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Resumo

A proteina P21 de Trypanosoma cruzi (P21) tem sido associada a diversas atividades biologicas,
como a indugdo da fagocitose e a polimerizagao do citoesqueleto de actina. Neste estudo, foi
investigado o papel da P21 na replicacdo do parasita e seu efeito na infec¢do experimental aguda.
Observamos que a forma recombinante da P21 (rP21) diminuiu a multiplicacdo das cepas Ge Y
de T. cruzi em mioblasto murino C2C12. Este fendmeno foi associado com maior polimerizagao
do citoesqueleto de actina e aumento da producdo de IFN-y e IL-4. Durante a infeccdo
experimental, menos ninhos de amastigotas cardiacos, infiltrado inflamatorio e fibrose foram
observados em camundongos infectados com a cepa Y e tratados com rP21. Nos camundongos
tratados com rP21, o aumento observado na express de IFN-y foi contrabalangado por niveis
elevados de IL-10, o que foi consistente com a menor lesao tecidual no coragdo observado nesses
camundongos. Também vimos que, apds submetido ao estresse, 7. cruzi produz mais P21. O
aumento da produg¢do de P21 e o conseqiiente controle da replicagdo do parasito nos leva a crer que
a P21 possa atuar como um fator soliivel desempenhando papel na dorméncia do parasita,

resultando em condi¢des propicias para perpetuagdo da infecgdo pelo 7. cruzi no hospedeiro.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, P21, replicagdo parasitaria, infec¢do experimental aguda,

dorméncia de Trypanosoma cruzi.
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Abstract

Trypanosoma cruzi P21 protein (P21) has been associated with several biological activities, such
as induction of phagocytosis and actin cytoskeleton polymerization. In this study, we investigated
the role of P21 on parasite replication and its effect on acute experimental infection. We observed
that recombinant P21 (rP21) decreased the multiplication of the G and Y strains of 7. cruzi in
C2C12 myoblasts. This phenomenon was associated with greater actin polymerization and
production of IFN-y and IL-4. During experimental infection, lower cardiac nests, inflammatory
infiltrate and fibrosis were observed in mice infected with the Y strain and treated with rP21. In
rP21-treated mice, the observed increase in the expression of IFN-y was counterbalanced by high
levels of IL-10, which was consistent with the lower cardiac tissue injury found in these mice. We
have also seen that upon stress, 7. cruzi produced more P21. The increase in P21 production and
the consequent control of parasite replication suggest that P21 is one of the soluble factors that lead

to parasite dormancy, resulting in the perpetuation of 7. cruzi infection in the host.

Keywords: Chagas disease, P21, parasites replication, acute experimental infection, Trypanosoma

cruzi dormancy.
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1. Introducio

1.1  Aspectos gerais da doenca de Chagas

A Doenga de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, ¢ um dos maiores problemas de
satde publica em cerca de 21 paises, desde o sudeste dos EUA ao norte da Argentina e Chile
(WHO, 2019). Tradicionalmente ¢ confinada a regides rurais e pobres da América do Sul e Central,
onde a transmissao vetorial € a principal forma de contagio. Afeta principalmente populagdes de
baixa condi¢do socioecondmica e com baixa visibilidade, causando estigma e discriminagao
(VENTURA-GARCIA et al., 2013; PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018).

Migragoes internas de areas rurais para urbanas, transmissao congénita e doagao de sangue
tem levado a doenga a regides anteriormente ndo afetadas (BOWMAN et al., 2008; PEREZ-
MOLINA, MOLINA, 2018). Foi relatado aumento significativo de casos confirmados nos Estados
Unidos, Canada, Japdo, Austrélia e no continente europeu (COURA E VIAS, 2010; ALVAREZ et
al., 2014). Por ser uma das doencas tropicais negligenciadas, listadas pela Organizacado Mundial de
Satde (OMS), a prevaléncia global tem sido estimada entre 9 e 10 milhdes de pessoas infectadas,
com cerca de 10.000 mortes anuais (RODRIGUES DOS SANTOS et al., 2018).

Desde o inicio dos anos 90, as principais medidas para controle da DC tém sido programas
de controle vetorial e teste obrigatério em bancos de sangue (YAMAGATA, NAKAGAWA,
2006). Em consequéncia, a prevaléncia diminuiu substancialmente, sendo a transmissao vetorial
interrompida no Uruguai em 1997, no Chile em 1999 e no Brasil em 2000 (WHI, 2002;
SALVATELLA et al., 2014). A prevaléncia da infeccdo em imigrantes da América Latina
residindo da Europa ¢ de 4+2%, sendo maior naqueles oriundos da Bolivia e Paraguai. Nos EUA,
estima-se que cerca de 300.000 imigrantes estdo infectados com 7. cruzi (MANNE-GOEHLER et
al., 2016; KRATZ et al., 2018).

No Brasil, no ano de 2006, esta doenga foi responséavel por 7% das mortes por insuficiéncia
cardiaca. O custo global da DC tem sido estimado em US$7,19 bilhdes de ddlares por ano, e apesar
de sua alta incidéncia e custos econdmicos, ainda ndo ha tratamento farmacologico efetivo com
poucas pesquisas que buscam novas opg¢des terapéuticas (CLAYTON, 2010; SOUZA et al., 2010;
WATANABE et al., 2016; ROBERTSON et al., 2016).

A transmissdo vetorial € responsavel por aproximadamente 70% dos casos, sendo a

issd eni AV 0, € U u a 0) sa
transmissdo congénita responsavel por 26%, e um pequeno numero de pessoas (<1%) sdo
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infectadas por transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos, acidentes laboratoriais ou consumo de
alimentos contaminados (CONTEH et al., 2010; PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018). O aumento
de surtos de casos agudos da tripanossomiase americana no Brasil, tem chamado a atencdo de
autoridades, as quais consideram a doenga como emergente na regido amazonica (BARBOSA et
al., 2014).

Na maioria dos casos de surtos em territorio brasileiro, a investigagdo epidemiologica
aponta para transmissao nao-vetorial, implicando a transmissao oral. A mesma pode ocorrer devido
ao consumo de alimentos derivados de frutas, dgua ou verduras contaminadas com fezes de
triatomineos ou secre¢do de animais infectados. No caso dos surtos na regido amazonica, a
principal planta suspeita de fonte de infec¢@o € a Euterpe oleracea, o agai, consumido amplamente
como suco e polpa pastosa (XAVIER et al., 2014; SANTANA et al., 2019). Além disso, o
consumo de carne malcozida de animais que sdo reservatorios do parasita, como o tatu (Dasypup

spp.), pode levar a transmissdo (RUEDA et al., 2014).

1.2 O ciclo bioldgico de 7. cruzi

Carlos Chagas, em 1909, descreveu como ocorre a infec¢do no homem, a morfologia do
parasita no sangue periférico, seu ciclo no tubo digestivo do vetor e a transmissao do parasita aos
vertebrados por triatomineos infectados (CHAGAS, 1909). Essa tripla descoberta — transmissor,
agente etiologico e doenca — fez da sua descoberta um fato Unico na histéria da medicina
(BRENER, 1989).

O protozoario flagelado T. cruzi pertence ao Filo Sarcomastigophora,
ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e apresenta trés estagios evolutivos
morfologicamente distintos: tripomastigota, amastigota e epimastigota (Figura 1). O processo de

desenvolvimento de um estdgio a outro ¢ complexo, pois envolve mudangas ultraestruturais,
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Figura 1. Formas de desenvolvimento de 7. cruzi. (A) Tripomastigota. (B) Amastigota ¢ (C)
Epimastigota. Figura adaptada de DOS SANTOS, 2017.

O ciclo biologico de T. cruzi é heteroxénico e inclui um hospedeiro invertebrado, o qual é
o vetor biologico da doenca, sendo representado principalmente por insetos hemipteros dos
géneros Triatoma spp., Rhodnius spp. € Panstrongylus spp. pertencentes a Familia Reduvidae, e
um hospedeiro vertebrado (mamiferos de varias espécies, incluindo o homem) (BARRETO, 1979).
O ciclo se inicia quando o inseto triatomineo ingere formas tripomastigotas do parasita durante o
repasto sanguineo, em algum individuo infectado com 7. cruzi. Quando esses parasitas atingem o
intestino médio do vetor, se transformam em epimastigotas e passam a se multiplicar. Apds
algumas semanas, os epimastigotas migram para o intestino posterior e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos (SOARES E SOUZA, 1991; VIDAL et al., 2016).

Ao realizar novo repasto sanguineo, os insetos depositam suas fezes contendo as formas
tripomastigotas proximo ao local da picada. Assim, a penetragdo destes no hospedeiro vertebrado
pode ocorrer diretamente pela mucosa, caso a picada ocorra em local proximo a esta, pelo orificio
deixado pela pungdo realizada pelo inseto vetor ou quando o individuo coga o local, o que pode
acarretar lesdo tecidual e facilitar assim o alcance da corrente sanguinea pelos parasitas
(BARRETO, 1979).

Dentro do organismo do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos conseguem
invadir varios tipos de células nucleadas, com predilecao por células do coragdo, cérebro e sistema
gastrointestinal. Intracelularmente, os parasitas se reproduzem por fissdo binaria como amastigotas,
e assim, quando a célula estd abarrotada de parasitas, as formas amastigotas se transformam em
tripomastigotas e rompem as cé€lulas, podendo entdo infectar novas células (Figura 2)

(NAKAYASU et al., 2009; FERRARESSO et al., 2018).

1.3 Variabilidade genética de 7. cruzi

T. cruzi apresenta alta variabilidade genética e biologica, e as diferentes cepas podem diferir
em sua morfologia, tropismo tecidual, viruléncia, patogenicidade, susceptibilidade aos agentes
terapéuticos, composi¢do antigénica dentre outras caracteristicas (ANDRADE et al., 1999). Apos
extensiva revisdo de literatura e avaliagdo das caracteristicas biologicas, bioquimicas e de

marcadores moleculares filogenéticos das diferentes cepas, sdo reconhecidos seis grupos de 7.
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cruzi, chamados de “discrete tyiping units” (DTUs), sendo denominados de TclaTcVI, e
recentemente foi proposto um sétimo grupo, Tcbat (ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al.,
2012; BERNIERE et al., 2016). Os grupos Tcl e Tcll sdo considerados ancestrais, sendo os demais
grupos derivados desses dois (DA COSTA et al., 2014).

As cepas dos grupos Tcl e Tcll sdo considerados os maiores agentes causadores da DC em
todo mundo, especialmente a América do Sul, onde a doenga e os dois grupos sdo os mais
prevalentes. As cepas de Tcl sdo caracterizadas por varios casos de miocardite aguda (ZINGALES
etal., 2009; ZINGALES et al., 2012), enquanto as formas cardiaca e digestiva da doenga sao mais
comuns nas infec¢des causadas por cepas derivadas dos grupos Tcll e TcIV. O grupo TcV é
comumente encontrado na transmissdo congénita da doenca, enquanto cepas do grupo Tclll sdo
raramente encontradas em infec¢des humanas (ZINGALES et al., 2012; DA COSTA etal., 2014).

