram utilizados 6 animais em cada 

grupo. 

Os animais foram sacrificados 90 dias (fase crônica) pós-infecção. Foi removido 

cirurgicamente o coração, sendo uma parte do tecido reservada para PCR em tempo real 

e outra parte foi utilizada para análises histológicas. 

 

4.11 Coloração Picrosirius Red 

 O coração foi processado para análise histológica com o objetivo de avaliar o nível 

de fibrose, por meio de coloração com Picrosirius Red, que permite distinção de fibras de 

colágeno depositada no tecido cardíaco dos diferentes grupos analisados (KYLE et al., 

2017). 

 Os órgãos foram fixados em formaldeído (10% em PBS), posteriormente 

desidratados em álcoois de crescentes concentrações, diafanizados em xilol e finalmente 

incluídos em parafina. Foram feitos cortes de 5 µm de espessura e colocados em lâminas 

de vidro. Subsequentemente, as lâminas foram processadas para coloração. 

Os cortes foram submetidos a desparafinação em três banhos sucessivos de um 

minuto com xilol, hidratados por um minuto em soluções de concentrações decrescentes 
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de etanol (100%, 100%, 100%, 95%, 85% e 70%). Em seguida, as lâminas foram 

colocadas em água corrente por 20 minutos e em água destilada por 5 minutos; e então 

corados, com solução de Picrosirirus (Sigma Aldrich) durante 90 minutos e lavados em 

água destilada. A seguir, os cortes foram colocados em solução de hematoxilina por um 

minuto, lavados em água corrente por cinco minutos e água destilada por um minuto. 

Posteriormente, foram desidratados em soluções crescentes de etanol (70%, 85%, 95%, 

100%, 100% e 100%) por um minuto. A diafanização foi feita em três banhos de xilol de 

um minuto cada. A montagem da lâmina foi feita com uso de Entellan®.  

Quantificamos o colágeno tipo I e III por meio da intensidade de cor, utilizando o 

princípio de birrefringência das fibras colágenas. As fibras colágenas tipo I emitem cor 

vermelha e as fibras colágenas tipo III emitem cor verde, e a sobreposição das cores gera 

a cor amarela/alaranjada (FREITAS-FILHO et al., 2006). Desta forma, para obtenção de 

imagens das marcações de colágeno tipo I e III foi utilizado microscópio invertido de 

fluorescência Nikon Eclipse TiS com luz polarizada acoplada ao analisador de imagem 

digital para a quantificação da área por diferença de cor. As análises foram feitas a partir 

de 20 campos de cada corte por meio do software Image J com a objetiva de 40X. 

Seguindo os passos: 

1- Abrir a imagem: FileOpen 

2- Calibrar escala:  Analyze  Set Scale  Known distance (100 µm) 

3- Análises individuais por cores: Image  Color  Split Channel / Image  Type 

 RGB color 

4- Selecionar área: Image  Adjust  Color Treshold  (Brightness: 65-255) 

5- Medir área: Analyse  Measure  Results   

Os dados foram expressos pela média de marcação de colágeno tipo I e III (em pixels) 

por campo. 

 

4.12 Extração de RNA, transcrição reversa e PCR em tempo real 

A avaliação da expressão gênica de colágeno tipo I, colágeno tipo III, TGF-β e 

CXCR4 do tecido cardíaco de camundongos WT e Gal-3 KO foi feita por RT-PCR 

(Reverse transcription - Polymerase Chain Reaction) em tempo real. Para extração de 
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RNA do tecido, foi utilizado o kit de purificação de RNA RiboZol® Plus (Amresco), de 

acordo com as instruções do fabricante.  

A síntese de DNA complementar (cDNA) foi feita em termociclador (Techne® 

Endurance TC-312, UK) utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” 

(Applied Biosystems) e 2 µg de RNA. O protocolo iniciou-se em uma temperatura de 25 

°C, mantida durante 10 minutos e seguido por 37 °C durante 120 minutos. Em seguida, 

as amostras foram aquecidas até 85 °C durante 5 minutos e, finalmente resfriadas a 4 °C. 

O cDNA foi armazenado a -20 °C até o uso. 

A expressão dos genes colágeno tipo I e III, TGF-β e CXCR4 foi feita com o kit 

SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), utilizando para cada poço 

de reação 10 μM de primer (0,5 μL forward + 0,5 μL reverse), 4 μL de água, 5 μL de SyB 

e 2 μL de cDNA (125 ng/µL). A quantificação gênica relativa foi determinada no 

equipamento ABI 7300 (Applied Biosystems) e os dados recebidos foram processados 

usando o Software v1.4.1 SDS (Applied 38 Biosystems). A normalização dos dados se 

deu pela utilização do GAPDH como gene endógeno/referência (housekeeping gene) e, 

em seguida, foram analisados por meio do método comparativo de threshold cycle (CT) 

para calcular as alterações na expressão em diferentes grupos. As alterações na expressão 

gênica foram então calculadas como 2-ΔΔCT. Todos os experimentos relativos a RT-PCR 

foram realizados em triplicadas biológicas e técnicas. 

 

4.13 Obtenção da forma recombinante da P21 

A obtenção da P21 recombinante foi realizada como descrito por Silva et al., 

(2009) e dos Santos et al., (2014) (Figura 2). 

Escherichia coli da linhagem BL21 contendo o plasmídeo pET-28a(+) (Novagem) 

apresentando o gene que codifica a rP21 foram colocadas em meio Luria-Bertani (LB) 

com o antibiótico de seleção Kanamicina (50 μg/mL) por 18 horas a 37ºC e sob agitação. 

Em seguida, o pré-inóculo foi diluído 1:50 do mesmo meio e incubado a 37ºC, com 

agitação a 150 RPM, até atingir a densidade óptica (OD) de 0,6 a 0,9. Com o objetivo de 

estimular a expressão da proteína rP21 foi adicionado 1mM de Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG). Depois de 3 horas de incubação, a solução foi centrifugada 

10000 RPM por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido 

em solução de ureia 6M. 
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Foi acrescentado 10 μL de lisozima a cada 10 mL de material ressuspendido por 

20 minutos para promover a lise bacteriana. Em seguida, foi utilizado o Sonicador 

Branson Sonifier 450, por 20 ciclos de um minuto com 30 segundos de intervalo entre os 

ciclos. O lisado bacteriano foi centrifugado a 20200 x g por 20 min a 4ºC. O sobrenadante 

foi desprezado e o pellet ressuspendido em solução tampão de ureia 6M. A amostra foi 

incubada com uma resina de níquel overnight sob agitação a 4ºC. No dia seguinte, a resina 

foi submetida a: (1) três lavagens em tampão de ligação (imidazol 5 mM, NaCl 500 mM, 

Tris-HCl 20 mM pH 8,0, ureia 6M); (2) três lavagens com tampão de lavagem (imidazol 

20 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCl 20mM pH 8,0, ureia 6M); (3) quatro eluições com 

tampão de eluição (imidazol 1M, NaCl 50 mM, Tris-HCl 20 mM pH 8,0, ureia 6M).  O 

imidazol tem grande afinidade pelo níquel, compete com a cauda de histidina da rP21 e 

retira a proteína recombinante. O material eluído foi dialisado em PBS com uma 

membrana de diálise de 3,5 kDa (Spectra/Por 131198) por 48 horas sob agitação contínua 

a 4ºC para remoção de resíduos de ureia e promover o renovelamento proteico. 

A concentração da amostra foi quantificada por espectrofotometria utilizando-se 

a técnica de Bradford (Bradford, 1976). Com o intuito de verificar a pureza da rP21 eluída 

foi realizado gel de SDS-PAGE 13% (Laemmli, 1970) com coloração de Coomassie Blue. 

