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RESUMO

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado e agente etiologico da doenga de Chagas.
Estima-se a existéncia de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas no mundo, sendo a
cardiopatia chagasica a principal manifestagdo da doenga. A Galectina-3 (Gal-3) ¢ uma
das proteinas do hospedeiro que tem a expressdo aumentada durante a infeccdo. Esta
proteina pertence a familia lectina, apresenta afinidade a carboidratos contendo -
galactosideos e estd envolvida em vdarios eventos biologicos como adesdo celular,
regulacao do ciclo celular, apoptose, sinalizagdo intracelular e resposta imunoldgica. Ja a
P21 ¢ uma proteina secretada por 7. cruzi, esta relacionada com a evasdo do parasito da
resposta imunologica do hospedeiro e garante a permanéncia de 7. cruzi no ambiente
intracelular. A partir disso, o objetivo do estudo foi avaliar as atividades biologicas da
Gal-3 e P21 recombinante (rP21) durante a infec¢do por 7. cruzi. Nesse sentido, células
Wild-Type (WT), galectina-3 knockout (Gal-3 KO) e galectina-3 knockdown (Gal-3 KD)
infectadas por 7. cruzi foram utilizadas para analise de multiplicagdo intracelular, lise
celular e nimero de parasitos extracelulares. Nossos dados demonstraram que a auséncia
ou expressao reduzida de Gal-3 resultou em altas taxas de replicacdo intracelular, maior
lise celular e maior nimero de parasitos extracelulares. Posteriormente, camundongos
WT e Gal-3 KO foram infectados por 90 dias e o tecido cardiaco retirado para coloragdo
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 diminui¢ao da expressao do receptor de quimiocina CXCR4 nestes
animais. Observado esse cenario, testamos a relacdo da menor expressdo de CXCR4 e as
principais atividades biologicas do receptor que estdo relacionadas ao controle da
infeccdo. Para isso utilizamos a rP21, que se liga ao receptor CXCR4 ¢ ativa a via de
sinaliza¢do PI3K, e assim exerce diversas funcdes como indu¢do de polimerizagdo do
citoesqueleto de actina, atividade pro-fagocitica e quimiotatica. Macrofagos peritoneais
WT e Gal-3 KO tratados ou ndo com rP21 foram usados para analise de polimerizacdo de
actina em citdometro de fluxo por meio de marcagdo com faloidina-TRITC, ensaio de
quimiotaxia utilizando sistema de Transwell e ensaio de multiplicagdo parasitaria. Vimos
que a auséncia da Gal-3 levou a reducdo da polimerizagdo de actina e quimiotaxia,
provavelmente pela expressao reduzida do receptor CXCR4 nestas células. Estudamos
ainda, por meio de ELISA soros positivos para infeccdo por 7. cruzi € vimos que estes

podem apresentar anticorpos especificos contra a P21. Além disso, a rP21 ¢ uma proteina



promissora para desenvolvimento de alvos terapéuticos durante a fase aguda de intensa
multiplicagdo parasitaria, podendo ser estudada para esses fins, pois além de ndo
apresentar citotoxicidade ndo promoveu forma¢do de coagulo em plasma. Portanto,
relatamos a importancia da Gal-3 do hospedeiro e da P21 de 7. cruzi para polimerizagao
de actina, recrutamento de células e controle da multiplicagao parasitaria. Dessa forma,
esses componentes beneficiam tanto o hospedeiro quanto o parasito, pois diminuem a
multiplicagdo intensa, garantem a sobrevivéncia do hospedeiro e favorecem a

perpetuagdo parasitaria.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Galectina-3, proteina 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 -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 7. cruzi, is related to the
parasite evasion of the host immune response and guarantees the permanence of 7. 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 7. cruzi
infection. In this sense, Wild-type (WT), galectin-3 knockout (Gal-3 KO) and galectin-3
knockdown (Gal-3 KD) cells infected with 7. 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 7. 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 7' 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. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado e agente etioldgico da doenca de
Chagas, sua classifica¢ao o inclui na ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae.
Este parasito apresenta trés estagios evolutivos distintos: epimastigota, tripomastigota e
amastigota (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984); e ciclo de vida heteroxénico, alternando
entre hospedeiro vertebrado (mamiferos de varias espécies) e invertebrado (vetor). Os
vetores sdo insetos hemipteros da familia Reduvidae, sendo os principais géneros:

Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979).

O ciclo de vida (Figura 1) inicia quando o vetor ingere formas tripomastigotas de
um hospedeiro portador de 7. cruzi durante o repasto sanguineo. Formas tripomastigotas
passam para o intestino médio do inseto e multiplicam-se como epimastigotas, que apos
algumas semanas migram para o intestino posterior, onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos. Ao fazer um novo repasto sanguineo os vetores defecam
em um vertebrado e juntamente com as fezes e urina, os parasitos sdo depositados na pele
ou mucosas. Quando os parasitos sao depositados na mucosa a penetragdo ocorre
diretamente, no entanto quando sdo depositados sobre a pele € necessaria uma lesdao
tecidual para que ocorra a penetragdo, como por exemplo, o ato de cocar o local da picada.
Dessa forma, tripomastigotas metaciclicos podem invadir varias células e se diferenciar
em amastigotas, que apos 20 a 30 horas comegam a se multiplicar. Quando a célula esta
cheia de amastigotas, estes se diferenciam em tripomastigotas e saem da célula hospedeira
para o espaco intercelular ou circulacdo sanguinea. Esses tripomastigotas, chamados
tripomastigotas sanguineos, sao capazes de invadir macrofagos e novas células de varios
tecidos e 6rgaos do hospedeiro, ou serem ingeridos pelo vetor durante o repasto sanguineo

dando continuidade ao ciclo (VIANNA, 1911).
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.~ Epimastigotas

:3 Tripomastigotas

. Amastigotas

Figura 1. Esquema representativo do ciclo de vida de 7. cruzi em hospedeiros invertebrados e
vertebrados. Fonte: Figura adaptada de DOS SANTOS, M.A., 2017.

Além da transmissdo vetorial classica, a doenca de Chagas pode ser transmitida
por meio de transfusdo sanguinea, transmissdo congénita, acidentes laboratoriais,
transplante de 6rgdos e por via oral (DIAS, 1992). No Brasil, varios relatos de surtos de
contaminagdo oral pela ingestdo de acai in natura e/ou caldo de cana-de-agtcar tém sido
notificados as autoridades sanitarias do pais, que alertam para uma vigilancia e controle
maior na manipulacdo e comercializagdo destes produtos (STEINDEL et al., 2008;

MARTINS-MELO et al., 2014).

Cepas de T. cruzi apresentam heterogeneidade bioldgica, genética e bioquimica
(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
genotipos, 7. cruzi 1 a VI e Tcbat, conforme padrao genético, bioquimico e presenca de
marcadores biologicos. As subpopulagdes exibem diferencas em relagdo a parasitemia,
tropismo celular, patogenicidade, interagdo com células e resposta imune do hospedeiro

(ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012; LIMA et al., 2015).
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Tcl, Tcll, Tc V e TcVI sdo os principais agentes da doenca de Chagas humana na
América, e sdo capazes de causar cardiomiopatia. O genotipo Tcl pode ser representado
pela cepa G, que possui alta infectividade in vitro e ndo induz infec¢do patente in vivo. Ja
os genotipos Tcll e TcVI, exemplificados respectivamente pelas cepas Y e CL, possuem

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

1.2 Interacio patégeno-hospedeiro

A interag¢do patdgeno-hospedeiro envolve varios processos, entre eles a ligagdo e
o reconhecimento do parasito a superficie da célula, seguida por uma cascata de
sinalizacdo que culmina na internalizacdo celular (ANDRADE e ANDREWS, 2005;
BURLEIGH, 2005; YOSHIDA, 2006).

A entrada do 7. cruzi na célula hospedeira pode ocorrer por trés mecanismos
distintos. A primeira via ¢ a via dependente de lisossomos, que ocorre em cerca de 20%
dos processos de internalizacdo. Este mecanismo ¢ iniciado pela sinaliza¢ao de aumento
transitorio e localizado dos niveis de Ca", seguida do recrutamento e fusdo de lisossomos
no local de adesdo do parasito, onde a exocitose localizada de lisossomos fornece
membrana para o vacuolo parasitoforo acido. A segunda alternativa € a via dependente
de actina, na qual os parasitos entram na célula hospedeira através de uma expansdo da
membrana plasmatica que culmina na montagem de um vactolo parasitoforo, com fusdo
de lisossomos intracelulares. Outro processo de internalizag¢do ¢ a via independente de
lisossomos, na qual os parasitas internalizam nas células através de invaginagdes da
membrana plasmatica que acumulam PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate),
produto da ativagdo de PI3K (TARDIEUX ef al., 1992; RODRIGUEZ et al., 1999;
BURLEIGH, 2005; DE SOUZA et al., 2010).

Uma vez dentro da célula hospedeira, tripomastigotas estdo contidos em um
vacuolo parasitoforo 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 vacuolo, um processo de diferenciacao do parasito ¢ iniciado, e estes comegam a
sair para o citoplasma da célula hospedeira apds 8 horas de invasdao. Depois de cerca de

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

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

1.3 Resposta imune na infec¢do por 7. cruzi

O controle da infec¢@o por 7. cruzi, tem o envolvimento da resposta imune inata
e adaptativa e de varios tipos celulares incluindo células Natural Killer (NK), linfocitos
T CD4", T CD8" e macrofagos, bem como de anticorpos produzidos por linfocitos B
(BRENER e GAZZINELLI, 1997; DOS REIS, 1997; GOLGHER e GAZZINELLI,
2004).

Os receptores Toll-like (TLR) sdo um tipo de receptor de reconhecimento padrao
(PRR), os quais estao presentes em todas as células do sistema imune inato e sdo capazes
de reconhecer padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP) de T. cruzi. Uma vez
que ocorre ativagao de TLR, ha o recrutamento de proteinas intracelulares, com posterior
ativacdo de fatores de transcricdo e expressdo de genes envolvidos na resposta
inflamatoria, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interferon-y (IFN-y) e
Interleucina-12 (IL-12), visando o controle da replicacao do parasito (JANEWAY, 1998;
ABBAS et al., 2002; CAMPOS e GAZZINELLI, 2004, GAZZINELLI ¢ DENKERS,
2006).

A produgdo de citocinas inflamatorias e quimiocinas, por sua vez, recrutam
células fagociticas para o tecido infectado, as quais sdo importantes no controle inicial da
infec¢do e modulagdo subsequente da resposta imune adaptativa (TAKEUCHI e AKIRA,
2010). A IL-12 ¢é uma citocina produzida principalmente por macréfagos, sendo capaz de
atuar em células NK da resposta imune inata e em linfocitos T da resposta imune
adaptativa, e induzir a produ¢do de IFN-y e TNF-a nessas células (MICALLEF et al.,
1996; WATFORD et al., 2003). As citocinas [FN-y e TNF-a podem induzir a enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), presente em macrdofagos, a sintetizar 6xido nitrico
(NO), composto toxico que pode causar a morte de patdgenos intracelulares ou inibir sua
multiplicagdo (GAZZINELLI et al., 1992; ABEL et al., 2001; PAVANELLI e SILVA,
2010; ABEL et al., 2014).

Estudos demonstraram que amastigotas da cepa G sdo altamente infectivos in

vitro, mas nao desenvolvem infeccao patente in vivo devido sua sucetibilidade a produgao
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de IFN-y por células do sistema imune. Camundongos deficientes em IFN-y e IL-12
apresentaram alta parasitemia. Esses dados sdo relevantes no sentido de compreender
comportamentos diversos em diferentes grupos de 7. cruzi in vitro e in vivo
(RODRIGUES et al., 2012b). TLRs tem um papel critico na resisténcia do hospedeiro a
infecc¢do, associada a producao de citocinas como IL-12 e IFN-y, as quais dirigem a

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

Com a multiplicacdo intracelular e lise da célula hospedeira, o 7. cruzi atinge a
corrente sanguinea e torna alvo do sistema complemento. Este sistema ¢ constituido de
proteinas soluveis que sdo capazes de interagir com estruturas do parasito e ativar cascata
de proteases que levam a formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC) e lise do
patogeno (CARDOSO et al., 2016). Entretanto, 7. 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 expOe simultaneamente varias proteinas antigénicas de superficie, como
mucinas e trans-sialidades, codificadas por familias multigénicas altamente polimoérficas
(TARLETON, 2015). A coexpressdo desta variedade antigénica leva o sistema
imunoldgico a uma série de respostas de anticorpos ndo neutralizantes, um mecanismo
chamado de cortina de fumaca, que retarda a produgdo de anticorpos anti-7. cruzi de alta
afinidade e o priming eficaz das células TCD8" (PITCOVSKY et al.,2002; TARLETON,
2015).

Antigenos de 7. cruzi na célula hospedeira tornam-se disponiveis para a
apresentacdo antigénica via complexo de histocompatibilidade principal I (MHC 1), por
meio da via endogena (JUNQUEIRA et al., 2010). A apresentagdo promove resposta de
células CD8" altamente eficazes no controle dos niveis de parasitos. Entretanto, este
evento ocorre de forma tardia apds 5 a 6 dias de infec¢do, coincidindo com o ciclo de
replicagdo. O atraso acontece devido a necessidade de um niimero maior de antigenos
produzidos por amastigotas ou pela grande variedade de antigenos polimorficos
simultaneamente expressos pelo parasito, competindo pela ligacdo as moléculas de MHC
I, que impede a resposta imunoldgica rapida (ALVAREZ et al., 2008). A medida que a
infeccdo avanca, as células T especificas reconhecem um pequeno numero de epitopos,

em um processo conhecido como imunodominancia (TARLETON, 2015). Antigenos
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imunodominantes sao selecionados com base na abundancia e afinidade com receptores

de células T e MHC.