Diferencas nas manifestagdes clinicas causadas por 7. cruzi, estdo relacionadas com
variabilidade genética tanto do hospedeiro quanto do parasita. Tais variagdes levam as diferencas
no tropismo por tecidos e no desenvolvimento da doenga (ANDRADE et al., 1999; ANDRADE et
al., 2002; MACEDO et al., 2004; HISSA E ANDRADE, 2015). Neste trabalho, utilizamos a cepa
G (pertencente a Tcl), de baixa infectividade in vivo, e a cepa Y (pertencente a Tcll), de alta
infectividade in vivo. Estas duas cepas representam os dois maiores grupos genéticos de 7. cruzi

(MAGALHAES et al., 2015).
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Figura 2. Ciclo de vida de 7. cruzi nos hospedeiros invertebrados e vertebrados. (A) Ciclo biologico
de 7. cruzi no hospedeiro invertebrado. O inseto vetor ingere formas tripomastigotas sanguineas ao realizar
repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado. Os tripomastigotas, ao chegarem no intestino médio
do triatomineo, se diferenciam em epimastigotas, forma replicativa no hospedeiro invertebrado. Os
epimastigotas, no intestino posterior, se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, que sdo liberados
juntamente as fezes do inseto. (B) Ciclo bioldgico de T. cruzi no hospedeiro humano. O vetor ao realizar o
repasto sanguineo, libera tripomastigotas metaciclicos junto as fezes. O hospedeiro, ao cogar o local de
picada, facilita a entrada do parasita na corrente sanguinea, que por sua vez, infecta células nucleadas.
Dentro da célula, se diferencia em amastigota e se replica, até que preencha o citoplasma da célula. Antes
da célula se romper, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, de modo que ao serem liberados no
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espaco extracelular e corrente sanguinea, infectam outras células. O triatomineo ao realizar o repasto
sanguineo em um hospedeiro infectado, ingere junto ao sangue, formas tripomastigotas metaciclicos, dando
assim continuidade ao ciclo. A esquerda sio mostradas as principais complica¢des da fase cronica da
infecgdo: cardiomegalia e megacdlon. Figura adaptada de DOS SANTOS, 2017.

1.4.1 Manifestacoes clinicas da doenca

1.4.1 Fase aguda

Ap0s a infecgdo inicial, o periodo de incubagao varia de 7 a 15 dias no caso de transmissao
vetorial, e cerca de 30 a 40 dias na transmissdo por transfusdo. O periodo de incubagdo durante
transmissdo oral € significativamente menor que na transmissao mediada por vetor (RASSI et al.,
2019; ECHEVERRIA E MORILLO, 2019).

A DC manifesta-se em duas fases principais: aguda e cronica. A fase aguda € a inicial e
pode durar até dois meses ap6s a ocorréncia da infeccdo. Essa fase é autolimitada, com parasitemia
patente ou subpatente, a qual ndo ¢ encontrada em varios individuos infectados. Estes podem
apresentar um quadro assintomdtico ou sintomas inespecificos. Menos de 50% das pessoas recém-
infectadas apresentam os primeiros sinais caracteristicos da infec¢do. Estes sinais podem incluir
febre, dor de cabega, aumento dos ganglios linfaticos, dor muscular, ou até mesmo envolvimento
cardiaco (miocardite, cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca congestiva e arritmias). No local de
inoculacdo, um nddulo violeta eritematoso, conhecido como “chagoma de inoculagdo”, pode
ocorrer. Se a infec¢do ocorrer via ocular, pode ser observado o complexo oftalmoganglionar, mais
conhecido como sinal de Romafia. Este ¢ caracterizado por edema bi-palpebral unilateral,
conjuntivite e adenopatia local (FERRARESSO et al., 2018).

Ainda na fase aguda, os parasitas replicam ativamente em vdrios tipos celulares e tecidos
diferentes, incluindo macréfagos, tecido muscular liso, estriado esquelético e estriado cardiaco,
adipocitos, e células do sistema nervoso central (BOMBEIRO et al., 2012; ALVAREZ et al., 2014;
WHO, 2019).

1.4.2 Fase cronica

Normalmente, o paciente ndo ¢ diagnosticado na fase aguda, o que leva a progressdo da
doenca para a fase cronica. Esta, por sua vez, pode se apresentar na forma indeterminada, cardiaca

ou digestiva (GALLERANO et al., 2007; FERRARESSO et al., 2018). Na forma indeterminada, o
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individuo ndo apresenta sintoma clinico relevante, e baixa ou nenhuma parasitemia. Enquanto
muitos individuos infectados permanecem na forma indeterminada da doenca e possuem sorologia
positiva, uma proporcao significativa (30-35%) dos pacientes, desenvolve manifestagdes cardiacas
ou digestivas: uma cardiomiopatia que pode levar a insuficiéncia cardiaca congestiva; arritmia;
megaesofago; megacdlon e, eventualmente, a morte (WHO, 2019).

Nao ¢ possivel prever se o individuo na fase indeterminada ird progredir para o estado
cronico sintomatico da doenga. No entanto, um tipo de microRNA circulante, 0 microRNA-208a,
esta sendo estudado como potencial biomarcador preditor de risco para a progressao da DC
(LINHARES-LACERDA et al., 2018). Nesses individuos, a fase cronica permanece
indeterminada, e pode envolver anos de acumulacio indetectavel de dano difuso do miocardio,
antes da detec¢do clinica (BONNEY et al., 2019).

A cardiomiopatia ¢ a forma clinica mais importante da doenga chagasica cronica, por causa
da frequéncia de sua ocorréncia (20-30% de individuos infectados), e por sua gravidade gerando
altos indicies de morbidade e mortalidade. E uma doenga complexa que inclui um grande espectro
de manifestagdes, desde pequeno envolvimento do miocardio a disfungdo sistélica ventricular
esquerda, cardiomiopatia dilatada, arritmias, eventos tromboembdlicos e insuficiéncias cardiaca
terminal (TANOWITZ et al., 2015).

Em adi¢do ao envolvimento cardiaco, a DC pode afetar o trato gastrointestinal e sistema
nervoso. Os sintomas gastrointestinais em pacientes chagasicos cronicos sio em maior parte
resultado do dano da inervagdo entérica excitatoria e inibitoria por 7. cruzi (MATSUDA et al.,
2009). Embora as manifestacdes gastrointestinais mais comuns sejam megaesdfago e megacolon,
essencialmente qualquer parte do trato gastrointestinal pode estar envolvido, desde as glandulas
salivares até o reto (MATSUDA et al., 2009). A forma gastrointestinal da DC (~10%) ¢ mais vista
em individuos infectados residentes no sul do Equador, Brasil central e no cone sul da América do
Sul, devido a variacdo subespecifica de 7. cruzi (PEREZ-AYALA et al., 2011; BONNEY et al.,
2019).

1.4.3 Patologia da cardiomiopatia chagasica

A patologia da DC ¢ complexa, heterogénea e depende de muitas varidveis, com o parasita

e hospedeiro sendo determinantes da imunidade e inflamagdo (MACHADO et al.,, 2012;



23

TEIXEIRA et al., 2006). Acredita-se que o processo inflamatdrio no coragdo se desenvolva aos
poucos, a partir de pequena carga parasitaria que persiste no coracdo. Mecanismos celulares e
moleculares contribuem para a inflamagdo degenerativa e destrutiva, e para as respostas
reparadoras. A soma de tais processos culmina em diferentes resultados da infec¢ao: de auséncia
de doenca até dano cardiaco com remodelamento tecidual, que pode levar a faléncia cardiaca e
sequelas clinicas relacionadas, como acidente vascular cerebral (HIGUCHI MDE, 1997; BONNEY
et al., 2019).

Na fase aguda, alteragdes cardiacas ocorrem nas primeiras semanas apos a inoculagao do
parasito e, usualmente, dura de semanas a poucos meses (BENZIGER et al., 2018). No hospedeiro
mamifero, 7. cruzi inicia seu ciclo de reprodugdo proximo ao local de inoculagdo, com liberagao
de tripomastigotas capazes de infectar vérios tipos celulares. Essencialmente, qualquer tipo de
célula nucleada pode ser infectada por 7. cruzi, sendo que no coragdo o parasita infecta
cardiomidcitos, células endoteliais, neurdnios, fibroblastos e adipdcitos (LEWIS E KELLY, 2016;
FERREIRA et al., 2011). O mecanismo por tras do tropismo cardiaco nao foi determinado de forma
concisa, mas parece estar relacionado com a alta capacidade de reparagao da membrana plasmatica
existente nessas células, uma vez que a ruptura da membrana plasmatica permite a entrada de Ca>*
, ativando mecanismos de reparo de membrana e aumentando a susceptibilidade celular a eventos
de invasao por 7. cruzi (FERNANDES E ANDREWS, 2012; BONNEY et al., 2019).

Dependendo da combinagao da cepa de 7. cruzi e as variagdes genéticas e imunologicas do
hospedeiro, uma replicacdo intracardiaca fulminante pode ocorrer, com o acumulo de grande
nimero de amastigotas intracelulares que pode facilmente ser vistos por microscopia de luz, em
estruturas semelhantes a “cistos”. Como cada “cisto” de amastigota consiste em um citoplasma
parasitado de unica célula, esta estrutura ¢ um falso cisto ou pseudocisto (BONNEY et al., 2019).

As principais caracteristicas da cardiomiopatia chagasica aguda, variam de minimas
modificacdes a dilatagdo atrial e ventricular, resultando em arquitetura globular em casos graves,
devido ao aumento das camaras sem hipertrofia das fibras cardiacas (ROSSI et al., 2003). Apds
algumas semanas, a resposta imune adaptativa se desenvolve no hospedeiro, o nimero de parasitas
diminui drasticamente e a resposta imune celular diminui, usualmente com a resolucdo da
inflamacdo no miocardio. Anormalidades residuais da miocardite aguda inclui fibrose tecidual e

hipertrofia dos cardiomiécitos (BONNEY et al., 2019).
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Na cardiomiopatia chagésica cronica, pelo menos metade dos pacientes apresentam o
coragdo com a parede ventricular incomumente delgada, geralmente na regido apical do ventriculo
esquerdo. A avaliagdo microscopica dessas areas mostra atrofia de fibras miocardicas, com
infiltracao de tecido conjuntivo denso e adipdcitos entre o endocardio e epicardio. Normalmente o
infiltrado inflamatério nessas areas esta ausente, € ndo ha parasitas. Fibras coldgenas formam
grandes areas de tecido cicatricial no miocardio (ROSSI et al., 2003).

As fibras miocardicas infectadas sob analise microscopica, evidenciam danos
caracterizados por vacuolizacdo, lise celular e degeneragdao miofibrilar. Tais alteragdes sdo
invariavelmente acompanhadas de intenso infiltrado de células mononucleares, inicialmente
composto por macrofagos e neutrofilos, e posteriormente por linfocitos, plasmocitos, eosinofilos e
mastocitos (ANDRADE, 1999; MARCON et al., 2011). Granulomas ndo-necrosantes pode estar
presente com células gigantes multinucleadas (ROFFE et al., 2016). A destrui¢do de nervos
parassimpaticos na regido epicardico-mediastinal tem sido documentada, sugerindo um potencial
mecanismo para ocorréncia de arritmias e morte stibita (MIRANDA et al., 2011; BONNEY et al.,
2019).

Outros fatores que contribuem para a resposta inflamatoria exacerbada sao a produgao de
citocinas, quimiocinas e seus receptores, a alta expressdo de moléculas de adesdo, ativagdo do
complemento e de agregagdo plaquetdria, junto a produg¢do de anticorpos. Edema intersticial,

hemorragia e vasculite podem estar presentes (BONNEY et al., 2019).

1.4.4 Diagnostico e tratamento da DC

Na fase aguda da doenca, o diagndstico € realizado por métodos como microhematdcrito,
PCR de sangue periférico, cultura laboratorial do sangue, teste de gota espessa e xenodiagnostico,
sendo os dois Ultimos tteis se realizados em centros médicos especializados. Os parasitas sao
normalmente detectaveis no sangue por até 2 a 4 meses ap0ds a infec¢ao, sendo posteriormente (fase
cronica) identificados por reagao em cadeia polimerase (PCR), ou indiretamente pela presenca de
anticorpos especificos anti - 7. cruzi (BONNEY et al.,, 2018; GALLERANO et al., 2007;
FERRARESSO et al., 2018).