 

 

Figura 2. Obtenção da forma recombinante de P21. Inserção de clones do gene da P21 em bactérias 

Escherichia coli (A). Crescimento e lise das bactérias (B).  Incubação em coluna de níquel, seguida de 

lavagens e eluição (C). Diálise em PBS (D). Fonte: DOS SANTOS, M.A., 2017. 

Figura 2 
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4.14 Citometria de fluxo para quantificação de F-actina 

Macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6 WT e Gal-3 KO foram 

plaqueados em placas de 6 poços (106 células/poço) overnight. Posteriormente, as células 

foram infectadas por 2 horas com tripomastigotas de T. cruzi da cepa G (5 parasitos/ 

célula). Os poços foram lavados 3 vezes com PBS para remoção de parasitos não 

internalizados. Para analisar o efeito do tratamento de rP21 na polimerização de actina 

durante a invasão, foi adicionado 40 μg/mL de rP21 no momento da infecção. Para 

analisar o efeito da rP21 durante a multiplicação, o tratamento foi feito 2, 24, 48 e 72 

horas pós-infecção. Nos diferentes tempos, as células foram fixadas com formaldeído 4% 

e lavadas 3 vezes com PBS. A marcação de F-actina foi feita usando faloidina-TRITC 

(P1951- Sigma Aldrich) diluída 1:1000 em PBS+saponina (0,01%). Após lavar 

novamente em PBS, as amostras foram analisadas em FACSCantoII (BD) e os resultados 

foram obtidos usando o software FlowJo (versão 7.6.3) e expressos como mediana da 

intensidade de fluorescência (MIF). 

 

4.15 Ensaio de quimiotaxia in vitro por sistema de transwell 

 O ensaio de quimiotaxia de macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO in vitro foi 

realizado por meio do sistema de transwell, que apresenta uma membrana de 

policarbonato com poros de 8 µm (Chemicon Cell Invasion Assay Kit, EMD Millipore 

Corporation, Darmstadt, Alemanha). Macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO (106 

células/poço) foram adicionados na parte superior do transwell em meio de cultura 

DMEM sem SFB. Na parte inferior do transwell foi colocado 500 μl de meio em 3 

condições: (a) meio DMEM contendo 10% de SFB (controle positivo de migração), meio 

DMEM sem SFB (controle negativo de migração), e (c) meio DMEM sem SFB contendo 

40 μg/mL de rP21. As células foram incubadas por 24 horas. Após esse período, as células 

que não migraram foram removidas com swab e as células que migraram foram coradas 

com kit panótico de acordo com as normas do fabricante. Imagens da membrana do 

transwell foram adquiridas e foi feita a contagem do número de células que migraram 

através da membrana em todas as situações experimentais citadas.  



46 

 

 

 

4.16 Ensaio de multiplicação in vitro e tratamento com rP21 

Macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados overnight em placas 

de 24 poços contendo lamínulas circulares (105 células/poço). Posteriormente, as células 

plaqueadas foram desafiadas com tripomastigotas de T. cruzi das cepas Y e G na 

proporção de 5 parasitos por célula. Depois de duas horas de infecção, os poços foram 

lavados 3 vezes com PBS, para remover os parasitos não internalizados e foi feito 

tratamento com 40 µg/mL de rP21 em meio DMEM (volume final de 500 µL), nos tempos 

de 2, 24, 48 e 72 horas pós-infecção. 

Para análise de multiplicação, após 96 horas as células foram fixadas com solução 

Bouin por 15 minutos, lavadas com PBS e então coradas com Giemsa por 40 minutos. As 

lamínulas foram desidratadas com o uso de acetona em concentrações decrescente e xilol 

em concentrações crescentes e coladas em lâminas de vidro com Entelan (Merck). Para a 

avaliação da importância da Gal-3 e da rP21 durante a multiplicação do parasito, foi feito 

a contagem do número de parasitos intracelulares em um total de 100 células 

infectadas/lamínula. O experimento foi feito 3 vezes em triplicata. 

 

4.17 Contagem de parasitos extracelulares in vitro após tratamento com rP21 

 Macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados em placas de 24 poços 

(105 células/poço) overnight e incubados com tripomastigotas de T. cruzi das cepas Y e 

G na proporção de 5 parasitos por célula. Após 2 horas de infecção, as células foram 

lavadas 3 vezes com PBS para remover os parasitos não internalizados. Posteriormente, 

foi feito tratamento com 40 µg/mL de rP21 em meio DMEM (volume final de 500 µL), 

nos tempos de 2, 24, 48 e 72 horas pós-infecção. O número de parasitos liberados no meio 

extracelular, 48, 72 e 96 horas pós-infecção, foi contado em câmara de Neubauer. 

 

4.18 Contagem de parasitos livres na cavidade peritoneal in vivo 

Camundongos C57BL/6 WT e Gal-3 KO de seis a oito semanas de idade, foram 

infectados com tripomastigotas de T. cruzi das cepas Y e G (105 parasitos por 

camundongo). Usando seringa de 1 mL foram inoculados via intraperitoneal (IP) 200 μL 
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da suspensão de parasitos por animal, diluídos em tampão PBS. Após a infecção os 

animais foram divididos em 4 grupos: (1) WT não tratado com rP21, (2) WT tratado com 

rP21, (3) Gal-3 KO não tratado com rP21, (4) Gal-3 KO tratado com rP21.  Foram 

utilizados 6 animais por grupo. 

O tratamento foi feito via intraperitoneal com 40 µg de rP21 em volume final de 

200 µL (PBS), nos tempos de 2, 24, 48 e 72 horas pós-infecção.  

Os animais foram eutanasiados 96 horas pós-infecção e uma lavagem peritoneal 

foi realizada com 4 mL de meio DMEM gelado. O número de parasitos presentes na 

cavidade peritoneal foi contado em câmara de Neubauer. 

 

4.19 Detecção de coágulo em plasma e fibrinogênio 

 A atividade coagulante de rP21 foi testada em plasma e fibrinogênio. Para análise 

em plasma, foi utilizado 150 µL de plasma bovino citratado a 37ºC e diferentes 

quantidades da proteína recombinante. O plasma foi colocado em cubetas no 

coagulômetro micro-processador Quick-Timer (DRAKE LTDA), que determina o tempo 

de coagulação por meio da detecção de variação na densidade óptica. Assim que a amostra 

foi adicionada ao plasma, o aparelho aciona o tempo e registra o momento (em segundos) 

de detecção de coágulo. Todas as amostras testadas apresentaram um volume final de 50 

µL e foram avaliadas as seguintes situações: 10 µg de peçonha de Bothrops moojeni 

diluídos em PBS e em PBS com 0,05M de CaCl2 (controles positivos de coagulação); 40 

e 60 µg de rP21 diluídos em PBS com 0,05M de CaCl2; 60 µg de rP21 (diluído em PBS e 

em PBS com 0,05M de CaCl2) e pré-incubada com 10 µg de peçonha por 30 minutos 

(para análise de atividade anticoagulante). 