Para melhor entendimento do processo de infeccdo, estudos envolvendo o
recrutamento de leucocitos e a producdo de anticorpos especificos contra antigenos

parasitarios sdo importantes.

1.4 Doenca de Chagas

A apresentacao clinica da doenga de Chagas ¢ variavel, sendo a fase aguda inicial
caracterizada por alta parasitemia que pode durar de 40 a 60 dias. Os sintomas podem ser
moderados e atipicos, podendo ser confundidos com outras infecgdes, € por essa razao a
doenga de Chagas ndo ¢ frequentemente reconhecida neste estdgio. Neste periodo, as
formas amastigotas podem ser vistas no interior de fibras cardiacas, células musculares
lisas e esqueléticas, células endoteliais, gliais, macrofagos e fibroblastos (LARANIJA,

1953; WHO, 2018).

Alguns sinais e sintomas podem aparecer nessa fase da doenca, como: febre diéria,
mal-estar, mialgias, astenia, anorexia e cefaleia. O exame fisico frequentemente mostra
linfadenopatia generalizada, com linfonodos palpaveis em regides cervicais, axilares e
inguinais; e hepatoesplenomegalia moderada. Podendo ser observadas, ainda,
manifestagdes de comprometimento cardiaco e de meningoencefalite. Os sinais
sistémicos geralmente aparecem em torno da segunda ou terceira semana da doenga.
Além disso, apresenta uma taxa de letalidade de 2 a 10%, observada principalmente em
criancas e individuos imunodeprimidos que adquirem a infec¢do por transfusdo ou
transplante de 6rgdos. As principais causas de Obito sdo a miocardite acompanhada de
insuficiéncia cardiaca refrataria e meningoencefalite (CHAGAS, 1916; CHAGAS, 1936;
DIAS, 1992; WHO, 2018).

Durante a fase cronica, a infec¢do pode permanecer silenciosa, com auséncia de
sintomas, mesmo com sorologia positiva em exames de rotina, caracterizando a forma
indeterminada da doenca. Até 20 anos apds a infec¢do, sinais clinicos da doenca e
comprometimento visceral como cardiomiopatia ou disfun¢do no trato digestivo,
acometem aproximadamente 35% dos casos. Assim, essa fase pode ser dividida na forma

indeterminada, cardiaca, digestiva ou mista (cardiaca e digestiva) (WHO, 2002).
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A doenga cardiaca ¢ a mais importante forma clinica da doenca de Chagas devido
a sua frequéncia e gravidade. A patogénese da cardiopatia chagasica cronica (CCC) ¢
complexa e pode estar relacionada com a presenga do parasito, mecanismos autoimunes,
disfungao autonomica e alteragdes de microcirculacdo (COURA et al., 1984; RASSI JR
et al., 2009).

A destruicdo de fibras miocardicas pela lise de cardiomiocitos induzida pelo
parasitismo e pelo processo inflamatorio cronico leva substituicdo destas fibras por
colageno. O processo de fibrose interfere na propagacdo do impulso elétrico cardiaco
gerando uma insuficiéncia cardiaca progressiva (ANDRADE, 1999). Além das lesdes
celulares que ocorrem nas miocélulas cardiacas e nos neurdnios, o sistema nervoso
autondmico também ¢ acometido. Frente a perda progressiva de fibras miocardicas ha o
remodelamento ventricular, inicialmente por meio da hipertrofia de fibras integras e,
posteriormente, dilatacdo da cavidade ventricular. Essa hipertrofia extrinseca restaura
temporariamente o volume sistélico j4 comprometido, mas a dindmica do processo leva
a dilatacdo cardiaca crescente, com perda progressiva da capacidade de ejecao ventricular
em virtude da evolucdo da miocardite ¢ da sobrecarga mecanica. Nos estagios mais
avancados, também se intensifica a restricdo diastolica, devido a grande dilatagdo e

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

Alteracdes de marcadores moleculares de ativagdo do sistema de coagulagdo
foram descritas em individuos infectados por 7. cruzi com ou sem trombose clinica
(BERRA et al., 2005; PINAZO et al., 2011). A formacao de trombos ¢ frequentemente
encontrada na doenca de Chagas, os trombos podem desprender ou se fragmentar e formar
émbolos. Ao migrar pela corrente sanguinea os émbolos obstruem e prejudicam a
circulagdo, o que pode acarretar em infarto do miocardio, embolia de pulmdes, rins, bago

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

A forma digestiva da doenca de Chagas afeta aproximadamente 10% dos
individuos infectados e ¢ clinicamente caracterizada por megaesdfago e megacolon.
Casos raros de megaestomago, megaduodeno e estenose hipertréfica de piloro podem ser
observados (ROCHA et al., 2005; AYO et al., 2013; BESTETTI ¢ RESTINI, 2014).
Megaesofago ¢ uma sindrome de disfagia cronica, conhecida pela populagdo como “mal
de engasgo”. Ocorre em decorréncia da incoordenagao motora da musculatura esofagica,

devido ao comprometimento neuronal dos plexos nervosos, com dilatacdo e/ou
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alongamento do 6rgao. No megacolon em decorréncia da destruicao de ganglios nervosos
ha estase e discinesia, que acomete principalmente o reto e sigmoide, levando a alteracao
de motilidade de esfincteres e incoordenagdo motora da musculatura do colon, e
consequentemente retardo na progressao do contetido fecal (ROCHA et al., 2005;

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

Com relagao ao tratamento da doengca de Chagas, os agentes terapéuticos
disponiveis (Benznidazol e o Nifurtimox) sdo eficazes apenas na fase aguda da doenca e
apresentam alta toxicidade (VIOTTI et al, 1994; LAURIA-PIRES et al., 2000;
CANCADO et al., 2002). Pesquisadores demonstram a existéncia de formas dormentes
de T. cruzi, que sdao amastigotas intracelulares ndo proliferativas, que resistem ao
tratamento, e posteriormente podem se transformar em tripomastigotas e invadir novas
células. Isso explica o fracasso de compostos altamente citotoxicos para resolver
completamente a infecgdo (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018). Os efeitos colaterais mais
comuns dos medicamentos sdo dermatites, neuropatia, nauseas, vomitos e diarreia
(FILIGHEDDU et al., 2017). Ha décadas nao sdo produzidos novos farmacos com maior
eficacia e menos efeitos colaterais do que as duas unicas drogas ainda utilizadas no
tratamento etiologico da doenga de Chagas (SANTOS ef al, 2004; HALL e
WILKINSON, 2012; MEJIA et al., 2012). Dessa forma, pesquisas que relacionam o
agente causador da doenga de Chagas e possiveis proteinas envolvidas nesse processo sao
essenciais para melhor entendimento da infec¢do e elaboracdo de futuros alvos

terapéuticos.

1.5 Diagnostico da Doenca de Chagas

Exames laboratoriais sdo utilizados no diagnostico da doenca de Chagas, e as
diferentes metodologias podem ser melhores empregadas de acordo com a fase da
infec¢do (LUZ et al., 2016). Na fase aguda da doenga ¢ encontrada uma alta taxa de
parasito no sangue periférico, dessa forma, o diagnostico laboratorial pode ser feito por
testes parasitologicos, como microscopia direta com a observagdo de parasito em
sangue fresco e por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Entretanto, na fase
cronica da doencga a eficiéncia do diagndstico parasitologico e molecular ¢ menor

devido a escassez de parasitemia. Assim, o imunodiagnostico na fase cronica ¢
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amplamente utilizado e visa deteccdo de anticorpos dos pacientes testados contra

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

O diagnodstico da doenca de Chagas utiliza principalmente trés testes
convencionais: Hemaglutinacdo Indireta, Imunofluorescéncia e Ensaio de
Imunoabsor¢ao Ligado a Enzima (ELISA). Esses testes apresentam limitagdes como
reatividade cruzada com outros parasitos e falta de 100% de sensibilidade, portanto, a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda a realizacdo de pelo menos dois
testes convencionais para um diagnostico definitivo da infec¢do por 7. cruzi (WHO,

2002).

A transmissdo da doencga de Chagas por transfusdo sanguinea ¢ uma ameaca
real, por isso programas de triagem foram estabelecidos em paises endémicos e o
rastreio de doadores de sangue para detecc¢do de infec¢do por 7. cruzi é obrigatdrio na
maioria dos paises da América Latina. Iniciativas intergovernamentais deflagradas na
década de 1990 foram importantes para reduzir essa forma de transmissao, entretanto ndo
houve abrangéncia em todos os paises. Em paises ndo endémicos, a doenca de Chagas ¢
considerada uma infeccdo emergente por causa do crescente nimero de imigrantes
provenientes da América Latina, e em alguns bancos de sangue ndo ha triagem por meio
de exames laboratoriais para diagndstico de infec¢do por 7. cruzi. Casos de transmissao
da doenca de Chagas por meio de transfusdo sanguinea ja foram descritos nos Estados
Unidos, Canada e Espanha, evidenciando a importancia da implementacdo global de
testes para identificacdo de individuos 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 possiveis alvos de diagnostico e progndstico
contribui para melhor identificagdo e tratamento da infec¢do por 7. cruzi.
Considerando os problemas metodoldgicos presentes nos testes comerciais usados
rotineiramente em laboratorios de analises clinicas, o estudo da P21 para diagndstico
e prognostico da doenca de Chagas ¢ de extrema importancia uma vez que essa proteina

¢ especifica de T. cruzi, podendo reduzir reagdes cruzadas com outros protozoarios.
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1.6 Componentes do hospedeiro relacionados com a infec¢ao

A invasdo por 7. cruzi envolve multiplas interacdes e efeitos sobre a célula
hospedeira que facilitam as etapas necessdrias para o estabelecimento bem-sucedido da
infeccdo (ANDRADE e ANDREWS, 2005; BURLEIGH, 2005; YOSHIDA, 2006).
Antes e durante a entrada, tripomastigotas ativam vdrias vias de sinaliza¢ao da célula
envolvidas na invasdo, incluindo aquelas relacionadas com o aumento de calcio
intracelular (TARDIEUX et al., 1994; SCHARFSTEIN et al., 2000; YOSHIDA, 2006),
ativacdo de fosfatidilinositol-3 quinase (CHUENKOVA ef al., 2001; WILKOWSKY et
al.,2001; WOOLSEY et al., 2003) e AMP ciclico (RODRIGUEZ et al., 1999).

A citoqueratina 18 (CK18) estd presente na superficie de células do hospedeiro e
tem papel como receptor de 7. cruzi. Estudos demonstram que Tc85 do parasito pode se
ligar a CK18, levando a ativagcdo da cascata de sinalizagio ERK1/2 e aumento da
replicagdo parasitaria no interior de células. Além disso, anticorpos anti-CK 18 ocasionam
a diminuicdo da adesdo de tripomastigotas (MAGDESIAN et al., 2001; MAGDESIAN
etal.,2007; CLASER et al., 2008).

Outra molécula presente na superficie de células hospedeiras e envolvida na
entrada de tripomastigotas € o receptor de TGF. A transdu¢do de sinal através deste
receptor facilita a entrada de 7. cruzi em células epiteliais. E sugerido que 7. cruzi pode
apresentar em sua superficie ou secretar moléculas semelhantes ao TGF-3, que € capaz
de atuar como agonista, ligando-se ao receptor na membrana plasmatica da célula
hospedeira e contribuindo para a invasdo do parasito (MING et al., 1995;

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

Os receptores de bradicinina também sao usados por tripomastigotas para penetrar
nas c€lulas de mamiferos. Eles sdo acoplados a proteina heterotrimérica G e sao formados
por dois subtipos: o receptor de bradicinina 2, que € constitutivamente expresso por
células cardiovasculares, e o receptor de bradicinina 1 cuja expressdo ¢ regulada nos
tecidos lesados (SCHARFSTEIN e MORROT, 1999). A cruzipaina ¢ a principal protease
de cisteina presente em todos os estagios de 7. cruzi e tem sido implicada no processo de
internalizacdo devido a sua capacidade de gerar bradicinina. Através do receptor de
bradicinina do tipo 2, os tripomastigotas desencadeiam aumento de célcio intracelular e

aumento da entrada de parasitos (NEIRA et al., 2002).
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O estudo de proteinas das células hospedeiras envolvidas nas multiplas interagdes
com T. cruzi, ¢ fundamental para melhor compreensdo da infec¢do. Dessa forma, o
presente trabalho visa investigar o papel da proteina do hospedeiro galectina-3 frente a

infec¢do por 7. cruzi.

1.7 Galectina-3

Lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos ¢ podem reconhecer
mossacarideos, oligossacarideos e residuos de carboidratos presentes em moléculas como
glicoproteinas e glicolipideos (LIS e SHARON, 1998). As galectinas sdo pertencentes a
familia das lectinas, possuem afinidade por B-galactosideos e podem ser encontradas na
matriz extracelular, superficie celular ¢ no meio intracelular (citoplasma e nucleo)
(MENON e HUGHES, 1999; HOUZELSTEIN et al., 2004; LEFFLER et al., 2004;
FUNASAKA et al., 2014).