O tratamento com drogas tripanomicidas ¢ recomendado para a DC aguda, congénita,

reativada e doenca cronica em pacientes com menos de 18 anos. Uma vez que a persisténcia da
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parasitose e inflamacdo cronica concomitante, leva a cardiomiopatia chagasica cronica, o
tratamento ¢ oferecido a pacientes com a forma indeterminada da doenca e a pacientes com doenca
cardiaca leve a moderada (WHO, 2002; BERN et al., 2007; ANDRADE et al., 2011; PEREZ-
MOLINA, MOLINA, 2018).

No entanto, as opinides sobre o impacto do tratamento nesta fase diferem. Estudos
indicaram que o efeito do tratamento com benznidazol tem efeitos semelhantes com o grupo
placebo, nao reduzindo os danos clinicos cardiacos em pacientes com doenga moderada a grave
(MORILLO et al., 2015). Por outro lado, o tratamento de mulheres gravidas se mostrou efetivo em
interromper a transmissao vertical (MURCIA et al., 2013). O tratamento deve se individualizado
para pacientes com mais de 50 anos e para pacientes com comorbidades. Apenas duas drogas sdo
licenciadas para o tratamento da DC, o benznidazol e nifurtimox, ambos utilizados ha mais de 50
anos, possuindo eficécia distante do ideal (PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018). Apesar da eficacia
relativa do tratamento em pacientes com cardiomiopatia cronica, a progressao da faléncia cardiaca

¢ continua (GUEDES et al., 2011; MORILLO et al., 2015; BONNEY et al., 2019).

1.5 Aspectos da resposta imune a DC

Durante a primeira fase da doenga, o envolvimento do miocardio € causado principalmente
pela invasdo do tecido cardiaco pelo parasita, consequentemente, desencadeando grave resposta
imune e inflamatoria (RASSI et al., 2019). A imunidade inata desenvolvida frente a infec¢do por
T. cruzi € importante para prevenir proliferacao intracelular exacerbada e possui papel até que seja
desenvolvida resposta imune adaptativa antigeno-especifica, a qual € responsavel por eliminar as
células infectadas. Todos os subgrupos de linfocitos sdo importantes para a resposta frente a essa
infec¢do, sendo que a resposta T helper 1 (Thl) predomina no miocardio e perifericamente
(TARLETON, 1990; TARLETON et al., 1992; 1994; BONNEY et al., 2019). Essa resposta ¢
caracterizada pela expressao do fator de transcri¢ao Tbet e produgdo de citocinas Th1l (IFN-y, IL-
2, IL-12, e TNF-a), o que ¢ acompanhado da supressao dos niveis de fatores de transcri¢ao e
citocinas associadas a resposta Th2 (GATA-3, IL-4, e IL-10) e Th17 (IL-17) (SATHLER-
AVELAR etal., 2012; GUEDES et al., 2012).

Assim que tripomastigotas caem na corrente sanguinea, as vias do complemento da lectina

e alternativa sdo ativadas, uma vez que ambas nao necessitam da presenca de anticorpos especificos
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anti - parasita (CESTARI et al., 2013). Colectinas e ficolinas reconhecem e se ligam a moléculas
glicosiladas e acetiladas da superficie de tripomastigotas de 7. cruzi ativando a via de lectina, sendo
a via alternativa ativada pela hidrolise de C3 (LUZ et al., 2013; LUZ et al., 2016; LIDANI et al.,
2017). No entanto, o parasita utiliza moléculas de superficie (calreticulina, proteina regulatéria do
complemento de 7. cruzi — Gpl160 e gp58/068), a fim de escapar da lise mediada pelo sistema
complemento (LIDANI et al., 2017; FERREIRA et al., 2014; RAMIREZ-TOLOZA E FERREIRA,
2017). Estas proteinas atrapalham a ligagdo inicial das moléculas do complemento, inibindo a
formagdo de C3 convertase, o que ¢ um passo crucial para ativagao das trés vias e para geracao dos
efeitos mediados pelo complemento (CESTARI et al., 2013; TAMBOURGI et al., 1993; DE
BONA et al., 2018).

Tripomastigotas metaciclicos de 7. cruzi ndo estdo apenas envolvidos na expressdo de
moléculas regulatérias na superficie do parasito, mas também induzem a liberacdo de
microvesiculas de células hospedeiras que afetam a formagao e ativacio de C3 convertase (C4b2a),
resultando na inibi¢do da ativagdo do complemento, aumentando a sobrevivéncia do parasita e
invasdo de células hospedeiras por este (CESTARI et al., 2014; DE BONA et al., 2018).

Diferentes tipos celulares reconhecem 7. cruzi e reagem de diferentes maneiras para
controle da infec¢dao. A detecgdo e destruigdo direta do parasita por fagocitos como macrofagos e
células dendriticas, as quais sdo ativadas e se tornam células apresentadoras de antigenos (APCs),
¢ essencial para inicio da resposta imune adaptativa. Células nao hematopoiéticas sdo os primeiros
alvos da invasdo e contribuem para o controle da infeccdo (TELLERIA E TIBAYRENC, 2017;
FRESNO E GIRONES, 2018).

Apo6s a infeccdo pelo parasita, macrofagos secretam interleucina (IL)-12, a qual ativa
células natural killer (NK) a produzir interferon - gama (IFN-y) (ALIBERTI et al., 1996;
ANTUNEZ AND CARDONI, 2000), o que desempenha papel crucial na ativagio de macréfagos.
A citocina interferon-gama (IFN-y) potencializa a atividade efetora dos macrofagos por inducgao
da transcri¢do do gene produtor da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS), notavelmente aumentando
a producdo de 6xido nitrico, o qual possui importante efeito na morte de 7. cruzi (MCCABE et al.,
1991; GAZZINELLI et al., 1992; MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992; GUERREIRO et al., 2015;
FRESNO E GIRONES, 2018).

A administragdo de IFN-y a camundongos na fase aguda da doenca reduz a parasitemia e

impede a morte dos animais, enquanto o tratamento com inibidores de 6xido nitrico resulta em
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aumento da parasitemia e da taxa de mortalidade dos camundongos infectados (REED, 1998;
VESPA et al.,, 1994; PETRAY et al., 1995). Além disso, o IFN-y promove a mudanca
das imunoglobulinas para subclasse IgG, com alto potencial de opsonizagao e ativagdo do sistema
complemento, que atua na remocao de parasitas extracelulares liberados das células infectadas.
Finalmente, a citotoxicidade de células T CD8+ também contribuem para o controle de 7. cruzi por
meio do reconhecimento e destrui¢do de células que abrigam formas intracelulares do parasita
(LOW et al., 1999; ALVAREZ et al., 2014).

As citocinas IL-12 e IL-18 possuem papel redundante na indugdo da produgao de IFN-y e
controle da infec¢do por amastigotas da cepa G, como mostram os resultados obtidos por Rodrigues
et al., (2012a). Ainda neste estudo, verificou-se que a citocina IFN-y desempenha papel crucial no
controle da infecg¢do pela cepa G, sendo que a principal célula responsavel pela producido dessa
citocina foram células NK, uma vez que animais nocautes para CD4 e CD8 ndo apresentaram
diferengas no curso da infec¢do (RODRIGUES et al., 2012a).

A resposta imune esta diretamente envolvida com a forma que a doenga se apresentara na
fase cronica. Pacientes com a forma indeterminada da doenga, apresentam um perfil de citocinas
anti-inflamatorias produzidas pelas células circulantes, enquanto pacientes com cardiomiopatia
chagésica, apresentam um perfil excessivamente pro-inflamatorio (GOMES et al., 2005; GOMES
etal., 2012; SOUSA et al., 2014; CHAVES et al., 2016).

Em individuos infectados portadores da doenca cardiaca crdonica, hd produgdao de altos
niveis de IFN-y, TNF-a, e IL-6 com baixos niveis de IL-4 e IL-10 que aqueles na fase
indeterminada (GOMES et al., 2003). Isso promove a diferenciacdo Thl e proliferagdo de células-
T CD4+, levando a ativagdo de resposta antiparasitaria por células-T CD8+ e macrofagos (DA
MATA GUEDES et al., 2010; BONNEY et al., 2019).

Durante a infec¢dao aguda pela cepa CL, foi verificada alta expressdo de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias. No entanto, citocinas anti-inflamatdrias como IL-10 e IL-9 foram
também altamente produzidas. Tal padrao misto de citocinas pode contribuir para a permanéncia
da infecgdo, favorecendo o processo de cronicidade da mesma. Por outro lado, o balango entre
citocinas pro e antinflamatérias desempenha papel no controle do nivel parasitario e fornece
protegdo contra o excesso de dano tecidual (GOMES et al., 2003; FLOREZ et al., 2011; POVEDA
et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016).
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Como a maioria dos pacientes apresentam a forma indeterminada da doenga, acredita-se
que tais individuos apresentem ninhos de amastigotas em locais protegidos da resposta imune, uma
vez que a persisténcia da infec¢ao por 7. cruzi é a regra. Tais locais podem variar desde a veia
adrenal central (TEIXEIRA et al., 1997), tecido adiposo, estobmago e colon (COMBS et al., 2005;
FERREIRA et al., 2011; LEWIS et al., 2014).

Um importante fator para o desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica cronica grave em
humanos ¢ a presenca de resposta imune Thl especifica (GOMES et al., 2003), sendo que uma
regulagdo parece ser necessaria para evitar a progressao da doenga. Nesse sentido, estudos em
camundongos C57BL/6 mostraram o papel regulatorio de IL-10 produzido por células T esplénicas
em camundongos infectados com a cepa Tulahuén (SILVA et al., 1992) e um efeito protetor desta
citocina em animais infectados com a cepa Colombiana (ROFFE et al., 2012, FRESNO E
GIRONES, 2018).

O parasita ¢ capaz de desencadear ambas respostas Thl e Th2, dependendo da linhagem
genética do camundongo, cepa do parasita e carga de ino6culo. Comparando-se camundongos
susceptiveis e ndo-susceptiveis, BALB/c e C57BL/6 respectivamente, infectados com a cepa Y, foi
visto que a prote¢do depende do balanco Th1/Th2 (CUERVO et al., 2008; SANOIJA et al., 2013).
A produgdo de citocinas por linfocitos T infiltrados no coragdo no momento de pico da infecgao,
apresenta alto balango de citocinas Th1/Th2 em animais ndo susceptiveis a infeccao (C57BL/6),
quando comparado a linhagem de animais susceptiveis (BALB/c) (CHEN et al., 2001; FRESNO E
GIRONES, 2018).

A incompleta eliminagdo do parasita pode levar a uma reatividade imune que pode resultar
em dano tecidual, levando a exposicdo de novos epitopos e ao estimulo da produgdao de auto
anticorpos (CARROL E SIM, 2011), mecanismo esse envolvido no quadro de autoimunidade

presente na doenca chagasica (MUNOZ-SARAIVA et al., 2012; DE BONA et al., 2018).

1.6  Proteinas envolvidas na interacio entre 7. cruzi e a célula hospedeira

T. cruzi entra na célula hospedeira por meio da interagdo entre ligantes existentes na
superficie do parasita e na membrana plasmatica da célula hospedeira. A remog¢ao de componentes
da membrana de macrofagos por enzimas, inibe de forma significativa a interagdo entre a célula e

tripomastigotas sanguineos ou metaciclicos (NOGUEIRA, COHN, 1976; ALCANTARA,
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BRENER, 1980). Da mesma forma, o tratamento de tripomastigotas com tripsina, reduz a
capacidade infectante destes em 90% (ANDREWS et al., 1984; COLLI, 1984).