 Para detecção de coágulo em fibrinogênio utilizou-se 150 µL de fibrinogênio na 

concentração de 1,5 µg/µL a 37ºC. As amostras testadas apresentaram volume final de 50 

µL: PBS com 0,05M de CaCl2 (controle negativo de coagulação); 10 µg de peçonha de 

Bothrops moojeni diluídos em PBS com 0,05M de CaCl2 (controle positivo de 

coagulação); 40 e 60 µg de rP21 diluídos em PBS com 0,05M de CaCl2; 60 µg de rP21 

(diluído em PBS e em PBS com 0,05M de CaCl2) e pré-incubada com 10 µg de peçonha 

por 30 minutos (para análise de atividade anticoagulante) e 60 µg de Extrato Bacteriano 

(EB). O EB foi utilizado para demonstrar que os resultados observados não foram 
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provenientes de contaminação com resíduos bacterianos durante o processo de 

purificação. Para a obtenção do extrato foi realizado o mesmo protocolo de obtenção da 

rP21, com exceção da bactéria E. coli que não continha o vetor plasmidial específico da 

P21. Os resultados de detecção de coágulo foram expressos pela unidade de tempo em 

segundos. 

 

4.20 Atividade fibrinogenolítica 

 A atividade proteolítica sobre o fibrinogênio foi realizada de acordo com 

Rodrigues e colaboradores (2000), com modificações. Uma solução de 50 µL de 

fibrinogênio bovino (1,5µg/µL) foi incubada por 1 hora a 37ºC, nas seguintes situações: 

10 µg de peçonha de Bothrops moojeni (controle positivo); 20 µg de Extrato Bacteriano 

e 20 µg de rP21. A reação foi interrompida com 25 µL de solução contendo tampão Tris–

HCl 0,06 M pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 10% β-mercarptoetanol e 0,05% azul de 

bromofenol. Em seguida, as amostras foram aquecidas por 5 minutos a 100 ºC, 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com SDS e à coloração com 

Coomassie Brilliant Blue R-250. 

 

4.21 Detecção de anticorpo anti-P21 em soro por ELISA 

A detecção de anticorpos anti-P21 foi feita em placas de 96 poços de alta 

afinidade, sensibilizadas com 5 µg/poço de rP21 em tampão carbonato-bicarbonato 

(0,06M, pH 9,6) overnight a 4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 

0,05% de Tween e foi realizado o bloqueio dos poços com tampão PBS contendo 10% de 

soro fetal bovino por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram 

lavadas e foram adicionados 50 µL de soro puro ou diluído 20 vezes. Foram utilizados 

soros humanos de controles positivos ou negativos de kits comerciais utilizados na rotina 

laboratorial para diagnóstico de infecção por T. cruzi (Quadro 1) em triplicata por 1 hora 

a 37°C. Posteriormente, os poços foram lavados 5 vezes com PBS-Tween e incubados 

com 50 µL de anticorpos anti-IgG humano conjugado com horseradish peroxidase (HRP), 

por 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas 5 vezes com PBS-Tween e foi adicionado o 

substrato tetramethylbenzidine (TMB) por 15 minutos em temperatura ambiente e 
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protegida da luz. Posteriormente, foi colocado 50 µL de ácido sulfúrico e a densidade 

optica (DO) foi lida em espectrofotômetro GloMax® a 450nm. 

 Os resultados foram expressos em Índice ELISA (IE), de acordo com a fórmula: 

IE= DO da amostra / Cut-off. O cut-off foi estabelecido como a média de DO de 3 

controles negativos acrescida de 2 desvios padrões. As amostras foram consideradas 

positivas quando Índice ELISA > 1. 

O trabalho não foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), pois 

utilizamos apenas amostras de kits comerciais para diagnóstico laboratorial. 

Tabela 1 

Quadro 1. Controles oriundos de kits comerciais de diagnóstico laboratorial de infecção por T. cruzi e 

Toxoplasma gondii, utilizados para avaliação da detecção de anticorpos anti-P21 por meio de ELISA. 

Controle Kit Marca Controles/ kits 

A ELISA Symbiosis Positivo/ Chagas 

B Hemaglutinação Wiener Positivo/ Chagas 

C Imunofluorescência Wana Positivo/ Chagas 

D ELISA Wiener Positivo/ Chagas 

E ELISA Symbiosis Negativo/ Chagas 

F Hemaglutinação Wiener Negativo/ Chagas 

G Imunofluorescência Wama Positivo apenas para 

Toxoplasma gondii 

 

4.22 Análise Estatística 

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram expressos como 

média ± desvio padrão. Os dados foram verificados para distribuição normal. Diferenças 

significativas foram determinadas por meio dos testes Mann-Whitney e testes de múltiplas 

comparações: Tukey’s (amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras não paramétricas). 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism, versão 6.01. Os 

resultados foram considerados significantes quando p<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 A ausência ou expressão reduzida de Gal-3 leva a altas taxas de multiplicação 

intracelular de T. cruzi 

 Com o intuito de analisar o efeito da redução e da ausência de expressão da 

proteína Gal-3 do hospedeiro durante a multiplicação intracelular de T. cruzi, utilizamos 

macrófagos imortalizados Gal-3 KD e macrófagos peritoneais Gal-3 KO e seus 

respectivos controles WT. As células foram plaqueadas em placas de 24 poços, infectadas 

por T. cruzi da cepa CL e foi contado o número de parasitos em 100 células infectadas e 

o número de parasitos extracelulares. 

 Neste experimento in vitro, observamos altas taxas de replicação parasitária nos 

tempos tardios de multiplicação em células com expressão de Gal-3 reduzida ou ausente, 

quando comparadas com os controles. Macrófagos imortalizados Gal-3 KD apresentaram 

taxas de replicação parasitária significativamente altas nos tempos de 72, 96 e 150 horas 

pós-infecção em relação a macrófagos imortalizados WT (Figura 3A). O mesmo foi 

encontrado em macrófagos peritoneais Gal-3 KO nos tempos de 96 e 150 horas (Figura 

3B). 

Nesse sentido, nota-se que a expressão de Gal-3 pode contribuir para impedir a 

multiplicação intracelular do parasito. Consequentemente, na sua ausência, as células 

hospedeiras seriam lisadas em maior grau. Para confirmar essa hipótese, quantificamos o 

número de parasitos liberados no sobrenadante de macrófagos peritoneais infectados e 

também a viabilidade celular por marcação com iodeto de propídio. 

Nossos resultados mostraram uma maior porcentagem de células Gal-3 KO lisadas 

(Figura 3C), coincidindo com uma liberação aumentada de parasitos (Figura 3D). Assim, 

fornecemos in vitro a evidência que sustenta a noção de que a Gal-3 desempenha um 

papel crucial no controle da proliferação de T. cruzi e na limitação da lise de células do 

hospedeiro. 

Corroborando com esses dados, nossos achados anteriores in vivo mostraram que 

camundongos Gal-3 KO apresentaram altas taxas de parasitemia quando comparados com 

camundongos WT. Após 30 dias de infecção, enquanto animais WT apresentaram 

parasitemia controlada, os animais Gal-3 KO ainda apresentaram altas taxas de parasitos 
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no sangue, indicando que a expressão de Gal-3 favorece o controle da carga parasitária 

de T. cruzi (DA SILVA et al., 2017). 

Estudos com Toxoplasma gondii também evidenciam que animais Gal-3 KO 

apresentam uma maior carga parasitária no cérebro e pulmões, menor infiltrado de 

neutrófilos e macrófagos na cavidade peritoneal e menor taxa de sobrevivência 

(BERNARDES et al., 2006). Além disso, animais Gal-3 KO infectados com 

Paracoccidioides brasiliensis também apresentaram uma maior suscetibilidade à 

infecção quando comparados com os animais WT (RUAS et al., 2009). 