Dentre as galectinas, a mais estudada ¢ a galectina-3 (Gal-3) que possui peso
molecular de aproximadamente 30 kDa (kilodalton). Em solugao encontra-se como um
monomero de 3 motivos estruturais: sendo um dominio N-terminal, contendo um residuo
de serina que ¢ alvo de fosforilagdo, uma regido que contém varias repeti¢des em tandem
de segmentos de aminodcidos curtos (Prolina-Glicina-Alanina-Tirosina), € um dominio
C-terminal que conttm o dominio de reconhecimento a carboidratos (CRD-
Carbohydrate Recognition Domain) (BARONDES et al., 1994; LIU e RABINOVICH,
2005; CAY, 2012). O dominio rico em glicina e prolina, esté relacionado a capacidade da
Gal-3 de se oligomerizar com outras moléculas de Gal-3 ou estabelecer interagdes com

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

Gal-3 ¢ codificada pelo gene LGALS3, localizado no cromossomo 14, locus g21-
22, e em humanos ¢ composto por 6 éxons e 5 introns (RAIMOND et al., 1997;
KADROFSKE et al., 1998). O polimorfismo de nucleotideo unico (SNPs, do inglés single
nucleotide polymorphism), com uma s6 modifica¢do de base, pode levar a alteragdes nos
niveis séricos de Gal-3 (HU et al., 2011). Este polimorfismo pode explicar diversidades
clinicas apresentadas em individuos diferentes, segundo Belmont e colaboradores (2016),
ha uma relagao entre SNPs associados a menores niveis séricos de Gal-3 e maior

suscetibilidade para infec¢des do trato respiratorio e crises vaso-oclusivas.
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Apos sua sintese, a Gal-3 ¢ armazenada no citoplasma e sob diferentes estimulos,
como dano tecidual e infeccdo, ¢ 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 proteinas dentro da célula (SATO et al., 2009).

A Gal-3 estd envolvida em varios eventos bioldgicos como adesdo celular,
regulacdo do ciclo celular, apoptose, sinalizacdo intracelular e resposta imunologica
(DUMIC et al., 2006; SALOMONSSON et al., 2010). Na resposta imune, a lectina esta
relacionada a muitos processos, incluindo o reconhecimento de estruturas de patogenos,
podendo ser considerado um receptor de reconhecimento de padrdes (PRR); a adesao e
ativacdo de neutrofilos, quimiotaxia de macrofagos e opsonizagdo de neutrdfilos
apoptdticos (KUWABARA e LIU, 1996; SANO et al., 2000; KARLSSON et al., 2009).
A fungao extracelular dessa proteina ¢ dependente da propriedade lectina do dominio C-
terminal, podendo ser inibida por ligantes sacaridicos especificos como a lactose (SANO
et al., 2000). Pode ser encontrada em diversos tecidos, como tratos digestivo e urogenital,
pulmdes, sangue, rins e coragdo; e ¢ presente no nucleo, citoplasma, superficie celular e
pode ser secretada para o meio extracelular (CHEN ef al., 2016; KOBAYASHI ef al.,
2014; NISHI et al., 2007; SACCON et al., 2017; YAN et al., 2016).

A partir de uma revisdo da literatura € possivel observar que as fun¢des da Gal-3
diante de diferentes infeccdes ainda ndo sdo bem entendidas e dependem da sua
localizagdo e da interagdo com outras proteinas ou células. Em infecgdes com
Streptococcus  pneumoniae, camundongos galectina-3  knockout (Gal-3 KO)
desenvolveram pneumonia mais severa, com maiores bacteremia e danos no pulmao
quando comparados com animais wild-type (WT) (FARNWORTH et al., 2008). A Gal-3
demonstrou ter também atividade antimicrobiana contra o fungo patogénico Candida
albicans e a bactéria S. pneumoniae (KOHATSU, et al. 2006; FARNWORTH et al.,
2008). Foi observado que a infec¢do de células epiteliais géastricas por Helicobacter pylori
induz a secre¢do de Gal-3, a qual demonstrou ser importante para captura da bactéria, e
dessa forma, impede a fixacdo e infec¢do destas, ademais, camundongos Gal-3 KO
apresentaram maiores cargas bacterianas (PARK et al, 2016). Na infeccdo por
Toxoplasma gondii, animais deficientes em Gal-3 também apresentaram uma maior carga

parasitaria (BERNARDES et al., 2006).



30

Estudos mostram que a Gal-3 ¢ capaz de interagir com proteinas de superficie de
tripomastigotas de 7. cruzi, como a mucina Tc45, e esse acontecimento pode ser inibido
pela lactose. Além disso, foi demonstrado que a expressao de Gal-3 ¢ requerida para
adesdo de tripomastigotas as células, e que com a ligacao de Gal-3 exogena a superficie
do parasito e a superficie de células musculares hd um aumento das taxas de adesao. Foi
visto também que a infec¢do por 7. cruzi aumenta a expressao 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 trafego intracelular de
T. cruzi em macrofagos peritoneais. Observamos recrutamento de Gal-3 e actina nos
tempos inicias correspondentes aos sitios de entrada do parasito nas células. Esse
recrutamento se prolongou até o tempo de 6 horas, onde houve uma polariza¢ao da Gal-
3 em uma das extremidades do parasito formando estruturas contendo Gal-3 (galectin-3-
containing structures - G3CSs). Observamos que a formagao de G3CS era concomitante
com o desaparecimento da Proteina de Membrana Associada a Lisossomos 2 (LAMP-2),
portanto, essa estrutura pode ser considerada um marcador de lise de vacuolo parasitoforo
de T. cruzi (MACHADO et al., 2014). A formacao de G3CS ndo foi observada em
vacuolos contendo esferas fluorescentes, confirmando sua presenca apenas em eventos

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

Em trabalhos anteriores notamos que camundongos Gal-3 KO infectados com 7.
cruzi por 15 dias (fase aguda) apresentaram niveis basais das citocinas TNF-a e IFN-y,
aumento de IL-4 e menor recrutamento de leucécitos para o local da infec¢do. Com isso,
a deficiéncia de Gal-3 leva a maiores niveis de: parasitemia e nimero de parasitos viaveis
na cavidade peritoneal. Na fase cronica da infec¢ao (90 dias) em animais Gal-3 KO
percebe-se diminui¢ao da citocina IL-4 e aumento de mastocitos no tecido cardiaco (DA

SILVA et al., 2017).

Baseado nesses achados, investigamos o papel da Gal-3 na progressao da infec¢ao
por T. cruzi in vivo e in vitro. A hipdtese de que a falta de Gal-3 pode estar relacionada
com a maior replicacdo parasitaria e parasitemia, mostra que a aquisicdo destes
conhecimentos ¢ de grande importancia para melhor entendimento da relagdo patdégeno-

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

A viruléncia de 7. 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 metaciclicos
invadem principalmente macrofagos locais, fibroblastos e outros tecidos mesenquimais
no local da infec¢do priméria, onde devem expressar moléculas para resistir ao estresse
oxidativo. Apos a multiplicacdo e transformacao em tripomastigotas, os parasitas devem
resistir a resposta imune humoral e a lise mediada pelo complemento. Para continuar o
ciclo de vida, eles tém que iniciar novas rodadas de invasdo, exigindo moléculas que lhes
permitam aderir e ativar cascatas de sinalizagdo que resultardo em uma eficiente invasdo

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

A internalizagdo de parasitos e multiplicagdo em células hospedeiras ¢ um passo
importante na evolugdo de varios patdgenos. Este processo constitui uma protecao contra
a resposta imune do hospedeiro € o acesso a um microambiente rico em produtos
metabolicos (BARRIAS et al., 2012). As glicoproteinas gp82 e gp 35/50 sdo especificas
de tripomastigotas metaciclicos de 7. cruzi, estdo presentes na superficie e possuem
propriedades de adesdo e invasdo de células hospedeiras. A gp82 se liga a célula alvo e
ativa vias de sinalizagdo intracelular provocando mobilizacdo de Ca*" (RAMIREZ et al.,

1993; YOSHIDA, 2006).

A superficie do parasito ¢ coberta por uma camada de glicoconjugados do tipo
mucina. Essas moléculas sao importantes para fornecer protecdo frente ao vetor e frente
a mecanismos de defesa do hospedeiro vertebrado, e assegurar o direcionamento e a
invasdo de células especificas. As moléculas de superficie gp35/50 protegem os
tripomastigotas metaciclicos da destrui¢do durante a infeccdo por via oral, por serem
resistentes a digestao por proteases. A ligacdo da gp35/50 a célula hospedeira provoca
liberacdo transiente de Ca®" de acidocalcissomas por um mecanismo dependente de AMP
ciclico gerado por ativagdo de adenil ciclase. Este aumento de Ca** medeia a invasio pelo
recrutamento de F-actina, configurando uma internalizacdo por processo endocitico

(FERREIRA, et al., 2006; YOSHIDA, 2009; DE SOUZA et al., 2010).
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Outro componente importante do parasito € a cruzipaina, uma cisteina protease
envolvida na invasdo celular de Tripomastigotas de Cultura de Tecido (TCTs). Esta
protease ¢ secretada pelo parasito e tem como substrato o cininogénio do hospedeiro, que
na presenca de cruzipaina, libera cininas ativas, como a bradicinina, que ao se ligar ao seu
receptor inicia aumento transiente de Ca®* intracelular (SCHARFSTEIN et al., 2000;
GUINAZU et al., 2007; MAEDA et al., 2014). A Oligopeptidase B também ¢ relevante
para o parasito, uma vez que esta peptidase alcalina presente apenas em tripomastigotas
gera um fator soluvel agonista de Ca>*, ativando a fosfolipase C do hospedeiro e gerando
IP3, que promove a liberagio de Ca®' do reticulo endoplasmatico (BURLEIGH;
ANDREWS et al., 1997; OSORIO et al., 2012). Além destas proteinas, a gp83 também
esta relacionada ao aumento da entrada de tripomastigotas em células do hospedeiro, ¢

ocorre em decorréncia da ativacao da proteina quinase C (VILLALTA et al., 1999).

Entre os membros da familia Tc-85, a melhor caracterizada ¢ a gp85, uma
glicoproteina de superficie expressa por TCTs e envolvida na invasdo de células de
mamiferos (ALVES et al., 1986). A gp85 possui sitios de ligagdo para a laminina e
citoqueratinas da célula hospedeira (GIORDANO et al., 1999; TONELLI ef al., 2010).
Um dominio FLY conservado desta proteina (VIVXNVFLYNR) ¢ capaz de ativar
quinases que facilitam a infec¢do e sobrevivéncia do parasito (MAGDESIAN et al.,
2007). Este dominio se liga as células endoteliais de maneira 6rgdo dependente,
particularmente na vasculatura do coracdo, contribuindo, entdo, para o tropismo tecidual
(TONELLI et al., 2010). T. cruzi é incapaz de sintetizar acido sialico e utiliza a gp85 para
catalisar a transferéncia deste monossacarideo de glicoconjugados da superficie de células
do hospedeiro vertebrado e transferi-lo para proteinas aceptoras presentes na membrana
do parasito, como as mucinas (AGUSTf et al., 2007; ARAYA et al., 1994; COLLI ¢
ALVES, 1999). Mucinas sialiladas estdo envolvidas na adesdo e penetra¢do do parasito

as células (MING et al., 1993).

Em relagdo as proteinas presentes em amastigotas podemos citar as amastinas e a
Ssp-4. A primeira ¢ uma glicoproteina que reduz a infectividade de amastigotas
extracelulares (AE). Trabalhos relatam que a adi¢do de amastina recombinante causa
inibicdo de invasdao de AE em células HeLa. Adicionalmente, a amastina acelera a
diferencia¢do de amastigotas em tripomastigotas durante o ciclo intracelular (TEIXEIRA
et al., 1994; CRUZ et al., 2012). A Ssp-4 (proteina de superficie estagio-especifica 4) ¢

uma glicoproteina identificada em amastigotas intra e extracelulares que participa da
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invasdo celular (ANDREWS et al, 1987), foi demonstrado que amastigotas
extracelulares da cepa G apresentaram invasdo reduzida quando incubadas com

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

Apos a invasdo e formagao de vactolos parasitoforos, os parasitos devem escapar
destes para replicar no citoplasma da célula hospedeira. A ruptura da membrana do
vacuolo e escape do parasito ¢ mediada por uma proteina de 7. cruzi denominada Tc-tox,
que induz formacao de poros (ANDREWS et al., 1990; OSORIO et al., 2012). T. cruzi
deve evadir também do estresse oxidativo de compostos deletérios como perdxido de
hidrogénio e peroxinitrito encontrado no interior do vactolo fagolisossomico de
macrofagos. Para isso, o parasito expressa enzimas antioxidantes, como 7cCPx, TcMPx

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

Ao ser liberado da célula hospedeira, o parasita circula nos vasos sanguineos e
entra em contato com o sistema complemento, que ¢ um mecanismo critico de contengao
e clearance de patdgenos. Estd bem estabelecido que tripomastigotas sdo resistentes aos
efeitos liticos do complemento, enquanto epimastigotas sdo rapidamente mortos pela via
alternativa (KIPNIS ez al, 1981). Esta resisténcia de tripomastigotas depende de
moléculas do parasito, como proteinas reguladoras do complemento (CRPs) e
calreticulina (NORRIS et al., 1991). Outro exemplo ¢ a cruzipaina que esta envolvida na

evasdo imune por degradagdo proteolitica de anticorpos (BERASAIN et al., 2003).

Ao longo da evolugdo, o parasito desenvolveu estratégias eficientes para evadir
do sistema imune e desenvolver uma infec¢do cronica, garantindo sua sobrevivéncia.
Assim, compreender o papel de proteinas secretadas por 7. cruzi, como a P21, ¢

fundamental para aprofundar o conhecimento da patogénese da doenga de Chagas.

1.9 Proteina rP21

A P21 ¢ uma proteina ubiqua de 21 kDa identificada por nosso grupo de pesquisa
como um componente secretado por todas as formas evolutivas de 7. cruzi. A forma
recombinante da P21 foi produzida por clonagem da sequéncia génica da proteina, com a
adicao de seis residuos 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 niquel (SILVA et al., 2009). A padronizacao da purificacdo e renovelamento
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da P21 recombinante (rP21) possibilitou a investigagao dos papéis exercidos por essa

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

Como citado anteriormente, cepas de 7. cruzi apresentam heterogeneidade
bioldgica, genética e bioquimica (REVOLLO et al., 1998; MACEDO et al., 2004;
FREITAS et al., 2006). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que os niveis de expressao
de P21 ¢ diferente entre as cepas e formas evolutivas deste parasito. Amastigotas e
epimastigotas das cepas CL, RN-19 e Y apresentaram menor expressao dos alelos da P21,
enquanto a cepa G apresentou maior expressao. Em contrapartida, a cepa G possui
caracteristicas de baixa infectividade in vivo e auséncia de parasitemia (FERNANDES,

2013).