O parasita possui varias glicoproteinas que possuem o motivo GPI
(glicosilfostatidilinositol) adicionados na por¢ao carboxi-terminal durante a modificacdo pds-
traducional. Dentre suas fungdes, atuam como transdutoras de sinais para adesdo celular e infecgdo
de macréfagos, e elas podem ser liberadas da membrana plasmatica apos clivagem enzimatica por
fosfolipase C (VILLALTA et al., 1999; GAULTON E PRATT, 1994; ROPERT et al, 2002;
EPTING et al., 2010). Sao diversas proteinas de 7. cruzi que t€m sido caracterizadas em nivel
estrutural e funcional. Glicoproteinas de superficie com propriedades de adesdo celular estdo
presentes em tripomastigotas metaciclicos, como Gp35/50, Gp30, Gp82 ¢ Gp90 (YOSHIDA,
2006). A Gp35/50 ¢ expressa em epimastigotas, sendo ancorada na membrana plasmadtica por
ancora de GPI (SALTO et al., 2000).

Tripomastigotas metaciclicos com baixa infectividade em células hospedeiras in vitro,
expressam altos niveis de Gp90, uma molécula que modula negativamente a invasdo celular in
vitro (RUIZ et al., 1998; MALAGA, YOSHIDA, 2001). Assim, parasitas com alta infectividade
expressam niveis reduzidos de Gp90, enquanto produzem altos niveis de Gp82, ambas ancoradas
a membrana plasmatica por ancoras de GPI (RUIZ et al., 1998, CARDOSO DE ALMEIDA,
HEISE, 1993). A Gp8&2 ¢ uma glicoproteina envolvida na adesdo celular e mobiliza¢do de calcio
intracelular (RUIZ et al., 1998), além de estar envolvida na infeccdo da mucosa apds inoculagao
oral, ligando-se a mucina gastrica presente no epitélio estomacal (NEIRA et al., 2003; CORTEZ et
al., 2003).

Proteinas da familia rica em serina, alanina e prolina (SAP) sdo secretadas por
tripomastigotas metaciclicos e aderem na superficie de células HeLa, induzindo a entrada de calcio
e promovendo a invasao celular (BAIDA et al., 2006). A Tc-85 ¢ uma glicoproteina de superficie
presente em tripomastigotas de cultura de tecido (TCT), e foi relacionada com a invasdo celular
uma vez que o uso de anticorpos monoclonais contra esta proteina, bloqueia parcialmente a
internalizacao do parasita (ALVES et al., 1986).

A Gp83 ¢ uma glicoproteina de superficie ancorada a GPI usada por TCTs para adesao as
células fagociticas e ndo fagociticas durante a invasdo celular. Anticorpos anti-Gp83 bloqueiam
adesdo da proteina quanto a infeccao de 7. cruzi in vitro e in vivo (VILLALTA et al., 2001). Essa

molécula quando clivada pela fosfolipase C do parasita, se liga a célula hospedeira, ativando vias
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de sinalizagdo dependente de proteina quinase C e proteina quinase ativada por mitégenos
(VILLALTA et al., 1999) que atuam promovendo a invasdo do parasita (NDE et al., 2006).

A cruzipaina ¢ uma cisteina protease de 57/51 kDa ativa em pH 5-7,5, secretada de forma
constitutiva e expressa durante todo ciclo bioldgico do parasita (MURTA et al., 1990; PAIVA et
al., 1998). E envolvida na invasdo celular e replicagdo intracelular (MEIRELLES et al., 1992) ¢
sua inibi¢do por peptideo-fluorometil cetona, resultou em cura da infec¢do experimental em
camundongos (ENGEL et al., 1998). Esta enzima esta presente em organelas relacionadas com
lisossomos e ¢ associada a membrana plasmatica, sendo algumas isoformas liberadas para o espago
extracelular (ALVAREZ et al., 2012; SAN FRANCISCO et al., 2017).

Oligopeptidase B ¢ uma serina hidrolase presente no citosol de 7. cruzi. A capacidade
infectiva de formas TCTs estd diretamente relaciona com o nivel de expressdo desta enzima.
Parasitas nocautes para Oligopeptidase B foram incapazes de estabelecer infeccao in vitro e in vivo
(BURLEIGH, ANDREWS, 1995; CALER et al., 1998).

Sao varias as moléculas secretadas ou ligadas a superficie de 7. cruzi. Aqui citamos alguns
exemplos que sdo envolvidas com adesdo a célula hospedeira, invasao e replicagdo do parasita. O
estudo das proteinas envolvidas com a viruléncia e infectividade de 7. cruzi, permite que sejam
identificados novos alvos para possiveis terapias eficazes e vacinas, que até hoje sdo inexistentes.

1.7 A proteina P21 de T. cruzi

Em 2009, Silva e colaboradores identificaram uma proteina de 21 kDa secretada por 7.
cruzi, a P21, estando a mesma envolvida na invasdo celular por amastigotas e tripomastigotas
metaciclicos. A P21 ¢ uma proteina ubiqua em 7. cruzi cuja forma recombinante (rP21), adere a
superficie de células HeLa de maneira dose-dependente. A utilizagdo de anticorpos policlonais que
se ligam a rP21, inibe a invasdo celular por amastigotas e tripomastigotas metaciclicos in vitro,
enquanto a utilizagdo da proteina recombinante juntamente a tais formas do parasita, aumenta a

invasao celular em células HeLa (SILVA et al., 2009).

A rP21 aumenta a fagocitose de particulas de zymosan e de diferentes espécies de parasitas
intracelulares, por macréfagos peritoneais inflamatorios. Tal aumento € devido a inducao da via da
PI3-kinase por esta proteina e, consequentemente, da polimeriza¢do de actina. Varios estudos
conduzidos em nosso laboratorio indicaram o receptor de quimiocina CXCR4 como receptor da

rP21 na célula hospedeira (RODRIGUES et al., 2012b), pois ao se tratar as células com
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a quimiocina SDF-1 alfa (ligante do CXCR4), observou-se reducdo da quantidade de particulas
de zymosan fagocitadas por macréfagos peritoneais. Além disso, a rP21 soltivel possui as mesmas
caracteristicas e funcdes bioldgicas que a rP21 na sua forma insoltvel (SANTOS et al., 2014).

As diferentes cepas de 7. cruzi, expressam diferentemente a P21 (FERNANDES, 2013) e o
seu trafego pelas vias endociticas apresenta pouca co-localizagdo com marcadores de vacuolos
tardios em experimentos de cinética de internalizagdo (MARTINS, 2013).

Em experimentos in vivo utilizando um modelo de implantagao de esponja no dorso dos
camundongos (BAILEY et al., 1988; GRINDLAY et al., 1951), diferentes quantidades de rP21
(10pg, 40pg ou 100ng) foram injetadas nos animais a cada 72 horas, durante nove dias. Dentre as
analises feitas, foi visto que a quantidade de hemoglobina foi significativamente reduzida no grupo
tratado com a proteina recombinante, sugerindo que ela agiria de maneira antiangiogénica,
reduzindo a formac¢do de vasos sanguineos. Além disso, foi verificado o maior recrutamento de
células do sistema imunologico, como neutréfilos € macrofagos, as quais por meio da dosagem das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosamina (NAG), se mostraram mais ativas nos
grupos tratados com a rP21 (TEIXEIRA et al., 2015).

A rP21 aumenta o recrutamento de células hematopoiéticas na cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c, evidenciando o efeito quimiotatico da proteina, por meio de sua ligacao ao
receptor CXCRA4. Foi visto também, uma mudanca no perfil das células inflamatorias recrutadas,
mudando de polimorfonucleares para macrofagos e linfocitos ao longo do tempo de tratamento,
sugerindo assim, um perfil de recrutamento semelhante ao que ocorre durante o processo infeccioso
no organismo mediado por 7. cruzi (TREPAT et al., 2012; MACHADO, 2014).

Foi avaliado o papel da rP21 na infecc¢ao cronica por 7. cruzi e Leishmania (Leishmania)
amazonensis. Para isso, camundongos BALB/c foram infectados via subcutanea nas patas traseiras,
com duas espécies distintas de protozodrios intracelulares, pertencentes a mesma familia
Tripanosomatidae, L. (L) amazonensis e T. cruzi, e foram analisados os efeitos bioldgicos causados
pelo tratamento com a rP21 apds 6 semanas. O tratamento foi realizado a cada 72 horas, também
por via subcutanea nas patas traseiras. A andlise histopatoldgica do tecido esplénico, mostrou que
os animais infectados e tratados com a rP21 apresentaram aumento dos centros germinativos e
edema, com aumento da proliferacao linfocitica naqueles com 7. cruzi (TEIXEIRA, 2018).

Emrelagdo a carga parasitaria, houve aumento em cerca de 10 vezes desta em camundongos

infectados com L. (L) amazonensis e tratados com rP21. Por outro lado, nos camundongos
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infectados com 7. cruzi, a rP21 teve um efeito inverso, diminuindo a carga parasitaria. A analise
de deposi¢do de colageno mostrou que a P21 levou ao aumento da area total de fibrose, durante a
infecc¢do cronica. Além disso, houve maior recrutamento de macrofagos e linfocitos. A analise do
efeito da rP21 no ciclo celular de 7. cruzi, mostrou que o tratamento com a proteina aumentou o
tempo de 7. cruzi em G1, diminuindo a fase de sintese (S), no entanto, ndo gerou qualquer efeito
no ciclo celular de L. (L) amazonenses (TEIXEIRA, 2018).

Sendo assim, propusemos nesse trabalho avaliar os efeitos do tratamento da rP21 durante a
multiplicagdo intracelular in vitro de T. cruzi em modelo de célula muscular murina (mioblastos
C2C12),aqual é alvo de T. cruzi durante a infec¢do no hospedeiro vertebrado. Analisamos também
os efeitos do tratamento com a proteina recombinante durante a infec¢ao aguda experimental com

acepa Y de T cruzi em camundongos BALB/c.

2. Justificativa

A DC afeta milhares de pessoas, em especial aquelas residentes em paises
subdesenvolvidos. E considerada uma das doengas negligenciadas pela OMS, uma vez que nio
desperta interesse econdmico de industrias farmacéuticas para desenvolvimento de novas terapias
mais eficazes.

No decorrer da DC no hospedeiro vertebrado, varios o6rgdos sofrem danos, seja pela agao
do parasita quanto pela resposta imunologica do individuo. No entanto, o estudo de proteinas
secretadas por 7. cruzi durante as diferentes fases do ciclo de vida, permite que se compreenda
melhor a reposta do hospedeiro frente a fatores secretados pelo parasita. Nosso grupo de pesquisa
caracterizou uma proteina, a P21, exclusiva de 7. cruzi e secretada por todas as formas evolutivas.
Desde entdo, diferentes estudos tém sido feitos para desvendar suas funcdes e aplicabilidades de
sua forma recombinante, a rP21 (SILVA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012b; SANTOS et al.,
2014; TEIXEIRA et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2017).

Acreditamos que a proteina P21 participe da evasdo do parasita a resposta imune e contribui
para o sucesso da cronificacdo da DC. Com a utilizacdo da proteina recombinante, vimos que a
proteina possui atividade pro-fagocitica, induz a polimerizagao do citoesqueleto actina em varios
modelos celulares, se liga ao receptor de quimiocina CXCR4, ativando a via PI3-kinase
(RODRIGUES et al., 2012b). Uma maior polimeriza¢cdo do citoesqueleto de actina pode estar

relacionada com a transicdo da fase aguda para a fase cronica da DC, onde o parasita ficaria
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confinado dentro da célula hospedeira, por meio da barreira fisica criada pela maior quantidade de
filamentos de actina polimerizados. Além disso, a rP21 induz em modelos livres de infecgdo, a
quimiotaxia de neutréfilos, macréfagos e linfocitos, aumentando a taxa de inflamacao local.
Tendo em vista todas as atividades biologicas apresentadas pela proteina recombinante P21
de T. cruzi, torna-se importante aprofundar os estudos das demais atividades desta proteina, no
decorrer da infecgdo por 7. cruzi. Neste estudo, realizamos diversos ensaios para determinacgao do
papel da rP21 frente a multiplica¢ao intracelular de 7. cruzi das cepas G e Y. Além disso,
verificamos se a inducao da polimerizagdao de F-actina se aplica ao modelo de célula muscular,
aquela frequentemente alvo do parasita no hospedeiro vertebrado. Determinamos o padrao de
citocinas e de 6xido nitrico produzido in vitro. Realizamos também experimentos de infecgdo
aguda experimental, onde analisamos diversos pardmetros e efeitos do tratamento com rP21.
Assim, por meio do presente estudo, pretendemos contribuir para compreensao do papel rP21 na

relag@o parasito — hospedeiro, utilizando modelos de infec¢ao por 7. cruzi in vitro e in vivo.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Analisar o papel da rP21 na replicagdo intracelular de 7. cruzi in vitro e seu papel durante

a infecgdo experimental aguda pela cepa Y em camundongos BALB/c.