Resultados semelhantes foram observados para galectina-1 (Gal-1), outro membro 

da família das galectinas, cuja expressão reduziu a infecção por T. cruzi (BENATAR et 

al., 2015). De acordo com estes autores, camundongos deficientes em Gal-1 e infectados 

com T. cruzi apresentaram maior parasitemia e menor taxa de sobrevida que 

camundongos WT.  Dessa forma, estes dados reforçam a importância de algumas lectinas 

no controle da infecção por T. cruzi. 
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Figura 3

 

 

Figura 3. Ausência ou expressão reduzida de Gal-3 leva a altas taxas de replicação de T. cruzi e maior 

lise de células do hospedeiro. Macrófagos imortalizados e macrófagos peritoneais foram plaqueados e 

submetidos a invasão por T. cruzi da cepa CL. Nos diferentes tempos analisados, as lamínulas foram fixadas 

com Bouin e coradas com Giemsa. O número de parasitos em 100 células infectadas foi contado em 

macrófagos imortalizados WT, Ctrl KD e Gal-3 KD nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 150 horas (A); e em 

macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO nos tempos de 96 e 150 horas (B). A porcentagem de células lisadas 

foi determinada pela incorporação nuclear de iodeto de propídio, analisada por meio de citômetro de fluxo 

e os resultados foram expressos como mediana da intensidade de fluorescência (MIF) (C). O número de 

parasitos liberados no sobrenadante de macrófagos peritoneais após 96 horas de infecção foi contado em 

câmara de Neubauer (D). As diferenças estatísticas foram determinadas por Kruskal–Wallis e Dunn’s para 

múltiplas comparações. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
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5.2 Camundongos Gal-3 KO infectados por T. cruzi apresentaram níveis elevados de 

fibrose cardíaca 

A fibrose é uma das alterações que ocorre de forma lenta e progressiva na Doença 

de Chagas. Em condições experimentais, observa-se fibrose no coração já nos primeiros 

dias de infecção e pode ser a causa da perda progressiva da atividade contrátil do 

miocárdio nos chagásicos crônicos. Geralmente, essa fibrose ocorre por substituição de 

miocélulas por áreas irregulares de neoformação colágena, e o conjunto de fibroses focais 

ao longo dos anos pode evoluir para um quadro grave (SWYNGHEDAUW, 2006). 

 A fim de obter informações adicionais sobre o papel da Gal-3 no dano cardíaco 

causado pela doença de Chagas, infectamos intraperitonealmente camundongos C57BL/6 

WT e Gal-3 KO com T. cruzi da cepa CL. Após 90 dias de infecção analisamos a presença 

de colágeno em tecido cardíaco por meio de cortes histológicos corados com Picrosirius 

e por PCR em tempo real.  

 Notamos maior nível de fibrose no coração de animais Gal-3 KO infectados 

(Figura 4A). As fibras de colágeno na fase crônica da infecção foram compostas 

principalmente de Colágeno tipo I (Figura 4B e D) e sem alteração no colágeno tipo III 

(Figura 4C e E).  

Além disso, avaliamos a expressão gênica do fator de crescimento transformador-

β (TGF-β). Vimos que na fase crônica há um aumento de TGF-β no coração de 

camundongos Gal-3 KO quando comparados ao grupo controle (Figura 4F). Na fibrose, 

o TGF-β contribui para a ativação de fibroblasto, estimulação da transição epitelial-

mesenquimal, produção de fibras da matriz extracelular e modulação de metaloproteases 

de matriz (BUJAK e FRANGOGIANNIS, 2007; WENDT et al., 2009). Estudos 

mostraram que pacientes com doença de Chagas apresentam níveis mais elevados de 

TGF-β e que a inibição farmacológica da sinalização de TGF-β em modelos de doença 

de Chagas aguda diminuiu efetivamente a infecção e a extensão de fibrose miocárdica 

(ARAÚJO-JORGE et al., 2002; WAGHABI et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2012).  

Esta citocina está associada com o aumento da deposição de colágeno, dessa forma, 

acreditamos que a maior expressão de TGF- β em áreas próximas às lesões teciduais pode 

ter contribuído para maior deposição de componentes da matriz extracelular e fibrose em 

animais Gal-3 KO. 
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Figura 4  

 

Figura 4. Ausência de Gal-3 leva a altos níveis de fibrose no coração durante a fase crônica de infecção 

por T. cruzi. Camundongos WT e Gal-3 KO foram infectados com T. cruzi da cepa CL durante 90 dias 

para análise de fibrose por técnicas histológicas e RT-PCR em tempo real. Cortes histológicos de tecido 

cardíaco foram corados com Picrosirius Red para quantificação de colágeno tipo I e III. Imagens 

histológicas representativas de coração de camundongos WT e Gal-3 KO infectados ou não por T. cruzi 

com marcação de colágeno total. Coloração em vermelho representa fibras de colágeno (setas pretas) (A). 

Os cortes histológicos corados foram analisados sob microscopia de luz polarizada com objetiva de 40X 

para diferenciação de colágeno tipo I (B) e colágeno tipo III (C). A expressão gênica de colágeno tipo I 

(D), colágeno tipo III (E), e TGF-β (F) foram quantificadas por meio de RT-PCR em tempo real. 

Camundongos Gal-3 KO infectados apresentaram altas taxas de colágeno tipo I no coração. A infecção não 

alterou os níveis de colágeno tipo III. A expressão gênica de TGF-β foi maior em camundongos Gal-3 KO. 

As diferenças estatísticas foram determinadas por Kruskal–Wallis e Dunn’s para múltiplas comparações. 

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
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O aumento da fibrose também pode estar relacionado ao recrutamento de 

mastócitos. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa evidenciaram a presença de 

níveis elevados de mastócitos em tecido cardíaco de animais Gal-3 KO na fase crônica 

da infecção (DA SILVA et al., 2017). Curiosamente, White et al. (2015), relatam que 

mastócitos liberam triptase e trombina que aumentam a diferenciação de fibrócitos 

humanos e iniciam a formação de fibras colágenas em tecidos com danos. Estudos 

relacionados com cardiopatia chagásica crônica verificaram que o aumento de mastócitos 

está relacionado topograficamente com a miocardite e pode ser um dos fatores agravantes 

da fibrose na doença de Chagas (ALMEIDA et al., 1975; PINHEIRO et al., 2003).  

Embora o impacto de Gal-3 durante a infecção por T. cruzi ainda seja parcialmente 

desconhecido, nossos trabalhos anteriores revelaram que esta lectina promove o 

recrutamento de leucócitos, controle da parasitemia e resposta imunológica Th1/Th2 

equilibrada. Esta lectina tem papel na polarização da resposta imune na fase aguda para 

o perfil Th1 com secreção de TNF-α, IFN-γ e diminuição de IL-4, levando ao controle da 

replicação do parasito e maior resistência do hospedeiro ao T. cruzi. Na fase crônica 

percebemos que em animais WT infectados houve uma resposta similar aos pacientes 

com a forma indeterminada da doença, direcionada para o perfil Th2 com níveis basais 

de IFN-γ e TNF-α, diminuição de IL-1β e aumento de IL-4; enquanto em animais Gal-3 

KO infectados não houve o aumento da citocina IL-4. A resposta observada nos animais 

que expressam Gal-3 pode ser considerada mais adequada no sentido de controlar o dano 

tecidual e diminuir o comprometimento funcional do órgão (DA SILVA et al., 2017). 