Estudos realizados também pelo nosso grupo mostraram que a adicdo da rP21
durante a invasdo de amastigotas e tripomastigotas em células ndo fagociticas provocou
um aumento da internalizacdo de parasitos (SILVA et al., 2009). Além disso, foi visto
que a proteina aumenta a capacidade fagocitica de macréfagos ndo s6 na presenga de 7.
cruzi, mas também na presenca de outros protozodarios, como Leishmania amazonensis €
Toxoplasma gondii; e até mesmo de particulas inertes de zymosan (glicano presente na
parede celular de Saccharomyces cerevisiae). Esta atividade da rP21 ocorre de forma
dependente da ligag¢do ao receptor de quimiocinas CXCR4 e ativagdo da via de sinalizagdo
PI3-quinase (PI3K). Outra atividade observada foi na inducdo da polimerizacdo do
citoesqueleto de actina da célula hospedeira (RODRIGUES, 2011; CLEMENTE, 2012;
RODRIGUES et al., 2012a).

O papel do citoesqueleto de actina durante a infeccdo experimental por
tripomastigotas de 7. cruzi foi observado em macréfagos e mioblastos tratados com IFN-
v ou rP21. Para isso foi realizado a andlise de multiplicacdo parasitaria, bem como a
observa¢do da polimerizacdo de actina. Como resultado, tanto as células tratadas com
IFN-y quanto com rP21, apresentaram maior polimerizacdo do citoesqueleto e menor

multiplicagdo intracelular (MARTINS, 2015).

Trabalho realizado com um modelo de inflamagdo por implante de esponja de
poliestireno no dorso de camundongos tratados ou nao com rP21, mostrou que a proteina
tem a¢do pro-inflamatoria, elevada atividade quimiotdtica e alta atividade anti-
angiogénica (TEIXEIRA et al., 2015). Esta proteina recombinante ndo altera a adesdo ou

viabilidade de células endoteliais e ndo apresenta atividade proteolitica nos componentes
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da matriz extracelular, entrento, ela ¢ capaz de inibir fortemente a formagao de vasos
sanguineos. A ac¢do anti-angiogénica da rP21 ocorre devido a inibi¢ao da proliferacao de
células endoteliais, diminuicdo da expressdo de ezrina e do receptor VEGFR-1 e aumento
de sFlt-1 (TEIXEIRA et al, 2017). A descoberta de proteinas com fungdo anti-
angiogénica ¢ importante para o tratamento, por exemplo, de tumores. Pesquisas
anteriores demonstraram que em células imortalizadas e tratadas com rP21 foi observado
a redu¢do do volume de tumores de Ehrlich em 7 dos 8 animais tratados, devido a
modulagdo do microambiente tumoral, reduzindo o crescimento do tumor (BORGES,

2015).

O conjunto de resultados mostram que a rP21 possui diferentes propriedades. Em
relacdo a infec¢do por 7. cruzi, esta proteina desempenha um papel importante para
evasdo do parasito da resposta imunologica do hospedeiro. Sua atividade quimiotatica,
pro-fagocitica e indutora de polimerizagdo de actina garante a permanéncia de 7. cruzi no
ambiente intracelular. Dessa forma, pesquisas envolvendo a atividade da P21 sao
importantes para maior entendimento do processo de infec¢do e podem contribuir para o

desenvolvimento de alvos terapéuticos das fases aguda e cronica da doenga de Chagas.

2. JUSTIFICATIVA

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 6 a 7 milhdes
de pessoas no mundo estdo infectadas pelo protozodrio, principalmente na América
Latina, causando mais de 10 mil mortes anualmente (WHO, 2018). No Brasil sao
aproximadamente 2 a 3 milhdes de pessoas vivendo com a doenca de Chagas

(MARTINS-MELOQ et al., 2014).

A doenga de Chagas ¢ considerada um problema de saude publica mundial, com
diversos casos notificados em paises considerados ndo endémicos, como Espanha e
Estados Unidos, dentre outros destinos dos imigrantes latinos (RASSI e NETO, 2010).
No Brasil foram relatados diversos surtos de doencga de Chagas por via oral (SHIKANAI-
YASUDA e CARVALHO, 2012).
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Os efeitos incapacitantes ¢ a mortalidade da doenga de Chagas tém sido um dos
mais sérios problemas de saude, sendo responsavel pela perda de produtividade a um
custo estimado de US$ 1,2 bilhdo por ano na América Latina. Além da perda de
produtividade, os custos médicos para o tratamento de individuos infectados que
desenvolvem patologia cardiaca ou digestiva grave sdo varias vezes maiores que essa
quantia, em decorréncia da morbidade, da hospitalizacdo e do tratamento dos sintomas
(MONCAYO e SILVEIRA, 2009; WHO, 2018). O tratamento e distribui¢do dos
medicamentos de todas as doengas negligenciadas ¢ de responsabilidade federal, portanto
do Ministério da Satde (MS). Estima-se que 30% das pessoas infectadas desenvolva a
forma cardiaca da doenca de Chagas, que ¢ responsavel pela elevada morbimortalidade.
A doenga pode evoluir para miocardiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC), podendo ser necessario tratamentos de alto custo, como transplante cardiaco, uso
de desfibrilador e marca-passo, evidenciando o elevado impacto econdmico da
enfermidade durante a fase cronica (BRASIL, 2005, 2009; ANDREOLLO e
MALAFAIA, 2009). Na Colémbia, o 6nus econdmico para cuidado médico de pacientes
com a doenga € de aproximadamente US$267 milhdes por ano, € os gastos com atividades
de pulverizag@o custam cerca de US$5 milhdes, ou aproximadamente 2% do gasto anual

esperado com os cuidados a satde (WHO, 2018).

A literatura ja relata o envolvimento de proteinas do hospedeiro e proteinas do
parasito no desfecho da doencga. Nesse contexto, considerando os surtos da doenca e a falta
de um tratamento eficaz, pesquisas basicas com proteinas que participam no processo de
infeccdo, sdo de grande relevancia no cenario atual e pode contribuir para um maior

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

3.1 Objetivo geral

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

secretada por 7. cruzi no processo de infec¢do por 7. cruzi.

3.2 Objetivos especificos

1. Analisar a importancia da galectina-3 durante a replicacao, lise celular e liberagdo de

parasitos extracelulares de 7. cruzi.
2. Comparar o nivel de fibrose em camundongos WT e Gal-3 KO infectados.
3. Verificar a expressao génica de CXCR4 em coracao de camundongos WT e Gal-3 KO.

4. Avaliar a polimeriza¢do do citoesqueleto de actina em macrofagos peritoneais WT e

Gal-3 KO tratadas ou ndo com a proteina rP21.
5. Analisar o efeito quimiotatico da rP21 em células WT e Gal-3 KO.

6. Observar o efeito do tratamento com rP21 na multiplicacdo de 7. cruzi em células WT

e Gal-3 KO.
7. Testar o impacto da rP21 na coagulagdo em plasma e fibrinogénio.

8. Verificar a detec¢do de anticorpos anti-P21 em soro de individuos infectados por T.

cruzi.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos e Legais

Este estudo faz parte dos projetos intitulados: “Estudos do papel do citoesqueleto
de actina, de citocinas e da proteina P21 de 7. cruzi na evolugdo para a fase cronica da
doenca de Chagas experimental”, (Protocolo nimero 105/10); e “Papel de anticorpos
ScFv na inibi¢do das atividades bioldgicas da proteina P21 de Trypanosoma cruzi in vivo
e in vitro”, (Protocolo niimero 018/15), aprovados pelo Comité de Etica na Utiliza¢do de

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

Os procedimentos experimentais foram realizados nos Laboratérios de
Tripanosomatideos (Bloco 2B sala 200), Bioquimica e Toxinas Animais (Bloco 2E sala

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

4.2 Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos in vitro e in vivo envolvendo manuseio dos parasitos, de
animais, bem como a utilizacdo de equipamentos foram realizados de acordo com as

normas de biossegurancga 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 condi¢des padrdes de 12 horas de luz-12 horas na auséncia de
luz, em temperatura de 25 =2 °C, com alimento e agua “ad libitum”. Camundongos
machos ou fémeas de 6 a 8 semanas foram utilizados nos experimentos. A manutencao e

manipulacdo dos animais foram de acordo com o Comité de Etica 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 Africa) foram utilizadas
para manuteng¢do e obtencao in vitro de tripomastigotas de cultura de tecido de 7. cruzi.

Macrofagos imortalizados (iMoB/6) provenientes de medula 6ssea de fémur e
tibia de camundongos C57BL/6 foram usados nos ensaios. As células foram transduzidas
com particulas de lentivirus contendo short harpain RNA (shRNA) de acordo com
instrugdes do fabricante (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, USA). Controle sShRNA
(sc-108080) e Galectina-3 shRNA (sc-35443) foram utilizados. Apos a transducio, as
células WT, controle knockdown (CTRL KD) e Gal-3 knockdown (Gal-3 KD) foram
analisadas por citometria de fluxo para verificar a expressdo de Gal-3, conforme descrito

por Araujo 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 sédio (2000 mg/L), e suplementado com tampao HEPES (2380
mg/L), piruvato de soédio, 10% soro fetal bovino (SFB) e complexo de trés antibidticos:
penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L). As garrafas de
cultura foram mantidas em estufa de CO» (5% de CO») a 37°C.

4.5 Macrofagos peritoneais

Para obten¢do de macrofagos peritoneais, | mL de meio tioglicolato 4 % foi
injetado na cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 com o objetivo de induzir
inflamacdo. Apos 72 horas, os animais foram eutanasiados e uma lavagem peritoneal foi
realizada com 4 mL de meio DMEM gelado. Macréfagos peritoneais coletados foram

contados em camara de Neubauer e utilizados nos ensaios.

4.6 Parasitos

Neste estudo utilizamos tripomastigotas de 7. 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 CO:a.



40

4.7 Ensaio de multiplicaco in vitro

iMo/B6 WT, CTRL KD e Gal-3 KD; e macrofagos peritoneais WT e Gal-3 KO
foram plaqueados (10° células/pogo) e deixados aderir overnight em placas de 24 pogos
contendo laminulas circulares (13 mm). Posteriormente, as células plaqueadas foram
desafiadas com tripomastigotas de 7. cruzi da cepa CL na propor¢do de 5 parasitos por
célula. Apos duas horas de infecgcdo, os pocos foram lavados 3 vezes com Phosphate

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

Para analise de multiplicacdo, as células foram fixadas por 15 minutos com
solucao Bouin nos tempos de 24, 48, 72, 96 ¢ 150 horas para iMo/B6 e nos tempos de 96
e 150 horas para macrofagos peritoneais WT e Gal-3 KO, lavadas exaustivamente em
PBS e entdo coradas com Giemsa (1:20) por 40 minutos. As laminulas foram desidratadas
com o uso de acetona em concentragdes decrescente e xilol em concentragdes crescentes
e coladas em laminas de vidro com Entelan (Merck). Para a avaliagdo da importancia da
Gal-3 durante a multiplicacdo do parasito, foi feito a contagem do nimero de parasitos
internalizados em um total de 100 células infectadas/laminula. O experimento foi

realizado 3 vezes em triplicata.

4.8 Contagem de parasitos extracelulares in vitro

Macro6fagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados em placas de 24 pogos
(10° células/pogo) overnight € incubados com tripomastigotas de 7. cruzi da cepa CL na
proporcao de 5 parasitos por célula. Apds 2 horas de infec¢ao, as células foram lavadas 3
vezes com PBS para remover os parasitos nao internalizados. O niimero de parasitos
liberados no meio extracelular (sobrenadante) 96 horas pds-infeccdo foi contado em

camara de Neubauer.

4.9 Viabilidade Celular por citometria de fluxo

A viabilidade de macrofagos peritoneais WT e Gal-3 KO infectados ou ndo por 7.
cruzi foi avaliada por meio de citometria de fluxo. As células foram plaqueadas (5x10°

células/poco) em placas de 6 pocos overnight e incubadas com tripomastigotas de 7. cruzi,
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na propor¢ao de 5 parasitos por célula. Depois de 2 horas de infecgdo, as células foram
lavadas 3 vezes com PBS para remover os parasitos ndo internalizados. Apds 96 horas,
as células foram coletadas por tripsinizag@o e incubadas com 500 pL de iodeto de propidio
(50pg/mL) por 30 minutos, lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido 4% por 1
hora. As amostras foram analisadas no FACSCantoll (BD) e os resultados foram obtidos
utilizando o software FlowJo (versao 7.6.3). Os dados foram expressos como mediana da

intensidade de fluorescéncia (MFI) de iodeto de propidio.

4.10 Infeccio de camundongos WT e Gal-3 KO para analise in vivo

Camundongos C57BL/6 WT e Gal-3KO de seis a oito semanas de idade, foram
infectados com tripomastigotas de 7. cruzi da cepa CL (10° parasitos por camundongo).
Usando seringa de 1 mL foram inoculados via intraperitoneal (IP) 200 puL da suspensdo
de parasitos por animal, diluidos em tampao PBS. Um grupo de camundongos ndo

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

grupo.

Os animais foram sacrificados 90 dias (fase cronica) pds-infecgdo. Foi removido
cirurgicamente o coragdo, sendo uma parte do tecido reservada para PCR em tempo real

e outra parte foi utilizada para analises histologicas.

4.11 Coloracao Picrosirius Red

O coracao foi processado para analise histoldgica com o objetivo de avaliar o nivel
de fibrose, por meio de coloragdo com Picrosirius Red, que permite distingao de fibras de
colageno depositada no tecido cardiaco dos diferentes grupos analisados (KYLE ef al.,

2017).