3.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar o papel da rP21 na polimerizagdo do citoesqueleto de actina de mioblastos
C2C12;

2- Analisar o efeito do tratamento com rP21 sobre a replicacao intracelular das cepas G e
Y de Trypanosoma cruzi em mioblastos C2C12;

3- Avaliar a produgdo de 6xido nitrico, IFN-y, IL-10, IL-4 e TNF-a por células infectadas
com 7. cruzi e tratadas ou ndo com rP21;

4- Analisar o efeito da rP21 sob a viabilidade de amastigotas intracelulares da cepa Y;

5- Estudar o efeito do tratamento com rP21 durante a infec¢do experimental aguda em

camundongos BALB/c, com indculos de 10° e 10° tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi.
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5.1- Verificar a acdo da rP21 sobre a cinética de parasitemia sanguinea ao longo de 21
dias de infecgao;

5.2- Analisar a carga parasitaria no tecido cardiaco de animais submetidos ou nao ao
tratamento com a proteina recombinante;

5.3- Avaliar alteragdes morfoldgicas no tecido cardiaco de animais infectados com a
cepa Y e tratados ou ndo com a rP21;

5.4- Analisar angiogénese, deposi¢ao de colageno total e colageno tipo I e tipo III,
recrutamento de mastocitos e infiltrado inflamatoério, em animais tratados ou ndo com
arP21;

5.5- Quantificar os niveis das citocinas IFN-y, IL-10, IL-4 ¢ TNF-a no soro, coragdo e
bago;

5.6- Quantificar marcagao para P21 nativa e para 7. cruzi em ninhos cardiacos de

amastigotas;

6- Avaliar os niveis transcricionais e a producdo da P21 nativa, por amastigotas e

epimastigotas submetidos ao estresse por ativacao celular e nutricional, respectivamente;

4. Material e Métodos
4.1 Cultura de células

Foram utilizadas células Vero para manuten¢do do ciclo de 7. cruzi in vitro e mioblastos
C2C12. Ambas as células foram obtidas a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).
Para cultivo das mesmas, se utilizou meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium -
DMEM (Vitrocell/Embriolife), com L-glutamina (2mM) e D-glicose (4.500 mg/L), bicarbonato de
sodio (2.000 mg/L), HEPES (2.380 mg/L), piruvato de sodio (1.100 mg/L), suplementado com os
antibioticos penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L), e com 10%
de soro fetal bovino — SFB (Vitrocell/Embriolife). As células foram mantidas em estufa umida a

37°C e 5% de COa.
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4.2 Cultura de parasitos

Formas tripomastigotas de cultura de tecido das cepas G e Y de T. cruzi, TCT G e TCT
Y, respectivamente, foram mantidas em células Vero, com meio DMEM suplementado com 10%
de SFB, em estufa imida a 37°C e 5% de COx. Os parasitas foram periodicamente inoculados em

camundongos C57BL/6 para manter a infectividade.
4.3 Animais

Camundongos machos BALB/c, de seis a oito semanas de idade foram mantidos em
condi¢des padrdes de temperatura (25 + 2 °C) e iluminagdo (ciclo alternando 12 horas com luz- 12
horas em auséncia de luz), com alimento e agua ad libitum. Os animais foram fornecidos e mantidos
no Biotério Central da Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU). A eutanésia dos
animais foi realizada de acordo com os fundamentos internacionais de bem-estar animal, conforme
a Resolucao Normativa n® 37 de 15/02/2018, que estabelece as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal-CONCEA. O projeto foi submetido
a Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA) e

obteve a aprovacao com registro de n°® 087/15 (Anexo I).

4.4 Purificacido da rP21

Para produgao da proteina P21 recombinante foram utilizadas bactérias Escherichia coli da
linhagem BL21 transfectadas com o plasmideo pET-28%+) (Novagem) apresentando o gene que
codifica a rP21 (GenBank: EU004210.1). Em um pré-indculo, as bactérias foram colocadas em
meio Luria-Bertani (LB) com o antibidtico de selecdo Kanamicina (50pg/mL). O pré-indculo foi
mantido sob agitacdo por 18h a 37°C. Posteriormente, o pré-inodculo foi diluido 1:50 no mesmo
meio e incubado a 37°C, com agitagdo a 150 RPM, até atingir a densidade optica (OD) de 0,6 a
0,9. Em seguida, se adicionou 1mM de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), a fim de
estimular a expressdo da proteina recombinante. Apds 3h de incubacdo, centrifugou-se o meio
contendo as bactérias a 10.000 x g por 20 min, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado

ressuspendido em PBS 1x.

Para promover a lise bacteriana foi acrescentado ao material ressuspendido 10 uL de

lisozima (50mg/mL) a cada 10 mL de solu¢do por 20 min. Em seguida, foi utilizado o Sonicador
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Branson Sonifier 450, durante 20 ciclos de um minuto com 30 segundos de intervalo entre os ciclos.
O lisado bacteriano foi centrifugado a 20.200 x g por 20 min a 4° C. O sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspendido em solugdo tampao de ureia 6M. A amostra foi incubada com uma resina
de niquel e deixada overnight sob agitagao 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-HCI 20 mM pH 8,0, ureia
6M); (2) trés lavagens com tampao de lavagem (imidazol 20 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI 20mM
pH 8,0, ureia 6M); (3) quatro elui¢des com tampao de eluigdo (imidazol 1M, NaCl 50 mM, Tris-
HC1 20 mM pH 8,0, ureia 6M), contendo concentracdes crescentes de imidazol (5SmM, 20mM e
1M, respectivamente). O imidazol é um composto que se liga a coluna de niquel, competindo desse
modo com a cauda de histidina presente na rP21 que também possui afinidade por niquel,

resultando na liberagdo da proteina recombinante purificada.

O material eluido foi dialisado em PBS 1x com uma membrana de didlise com microporos
que permitem a passagem de moléculas de até 3,5 kDa (Spectra/Por 131198). A dialise foi realizada
por 48 h, sob agitacdo continua a 4° C, para a separacdo da proteina dos residuos de contaminantes
acumulados durante o processo de purificagdo, incluindo a ureia, permitindo assim o
renovelamento proteico. A solugcdo de PBS 1x foi reposta apds o primeiro dia de dialise. A
concentragdo da amostra foi quantificada por espectrofotometria utilizando-se a técnica de
Bradford (BRADFORD, 1976). A pureza da rP21 eluida foi verificada por meio de gel SDS-PAGE
13% (LAEMMLI, 1970) com coloracao de Coomassie Blue. O protocolo de purificacao da rP21
(GenBank: EU004210.1) foi realizado de acordo com o descrito por Silva et al., (2009) e Santos et
al., (2014).
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Figura 3. Resumo do processo de purificacio da proteina P21 recombinante. A obtencdo da proteina
ocorre a partir da inser¢io de clones do gene da P21 em bactérias E. coli. E realizado o crescimento em
meio LB, seguido de lise bacteriana. O lisado total ¢ incubado com coluna de niquel. Em seguida, se faz
lavagens com concentragdes crescentes de imidazol, até que a rP21 seja eluida. O material eluido ¢é dialisado
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em PBS para eliminacdo de residuos de ureia e outros contaminantes durante 48 horas (SANTOS, et al.,
2014).

4.4  Analise da polimerizagao do citoesqueleto de actina por microscopia confocal

Mioblastos C2C12 foram semeados em microplacas de 24 pocos, contendo laminulas
circulares de 13mm, na quantidade de 2x10* células/pogo. Apds a adesdo celular, as células foram
tratadas ou nao com rP21 (40pug/mL), conforme padronizado por Rodrigues et al., 2012b. Apos 96
horas de tratamento, as células foram lavadas com PBS ¢ fixadas em formaldeido 4%. Os
filamentos de actina das células foram marcados na cor vermelha com Faloidina (Fluorescein
isothiocyanate labeled TRITC-phalloidin Sigma Aldrich: P5282) diluida 1:1000 em PBS+saponina
(0,01%).

Ap6s lavagens com PBS, as laminas foram montadas em glicerol tamponado com 0,1M
Tris pH 8,6 e 0,1% parafenilenodiamina (PPD, agente anti-fading). As imagens foram adquiridas
em aumento de 63x, através de microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss
Axiovert 200M, acoplado com sistema de aquisi¢do de imagens. As imagens foram analisadas
quanto a fluorescéncia pelo software Image J (National Institutes of Health, USA). Para esta
andlise, selecionamos a regido ocupada pela célula utilizando a ferramenta apropriada e
configuramos na op¢ao ‘Analyze’ — ‘Set measurements’, para ser mensurados os valores de ‘mean
grey value’. Em seguida, selecionou-se a opcao ‘Analyze — measure’, sendo os valores resultantes
disponibilizados em uma tabela. Os valores da ‘mean grey value’ de cada célula, foram deduzidos
daquele obtido para a regido existente na periferia da célula, para excluir o ‘background’, e os
valores obtidos foram considerados unidades arbitrarias (UA) para medida da intensidade de

fluorescéncia obtida pela marcacao de actina.

4.5  Avaliagdo por citometria de fluxo da polimerizacio do citoesqueleto de actina

Mioblastos C2C12  foram plaqueados em placas de seis pogos na
quantidade de 1x10° células/pogo. Tais células foram incubadas a 37°C e 5% de COz e deixadas
overnight para aderirem. No outro dia, o meio foi reposto contendo ou ndo a proteina
rP21(40pg/ml), sendo posteriormente incubadas a 37°C e 5% de CO2. Apos 96h de tratamento, os
pocos foram lavados trés vezes com PBS 1x e as cé€lulas foram pré-fixadas com solugdo de

formaldeido a 2%. Em seguida, as células foram desaderidas com a utilizacao de cell scraper,
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fixadas em formaldeido 4% por uma hora, lavadas com PBS e colocadas em solugdo de PBS +
Gelatina 0,25% + Azida Sédica 0,1% (PGN) por 3 horas. Para marcacdo dos filamentos de actina,
as cé€lulas foram incubadas com Faloidina (Fluorescein isothiocyanate labeled TRITC-phalloidin
Sigma Aldrich: P5282) diluida 1:1000 em PBS+saponina (0,01%). As células em suspensdo
ficaram incubadas com a solu¢do supracitada em camara escura por uma hora, sendo
posteriormente centrifugadas e lavadas com PBS. Apés a ultima lavagem, as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em 200ul de PBS, sendo a amostra depositada em tubos de ensaio
de fundo redondo para andlise no citdmetro Guava easyCyte, Guava Technologies, Millipore. Os

resultados da citometria foram analisados pelo programa Guava® Suite Software 2.7.
4.6 Ensaio de multiplicacio in vitro

Mioblastos C2C12 foram plaqueados em placas de 24 pogos (10° células/poco), contendo
laminulas de 13 mm, e incubados overnight para aderéncia a 37°C e 5% de CO». No outro dia, as
células foram infectadas com tripomastigotas de cultura de tecido das cepas G ou Y de T. cruzi
(TCT G ou TCT Y; 10 parasitas por célula), por 3 horas. Posteriormente, as células foram lavadas
com PBS para remogao dos parasitas ndo internalizados, seguido de incubagdo com meio de cultura
contendo ou ndo rP21 (40ug/ml), sendo reposto apos 48 horas. As células foram fixadas apds 96
horas, em solucao de formaldeido 4% e incubadas com anticorpo policlonal anti - 7. cruzi, diluido
1:200 (v/v) em solugcdo de PGN+ saponina. Posteriormente, as células foram incubadas por 1 hora
com anticorpo secundario 1gG anti-rabbit feito em cabra Alexa Fluor 488, diluido 1:200 em
PGN+saponina, contendo também Faloidina (Fluorescein isothiocyanate labeled TRITC-

phalloidin Sigma Aldrich: P5282) na diluigao de 1:1000.