Nossa hipótese é que a maior replicação parasitária em animais Gal-3 KO pode 

levar ao aumento da liberação de parasitos a partir de células infectadas. Este grande 

número de parasitos liberados dará continuidade ao ciclo de vida com invasão, 

multiplicação e lise celular. A grande quantidade de células lisadas pode acarretar em 

uma resposta inflamatória intensa, levando a substituição de fibras musculares funcionais 

por fibras colágenas, caracterizando maior fibrose do órgão (Figura 5). Nesse sentido, os 

dados demonstraram o importante papel da Gal-3 no controle da carga parasitária e na 

limitação do dano tecidual (DA SILVA et al., 2017). 
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Figura 5. Participação da Gal-3 na infecção por T. cruzi. A expressão de Gal-3 garante o maior 

recrutamento de leucócitos, resposta imunológica Th1/Th2 equilibrada, menor parasitemia e menor fibrose 

cardíaca (A). A ausência de Gal-3 acarreta em menor recrutamento de leucócitos, resposta imunológica 

Th1/Th2 desequilibrada, maior parasitemia e maior fibrose cardíaca (B). Fonte: (DA SILVA et al., 2017). 

Figura 5 
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5.3 Tecido cardíaco de camundongos Gal-3 KO apresentaram menor expressão de 

CXCR4  

CXCR4 é um receptor transmembrana acoplado à proteína G, cujo ligante natural 

é a quimiocina CXCL12, também conhecida como fator-1 derivado de célula estromal 

(SDF-1, Stromal Cell-Derived Factor 1) (BUSILLO e BENOVIC, 2007). A ligação do 

SDF-1 ao receptor CXCR4 leva a formação de um complexo entre o receptor e a 

subunidade Gαi da proteína G, gerando inibição de adenilato ciclase mediada pela 

produção de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) e mobilização de cálcio 

intracelular. A dissociação da subunidade Gαi de Gβγ acarreta à ativação de múltiplos 

alvos downstream, como ERK1/2, MAPK, JNK, e efetores AKT (LU et al., 2009; 

PRINCEN et al., 2003; ROLAND et al., 2003). Uma vez ativado o CXCR4 possui 

diversos papéis, como recrutamento de leucócitos, rearranjos do citoesqueleto e 

polimerização de actina e formação de pseudópodes (SUN et al., 2010). 

De acordo com a literatura, a avaliação da expressão de CXCR4 em diferentes 

subgrupos de leucócitos demonstrou que sua expressão foi menor em pacientes com 

cardiopatia chagásica crônica grave. Além disso, foi observado uma correlação entre a 

diminuição da função cardíaca e a diminuição da expressão do receptor (TALVANI et 

al., 2004).  

Dessa forma, conhecendo as funções principais de CXCR4 e a correlação entre a 

diminuição de sua expressão gênica e o pior prognóstico para doença de Chagas, 

avaliamos os níveis de expressão gênica do receptor em coração de camundongos WT e 

Gal-3 KO não infectados. Utilizando metodologia de RT-PCR em tempo real percebemos 

que animais Gal-3 KO apresentaram expressão reduzida de CXCR4 quando comparados 

com animais WT (Figura 6). Sugerimos que essa expressão reduzida em camundongos 

Gal-3 KO pode ser uma das causas de menor recrutamento de leucócitos para o local de 

infecção, maior multiplicação intracelular, e maior parasitemia nesses animais. 
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Figura 6. Camundongos Gal-3 KO apresentaram expressão reduzida de CXCR4. Coração de 

camundongos WT e Gal-3 KO foram utilizados para avaliar a expressão do receptor CXCR4 por meio de 

RT-PCR em tempo real. As diferenças estatísticas entre WT e Gal-3 KO foram determinadas por Mann-

Whitney. *p < 0,05. 

 

5.4 rP21 apresentou atividade na polimerização de actina de forma menos 

expressiva em células Gal-3 KO 

Actina é uma proteína que forma microfilamentos e consiste em um dos elementos 

fundamentais do citoesqueleto celular. A actina está presente na forma de monômero 

globular, chamado G-actina e na forma de um polímero filamentoso (F-actina) composto 

por uma cadeia linear de subunidades de G-actina.  Artigos demonstram a relação entre a 

Gal-3 e a polimerização do citoesqueleto de actina. Foi visto que esta lectina promove 

remodelamento do citoesqueleto de forma dependente do aumento de expressão e 

fosforilação de outras proteínas como ezrina e fascina-1 e por ativação de Rac1 (MORE 

et al., 2016; LIU et al., 2018; THOMAS e PASQUINI, 2019).  

Estudos do nosso grupo de pesquisa envolvendo a rP21 demostraram que esta 

proteína se liga ao receptor CXCR4, ativa a via de sinalização PI3K e, assim, exerce 

diversas funções, entre elas a indução de polimerização do citoesqueleto de actina 

(RODRIGUES et al., 2012a, TEIXEIRA et al., 2017). Conhecendo a importância do 

receptor CXCR4 na infecção por T. cruzi, avaliamos o impacto da expressão reduzida 

deste receptor nas células Gal-3 KO por meio de análise de suas funções após o tratamento 

com a proteína rP21. 

Figura 6 
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Modificações no citoesqueleto de actina em células do hospedeiro infectadas por 

T. cruzi são observadas nos diferentes estágios do ciclo de vida do protozoário (LOW et 

al., 1992). Durante a invasão, há um aumento da dinâmica de remodelamento do 

citoesqueleto. Uma vez que o parasito já se encontra no citoplasma da célula e começa a 

dividir, o citoesqueleto sofre alterações de maneira tempo-dependente, com a diminuição 

de actina filamentosa (MOTT et al., 2009). 

Sabendo da relevância do citoesqueleto na relação patógeno-hospedeiro, 

estudamos, por meio de marcação com faloidina em citômetro de fluxo, a polimerização 

de actina em células WT e em células Gal-3 KO infectadas por T. cruzi tratadas ou não 

com rP21. Durante a invasão (2 horas), a intensidade de fluorescência foi maior em todos 

os grupos quando comparados com os tempos de multiplicação. Neste mesmo tempo, a 

rP21 provocou polimerização de actina de forma mais expressiva em células WT (Figura 

7A).  

A presença de F-actina nos tempos de multiplicação, 48 horas (Figura 7B) e 96 

horas (Figura 7C), foi maior em células WT. Após 48 horas de infecção, o tratamento 

com rP21 (40 µg/mL) promoveu aumento de actina filamentosa apenas no grupo WT 

(Figura 7B). Já em 96 horas, a rP21 exerceu seu papel na polimerização do citoesqueleto 

de actina também em células Gal-3 KO, mas esse efeito foi mais discreto quando 

comparado com células WT (Figura 7C).  

A literatura relata que alguns patógenos possuem fatores de virulência que 

interferem no citoesqueleto de actina da célula hospedeira com a finalidade de induzir sua 

internalização e permanência (CASTELLANO et al., 2001; NIEDERGANG; 

CHAVRIER, 2004).  Assim, nossa hipótese é que a P21 seja um destes fatores, e notamos 

efeito reduzido em células que não expressam Gal-3, ou seja, de alguma forma a falta de 

Gal-3 compromete a atividade completa da rP21. Acreditamos que o citoesqueleto de 

actina pode funcionar como uma barreira física que dificulta a multiplicação de T. cruzi. 

Nesse contexto, o envolvimento da Gal-3 na polimerização do citoesqueleto de actina 

pode explicar os resultados anteriores em que células Gal-3 KO, com menores níveis de 

actina filamentosa, apresentaram maior multiplicação intracelular in vitro. 

 Uma das causas desse efeito pode ser o menor nível de expressão de CXCR4 em 

células Gal-3 KO, uma vez que a função de polimerização de actina pela rP21 é 

dependente deste receptor (RODRIGUES et al., 2012a; TEIXEIRA et al., 2017). Uma 
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outra hipótese, que não exclui a primeira, seria a regulação exercida pela Gal-3 em 

proteínas envolvidas com a polimerização do citoesqueleto de actina. Foi visto esta 

atividade em uma proteína chamada fascina-1 (SEOK et al., 2010). A fascina-1 se liga à 

actina, se localiza ao longo dos filopódios e induz protuberâncias da membrana, 

aumentando assim a motilidade da célula (KUREISHY et al., 2002; KIM et al., 2010). 