Os orgaos foram fixados em formaldeido (10% em PBS), posteriormente
desidratados em alcoois de crescentes concentragdes, diafanizados em xilol e finalmente
incluidos em parafina. Foram feitos cortes de 5 um de espessura e colocados em laminas

de vidro. Subsequentemente, as laminas foram processadas para coloragao.

Os cortes foram submetidos a desparafinagdo em trés banhos sucessivos de um

minuto com xilol, hidratados por um minuto em solugdes de concentragdes decrescentes
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de etanol (100%, 100%, 100%, 95%, 85% e 70%). Em seguida, as laminas foram
colocadas em agua corrente por 20 minutos e em agua destilada por 5 minutos; e entdo
corados, com solu¢do de Picrosirirus (Sigma Aldrich) durante 90 minutos e lavados em
agua destilada. A seguir, os cortes foram colocados em solu¢ao de hematoxilina por um
minuto, lavados em agua corrente por cinco minutos e dgua destilada por um minuto.
Posteriormente, foram desidratados em solugdes crescentes de etanol (70%, 85%, 95%,
100%, 100% e 100%) por um minuto. A diafanizagao foi feita em trés banhos de xilol de

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

Quantificamos o colageno tipo I e III por meio da intensidade de cor, utilizando o
principio de birrefringéncia das fibras coldgenas. As fibras coldgenas tipo I emitem cor
vermelha e as fibras coladgenas tipo III emitem cor verde, e a sobreposi¢ao das cores gera
a cor amarela/alaranjada (FREITAS-FILHO et al., 2006). Desta forma, para obtengdo de
imagens das marcacdes de colageno tipo I e III foi utilizado microscépio invertido de
fluorescéncia Nikon Eclipse TiS com luz polarizada acoplada ao analisador de imagem
digital para a quantificacdo da area por diferenca de cor. As andlises 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 um)

3- Analises individuais por cores: Image = Color = Split Channel / Image = Type
- RGB color

4- Selecionar area: Image = Adjust = Color Treshold (Brightness: 65-255)

5- Medir area: Analyse - Measure = Results

Os dados foram expressos pela média de marcagdo de colageno tipo I e Il (em pixels)

por campo.

4.12 Extracao de RNA, transcricdo reversa e PCR em tempo real
A avaliagdo da expressdo génica de coldgeno tipo I, colageno tipo III, TGF-f e
CXCR4 do tecido cardiaco de camundongos WT e Gal-3 KO foi feita por RT-PCR

(Reverse transcription - Polymerase Chain Reaction) em tempo real. Para extracdo de
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RNA do tecido, foi utilizado o kit de purificagio de RNA RiboZol® Plus (Amresco), de
acordo com as instrugdes do fabricante.

A sintese 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 ug 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 expressao dos genes colageno tipo I e III, TGF- e CXCR4 foi feita com o kit
SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), utilizando para cada poco
de reagdao 10 uM de primer (0,5 pL forward + 0,5 pL reverse), 4 uL. de 4gua, 5 pL de SyB
e 2 uL de ¢cDNA (125 ng/uL). A quantificagdo génica 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 normaliza¢do dos dados se
deu pela utilizagdo do GAPDH como gene enddgeno/referéncia (housekeeping gene) e,
em seguida, foram analisados por meio do método comparativo de threshold cycle (CT)
para calcular as alteracdes na expressdo em diferentes grupos. As alteracdes na expressao
génica foram entdo calculadas como 2"*ACT. Todos os experimentos relativos a RT-PCR

foram realizados em triplicadas bioldgicas e técnicas.

4.13 Obtenc¢ao da forma recombinante da P21

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

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

Escherichia coli dalinhagem BL21 contendo o plasmideo pET-28a(+) (Novagem)
apresentando o gene que codifica a rP21 foram colocadas em meio Luria-Bertani (LB)
com o antibiotico de sele¢do Kanamicina (50 pg/mL) por 18 horas a 37°C e sob agitagao.
Em seguida, o pré-indculo foi diluido 1:50 do mesmo meio e incubado a 37°C, com
agitacdo a 150 RPM, at¢ atingir a densidade 6ptica (OD) de 0,6 a 0,9. Com o objetivo de
estimular a expressdo da proteina rP21 foi adicionado 1mM de Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG). Depois de 3 horas de incubagdo, a solugdo foi centrifugada
10000 RPM por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido

em solu¢do de ureia 6M.
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Foi acrescentado 10 pL 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 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet ressuspendido em solucao tampao de ureia 6M. A amostra foi
incubada com uma resina de niquel overnight sob agitagdo a 4°C. No dia seguinte, a resina
foi submetida a: (1) trés lavagens em tampao de ligagdo (imidazol 5 mM, NaCl 500 mM,
Tris-HC1 20 mM pH 8,0, ureia 6M); (2) trés lavagens com tampao de lavagem (imidazol
20 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCl 20mM pH 8,0, ureia 6M); (3) quatro eluigdes com
tampao de elui¢do (imidazol 1M, NaCl 50 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8,0, ureia 6M). O
imidazol tem grande afinidade pelo niquel, compete com a cauda de histidina da rP21 e
retira a proteina recombinante. O material eluido foi dialisado em PBS com uma
membrana de dialise de 3,5 kDa (Spectra/Por 131198) por 48 horas sob agitacdo continua

a 4°C para remogao de residuos de ureia e promover o renovelamento proteico.

A concentragdo da amostra foi quantificada por espectrofotometria utilizando-se
a técnica de Bradford (Bradford, 1976). Com o intuito de verificar a pureza da rP21 eluida

foi realizado gel de SDS-PAGE 13% (Laemmli, 1970) com coloragdo de Coomassie Blue.
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Figura 2. Obtenciio da forma recombinante de P21. Insercdo de clones do gene da P21 em bactérias
Escherichia coli (A). Crescimento e lise das bactérias (B). Incubacdo em coluna de niquel, seguida de
lavagens e elui¢ao (C). Dialise em PBS (D). Fonte: DOS SANTOS, M.A., 2017.
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4.14 Citometria de fluxo para quantificacio de F-actina

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 WT e Gal-3 KO foram
plaqueados em placas de 6 pogos (10° células/pogo) overnight. Posteriormente, as células
foram infectadas por 2 horas com tripomastigotas de 7. cruzi da cepa G (5 parasitos/
célula). Os pogos foram lavados 3 vezes com PBS para remocao de parasitos nao
internalizados. Para analisar o efeito do tratamento de rP21 na polimeriza¢do de actina
durante a invasdo, foi adicionado 40 pg/mL de rP21 no momento da infec¢do. Para
analisar o efeito da rP21 durante a multiplicagdo, o tratamento foi feito 2, 24, 48 ¢ 72
horas pos-infec¢ao. Nos diferentes tempos, as células foram fixadas com formaldeido 4%
e lavadas 3 vezes com PBS. A marcagdo de F-actina foi feita usando faloidina-TRITC
(P1951- Sigma Aldrich) diluida 1:1000 em PBS+saponina (0,01%). Apoés lavar
novamente em PBS, as amostras foram analisadas em FACSCantoll (BD) e os resultados
foram obtidos usando o software FlowJo (versdo 7.6.3) e expressos como mediana da

intensidade de fluorescéncia (MIF).

4.15 Ensaio de quimiotaxia in vitro por sistema de transwell

O ensaio de quimiotaxia de macrofagos 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§ pm (Chemicon Cell Invasion Assay Kit, EMD Millipore
Corporation, Darmstadt, Alemanha). Macréfagos peritoneais WT e Gal-3 KO (10°
células/poco) foram adicionados na parte superior do franswell em meio de cultura
DMEM sem SFB. Na parte inferior do transwell foi colocado 500 pl de meio em 3
condi¢des: (a) meio DMEM contendo 10% de SFB (controle positivo de migragao), meio
DMEM sem SFB (controle negativo de migragdo), e (¢) meio DMEM sem SFB contendo
40 ng/mL de rP21. As células foram incubadas por 24 horas. Apds esse periodo, as células
que ndo migraram foram removidas com swab e as células que migraram foram coradas
com kit pandtico de acordo com as normas do fabricante. Imagens da membrana do
transwell foram adquiridas e foi feita a contagem do niimero de células que migraram

através da membrana em todas as situagdes experimentais citadas.
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4.16 Ensaio de multiplicacdo in vitro e tratamento com rP21

Macroéfagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados overnight em placas
de 24 pogos contendo laminulas circulares (10° células/pogo). Posteriormente, as células
plaqueadas foram desafiadas com tripomastigotas de 7. cruzi das cepas Y ¢ G na
propor¢ao de 5 parasitos por célula. Depois de duas horas de infec¢ao, os pogcos foram
lavados 3 vezes com PBS, para remover os parasitos ndo internalizados e foi feito
tratamento com 40 pg/mL de rP21 em meio DMEM (volume final de 500 pL), nos tempos
de 2, 24, 48 e 72 horas pos-infecgao.

Para anélise de multiplicacdo, apos 96 horas as células foram fixadas com solugao
Bouin por 15 minutos, lavadas com PBS e entdo coradas com Giemsa por 40 minutos. As
laminulas foram desidratadas com o uso de acetona em concentragdes decrescente e xilol
em concentragdes crescentes e coladas em laminas de vidro com Entelan (Merck). Para a
avalia¢do da importancia da Gal-3 e da rP21 durante a multiplica¢do do parasito, foi feito
a contagem do numero de parasitos intracelulares em um total de 100 células

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

4.17 Contagem de parasitos extracelulares in vitro apés tratamento com rP21

Macrotagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados em placas de 24 pocos
(10° células/pogo) overnight e incubados com tripomastigotas de 7. cruzi das cepas Y e
G na proporcdo de 5 parasitos por célula. Apds 2 horas de infecgdo, as células foram
lavadas 3 vezes com PBS para remover os parasitos ndo internalizados. Posteriormente,
foi feito tratamento com 40 pg/mL de rP21 em meio DMEM (volume final de 500 pL),
nos tempos de 2, 24, 48 e 72 horas poés-infec¢do. O nlimero de parasitos liberados no meio

extracelular, 48, 72 e 96 horas pos-infeccao, foi contado em camara 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 7. cruzi das cepas Y e G (10° parasitos por

camundongo). Usando seringa de 1 mL foram inoculados via intraperitoneal (IP) 200 uL.
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da suspensao de parasitos por animal, diluidos em tampao PBS. Apds a infec¢do os
animais foram divididos em 4 grupos: (1) WT nao tratado com rP21, (2) WT tratado com

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

utilizados 6 animais por grupo.

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

200 pL (PBS), nos tempos de 2, 24, 48 e 72 horas pds-infeccao.

Os animais foram eutanasiados 96 horas pos-infec¢ao e uma lavagem peritoneal
foi realizada com 4 mL de meio DMEM gelado. O nimero de parasitos presentes na

cavidade peritoneal foi contado em camara de Neubauer.

4.19 Deteccao de coagulo em plasma e fibrinogénio

A atividade coagulante de rP21 foi testada em plasma e fibrinogénio. Para andlise
em plasma, foi utilizado 150 pL de plasma bovino citratado a 37°C e diferentes
quantidades da proteina recombinante. O plasma foi colocado em cubetas no
coagulometro micro-processador Quick-Timer (DRAKE LTDA), que determina o tempo
de coagulacao por meio da deteccdo de variagdo na densidade Optica. Assim que a amostra
foi adicionada ao plasma, o aparelho aciona o tempo e registra 0 momento (em segundos)
de detecgdo de codgulo. Todas as amostras testadas apresentaram um volume final de 50
puL e foram avaliadas as seguintes situagdes: 10 pg de peconha de Bothrops moojeni
diluidos em PBS e em PBS com 0,05M de CaCl: (controles positivos de coagulacdo); 40
e 60 ng de rP21 diluidos em PBS com 0,05M de CaCly; 60 pg de rP21 (diluido em PBS e
em PBS com 0,05M de CaCly) e pré-incubada com 10 pg de pegonha por 30 minutos

(para andlise de atividade anticoagulante).

Para detec¢do de codgulo em fibrinogénio utilizou-se 150 pL de fibrinogénio na
concentracgao de 1,5 pg/uL a 37°C. As amostras testadas apresentaram volume final de 50
uL: PBS com 0,05M de CaCl: (controle negativo de coagulagdo); 10 pg de pegonha de
Bothrops moojeni diluidos em PBS com 0,05M de CaCl; (controle positivo de
coagulacgdo); 40 e 60 ug de rP21 diluidos em PBS com 0,05M de CaCl, 60 pg de rP21
(diluido em PBS e em PBS com 0,05M de CaCl,) e pré-incubada com 10 ug de peconha
por 30 minutos (para andlise de atividade anticoagulante) e 60 pg de Extrato Bacteriano

(EB). O EB foi utilizado para demonstrar que os resultados observados ndo foram
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provenientes de contaminacdo com residuos bacterianos durante o processo de
purificacdo. Para a obten¢@o do extrato foi realizado o mesmo protocolo de obtencgio da
rP21, com exce¢do da bactéria E. coli que nao continha o vetor plasmidial especifico da
P21. Os resultados de deteccao de codgulo foram expressos pela unidade de tempo em

segundos.

4.20 Atividade fibrinogenolitica

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio foi realizada de acordo com
Rodrigues e colaboradores (2000), com modificagdes. Uma solucdo de 50 pL de
fibrinogénio bovino (1,5ug/pL) foi incubada por 1 hora a 37°C, nas seguintes situagdes:
10 pg de peconha de Bothrops moojeni (controle positivo); 20 pg de Extrato Bacteriano
e 20 pg de rP21. A reacdo foi interrompida com 25 pL de solugdo contendo tampao Tris—
HC1 0,06 M pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 10% p-mercarptoetanol e 0,05% azul de
bromofenol. Em seguida, as amostras foram aquecidas por 5 minutos a 100 °C,
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com SDS e a coloragdo com

Coomassie Brilliant Blue R-250.