Ap6s lavagens com PBS, as laminas foram montadas em glicerol tamponado com 0,I1M
Tris pH 8,6 € 0,1% parafenilenodiamina (PPD, agente anti-fading). As imagens foram adquiridas
em aumento de 63x, através de microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss
Axiovert 200M, acoplado com sistema de aquisicdo de imagens. Quantificou-se o nimero de

parasitas em 100 células infectadas em campos aleatdrios da laminula.
4.7  Analise por citometria de fluxo da multiplicacio parasitaria

Células C2C12 foram plaqueadas em placas de 6 pogos (10° células/pogo) e incubadas a

37°C/5% COs overnight. No outro dia, as cé€lulas foram infectadas com tripomastigotas da cepa Y,
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fixadas e imunomarcadas como descrito no item 4.6. A quantificagdo da infeccdo e da
polimerizacdo do citoesqueleto de actina foi feita por citometria de fluxo. As amostras foram
analisadas no citometro FACSCanto II Becton, Dickinson, and Company — BD, Franklin Lakes,
NJ, USA. Foram adquiridos pelo menos 50.000 eventos por amostra, e os resultados foram obtidos

se utilizando o software FlowJo X (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA).
4.8 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

O sobrenadante de mioblastos C2C12 infectados com a cepa G ou Y por 96 horas, e tratados
com rP21 foram armazenados a -70°C para dosagem de 6xido nitrico. Como controle positivo de
ativacao celular, foi utilizada a citocina IFN-y recombinante, na concentragdo de 10ng/ml. Para a
dosagem do 6xido nitrico, foi utilizada a reacdo colorimétrica de Griess (GREEN et al.,1982), que
consiste na detec¢do de nitrito (NO?"), resultante da oxidag¢io do NO nos sobrenadantes de cultura
previamente coletados. Adicionou-se a uma placa de 96 pocos, 50 pul do sobrenadante de cultura
em triplicata, seguido do mesmo volume do reagente de Griess. Este ¢ composto de sulfanilamida
1% diluida em H3PO4 2,5% (solugdo A) e de N-1-naphtylethtylenodiamina, também diluido em
solucao de H3PO4 a 2,5% (solugdo B). Para a confec¢ao de uma curva padrao, uma solucdo de
nitrito de so6dio na concentragdo inicial de 200uM passou por dilui¢des seriadas (fator 2) em meio
DMEM suplementado com 2% de SFB. Apds incubacao de 10 minutos ao abrigo da luz, a leitura
no espectrofotdometro foi realizada a 450 nm. A absorbancia das diferentes amostras foi comparada

com a curva-padrao, e os resultados obtidos expressos como a média da triplicata & desvio padrao.
4.9  Dosagem de citocinas do sobrenadante de células infectadas com 7. cruzi

O sobrenadante de células infectadas com a cepa Y de 7. cruzi e submetidos aos tratamentos
com IFN-y e rP21, conforme descrito no item 4.6, foi armazenado em freezer a -70°C para posterior
dosagem de citocinas. Os niveis de IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-4 foram mensurados com a utilizagado

do BD OptEIA™ ELISA kit, seguindo-se todas recomendagdes fornecidas pelo fabricante.
4.10 Analise da viabilidade de amastigotas intracelulares

Mioblastos C2C12 foram plaqueados, infectados com TCTY e tratados conforme descrito
no item 4.6. Ap6s 96h, os pocos foram lavados trés vezes com PBS 1x e as células desaderidas

com a utilizacdo de cell scraper. Para lise das células e recuperacio dos amastigotas intracelulares,
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foram utilizadas seringas de insulina, acopladas a agulhas de 4,0 mm de comprimento x 0,23 mm
de largura. Os amastigotas recuperados foram analisados quanto sua viabilidade e capacidade de
se diferenciar em epimastigotas por meio da incubagao em meio LIT pH 7,2 por 10 dias. ApOs esse
tempo, os parasitas foram contabilizados em camara de Neubauer, sendo expresso graficamente o

n° de epimastigotas x 10%,

4.11 Infeccio experimental

Camundongos BALB/c, machos de 6 a 8 semanas de idade, foram aleatoriamente divididos
em 6 grupos, contendo 10 animais cada: Grupo 1 (G1) -Controle ndo infectado e tratado com PBS;
G2 - Controle nio infectado e tratado com rP21; G3 - Infectado com 10° tripomastigotas de 7. cruzi
e tratado com PBS; G4 - Infectado com 10° tripomastigotas e tratado com rP21; G5 - Infectado
com 10° tripomastigotas e tratado com PBS; e G6 - Infectado com 10° tripomastigotas e tratado

com rP21.

Os animais foram inoculados na regido subcutanea com 10° ou 10° tripomastigotas da cepa
Y de T. cruzi. O tratamento com PBS ou rP21 foi administrado no mesmo local de infec¢dao no
momento da inoculagdo com o parasita, e repetido no 5° e 15° dias péds-infecgao (dpi). O tratamento
com rP21 foi realizado na quantidade de 100ug por animal, diluida em 200uL. de PBS 1x. Os
grupos que receberam o tratamento com PBS, receberam 200 pL do tampao fosfato também em
regido subcutanea. A partir do 5° dia de infecgdo, foi realizada parasitemia por contagem do
numero de tripomastigotas sanguineos em Sul de sangue fresco retirado da veia caudal, sendo
repetida a cada 2 dias. No 21° poés-infecgdo, os animais foram eutanasiados sob anestesia. Sangue,

coracdo e bago foram coletados para andlises histologicas, imunolédgicas e moleculares.
4.12  Analises histologicas

Amostras de coragdo foram fixadas em solu¢do de formaldeido tamponado a 10% com
fosfato de s6dio monobasico e dibasico, desidratado em solugdo de etanol, diafanizado em xilol e
embebido em parafina. Os blocos de parafina contendo os fragmentos de coragcdo foram
seccionados em cortes de 5 um de espessura e colocados sobre laminas para diferentes tipos de

coloracao.

4.12.1 Analise de infiltrado inflamatério, ninhos de amastigotas e angiogénese
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A fim de avaliar o numero de ninhos de amastigotas, vasos sanguineos, infiltrado
inflamatorio e nivel de dano tecidual, laminas contendo tecido cardiaco foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE). O niumero de ninhos de amastigotas e vasos sanguineos foram
quantificados por microscopia de luz, normalizado ¢ demonstrado graficamente como vasos
sanguineos ou ninhos de amastigotas/mm? de tecido cardiaco. O infiltrado inflamatério e dano
tecidual foi demonstrado qualitativamente por escore de intensidade: (-) ausente, (+) leve, (++)

moderado, (+++) intenso, conforme descrito por Silva et al., (2018).
4.12.2 Quantificacio de colageno

Laminas contendo cortes de Sum foram coradas com solug@o de Picrossirius Red (Sigma
Aldrich), sendo posteriormente contracoradas com solugdo de hematoxilina e eosina. Apds
desidratacao em etanol e diafanizacdao em xilol, as laminas foram montadas utilizando Entellan®.
A quantificagdo das fibras colagenas totais foi realizada se utilizando o software Image J, de 20
imagens obtidas de cada amostra em microscopio de luz acoplado a camera Leica DM500 (Leica

Microsystems Inc., Wetzlar, HE, Alemanha), no aumento de 20x, totalizando 200 imagens / grupo,

Para quantificacio do coldgeno tipo I e III, se utilizou microscopio invertido de
fluorescéncia Nikon Eclipse TiS com luz polarizada acoplada ao analisador de imagem digital.
Nesse microscopio, a coloracdo com Picrossirius Red marca as fibras colagenas tipo I com cor
vermelha e as fibras coldgenas tipo Il com coloragdao verde. A sobreposicao de ambas gera cor
amarela — alaranjada (JUNQUEIRA et al., 1979). Foram obtidas 20 fotomicrografias de campos
aleatdrios com a objetiva no aumento de 20x, totalizando 200 fotomicrografias por grupo. Foram
excluidas areas de insercdo de grandes vasos e de tecido conjuntivo de revestimento do coragao,
pois estas concentram maior quantidade de colageno, o que poderia influenciar na andlise do

resultado.

Para andlise das fotomicrografias, se utilizou o software ImageJ, por meio do qual foi
mensurada a % (porcentagem) de colageno tipo I e tipo IIl em cada imagem. Foi realizada a
calibragdo do software utilizando uma imagem disponibilizada em
https://ImageJ.nih.gov/ij/download.html, para esse fim. Realizou-se analises individuais do

colageno tipo I e tipo III, por meio da opgao Split Channel e configuragdo de Threshold, onde todas
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imagens foram ajustadas para captacdo da mesma faixa de colora¢do. A porcentagem de cada tipo

de colageno por imagem foi tabelada para analise no GraphPad Prism 6.01.
4.12.3 Quantificacao de mastocitos

Para contagem do niimero de células recrutadas no tecido cardiaco, laminas contendo cortes
de coragdo foram coradas com azul de toluidina. Em resumo, as ldminas ap6s serem hidratadas
foram colocadas em tampao fosfato-citrato de pH 3,0 por 5 minutos e coradas com azul de toluidina
0,5% por 3 minutos. O excesso de corante foi removido por imersdo dos cortes no tampao e, apds
clarificagdo em concentragdes crescentes de etanol e xilol, as laminas foram montadas se utilizando
Entellan®. O nimero de mastdcitos totais, granulados e degranulados foi graficamente expresso

dividindo-se por area (mm?) analisada do tecido.
4.13 Quantificacio de carga parasitaria por PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

A fragdo do tecido cardiaco de cada animal separada para realizagdo em PCR, teve sua
massa mensurada e o DNA extraido utilizando o PureLink Genomic Dna Kit (K1820-01,
Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. Em resumo, as amostras foram digeridas
com PurelLink Genomic digestion buffer e proteinase K a 55°C overnight. Em seguida, se
acrescentou RNAse, PureLink Genomic lysis/ binding buffer e etanol PA. O lisado obtido foi
colocado em PureLink spin column, lavados e eluidos, com tampdes especificos. A quantidade e a

pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometro (NanoDrop ND-1000 UV-vis).

As reagdes de qPCR foram preparadas utilizando-se o primer P21 fw (5'-
AACGCCACCATCAATCTTTTG-3") e P21 rv (5'-CGTCGCATTCCTCATTTCTTC-3'"), os quais
resultam na amplificacdao de fragmento de antigeno de 7. cruzi (65bp), como descrito por Brigido
et al., 2016. Para quantificagdo da carga parasitaria, uma curva padrao com dilui¢des de 1:10 de
DNA de 10® parasitos/mL de T. cruzi homogeneizado em tecido cardiaco ndo infectado (25mg),

foi previamente preparada.