Esses trabalhos são evidências que a Gal-3 está relacionada ao citoesqueleto. 

Dessa forma, a ausência da Gal-3 se mostra suficiente para propiciar um ambiente 

favorável à multiplicação intracelular. Após a fase aguda da doença de Chagas, fatores 

(citocinas, quimiocinas ou outras moléculas) liberados pelo hospedeiro induzem uma 

maior polimerização de actina na célula infectada para silenciar a infecção interferindo 

na replicação do parasito. Este resultado sugere a possibilidade da participação da Gal-3 

na polimerização do citoesqueleto de actina durante a infecção por T. cruzi e controle da 

replicação do parasito e, por conseguinte, na propagação da doença. 
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Figura 7 

Figura 7. rP21 apresentou menor atividade na polimerização de actina em células Gal-3 KO. 

Macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram infectados com a cepa G de T. cruzi e tratados ou não com 

rP21 (40 µg/mL) por 2 (A), 48 (B) e 96 horas (C). O citoesqueleto de actina foi marcado com Faloidina-

TRITC e analisado em citômetro de fluxo. A rP21 exerceu seu papel na polimerização do citoesqueleto de 

actina de forma mais expressiva em células WT. As diferenças estatísticas foram determinadas por Tukey´s 

para múltiplas comparações. *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001. 



62 

 

 

5.5 rP21 exerceu atividade quimiotática de forma mais significativa em macrófagos 

peritoneais WT 

 O recrutamento de leucócitos é essencial para uma resposta imune efetiva e defesa 

do hospedeiro. A expressão diferencial de receptores que controlam o tráfego intracelular 

e o recrutamento de leucócitos pode resultar maior suscetibilidade a infecções. Muitos 

estudos têm atribuído um papel importante da sinalização CXCR4/CXCL12 na migração 

e recrutamento de células. Investigações com rP21 concluíram que a proteína pode se 

ligar ao CXCR4 e promover quimiotaxia (TEIXEIRA et al., 2015). 

Da Silva e colaboradores (2017) observaram que camundongos Gal-3 KO 

infectados por T. cruzi apresentaram menor recrutamento de leucócitos. Nesse sentido, 

no presente trabalho, estudamos a participação da Gal-3 nesta atividade biológica que 

pode estar relacionada com a ativação de CXCR4. Para isso, foi feito o ensaio de 

quimiotaxia in vitro por meio do sistema de transwell com poros de 8 µm, utilizando 

macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO. Vimos que no controle positivo (Meio DMEM 

+ SFB) as células WT (Figura 8A) apresentaram maior migração quando comparadas 

com as células Gal-3 KO (Figura 8D e G). A adição de rP21 promoveu migração de 

células WT (Figura 8C) significativamente maior que o grupo WT controle positivo 

(Figura 8A) e todos os grupos Gal-3 KO (Figura 8D-F).  

Assim, percebemos que a proteína recombinante apresentou efeito reduzido na 

atividade quimiotática em células Gal-3 KO, a níveis menores que o controle positivo 

(Figura 8D, F e G). Sustentando a hipótese de que células Gal-3 KO expressam menos 

CXCR4, dessa forma, as funções biológicas dependentes desse receptor são reduzidas 

podendo levar a um menor recrutamento celular, maior multiplicação intracelular de T. 

cruzi e maior fibrose. 
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Figura 8. A atividade quimiotática foi maior em células WT tratadas com rP21. Ensaio de quimiotaxia 

in vitro foi realizado por meio do sistema de transwell com poros de 8 µm, utilizando macrófagos 

peritoneais WT e Gal-3 KO tratados ou não com rP21. Como controle positivo de migração foi utilizado 

DMEM +SFB (Controle +), como controle negativo foi utilizado DMEM sem SFB (Controle -). As células 

foram tratadas com rP21 (40 µg/mL) em meio sem SFB. As diferenças estatísticas foram determinadas por 

Tukey´s para múltiplas comparações. *p < 0,05, ****p < 0,0001. 

 

Figura 8 
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5.6 Papéis da Gal-3 e rP21 na infecção experimental por T. cruzi  

A Gal-3 tem ação em vários processos relacionados com a interação patógeno-

hospedeiro nas fases aguda e crônica da doença de Chagas, que incluem desde 

mecanismos de infecção até a regulação do sistema imune. O presente estudo evidencia 

a importância da Gal-3 no controle da replicação parasitária e melhor desfecho da doença. 

As proteínas Gal-3 e rP21 estão envolvidas no recrutamento de leucócitos, na 

polimerização do citoesqueleto de actina e no controle da multiplicação intracelular. Com 

o objetivo de avaliar se o tratamento com rP21 durante a fase inicial da infecção por T. 

cruzi pode contribuir para controlar a replicação do parasito em células deficientes em 

Gal-3, infectamos células WT e Gal-3 KO com as cepas Y e G.  A análise in vitro da 

multiplicação no tempo de 96 horas demonstra que macrófagos peritoneais WT e Gal-3 

KO tratados com rP21 apresentaram menor multiplicação intracelular no tempo estudado, 

quando comparado com os grupos não tratados (Figura 9A e B). As células Gal-3 KO na 

presença ou não de tratamento em todos os eventos de multiplicação in vitro tiveram 

maior número de parasitos em relação aos respectivos controles WT.   
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Figura 9 

Figura 9. Tratamento com rP21 diminuiu a multiplicação intracelular em macrófagos peritoneais 

WT e Gal-3 KO. Macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados e submetidos a invasão por 

T. cruzi das cepas Y (A) e G (B). Posteriormente, foi feito tratamento com 40 µg/mL de rP21 nos tempos 

de 2, 24, 48 e 72 horas. Após 96 horas, as lamínulas foram fixadas com Bouin e coradas com Giemsa. O 

número de parasitos em 100 células infectadas foi contado. As diferenças estatísticas foram determinadas 

por Kruskal–Wallis e Dunn’s para múltiplas comparações. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 

0,0001. 

 

Sabendo que tanto a rP21 quanto a Gal-3 podem contribuir para impedir a intensa 

multiplicação intracelular do parasito, quantificamos a presença de parasitos 

extracelulares em células WT e Gal-3 KO, na presença ou não de rP21, em experimentos 

in vitro e in vivo. Para cumprir esse objetivo, primeiramente macrófagos peritoneais WT 

e Gal-3 KO foram plaqueados e infectados com T. cruzi das cepas Y e G. Nos tempos de 

2, 24, 48 e 72 horas as células foram tratadas com 40 µg/mL de rP21 e foi contado o 

número de parasitos extracelulares 48, 72 e 96 horas pós-infecção.  O tratamento com 

rP21 reduziu o número de parasitos extracelulares do grupo Gal-3 KO em todos os tempos 

estudados (Figura 10A, B, C, E, F e G). Entretanto, mesmo com a adição de rP21, em 

células Gal-3 KO a quantidade de parasitos liberados no meio extracelular foi maior 

quando comparada com células WT nos tempos de 72 e 96 horas.  

Posteriormente, para avaliação in vivo, infectamos intraperitonealmente 

camundongos WT e Gal-3 KO e tratamos os animais com rP21 nos tempos de 2, 24 e 48 
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horas pós- infecção. Após 96 horas, o número de parasitos livres na cavidade peritoneal 

foi contado e os resultados foram semelhantes aos observados in vitro (Figura 10D e H). 