4.21 Deteccio de anticorpo anti-P21 em soro por ELISA

A detecgdo de anticorpos anti-P21 foi feita em placas de 96 pocos de alta
afinidade, sensibilizadas com 5 pg/poco de rP21 em tampdo 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 pocos com tampao PBS contendo 10% de
soro fetal bovino por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram
lavadas e foram adicionados 50 pL de soro puro ou diluido 20 vezes. Foram utilizados
soros humanos de controles positivos ou negativos de kits comerciais utilizados na rotina
laboratorial para diagndstico de infec¢ao por 7. cruzi (Quadro 1) em triplicata por 1 hora
a 37°C. Posteriormente, os pocos foram lavados 5 vezes com PBS-Tween e incubados
com 50 pL 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 uL de acido sulfurico e a densidade

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

Os resultados foram expressos em Indice ELISA (IE), de acordo com a formula:
IE= DO da amostra / Cut-off. O cut-off foi estabelecido como a média de DO de 3
controles negativos acrescida de 2 desvios padrdes. As amostras foram consideradas

positivas quando Indice ELISA > 1.

O trabalho ndo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), pois

utilizamos apenas amostras de kits comerciais para diagnostico laboratorial.

Quadro 1. Controles oriundos de kits comerciais de diagndstico laboratorial de infec¢do por T. cruzi e
Toxoplasma gondii, utilizados para avaliagdo da detec¢do de anticorpos anti-P21 por meio de ELISA.

Controle | Kit Marca Controles/ kits

A ELISA Symbiosis | Positivo/ Chagas

B Hemaglutinagao Wiener Positivo/ Chagas

C Imunofluorescéncia | Wana Positivo/ Chagas

D ELISA Wiener Positivo/ Chagas

E ELISA Symbiosis | Negativo/ Chagas

F Hemaglutinacao Wiener Negativo/ Chagas

G Imunofluorescéncia | Wama Positivo apenas para
Toxoplasma gondii

4.22 Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram expressos como
média + desvio padrao. Os dados foram verificados para distribuicdo normal. Diferencas
significativas foram determinadas por meio dos testes Mann-Whitney e testes de miltiplas
comparagoes: Tukey’s (amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras ndo paramétricas).
A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism, versao 6.01. Os

resultados foram considerados significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 A auséncia ou expressao reduzida de Gal-3 leva a altas taxas de multiplicaciao

intracelular de 7. cruzi

Com o intuito de analisar o efeito da reducdo e da auséncia de expressdao da
proteina Gal-3 do hospedeiro durante a multiplicacao intracelular de 7. cruzi, utilizamos
macrofagos imortalizados Gal-3 KD e macréfagos peritoneais Gal-3 KO e seus
respectivos controles WT. As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos, infectadas
por 7. cruzi da cepa CL e foi contado o niimero de parasitos em 100 células infectadas e

o numero de parasitos extracelulares.

Neste experimento in vitro, observamos altas taxas de replicacao parasitaria nos
tempos tardios de multiplicacdo em células com expressao de Gal-3 reduzida ou ausente,
quando comparadas com os controles. Macrofagos imortalizados Gal-3 KD apresentaram
taxas de replicagdo parasitaria significativamente altas nos tempos de 72, 96 e 150 horas
pos-infec¢do em relagdo a macrdéfagos imortalizados WT (Figura 3A). O mesmo foi
encontrado em macrdfagos peritoneais Gal-3 KO nos tempos de 96 e 150 horas (Figura

3B).

Nesse sentido, nota-se que a expressdo de Gal-3 pode contribuir para impedir a
multiplicagdo intracelular do parasito. Consequentemente, na sua auséncia, as c€lulas
hospedeiras seriam lisadas em maior grau. Para confirmar essa hipotese, quantificamos o
nimero de parasitos liberados no sobrenadante de macrdfagos peritoneais infectados e

também a viabilidade celular por marcacdo com iodeto de propidio.

Nossos resultados mostraram uma maior porcentagem de células Gal-3 KO lisadas
(Figura 3C), coincidindo com uma liberagdo aumentada de parasitos (Figura 3D). Assim,
fornecemos in vitro a evidéncia que sustenta a no¢do de que a Gal-3 desempenha um
papel crucial no controle da prolifera¢do de 7. cruzi e na limitagdo 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. Apds 30 dias de infeccdo, 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 expressao de Gal-3 favorece o controle da carga parasitaria

de T. cruzi (DA SILVA et al., 2017).

Estudos com Toxoplasma gondii também evidenciam que animais Gal-3 KO
apresentam uma maior carga parasitiria no cérebro e pulmodes, menor infiltrado de
neutrofilos e macrofagos na cavidade peritoneal e menor taxa de sobrevivéncia
(BERNARDES et al, 2006). Além disso, animais Gal-3 KO infectados com
Paracoccidioides brasiliensis também apresentaram uma maior suscetibilidade a

infec¢do quando comparados com os animais WT (RUAS et al., 2009).

Resultados semelhantes foram observados para galectina-1 (Gal-1), outro membro
da familia das galectinas, cuja expressao reduziu a infec¢do por 7. cruzi (BENATAR et
al., 2015). De acordo com estes autores, camundongos deficientes em Gal-1 e infectados
com 7. cruzi apresentaram maior parasitemia ¢ menor taxa de sobrevida que
camundongos WT. Dessa forma, estes dados reforcam a importancia de algumas lectinas

no controle da infecgao por 7. cruzi.
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Figura 3. Auséncia ou expressao reduzida de Gal-3 leva a altas taxas de replicacio de 7. cruzi e maior
lise de células do hospedeiro. Macrofagos imortalizados e macréfagos peritoneais foram plaqueados e
submetidos a invasdo por T. cruzi da cepa CL. Nos diferentes tempos analisados, as laminulas foram fixadas
com Bouin e coradas com Giemsa. O numero de parasitos em 100 células infectadas foi contado em
macrofagos imortalizados WT, Ctrl KD e Gal-3 KD nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 150 horas (A); e em
macrofagos peritoneais WT e Gal-3 KO nos tempos de 96 e 150 horas (B). A porcentagem de células lisadas
foi determinada pela incorporagdo nuclear de iodeto de propidio, analisada por meio de citometro de fluxo
e os resultados foram expressos como mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF) (C). O niimero de
parasitos liberados no sobrenadante de macrofagos peritoneais apos 96 horas de infecgdo foi contado em
camara de Neubauer (D). As diferencas estatisticas foram determinadas por Kruskal-Wallis e Dunn’s para
multiplas comparagdes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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5.2 Camundongos Gal-3 KO infectados por 7. cruzi apresentaram niveis elevados de

fibrose cardiaca

A fibrose ¢ uma das alteragdes que ocorre de forma lenta e progressiva na Doenca
de Chagas. Em condic¢des experimentais, observa-se fibrose no coragdo ja nos primeiros
dias de infeccdo e pode ser a causa da perda progressiva da atividade contratil do
miocardio nos chagasicos cronicos. Geralmente, essa fibrose ocorre por substituicdo de
miocélulas por areas irregulares de neoformacgao colagena, € o conjunto de fibroses focais

ao longo dos anos pode evoluir para um quadro grave (SWYNGHEDAUW, 2006).

A fim de obter informagdes adicionais sobre o papel da Gal-3 no dano cardiaco
causado pela doenga de Chagas, infectamos intraperitonealmente camundongos C57BL/6
WT e Gal-3 KO com 7. cruzi da cepa CL. Apds 90 dias de infecg@o analisamos a presenca
de colageno em tecido cardiaco por meio de cortes histoldgicos corados com Picrosirius

e por PCR em tempo real.

Notamos maior nivel de fibrose no coragdo de animais Gal-3 KO infectados
(Figura 4A). As fibras de colageno na fase cronica da infec¢do foram compostas
principalmente de Colageno tipo I (Figura 4B e D) e sem alteragcdo no colageno tipo III

(Figura 4C e E).

Além disso, avaliamos a expressao génica do fator de crescimento transformador-
B (TGF-B). Vimos que na fase cronica ha um aumento de TGF-B no coragdo de
camundongos Gal-3 KO quando comparados ao grupo controle (Figura 4F). Na fibrose,
o TGF-B contribui para a ativagdo de fibroblasto, estimulagdo da transi¢do epitelial-
mesenquimal, produgdo de fibras da matriz extracelular e modula¢do de metaloproteases
de matriz (BUJAK ¢ FRANGOGIANNIS, 2007, WENDT et al., 2009). Estudos
mostraram que pacientes com doenca de Chagas apresentam niveis mais elevados de
TGF-B e que a inibicdo farmacologica da sinalizagdo de TGF- em modelos de doenga
de Chagas aguda diminuiu efetivamente a infec¢do e a extensdo de fibrose miocéardica
(ARAUJO-JORGE et al., 2002; WAGHABI et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2012).
Esta citocina estd associada com o aumento da deposicao de colageno, dessa forma,
acreditamos que a maior expressao de TGF- B em éareas proximas as lesdes teciduais pode
ter contribuido para maior deposi¢cao de componentes da matriz extracelular e fibrose em

animais Gal-3 KO.
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Figura 4. Auséncia de Gal-3 leva a altos niveis de fibrose no coracio durante a fase cronica de infeccio
por T. cruzi. Camundongos WT e Gal-3 KO foram infectados com 7. cruzi da cepa CL durante 90 dias
para analise de fibrose por técnicas histologicas e RT-PCR em tempo real. Cortes histologicos de tecido
cardiaco foram corados com Picrosirius Red para quantificagdo de coldgeno tipo I e III. Imagens
histolégicas representativas de coragdo de camundongos WT e Gal-3 KO infectados ou ndo por 7. cruzi
com marcagdo de colageno total. Coloracdo em vermelho representa fibras de colageno (setas pretas) (A).
Os cortes histologicos corados foram analisados sob microscopia de luz polarizada com objetiva de 40X
para diferenciacdo de colageno tipo I (B) e colageno tipo III (C). A expressdao génica de colageno tipo I
(D), colageno tipo III (E), e TGF-B (F) foram quantificadas por meio de RT-PCR em tempo real.
Camundongos Gal-3 KO infectados apresentaram altas taxas de colageno tipo I no coragdo. A infec¢do ndo
alterou os niveis de colageno tipo III. A expressao génica de TGF-B foi maior em camundongos Gal-3 KO.
As diferengas estatisticas foram determinadas por Kruskal-Wallis e Dunn’s para multiplas comparagdes.
*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
mastocitos. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa evidenciaram a presenca de
niveis elevados de mastocitos em tecido cardiaco de animais Gal-3 KO na fase cronica
da infecgdo (DA SILVA et al., 2017). Curiosamente, White et al. (2015), relatam que
mastocitos liberam triptase e trombina que aumentam a diferenciacdo de fibrdcitos
humanos e iniciam a formagdo de fibras coldgenas em tecidos com danos. Estudos
relacionados com cardiopatia chagasica cronica verificaram que o aumento de mastocitos
esta relacionado topograficamente com a miocardite e pode ser um dos fatores agravantes

da fibrose na doenca de Chagas (ALMEIDA et al., 1975; PINHEIRO et al., 2003).

Embora o impacto de Gal-3 durante a infecc¢ao por 7. cruzi ainda seja parcialmente
desconhecido, nossos trabalhos anteriores revelaram que esta lectina promove o
recrutamento de leucocitos, controle da parasitemia e resposta imunologica Th1/Th2
equilibrada. Esta lectina tem papel na polariza¢do da resposta imune na fase aguda para
o perfil Thl com secre¢do de TNF-a, IFN-y e diminui¢do de IL-4, levando ao controle da
replicacdo do parasito e maior resisténcia do hospedeiro ao 7. cruzi. Na fase cronica
percebemos que em animais WT infectados houve uma resposta similar aos pacientes
com a forma indeterminada da doenca, direcionada para o perfil Th2 com niveis basais
de IFN-y e TNF-0, diminui¢do de IL-1B e aumento de IL-4; enquanto em animais Gal-3
KO infectados nao 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 érgao (DA SILVA et al., 2017).

Nossa hipotese ¢ que a maior replicagdo parasitaria em animais Gal-3 KO pode
levar ao aumento da liberacdo de parasitos a partir de células infectadas. Este grande
nimero de parasitos liberados dard continuidade ao ciclo de vida com invasdo,
multiplicagdo e lise celular. A grande quantidade de células lisadas pode acarretar em
uma resposta inflamatdria intensa, levando a substituicao de fibras musculares funcionais
por fibras coldgenas, caracterizando maior fibrose do 6rgao (Figura 5). Nesse sentido, os
dados demonstraram o importante papel da Gal-3 no controle da carga parasitaria e na

limita¢dao do dano tecidual (DA SILVA et al., 2017).
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Figura 5. Participacdo da Gal-3 na infeccio por 7. cruzi. A expressdo de Gal-3 garante o maior
recrutamento de leucécitos, resposta imunologica Th1/Th2 equilibrada, menor parasitemia e menor fibrose
cardiaca (A). A auséncia de Gal-3 acarreta em menor recrutamento de leucocitos, resposta imunologica
Th1/Th2 desequilibrada, maior parasitemia e maior fibrose cardiaca (B). Fonte: (DA SILVA et al., 2017).
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5.3 Tecido cardiaco de camundongos Gal-3 KO apresentaram menor expressao de

CXCR4

CXCR4 ¢ um receptor transmembrana acoplado a proteina G, cujo ligante natural
¢ a quimiocina CXCL12, também conhecida como fator-1 derivado de célula estromal
(SDF-1, Stromal Cell-Derived Factor 1) (BUSILLO e BENOVIC, 2007). A ligagao do
SDF-1 ao receptor CXCR4 leva a formagdo de um complexo entre o receptor e a
subunidade Gai da proteina G, gerando inibi¢do de adenilato ciclase mediada pela
producao de monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) e mobilizagdo de calcio
intracelular. A dissocia¢dao da subunidade Gai de Gy acarreta a ativagao de multiplos
alvos downstream, como ERK1/2, MAPK, INK, 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 leucdcitos, rearranjos do citoesqueleto e

polimerizagao de actina e formacao de pseudopodes (SUN et al., 2010).