Para a reacdo de qPCR, 25ng de amostras de DNA, quelante de DNA Power SYBR Green
PCR Master Mix reagente (Applied Biosystems) e 10uM de cada primer foram utilizados. As
reacoes foram processadas em aparelho termociclador ABI7300 (Applied Biosystems). Os

parametros de ciclagem foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15
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segundos e 60°C por 60 segundos (BRIGIDO et al., 2016). Apds a elongacdo final do qPCR, as
amostras foram submetidas a variagdo de temperatura de 50°C para 95°C, com aumento gradual de

0,5 °C/ segundo para obter a temperatura de melting e evitar produtos inespecificos.
4.14 Dosagem dos niveis de citocinas no tecido cardiaco, esplénico e soro

Para dosagem dos niveis de citocinas do tecido cardiaco e esplénico, fragmentos dos 6rgaos
macerados foram imersos em solug¢ao de PBS contendo protease inhibitor cocktail (1 comprimido
diluido em 50 mL de PBS -Complete, Sigma Aldrich). Ap6s homogeneizagao em homogeneizador
de tecidos, a quantificacdo do total de proteinas e citocinas foi realizada. Os niveis séricos de
diferentes citocinas foram mensurados, a partir do sobrenadante de amostras de sangue
centrifugadas colhidas dos camundongos infectados ou ndo. O sobrenadante de células infectadas
por 96 horas, foi também utilizado para quantificagdo de citocinas. Os niveis de IFN-y, TNF-a, IL-
10 e IL-4 foram mensurados com a utilizagdo do BD OptEIA™ ELISA kit, seguindo-se todas

recomendacdes fornecidas pelo fabricante.
4.15 Reacao de imunofluorescéncia indireta

Laminas contendo cortes histologicos foram utilizadas para reacdo de imunofluorescéncia
indireta. Primeiramente, a parafina dos cortes foi removida com imersdo em xilol e 4lcool, em
seguida, as laminas foram tratadas com cloreto de amdnia 50mM por uma hora. Seguiu-se de
bloqueio antigénico para evitar marcagao inespecifica com BSA a 4% (Albumina de Soro Bovino)

por 1 hora, seguido da incubagdo com o reagente Background sniper, por também 1 hora.

Apo6s lavagens em PBS 1x, as 1aminas foram incubadas overnight com anticorpo policlonal
de coelho anti-rP21 e anticorpo policlonal anti-7. cruzi feito em camundongo, diluidos ambos em
PGN-saponina na propor¢do de 1:100. Se utilizou como anticorpo secundario, IgG anti-rabbit
Alexa Fluor® 488 (cor verde) (Thermo Fisher Scientific, USA) e IgG - TRITC anti-mouse feito

em rato (cor vermelha), ambos na dilui¢dao de 1:200 em solu¢ao de PGN-saponina.

Ap6s lavagens com PBS, as laminas foram montadas em glicerol tamponado com 0,1M
Tris pH 8,6 € 0,1% parafenilenodiamina (PPD, agente anti-fading). As imagens foram adquiridas
por meio do microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M,

acoplado com sistema de aquisi¢ao de imagens.
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4.16 Avaliacido da producio de P21 nativa por amastigotas intracelulares e epimastigotas

submetidos a diferentes tipos de estresses

Para simular condi¢des de estresses em que diferentes formas evolutivas de 7. cruzi sdo
submetidos durante seu ciclo biologico, mioblastos C2C12 contendo amastigotas intracelulares
foram tratados ou nao com IFN-y (10ng/ml) por 96 horas, enquanto formas epimastigotas foram
incubadas em meio LIT pH 7,2 contendo ou ndo soro fetal bovino, por 48 horas. Apo6s o tempo de
incubagdo descrito anteriormente para cada situacdo, as amostras foram armazenadas em Ribozol,
para posterior extragdo de RNA ou foram lisadas e armazenadas para realizagdo de ELISA,

conforme descrito em detalhes a seguir.
4.16.1 Extracao de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a extragdo de RNA, foi utilizado o RiboZol™ Plus RNA Purification Kit (Amresco),
de acordo com as recomendagdes do fabricante. As concentragdes assim como a qualidade do RNA
extraido foram determinadas a 260/280 nm em espectrofotometro NanoDrop 2000c UV-Vis

(Thermo Scientific) e somente as amostras com pureza ideal (2.0 £ 0.1) foram selecionadas.

Para sintese de DNA complementar foi utilizado o High Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Utilizou-
se 5 ug de RNA em um volume de 13 pL e a reacdo foi realizada em um termociclador (Techne®
Endurance TC-312, UK). O protocolo iniciou-se em uma temperatura de 50°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.

4.16.2 Quantificacio dos niveis transcricionais relativos de P21 por RT-qPCR em

tempo real

A quantificagdo génica relativa foi determinada na plataforma ABI 7300 (Applied
Biosystems) e os dados recebidos foram processados usando o software v1.4.1 SDS (Applied
Biosystems). Se analisou os niveis transcricionais da P21 por meio do par de iniciadores P21fw
(5'-AACGCCACC ATCAATCTTTTG -3 "), P21rv (5'-CGTCGCATTCCTCATTTCTTC-3"), que
resulta na amplificacdo de fragmento de 65 pares de base 7. cruzi. Como gene controle da reacao,

se utilizou o D71/D72 (fw 5- AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3' e 1rv 5'-
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TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3"), o qual amplifica um fragmento de 105 ou 123 pb de RNAr
24Sa D71/D72 (SOUTO; ZINGALES, 1993).

Cada reagdo continha 6,25 pL de SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied
Biosystems), 0,4 uM de cada iniciador, e 50 ng de cDNA (volume total da reacdo de 13 pL). Foram
usadas condig¢des de ciclizagdo padrao, tal como recomendado pelo fabricante: 95°C durante 10
min, (95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 min) x 40 ciclos, e a analise da temperatura de

melting a 95°C durante 15 segundos, em seguida 60°C durante 1 min.

Cada reacdo de PCR foi realizada em triplicada, e controles sem cDNA foram incluidos.
Todas as analises foram realizadas em duplicata. Além disso, a anélise da temperatura de melting
foi realizada em cada ensaio, a fim de detectar a amplificagdes inespecificas. Os niveis relativos de
expressdo génica foram analisados pelo método 224, onde AACt = ACT animais infectados (Ct
do gene alvo - Ct gene controle da reacdo - ACT animais de nao infectados (Ct de gene alvo - Ct

do gene controle da reagdo). Os valores extremos nao foram incluidos na analise estatistica.
4.16.3 Ensaio de ELISA para deteccdo de P21 nativa

Foi realizado ensaio de ELISA, do inglés Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay, para
deteccao de P21 nativa no extrato de cé€lulas infectadas e de epimastigotas. Para isso, microplacas
de 96 pogos foram sensibilizadas overnight a 4°C com 50 pL de extrato bruto obtido por lise em
tampao RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer — Sigma Aldrich), anteriormente dosados e
normalizados para 50pug/mL de proteinas totais em tampao carbonato — bicarbonato a 0,06 M e pH

9,6.

Apos lavagens em PBS — Tween 0,05%, se adicionou anticorpo policlonal anti-P21 feito
em coelho na dilui¢ao de 1:200 nos pogos, seguido de incubagdo por 1 hora a 37°C. Em sequéncia,
a placa foi incubada com anticorpo secundario anti-rabbit IgG conjugado com HRP (A0545 Sigma
Aldrich) por 1 hora a 37° C. A reacdo foi revelada com adi¢do do substrato enzimatico H>2O2 0,03%
e O-Fenilenodiamina em tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 5.0, com interrup¢ao pela adicao de
H>SO4 a 2N. A densidade optica (OD) foi determinada a 492nm. A proteina recombinante P21 foi
utilizada para constru¢do de curva padrdo com concentracdo inicial de 200ug/mL seguindo de

diluicao seriada.



46

4.17 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao dos ensaios realizados em
triplicada. As diferencas significativas foram determinadas utilizando testes ¢ Student’s, Mann-
whitney (two-sided), one-way ou two-way ANOVA e testes de multiplas comparagdes: Turkey’s
(amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras ndo paramétricas), de acordo com o design
experimental (GraphPad Prism software, versao 6.01). As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
4.18 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos envolvendo manuseio de amostras biologicas e reagentes, bem
como a utilizagcdo de equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biosseguranga

descritas por Mineo (2005).

5. Resultados e Discussao

5.1 rP21 aumenta a polimerizagao do citoesqueleto de actina em células C2C12 e diminui

a multiplica¢do de 7. cruzi in vitro

A rP21 liga-se ao receptor CXCR4 e promove a ativacdo da via de sinalizagdo PI3-quinase,
resultando no remodelamento do citoesqueleto de actina em macrofagos peritoneais
(RODRIGUES et al., 2012b). Para determinar se a rP21 teria a¢do no citoesqueleto de actina em
células musculares, tratamos mioblastos murinos C2C12 com a proteina recombinante por 96 horas
a 40pg/ml. Conforme podemos observar na Figura 4-A, a andlise por microscopia confocal de
células C2C12 marcadas com faloidina-TRITC, mostra que o tratamento com a rP21 aumentou a
polimerizacdo do citoesqueleto de actina, resultado esse confirmado pela citometria de fluxo
realizada com as células nas mesmas condi¢des (Figura 4-B). Teixeira et al., (2017) observou
efeito semelhante em linhagens de células endoteliais murinas (células T-end), sugerindo que o

papel da rP21 na polimerizagdo do citoesqueleto de actina se estende a varios tipos celulares.

A capacidade da rP21 de induzir fagocitose inespecifica foi previamente descrita por
Rodrigues et al., (2012b), onde macrofagos peritoneais incubados com particulas de zymosan,

tratadas com diferentes concentragdes de rP21, apresentaram maior numero de particulas
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internalizadas que o grupo controle ndo tratado. No entanto, o efeito da rP21 na replicagao

intracelular do parasita ainda era desconhecido.

Aqui utilizamos duas cepas representativas dos dois maiores grupos genéticos de 7. cruzi,
a cepa G, que pertence a Tcl e a cepa Y, pertencente a Tcll. A cepa G possui baixa infectividade
in vivo, enquanto a Y é altamente virulenta (MAGALHAES et al., 2015). Assim, infectamos células
C2C12 com tripomastigotas de cultura de tecido das cepas G e Y e realizamos o tratamento com
rP21, por 96 horas. Como mostrado nas Figuras 4-C e 4-D, as células C2C12 infectadas e tratadas
com rP21 apresentaram nimero reduzido de parasitas intracelulares, quando infectadas tanto com
a cepa Y quanto G, o que mostrou que o efeito em conter a replicagdao de 7. cruzi ndo se restringe

a um grupo genético ou cepa especifica.

Realizamos também citometria de fluxo de mioblastos C2C12 infectados com a cepa Y de
T. cruzi, onde vimos que o tratamento com rP21 levou a reduzida marcagdo para o parasita (FITC)
com concomitante aumento da fluorescéncia de F-actina (TRITC) (Figura 4-E). Esses achados nos
levam a propor que a maior polimerizagao do citoesqueleto de actina induzida pelo tratamento com

rP21 poderia formar uma barreira fisica intracelular, a qual dificultaria a replicagdo de 7. cruzi.