Durante o ciclo evolutivo há a multiplicação intracelular de parasitos, que rompem 

a célula, e dessa forma, há a liberação no interstício de restos de células hospedeiras e 

parasitos, induzindo uma resposta inflamatória. Essa resposta inflamatória inicialmente é 

focal e relacionada com o parasitismo, e de acordo com a evolução da infecção pode 

confluir e ocasionar inflamação com aspecto difuso (BRENER; GAZZINELLI, 1997; 

KIERSZENBAUM, 2005). Assim, em conjunto nossos dados evidenciam a importância 

das proteínas Gal-3 e P21 no processo de infecção. As duas proteínas estudadas se 

mostram importantes durante a fase de multiplicação parasitária e são capazes de diminuir 

o número de parasitos intracelulares e extracelulares. Acreditamos que quanto menor o 

número de parasitos liberados, menor será a quantidade de parasitos viáveis para infectar 

outras células e dar continuidade ao ciclo. 
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Figura 10 

Figura 10 Tratamento com rP21 resultou em menores níveis de parasitos extracelulares in vitro e 

parasitos livres na cavidade peritoneal in vivo. Macrófagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram 

plaqueados e submetidos a invasão por T. cruzi das cepas Y e G. Após 2, 24, 48 e 72 horas as células foram 

tratados com 40 µg/mL de rP21. O número de parasitos liberados no sobrenadante após 48, 72 e 96 horas 

de infecção foi contado (A, B, C, E, F, G).  Para análise do efeito de rP21 in vivo, camundongos WT e Gal-

3 KO foram infectados intraperitonealmente por T. cruzi das cepas Y e G, e tratados com 40 µg de rP21 

após 2, 24, 48 e 72 horas de infecção. Após 96 horas, o número de parasitos livres na cavidade peritoneal 

foi contado (D e H). Comparações foram feitas utilizando por Kruskal–Wallis e Dunn’s para múltiplas 

comparações. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 

 



68 

 

 

Geralmente, a manifestação da forma grave das doenças parasitárias representa 

uma falta de coadaptação entre o hospedeiro e o parasito. A morte do hospedeiro pode 

reduzir as chances de os parasitos atingirem outros indivíduos. Dessa forma, espécies que 

causam menores danos ao hospedeiro podem ter melhores taxas de sobrevivência a longo 

prazo (SIMON, 1960; SMITH, 1934; SWELLENGREBEL, 1940). O processo de 

interação de T. cruzi e a célula envolve várias moléculas de ambas as partes. Essas 

moléculas contribuem para adesão, reconhecimento, invasão, multiplicação, reposta 

imune e progressão ou resolução da doença (YOSHIDA e CORTEZ, 2008). 

A literatura retrata a ocorrência de um estágio de dormência metabólica em 

parasitos, como bactérias e protozoários. Tal evento pode surgir espontaneamente ou na 

presença de sinais de estresse resultantes do sistema imunológico e do uso de 

medicamentos (HARMS et al., 2016; JARA et al., 2017; SÁNCHEZ-VALDÉZ et al., 

2018). Na doença de Chagas, o tratamento com Benznidazol e Nifurtimox faz com que 

ocorra a morte rápida da maioria dos parasitos, entretanto, há a persistência de parasitos 

intracelulares não replicativos mesmo com altas doses e longo tempo de exposição à 

droga. Isso ocorre por presença de amastigotas transitoriamente adormecidos que após 

períodos prolongados podem retomar a replicação. A transformação para o estágio 

quiescente ou para estágio replicativo pode ocorrer por estímulos de componentes 

citoplasmáticos do hospedeiro ou por moléculas do parasito que se acumulam no interior 

da célula (DIAS et al., 2008; TARLETON, 2013; VIOTTI et al., 2006; SÁNCHEZ-

VALDÉZ et al., 2018). 

Os dados apresentados demonstram a P21 como provável componente que 

contribui para a transformação do parasito para quiescência, e dessa maneira, facilita a 

perpetuação parasitária. A atividade quimiotática associada com a atividade pró-

fagocítica da proteína, garante ao T. cruzi a permanência no interior da célula e evasão do 

sistema imune. No citoplasma, o parasito secreta P21 que induz a polimerização do 

citoesqueleto de actina e reduz a replicação parasitária. A Gal-3 do hospedeiro também 

apresenta papéis importantes no recrutamento de leucócitos, polimerização do 

citoesqueleto de actina e controle da multiplicação intracelular. Assim, esses dois 

componentes promovem uma interação patógeno-hospedeiro de forma menos prejudicial 

para ambos e podem contribuir para o desenvolvimento de uma doença crônica. 
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5.7 rP21 não promoveu formação de coágulo em plasma 

Proteínas recombinantes são amplamente utilizadas para elucidar funções 

biológicas de proteínas em várias atividades celulares e podem ser aplicadas em diversas 

áreas, como na pesquisa básica e indústria farmacêutica. Aproximadamente 400 proteínas 

geradas a partir de tecnologia recombinante que envolve organismos vivos foram 

aprovadas para uso terapêutico. As proteínas terapêuticas podem apresentar atividade 

enzimática, imunoregulatória, podem ser utilizadas para diagnósticos ou como vacinas 

(RADER, 2008; ASSENBERG et al., 2013). 

Em trabalhos do nosso grupo de pesquisa, a rP21 mostrou ser uma ferramenta 

promissora para novos estudos de vacinação contra a doença de Chagas, pois foi capaz 

de induzir uma proteção significativa em camundongos imunizados com a proteína e 

posteriormente infectados por T. cruzi. A rP21 não apresentou efeitos colaterais, nem 

toxicidade a níveis sistêmicos (RODRIGUES, 2018). Além disso, experimentos 

comprovaram a manutenção da atividade fagocítica da rP21 mesmo após incubação por 

24 horas desta proteína com soro de camundongos, demonstrando a estabilidade protéica 

frente a proteases presentes no soro (DE CASTILHOS, 2017).  

 Nossos resultados demonstraram importantes funções da rP21 no controle da 

multiplicação intracelular na fase aguda da infecção, atividade quimiotática e 

polimerização do citoesqueleto de actina. Assim, estudos com a proteína recombinante 

são importantes já que esta pode ser aplicada como forma terapêutica para promover uma 

maior resistência de hospedeiros mais suscetíveis a doença, como aqueles com níveis de 

Gal-3 reduzidos, e diminuir os danos causados pela persistência de T. cruzi nos tecidos.  

 Além disso, níveis elevados de marcadores moleculares envolvidos na ativação da 

cascata de coagulação são descritos em indivíduos infectados por T. cruzi mesmo em 

estágios iniciais da doença e podem ser considerados fatores de risco trombótico 

(ENGELMANN e MASSBERG, 2013; HERRERA et al., 2011; HERRERA et al., 2005). 

Sabendo que a P21 é constantemente secretada por T. cruzi e que a proteína recombinante 

pode constituir uma possível ferramenta terapêutica, experimentos com plasma e 

fibrinogênio foram feitos com o intuito de analisar se esta proteína está envolvida em 

processos de coagulação e eventos tromboembólicos. 
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O substrato foi colocado em cubetas e ao adicionar a amostra, o tempo de 

formação de coágulo foi aferido em um coagulômetro. Primeiramente, utilizamos como 

substrato plasma bovino citratado e adicionamos peçonha de Bothrops moojeni (controle 

positivo de coagulação) ou rP21 (40 ou 60 µg). Observamos que a rP21 não promoveu 

coagulação no plasma (Figura 11A).  