De acordo com a literatura, a avaliagdo da expressdo de CXCR4 em diferentes
subgrupos de leucdcitos demonstrou que sua expressdo foi menor em pacientes com
cardiopatia chagésica cronica grave. Além disso, foi observado uma correlagdo entre a
diminui¢do da fungdo cardiaca ¢ a diminui¢do da expressdao do receptor (TALVANI et

al., 2004).

Dessa forma, conhecendo as fungdes principais de CXCR4 e a correlacdo entre a
diminuicdo de sua expressdo génica e o pior progndstico para doenga de Chagas,
avaliamos os niveis de expressao génica do receptor em coragcdo de camundongos WT e
Gal-3 KO nao infectados. Utilizando metodologia de RT-PCR em tempo real percebemos
que animais Gal-3 KO apresentaram expressdo reduzida de CXCR4 quando comparados
com animais WT (Figura 6). Sugerimos que essa expressdo reduzida em camundongos
Gal-3 KO pode ser uma das causas de menor recrutamento de leucocitos para o local de

infec¢do, maior multiplicacdo intracelular, e maior parasitemia nesses animais.
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Figura 6. Camundongos Gal-3 KO apresentaram expressio reduzida de CXCR4. Coragdo de
camundongos WT e Gal-3 KO foram utilizados para avaliar a expressdo do receptor CXCR4 por meio de
RT-PCR em tempo real. As diferencas estatisticas entre WT ¢ Gal-3 KO foram determinadas por Mann-
Whitney. *p < 0,05.

5.4 rP21 apresentou atividade na polimerizacio de actina de forma menos

expressiva em células Gal-3 KO

Actina é uma proteina que forma microfilamentos e consiste em um dos elementos
fundamentais do citoesqueleto celular. A actina estd presente na forma de monomero
globular, chamado G-actina e na forma de um polimero filamentoso (F-actina) composto
por uma cadeia linear de subunidades de G-actina. Artigos demonstram a relac¢do entre a
Gal-3 e a polimerizagdo do citoesqueleto de actina. Foi visto que esta lectina promove
remodelamento do citoesqueleto de forma dependente do aumento de expressdo e
fosforilagdao de outras proteinas como ezrina e fascina-1 e por ativagdo de Racl (MORE

etal.,2016; LIU et al., 2018; THOMAS e PASQUINI, 2019).

Estudos do nosso grupo de pesquisa envolvendo a rP21 demostraram que esta
proteina se liga ao receptor CXCR4, ativa a via de sinalizacdo PI3K e, assim, exerce
diversas funcdes, entre elas a indugdo de polimerizagdo do citoesqueleto de actina
(RODRIGUES et al., 2012a, TEIXEIRA et al., 2017). Conhecendo a importancia do
receptor CXCR4 na infecgdo por 7. cruzi, avaliamos o impacto da expressao reduzida
deste receptor nas células Gal-3 KO por meio de anélise de suas fungdes apds o tratamento

com a proteina rP21.
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Modificagdes no citoesqueleto de actina em células do hospedeiro infectadas por
T. cruzi sdo observadas nos diferentes estagios do ciclo de vida do protozoario (LOW et
al., 1992). Durante a invasdo, hd& um aumento da dindmica de remodelamento do
citoesqueleto. Uma vez que o parasito ja se encontra no citoplasma da célula e comecga a
dividir, o citoesqueleto sofre alteragdes de maneira tempo-dependente, com a diminui¢ao

de actina filamentosa (MOTT et al., 2009).

Sabendo da relevancia do citoesqueleto na relagdo patogeno-hospedeiro,
estudamos, por meio de marcagdo com faloidina em citometro de fluxo, a polimerizacao
de actina em células WT e em células Gal-3 KO infectadas por 7. cruzi tratadas ou nao
com rP21. Durante a invasao (2 horas), a intensidade de fluorescéncia foi maior em todos
os grupos quando comparados com os tempos de multiplicagdo. Neste mesmo tempo, a
rP21 provocou polimerizacao de actina de forma mais expressiva em cé¢lulas WT (Figura

7A).

A presenca de F-actina nos tempos de multiplicagdo, 48 horas (Figura 7B) ¢ 96
horas (Figura 7C), foi maior em células WT. Apds 48 horas de infeccdo, o tratamento
com rP21 (40 pg/mL) promoveu aumento de actina filamentosa apenas no grupo WT
(Figura 7B). Ja em 96 horas, a rP21 exerceu seu papel na polimeriza¢io do citoesqueleto
de actina também em células Gal-3 KO, mas esse efeito foi mais discreto quando

comparado com cé¢lulas WT (Figura 7C).

A literatura relata que alguns patdogenos possuem fatores de viruléncia que
interferem no citoesqueleto de actina da célula hospedeira com a finalidade de induzir sua
internalizacdo e permanéncia (CASTELLANO et al, 2001; NIEDERGANG;
CHAVRIER, 2004). Assim, nossa hipotese € que a P21 seja um destes fatores, e notamos
efeito reduzido em células que ndo 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 fisica que dificulta a multiplicagao de 7. cruzi.
Nesse contexto, o envolvimento da Gal-3 na polimerizagdo do citoesqueleto de actina
pode explicar os resultados anteriores em que células Gal-3 KO, com menores niveis de

actina filamentosa, apresentaram maior multiplicacdo intracelular in vitro.

Uma das causas desse efeito pode ser o menor nivel de expressdo de CXCR4 em
células Gal-3 KO, uma vez que a funcdo de polimerizacdo de actina pela rP21 ¢

dependente deste receptor (RODRIGUES et al., 2012a; TEIXEIRA et al., 2017). Uma
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outra hipdtese, que nao exclui a primeira, seria a regulacdo exercida pela Gal-3 em
proteinas envolvidas com a polimeriza¢do do citoesqueleto de actina. Foi visto esta
atividade em uma proteina chamada fascina-1 (SEOK et al.,, 2010). A fascina-1 se liga a
actina, se localiza ao longo dos filopddios e induz protuberancias da membrana,
aumentando assim a motilidade da célula (KUREISHY et al., 2002; KIM et al., 2010).

Esses trabalhos sao evidéncias que a Gal-3 esta relacionada ao citoesqueleto.

Dessa forma, a auséncia da Gal-3 se mostra suficiente para propiciar um ambiente
favoravel a multiplicagdo intracelular. Apos a fase aguda da doencga de Chagas, fatores
(citocinas, quimiocinas ou outras moléculas) liberados pelo hospedeiro induzem uma
maior polimerizacao de actina na célula infectada para silenciar a infec¢ao interferindo
na replicacdo do parasito. Este resultado sugere a possibilidade da participacao da Gal-3
na polimerizagdo do citoesqueleto de actina durante a infec¢do por 7. cruzi e controle da

replicagdo do parasito e, por conseguinte, na propagacdo da doenca.
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Figura 7. rP21 apresentou menor atividade na polimerizacido de actina em células Gal-3 KO.
Macrofagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram infectados com a cepa G de 7. cruzi e tratados ou ndo com
rP21 (40 pg/mL) por 2 (A), 48 (B) e 96 horas (C). O citoesqueleto de actina foi marcado com Faloidina-
TRITC e analisado em citdmetro de fluxo. A rP21 exerceu seu papel na polimerizagao do citoesqueleto de
actina de forma mais expressiva em células WT. As diferengas estatisticas foram determinadas por Tukey’s
para multiplas comparagdes. *p < 0,05, **p < 0,01, ****p <(,0001.
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5.5 rP21 exerceu atividade quimiotatica de forma mais significativa em macrofagos

peritoneais WT

O recrutamento de leucdcitos ¢ essencial para uma resposta imune efetiva e defesa
do hospedeiro. A expressao diferencial de receptores que controlam o trafego intracelular
e o recrutamento de leucocitos pode resultar maior suscetibilidade a infecgdes. Muitos
estudos tém atribuido um papel importante da sinalizagdo CXCR4/CXCL12 na migragado
e recrutamento de células. Investigacdes com rP21 concluiram que a proteina 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 7. cruzi apresentaram menor recrutamento de leucocitos. Nesse sentido,
no presente trabalho, estudamos a participacdo da Gal-3 nesta atividade biologica que
pode estar relacionada com a ativacdo de CXCR4. Para isso, foi feito o ensaio de
quimiotaxia in vitro por meio do sistema de transwell com poros de 8§ um, utilizando
macrofagos peritoneais WT e Gal-3 KO. Vimos que no controle positivo (Meio DMEM
+ SFB) as células WT (Figura 8A) apresentaram maior migracdo quando comparadas
com as células Gal-3 KO (Figura 8D e G). A adi¢do de rP21 promoveu migracido 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 proteina recombinante apresentou efeito reduzido na
atividade quimiotatica em células Gal-3 KO, a niveis menores que o controle positivo
(Figura 8D, F e G). Sustentando a hipotese de que células Gal-3 KO expressam menos
CXCRA4, dessa forma, as fungdes biologicas dependentes desse receptor sdo reduzidas
podendo levar a um menor recrutamento celular, maior multiplicacdo intracelular de 7.

cruzi e maior fibrose.
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Figura 8. A atividade quimiotatica foi maior em células WT tratadas com rP21. Ensaio de quimiotaxia
in vitro foi realizado por meio do sistema de tramswell com poros de 8 pum, utilizando macrofagos
peritoneais WT e Gal-3 KO tratados ou ndo com rP21. Como controle positivo de migragdo foi utilizado
DMEM +SFB (Controle +), como controle negativo foi utilizado DMEM sem SFB (Controle -). As células
foram tratadas com rP21 (40 pg/mL) em meio sem SFB. As diferengas estatisticas foram determinadas por
Tukey’s para multiplas comparagdes. *p < 0,05, ****p < 0,0001.
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5.6 Papéis da Gal-3 e rP21 na infec¢cdo experimental por 7. cruzi

A Gal-3 tem ag@o em varios processos relacionados com a interagdo patdogeno-
hospedeiro nas fases aguda e cronica da doengca de Chagas, que incluem desde
mecanismos de infecgao até a regulacao do sistema imune. O presente estudo evidencia

a importancia da Gal-3 no controle da replicacdo parasitaria e melhor desfecho da doenca.

As proteinas Gal-3 e rP21 estdo envolvidas no recrutamento de leucocitos, na
polimerizacdo do citoesqueleto de actina e no controle da multiplicacdo intracelular. Com
o objetivo de avaliar se o tratamento com rP21 durante a fase inicial da infec¢do por 7.
cruzi pode contribuir para controlar a replicacao do parasito em células deficientes em
Gal-3, infectamos células WT e Gal-3 KO com as cepas Y ¢ G. A andlise in vitro da
multiplicagdo no tempo de 96 horas demonstra que macrofagos peritoneais WT e Gal-3
KO tratados com rP21 apresentaram menor multiplicacdo intracelular no tempo estudado,
quando comparado com os grupos nao tratados (Figura 9A e B). As células Gal-3 KO na
presenca ou nao de tratamento em todos os eventos de multiplicagdo in vitro tiveram

maior numero de parasitos em relagdo aos respectivos controles WT.
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Figura 9. Tratamento com rP21 diminuiu a multiplicaciio intracelular em macréfagos peritoneais
WT e Gal-3 KO. Macrofagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram plaqueados e submetidos a invasdo por
T. cruzi das cepas Y (A) e G (B). Posteriormente, foi feito tratamento com 40 pg/mL de rP21 nos tempos
de 2, 24, 48 e 72 horas. Apo6s 96 horas, as laminulas foram fixadas com Bouin e coradas com Giemsa. O
numero de parasitos em 100 células infectadas foi contado. As diferengas estatisticas foram determinadas
por Kruskal-Wallis e Dunn’s para multiplas comparag¢des. *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
multiplicagdo intracelular do parasito, quantificamos a presenca de parasitos
extracelulares em células WT e Gal-3 KO, na presenca ou nao de rP21, em experimentos
in vitro € in vivo. Para cumprir esse objetivo, primeiramente macréfagos peritoneais WT
e Gal-3 KO foram plaqueados e infectados com 7. cruzi das cepas Y e G. Nos tempos de
2, 24, 48 e 72 horas as células foram tratadas com 40 ug/mL de rP21 e foi contado o
nimero de parasitos extracelulares 48, 72 e 96 horas pos-infeccdo. O tratamento com
rP21 reduziu o nimero 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 adi¢dao 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 avaliagdo in vivo, infectamos intraperitonealmente

camundongos WT e Gal-3 KO e tratamos os animais com rP21 nos tempos de 2, 24 e 48



66

horas pds- infec¢cdo. Apds 96 horas, o numero 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 hd a multiplicagdo intracelular de parasitos, que rompem
a célula, e dessa forma, ha a liberagdo no intersticio de restos de células hospedeiras e
parasitos, induzindo uma resposta inflamatodria. Essa resposta inflamatoria inicialmente ¢
focal e relacionada com o parasitismo, e de acordo com a evolucao da infeccdo pode
confluir e ocasionar inflamagdo com aspecto difuso (BRENER; GAZZINELLI, 1997;
KIERSZENBAUM, 2005). Assim, em conjunto nossos dados evidenciam a importancia
das proteinas Gal-3 e P21 no processo de infeccdo. As duas proteinas estudadas se
mostram importantes durante a fase de multiplicagdo parasitaria e sdo capazes de diminuir
o numero de parasitos intracelulares e extracelulares. Acreditamos que quanto menor o
numero de parasitos liberados, menor serd a quantidade de parasitos viaveis para infectar

outras células e dar continuidade ao ciclo.
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Figura 10 Tratamento com rP21 resultou em menores niveis de parasitos extracelulares in vitro e
parasitos livres na cavidade peritoneal in vivo. Macréfagos peritoneais WT e Gal-3 KO foram
plaqueados e submetidos a invasdo por 7. cruzi das cepas Y e G. Apos 2, 24, 48 e 72 horas as células foram
tratados com 40 pg/mL de rP21. O numero de parasitos liberados no sobrenadante apos 48, 72 e 96 horas
de infecgao foi contado (A, B, C, E, F, G). Para analise do efeito de rP21 in vivo, camundongos WT e Gal-
3 KO foram infectados intraperitonealmente por 7. cruzi das cepas Y e G, e tratados com 40 pg de rP21
apos 2, 24, 48 e 72 horas de infecgdo. Apds 96 horas, o nimero de parasitos livres na cavidade peritoneal
foi contado (D e H). Comparagdes foram feitas utilizando por Kruskal-Wallis ¢ Dunn’s para multiplas
comparagoes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Geralmente, a manifestagdo da forma grave das doengas parasitarias representa
uma falta de coadaptagdo entre o hospedeiro e o parasito. A morte do hospedeiro pode
reduzir as chances de os parasitos atingirem outros individuos. Dessa forma, espécies que
causam menores danos ao hospedeiro podem ter melhores taxas de sobrevivéncia a longo
prazo (SIMON, 1960; SMITH, 1934; SWELLENGREBEL, 1940). O processo de
interagdo de 7. cruzi e a célula envolve varias moléculas de ambas as partes. Essas
moléculas contribuem para adesdo, reconhecimento, invasdo, multiplicacdo, reposta

imune e progressao ou resolucao da doenca (YOSHIDA e CORTEZ, 2008).

A literatura retrata a ocorréncia de um estagio de dorméncia metabdlica em
parasitos, como bactérias e protozodarios. Tal evento pode surgir espontaneamente ou na
presenga de sinais de estresse resultantes do sistema imunoldgico e do uso de
medicamentos (HARMS et al., 2016; JARA et al., 2017; SANCHEZ-VALDEZ et al.,
2018). Na doenca de Chagas, o tratamento com Benznidazol e Nifurtimox faz com que
ocorra a morte rapida da maioria dos parasitos, entretanto, hé a persisténcia de parasitos
intracelulares ndo replicativos mesmo com altas doses e longo tempo de exposi¢do a
droga. Isso ocorre por presenca de amastigotas transitoriamente adormecidos que apos
periodos prolongados podem retomar a replicagdo. A transformacdo para o estagio
quiescente ou para estagio replicativo pode ocorrer por estimulos de componentes
citoplasmaticos do hospedeiro ou por moléculas do parasito que se acumulam no interior
da célula (DIAS et al., 2008; TARLETON, 2013; VIOTTI et al., 2006; SANCHEZ-
VALDEZ et al., 2018).

Os dados apresentados demonstram a P21 como provavel componente que
contribui para a transformagao do parasito para quiescéncia, ¢ dessa maneira, facilita a
perpetuacdo parasitaria. A atividade quimiotatica associada com a atividade pro-
fagocitica da proteina, garante ao 7. cruzi a permanéncia no interior da célula e evasdo do
sistema imune. No citoplasma, o parasito secreta P21 que induz a polimerizagdo do
citoesqueleto de actina e reduz a replicacdo parasitaria. A Gal-3 do hospedeiro também
apresenta papéis importantes no recrutamento de leucocitos, polimerizagdo do
citoesqueleto de actina e controle da multiplicagdo intracelular. Assim, esses dois
componentes promovem uma interacao patégeno-hospedeiro de forma menos prejudicial

para ambos e podem contribuir para o desenvolvimento de uma doenga cronica.
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5.7 rP21 nao promoveu formacao de coagulo em plasma

Proteinas recombinantes sdo amplamente utilizadas para elucidar fungdes
biologicas de proteinas em varias atividades celulares e podem ser aplicadas em diversas
areas, como na pesquisa basica e industria farmacé€utica. Aproximadamente 400 proteinas
geradas a partir de tecnologia recombinante que envolve organismos vivos foram
aprovadas para uso terapéutico. As proteinas terapéuticas podem apresentar atividade
enzimatica, imunoregulatoria, podem ser utilizadas para diagnosticos 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 vacinagdo contra a doenca de Chagas, pois foi capaz
de induzir uma protecao significativa em camundongos imunizados com a proteina e
posteriormente infectados por 7. cruzi. A rP21 ndo apresentou efeitos colaterais, nem
toxicidade a niveis sistémicos (RODRIGUES, 2018). Além disso, experimentos
comprovaram a manutenc¢do da atividade fagocitica da rP21 mesmo apds incubagdo por
24 horas desta proteina com soro de camundongos, demonstrando a estabilidade protéica

frente a proteases presentes no soro (DE CASTILHOS, 2017).

Nossos resultados demonstraram importantes fun¢des da rP21 no controle da
multiplicagdo intracelular na fase aguda da infeccdo, atividade quimiotatica e
polimerizacdo do citoesqueleto de actina. Assim, estudos com a proteina recombinante
sdo importantes ja que esta pode ser aplicada como forma terapéutica para promover uma
maior resisténcia de hospedeiros mais suscetiveis a doenga, como aqueles com niveis de

Gal-3 reduzidos, e diminuir os danos causados pela persisténcia de 7. cruzi nos tecidos.

Além disso, niveis elevados de marcadores moleculares envolvidos na ativacao da
cascata de coagulacdo sdo descritos em individuos infectados por 7. cruzi mesmo em
estagios iniciais da doenca e podem ser considerados fatores de risco trombotico
(ENGELMANN e MASSBERG, 2013; HERRERA et al.,2011; HERRERA et al., 2005).
Sabendo que a P21 ¢ constantemente secretada por 7. cruzi e que a proteina recombinante
pode constituir uma possivel ferramenta terapéutica, experimentos com plasma e
fibrinogénio foram feitos com o intuito de analisar se esta proteina estd envolvida em

processos de coagulacao e eventos tromboembdlicos.
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O substrato foi colocado em cubetas e ao adicionar a amostra, o tempo de
formagao de codgulo foi aferido em um coagulémetro. Primeiramente, utilizamos como
substrato plasma bovino citratado e adicionamos peconha de Bothrops moojeni (controle
positivo de coagulagao) ou rP21 (40 ou 60 pg). Observamos que a rP21 ndo promoveu

coagulagdo no plasma (Figura 11A).

Posteriormente, analisamos o efeito da rP21 no substrato de fibrinogénio, e
verificamos que foi detectado formagao de coagulo (Figura 11B). No fibrinogénio tratado
com peconha de B. moojeni houve formacgao de coagulo denso e firme, enquanto o tratado
com rP21 houve apenas formagdo de pequenos aglomerados. A partir desse resultado
testamos a atividade proteolitica da rP21 sobre o fibrinogénio, uma glicoproteina dimérica
caracterizada por possuir 3 cadeias (Aa, BB ¢ y). Para essa analise, o fibrinogénio e
amostras (peconha de B. moojeni ou rP21) foram incubadas por 1 hora a 37°C. Em seguida
as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%, com
agentes desnaturantes. Notamos que ao contrdrio do controle positivo, nos substratos

tratados com rP21 ndo houve clivagem das cadeias do fibrinogénio (Figura 11C).

Observamos que a rP21 ndo possui atividade coagulante no plasma e ndo possui
atividade fibrinogenolitica. Nossos resultados sdo corroborados por Teixeira et al.,
(2017), onde demonstaram que a rP21 nao apresentou atividade proteolitica sobre
componentes da matriz extracelular (ECM), como matrigel e fibronectina. Acreditamos
que a proteina recombinante possa promover a agregagao de fibrinogénios apenas nesse
substrato puro e nao no plasma total. Assim, pesquisas utilizando a rP21 como tratamento
da fase aguda ou profilaxia da doenga de Chagas podem ser feitos pois a proteina nao
induz formagdo de coagulo no plasma e tem atividades relevantes para o controle da

doenga.
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Figura 11. Nao foi detectado formacio de coagulo no plasma apés tratamento com rP21. A atividade
coagulante foi testada em plasma bovino citratado (A) e fibrinogénio (B) utilizando coagulémetro, e os
resultados foram expressos em segundos (s). Os substratos foram tratados com peconha de Bothrops
moojeni (controle positivo de coagulagdo), rP21 (40 e 60 pg) e Extrato bacteriano (EB- controle de proteina
recombinante). A deteccdo de coagulo foi vista apenas em fibrinogénio puro. Para analise da atividade
fibrinogenolitica, o fibrinogénio e amostras (10 pg de pegonha de Bothrops moojeni ou 20 pg de rP21)
foram incubadas por 1 hora a 37°C. Em seguida as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 14% (C). A rP21 ndo promoveu coagulagdo em plasma, e ndo foi capaz de clivar as cadeias
de fibrinogénio. A seta indica banda da rP21. As diferencas estatisticas foram determinadas por Kruskal—
Wallis e Dunn’s para multiplas comparagdes. **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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5.8 Deteccio de anticorpos anti-P21 em soros controles de individuos infectados por

T. cruzi

Com o intuito de verificar se o hospedeiro infectado por 7. cruzi desencadeia uma
resposta imune especifica contra a proteina P21 secretada por todas as formas evolutivas
do parasito, ¢ se essa proteina pode ser um alvo promissor para futuros estudos
relacionados com o diagnoéstico da doenga de Chagas realizamos a técnica de

imunoensaio.

A detecgao 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 diagnostico de infeccdo por 7. cruzi. O indice 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 deteccao de anticorpo anti-P21 em controles positivos de amostras puras

(Figura 12A) e amostras diluidas 20 vezes (Figura 12B).

Observamos que a producao de anticorpos anti-P21 ndo ficou restrita a condi¢des
experimentais de infeccdo. Soro de pessoas infectadas naturalmente também podem
apresentar anticorpos especificos contra a P21. Nao foi observada reatividade cruzada em
soro de individuos infectados por Toxoplasma gondii. Dessa forma, pesquisas
relacionando a proteina em estudo e técnicas de diagnostico da doenga de Chagas sdo
relevantes, uma vez que a P21 estéd presente nas diferentes cepas e formas de 7. cruzi, é
exclusiva deste parasito e pode constituir uma forma mais especifica para diagnostico ou

progndstico.
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Figura 12. Anticorpos anti-P21 podem ser detectados em soros positivos para infec¢io por 7. cruzi.
A deteccdo de anticorpos anti-P21 foi feita por ELISA usando soro humano puro (A) e soro diluido 20
vezes (B) de controles positivos e negativos de kits comerciais utilizados para diagnostico de infec¢do por
T. cruzi. A densidade optica (DO) foi lida em espectrofotometro a 450 nm. Os resultados foram expressos
como Indice Elisa (IE), de acordo com a formula: IE= DO da amostra/ cut-off. Amostras foram

consideradas positivas quando IE> 1.
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A pesquisa de anticorpos especificos contra proteinas de 7. cruzi ¢ a base para
desenvolvimento de melhores diagnosticos imunolégicos da doenga de Chagas
(BRENIERE et al., 1985; CARLIER et al., 1985; BRENER e KRETTLI, 1990;
TANOWITZ et al., 1992). Na infecgao experimental, a resposta especifica € poliisotipica
e constituida 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
eliminagdo de parasitos circulantes e que aparecem a partir da terceira semana de infec¢o
(KIPNIS et al., 1981; UMEKITA et al., 1988). Diferentes mecanismos dependentes de
anticorpos podem contribuir para eliminacao de parasitos extracelulares, a literatura
aborda que a pré-incubagdo de tripomastigotas com soro de individuo da fase cronica da
doenc¢a diminui sua infectividade (McHARDY, 1977); a transmissdo passiva de soros
imunes ou de imunoglobulinas purificadas de animais na fase cronica protegem os
camundongos contra uma infecc¢ao letal (SCOTT e GOSS-SAMPSON, 1984; BRENER
1986); e a deplecdo de linfocitos B torna os animais mais susceptiveis a infecgdo
(OKABE et al., 1980). Além disso, camundongos geneticamente modificados e maus
produtores de anticorpos apresentam maior parasitemia ¢ mortalidade

(KIERSZENBAUM e HOWARD, 1976; BRENER e KRETTLI, 1990).

6. CONCLUSAO

Demonstramos que tanto a proteina do hospedeiro Gal-3 quanto a proteina P21 de
T. cruzi desempenham papéis essenciais na infeccao. A Gal-3 possui atividade importante
no recrutamento de leucocitos, na polimerizagdo do citoesqueleto de actina e expressao
de CXCR4, garantindo, dessa forma, menores niveis 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 replicagdo parasitaria e
diminui¢do de parasitos extracelulares. Além disso, a proteina recombinante pode ser
considerada uma importante ferramenta terapéutica e profilatica para a doenga de Chagas,
uma vez que pode induzir a producdo de anticorpos especificos anti-P21 e controlar a

multiplicagdo parasitaria, sem induzir formagao de codgulo em plasma.
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Assim, observamos que esses dois componentes promovem uma interagao
patoégeno-hospedeiro de forma menos prejudicial para ambos e podem contribuir para o

desenvolvimento de uma doenga cronica com baixa replicacao intracelular.
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ANALISE FINAL N° 052/11 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 105/10

Projeto Pesquisa: "Estudos do papel do citoesqueleto de actina, de citocinas e
da proteina P21 de T. cruzi na evolugdo para a fase cronica da doenga de
chagas experimental”.

Pesquisador Responsavel: Claudio Vieira da Silva

Oprotomlonaoapresenhapmblemasdeebcanascondutasdepesmrsam
anmais nos limites da redac3o e da metodologia apresentadas.

SITUAGAD: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

0BS: O CEUA/UFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AC CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.
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