Posteriormente, analisamos o efeito da rP21 no substrato de fibrinogênio, e 

verificamos que foi detectado formação de coágulo (Figura 11B). No fibrinogênio tratado 

com peçonha de B. moojeni houve formação de coágulo denso e firme, enquanto o tratado 

com rP21 houve apenas formação de pequenos aglomerados. A partir desse resultado 

testamos a atividade proteolítica da rP21 sobre o fibrinogênio, uma glicoproteína dimérica 

caracterizada por possuir 3 cadeias (Aα, Bβ e γ). Para essa análise, o fibrinogênio e 

amostras (peçonha de B. moojeni ou rP21) foram incubadas por 1 hora a 37ºC. Em seguida 

as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%, com 

agentes desnaturantes. Notamos que ao contrário do controle positivo, nos substratos 

tratados com rP21 não houve clivagem das cadeias do fibrinogênio (Figura 11C). 

Observamos que a rP21 não possui atividade coagulante no plasma e não possui 

atividade fibrinogenolítica. Nossos resultados são corroborados por Teixeira et al., 

(2017), onde demonstaram que a rP21 não apresentou atividade proteolítica sobre 

componentes da matriz extracelular (ECM), como matrigel e fibronectina. Acreditamos 

que a proteína recombinante possa promover a agregação de fibrinogênios apenas nesse 

substrato puro e não no plasma total.  Assim, pesquisas utilizando a rP21 como tratamento 

da fase aguda ou profilaxia da doença de Chagas podem ser feitos pois a proteína não 

induz formação de coágulo no plasma e tem atividades relevantes para o controle da 

doença. 
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Figura 11 

Figura 11. Não foi detectado formação de coágulo no plasma após tratamento com rP21. A atividade 

coagulante foi testada em plasma bovino citratado (A) e fibrinogênio (B) utilizando coagulômetro, e os 

resultados foram expressos em segundos (s). Os substratos foram tratados com peçonha de Bothrops 

moojeni (controle positivo de coagulação), rP21 (40 e 60 µg) e Extrato bacteriano (EB- controle de proteína 

recombinante). A detecção de coágulo foi vista apenas em fibrinogênio puro. Para análise da atividade 

fibrinogenolítica, o fibrinogênio e amostras (10 µg de peçonha de Bothrops moojeni ou 20 µg de rP21) 

foram incubadas por 1 hora a 37ºC. Em seguida as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 14% (C). A rP21 não promoveu coagulação em plasma, e não foi capaz de clivar as cadeias 

de fibrinogênio. A seta indica banda da rP21. As diferenças estatísticas foram determinadas por Kruskal–

Wallis e Dunn’s para múltiplas comparações. **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
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5.8 Detecção de anticorpos anti-P21 em soros controles de indivíduos infectados por 

T. cruzi 

Com o intuito de verificar se o hospedeiro infectado por T. cruzi desencadeia uma 

resposta imune específica contra a proteína P21 secretada por todas as formas evolutivas 

do parasito, e se essa proteína pode ser um alvo promissor para futuros estudos 

relacionados com o diagnóstico da doença de Chagas realizamos a técnica de 

imunoensaio. 

A detecção de anticorpo anti-P21 foi feita por ELISA utilizando P21 recombinante 

e soros de controles positivos ou negativos de kits comerciais utilizados na rotina 

laboratorial para diagnóstico de infecção por T. cruzi. O índice ELISA foi calculado e 

todos os soros negativos apresentaram IE < 1. Entre os controles positivos, o controle A 

apresentou-se na zona indeterminada e os outros controles positivos tiveram IE >1 (Figura 

12A e B). Houve detecção de anticorpo anti-P21 em controles positivos de amostras puras 

(Figura 12A) e amostras diluídas 20 vezes (Figura 12B).  

Observamos que a produção de anticorpos anti-P21 não ficou restrita a condições 

experimentais de infecção. Soro de pessoas infectadas naturalmente também podem 

apresentar anticorpos específicos contra a P21. Não foi observada reatividade cruzada em 

soro de indivíduos infectados por Toxoplasma gondii. Dessa forma, pesquisas 

relacionando a proteína em estudo e técnicas de diagnóstico da doença de Chagas são 

relevantes, uma vez que a P21 está presente nas diferentes cepas e formas de T. cruzi, é 

exclusiva deste parasito e pode constituir uma forma mais específica para diagnóstico ou 

prognóstico. 
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Figura 11 

Figura 12. Anticorpos anti-P21 podem ser detectados em soros positivos para infecção por T. cruzi. 

A detecção de anticorpos anti-P21 foi feita por ELISA usando soro humano puro (A) e soro diluído 20 

vezes (B) de controles positivos e negativos de kits comerciais utilizados para diagnóstico de infecção por 

T. cruzi. A densidade óptica (DO) foi lida em espectrofotômetro a 450 nm. Os resultados foram expressos 

como Índice Elisa (IE), de acordo com a fórmula: IE= DO da amostra/ cut-off. Amostras foram 

consideradas positivas quando IE> 1.  
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A pesquisa de anticorpos específicos contra proteínas de T. cruzi é a base para 

desenvolvimento de melhores diagnósticos imunológicos da doença de Chagas 

(BRENIERE et al., 1985; CARLIER et al., 1985; BRENER e KRETTLI, 1990; 

TANOWITZ et al., 1992). Na infecção experimental, a resposta específica é poliisotípica 

e constituída principalmente por anticorpos IgG2a, IgG2b e IgM (SPINELLA et al., 1992; 

EL BOUHDIDI et al., 1994).  

 Em modelos murinos foi visto o papel protetor de anticorpos que participam da 

eliminação de parasitos circulantes e que aparecem a partir da terceira semana de infecção 

(KIPNIS et al., 1981; UMEKITA et al., 1988). Diferentes mecanismos dependentes de 

anticorpos podem contribuir para eliminação de parasitos extracelulares, a literatura 

aborda que a pré-incubação de tripomastigotas com soro de indivíduo da fase crônica da 

doença diminui sua infectividade (McHARDY, 1977); a transmissão passiva de soros 

imunes ou de imunoglobulinas purificadas de animais na fase crônica protegem os 

camundongos contra uma infecção letal (SCOTT e GOSS-SAMPSON, 1984; BRENER 

1986); e a depleção de linfócitos B torna os animais mais susceptíveis à infecção 

(OKABE et al., 1980). Além disso, camundongos geneticamente modificados e maus 

produtores de anticorpos apresentam maior parasitemia e mortalidade 

(KIERSZENBAUM e HOWARD, 1976; BRENER e KRETTLI, 1990).  

 

 6. CONCLUSÃO 

Demonstramos que tanto a proteína do hospedeiro Gal-3 quanto a proteína P21 de 

T. cruzi desempenham papéis essenciais na infecção. A Gal-3 possui atividade importante 

no recrutamento de leucócitos, na polimerização do citoesqueleto de actina e expressão 

de CXCR4, garantindo, dessa forma, menores níveis de parasitos intra e extracelulares, 

menor lise de células e taxas reduzidas de fibrose. A rP21 também mostrou efeitos 

importantes no aumento de F-actina, quimiotaxia, controle da replicação parasitária e 

diminuição de parasitos extracelulares. Além disso, a proteína recombinante pode ser 

considerada uma importante ferramenta terapêutica e profilática para a doença de Chagas, 

uma vez que pode induzir a produção de anticorpos específicos anti-P21 e controlar a 

multiplicação parasitária, sem induzir formação de coágulo em plasma.  
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Assim, observamos que esses dois componentes promovem uma interação 

patógeno-hospedeiro de forma menos prejudicial para ambos e podem contribuir para o 

desenvolvimento de uma doença crônica com baixa replicação intracelular. 
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