A importancia do citoesqueleto de actina durante a replicagao do parasita ja foi demonstrada
anteriormente por outros autores (WOOLSEY AND BURLEIGH, 2004; MOTT et al., 2009;
ARAUJO et al., 2016). Durante a polimerizagdo do citoesqueleto de actina, a proteina 1 tipo 1
associada a filamentos de actina (AFAP-1L1) da familia AFAP interage com cortactina e esta
localizada em locais de polimerizacdo dindmica de actina. A mesma pode ser ativada por estimulos
externos para promover rearranjos do citoesqueleto (SNYDER et al., 2011). Foi visto que células
nocautes para AFAP-1L1, as quais apresentaram menor polimerizagao de actina, possuiram maior
taxa de replicagdo intracelular de 7. cruzi da cepa Y. Ou seja, uma diminui¢ao da polimerizagdao
do citoesqueleto de actina leva & um ambiente livre de barreiras para multiplicacdo parasitaria
(ARAUJO et al., 2016). Outros autores relataram que um citoesqueleto mais rigido, retém o
parasita dentro da célula hospedeira (WOOLSEY AND BURLEIGH, 2004), enquanto que o seu

desarranjo, seria mais propicio para a livre replicagdo intracelular de 7. cruzi (MOTT et al., 2009).

Dessa forma, a P21 de T. cruzi ao induzir a polimerizagao do citoesqueleto de actina, facilita

a entrada do parasita na célula no momento da invasdo e em seguida ajuda em seu confinamento
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no ambiente intracelular. Tal confinamento protege o protozoario do ataque do sistema
imunoldgico do hospedeiro, resultando na sua permanéncia e sobrevivéncia no organismo

infectado.
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Figura 4. A rP21 aumenta a polimerizac¢ao do citoesqueleto de actina em mioblastos C2C12 e diminui
a replicacio intracelular de 7. cruzi. A. Células C2C12 foram incubadas por 96 horas com rP21 e
posteriormente a actina foi marcada com Faloidina — TRITC (vermelho). Observamos que o tratamento com
rP21 aumentou a polimerizagdo do citoesqueleto de actina. Imagens representativas da marcagao para F-
actina do grupo controle e tratado com rP21 sdo mostradas. B. Citometria de fluxo de mioblastos C2C12
tratados ou ndo rP21, confirmaram o aumento da polimerizagao de citoesqueleto de actina. C e D. Células
foram infectadas com TCTG (C) ou TCTY (D) e, posteriormente tratadas ou ndo com rP21. A proteina
recombinante diminuiu a multiplicago in vitro de ambas as cepas. Parasitos foram marcados com anticorpo
FITC- conjugado (verde) e F-actina com faloidina-TRITC (vermelho). Imagens representativas sao
mostradas. E. Analise por citometria de fluxo de células infectadas com a cepa Y mostra menor marcagao
para T. cruzi quando realizado o tratamento com rP21, enquanto apresenta maior marcagao para (F) actina.
G. Representagdo da distribuicdo das células em analise por citometria de fluxo da dupla marcagdo para 7.
cruzi e actina no grupo controle e (H) no grupo tratado com rP21. Os dados sdo expressos pela média +
desvio padrao (SD) dos experimentos realizados em triplicata. As diferengas estatisticas foram determinadas
utilizando o teste t Student (two-sided) (A, B, C, D, E, F). As diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05.

Além da barreira fisica citoplasmatica constituida de actina filamentosa (F-actina), outros
mecanismos desencadeados pela rP21 poderiam afetar potencialmente a multiplica¢ao do parasita.
Assim, testamos se a rP21 possui efeito em induzir a produgdo de moléculas inflamatérias que
levariam a morte ou diminui¢do da viabilidade de 7. cruzi dentro da célula. Utilizamos como
controle de ativagao celular pro-inflamatoria, a citocina recombinante IFN- y na concentracdo de
10ng/ml, previamente padronizado por MARTINS, 2015. A anélise da producdo de 6xido nitrico
(NO) mostrou que o tratamento com IFN-y e rP21 aumentou os niveis de 0xido nitrico liberados
por células infectadas com 7. cruzi (Figura 5-A). Realizamos também dosagens de diferentes
citocinas no sobrenadante de células infectadas com a cepa Y, a mesma que utilizamos na infec¢do
experimental aguda descrita posteriormente, € observamos que o tratamento de células C2C12
infectadas com cepa Y com rP21 aumentou a produgdo de IFN-y (Figura 5-B ) e IL-4 (Figura 5-
(), enquanto diminuiu a producdo de IL-10 em comparagdo com as células ndo tratadas (controle)
(Figura 5-E). Enquanto isso, ndo foram observadas diferencas para os niveis de TNF-a produzidos

pelas células infectadas e submetidas aos diferentes tratamentos (Figura 5-D).

Observamos que as células tratadas com rP21, apresentaram maior producao de NO e IFN-
v. Sabe-se que a citocina (IFN- y) induz a transcri¢do do gene codificador da enzima 6xido nitrico
sintase (INOS), que aumenta a produgao de 6xido nitrico (MACCABE et al., 1991; GAZZINELLI
et al.,, 1992). A importancia de ambas moléculas durante a infec¢do por 7. cruzi ¢ vista pela

administragao de IFN-y a camundongos na fase aguda, o que resulta em diminui¢ao da parasitemia
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e mortalidade dos animais (REED, 1998). Enquanto isso, o tratamento com inibidores de 6xido
nitrico resulta em aumento da parasitemia e da taxa de mortalidade dos camundongos infectados
(VESPA et al., 1994; PETRAY et al., 1995). Em relagdo ao aumento de IL-4 induzido por rP21,
tal resultado corrobora com o visto em modelos de implantes de esponja in vivo desprovidos de

infeccao (TEIXEIRA et al., 2015).

A ativagdo da citocina IFN- vy, juntamente o aumento da produgdo de 6xido nitrico, poderia
resultar na morte do parasita intracelular. Para analisar se a viabilidade dos amastigotas
intracelulares era alterada pelos tratamentos supracitados (IFN- y e rP21), fizemos a recuperacao
destes parasitas por lise celular. Tais amastigotas foram deixados em meio de cultura LIT pH 7,2
para sua diferenciacdo em epimastigotas e posterior replicagdo. Avaliamos, depois de 10 dias, a
quantidade de epimastigotas diferenciados e provenientes de cada situacdo. Como podemos ver na
Figura 5-F, o tratamento com rP21 ndo gerou qualquer efeito na viabilidade do amastigota em se
diferenciar em epimastigota, ao contrario do tratamento com IFN- y, que reduziu a diferenciagdo e

replicagdo de epimastigotas.

A resposta imunolégica de perfil Thl € caracterizada pela producdo de citocinas como IL-
2, IL-12 e IFN-y por macrofagos, neutrofilos e linfocitos, estando diretamente envolvida com a
imunidade contra parasitos intracelulares (ex: 7. cruzi). Enquanto isso, o fenotipo Th2 ¢
caracterizado pela secre¢do de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, o qual confere imunidade
principalmente contra parasitos extracelulares, como helmintos. Vérios autores indicam que a
persisténcia do parasita estd relacionada com o balango entre o fendtipo Thl e Th2 (BERN et al.,
2011; SAMUDI et al., 1998; DE MORALIS et al., 2015). Um exemplo disso deu-se em estudo onde
realizou-se a analise de células polimorfonucleares em criangas com DC assintomadtica na fase
cronica, as quais apresentaram altos niveis de mRNA de IL-4, sugerindo que o balanceamento
entre as respostas do tipo Thl e Th2 suprime a carga parasitaria e ainda protege o hospedeiro de

uma imunopatologia (BERN et al., 2011; SAMUDI et al., 1998; DE MORAIS et al., 2015).

Aqui vimos que apesar da maior producao de IFN-y e 6xido nitrico pelas células tratadas
com rP21, o amastigota ndo sofreu diminuicao de sua viabilidade e capacidade em se diferenciar
em outras formas evolutivas. Tal fenomeno pode ser justificado pela ativagdo da produgado de IL-4

concomitante com a de moléculas pro-inflamatérias, sugerindo ativacdo imunologica difusa,



52

levando a um balango entre a resposta imune Thl ou Th2, o que, provavelmente, permitiu a

persisténcia do parasita no hospedeiro (DE MORAIS et al., 2015).

O tratamento de epimastigotas com a proteina recombinante P21 leva a prolongagdo do
parasito na fase G1, diminuindo a fase de sintese S (TEIXEIRA, 2018). Além disso, sabe-se que a
atuacao da rP21 no arresto do ciclo celular ¢ especifica para 7. cruzi, nao tendo sido observado
qualquer efeito na espécie L. (L) amazonensis. A progressao de qualquer célula eucaridtica no ciclo
celular ¢ seletiva, sendo que a transi¢ao de G1 a fase S ocorre dependendo da presenca ou ndo de
nutrientes ¢ de danos no DNA (PARDEE, 1974, ZHOU E ELLEDGE, 2000, DUMOULIN E
BURLEIGH, 2018). Ao se tratar amastigotas com benznidazol, verifica-se que a maior propor¢ao
dos parasitos se encontra na fase G1, sendo que voltam vagarosamente ao estado replicativo normal
apos a retirada da droga. Essa plasticidade de modular o ciclo celular frente a situagdes estressantes
no ambiente mostra que 7. cruzi possui um sofisticado senso de resposta a estimulos externos,
sendo uma importante forma de persisténcia do parasita no tecido do hospedeiro mamifero

(DUMOULIN E BURLEIGH, 2018).

Nesse contexto, acreditamos que a atuacao da rP21 na diminuigdo da replicacao intracelular
do parasito deve-se a um conjunto de fatores, na qual haveria atuagdo da barreira fisica
citoplasmatica devido ao citoesqueleto de actina mais polimerizado, bem como a existéncia de
moléculas imunes produzidas pela célula hospedeira. Ambos mecanismos atuariam
concomitantemente controlando a replicacdo e a inducao da modula¢ado do ciclo celular do parasita.
No entanto, os mecanismos que explicariam tais fendmenos e a forma com que se relacionam ainda

precisam ser esclarecidos.
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Figura 5. O tratamento com rP21 aumenta a produc¢io de 6xido nitrico (NO), IFN-y e IL-4 por
mioblastos infectados com cepa Y de 7. cruzi, sem causar a morte do parasita. A. Os niveis de nitrito
no sobrenadante de mioblastos infectados ou nao e tratados com IFN-y e rP21 foram mensurados e se
mostraram maiores quando as células foram tratadas com rP21 ou IFN-y. B. Mioblastos C2C12 infectados
com a cepa Y e tratados com rP21 tiveram maior produ¢do de IFN-y e de (C) IL-4. Nao foi observada
diferenga nos niveis de TNF-o nos diferentes grupos analisados (D), enquanto o tratamento com
rP21diminuiu os niveis de IL-10 (E). F. A habilidade dos amastigotas intracelulares recuperados de
mioblastos tratados com rP21, de se diferenciarem em epimastigotas ndo foi alterada. Os dados estdo
expressos pela média + desvio padrdo (SD) dos experimentos realizados em triplicata. As diferengas
estatisticas foram determinadas utilizando o one-way ANOVA e o teste de Tukey’s para multiplas
comparagdes (A, B, C, D, E, F). As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

5.2 O tratamento com a rP21 altera o perfil de parasitemia e diminui a carga parasitaria

de T. cruzi no tecido cardiaco

Observado o efeito da rP21 em diminuir a replicacao in vitro, decidimos avaliar o efeito da
rP21 durante a infec¢do aguda experimental por 7. cruzi. Para isso, animais BALB/c foram
infectados com duas cargas parasitarias diferentes: 10° e 10° de tripomastigotas na regido

subcutanea. O tratamento com PBS ou rP21 (100pug / animal) foi realizado no momento da infec¢ao
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e repetido no 5° e 15° dias pés-infecgdo. Nos animais infectados com 10° parasitos, foi observado
um pico de parasitemia em torno do 8° dpi, sendo que o niimero de tripomastigotas sanguineos foi
significativamente maior no grupo tratado com rP21 neste momento da infeccdo (Figura 6-A).
Enquanto isso, os animais infectados com 10° parasitos e tratados com rP21mostraram pico de
parasitemia em torno do 5° dpi, enquanto o grupo tratado com PBS apresentou pico em torno do 7°

dpi significativamente maior que o observado no grupo rP21 (Figura 6-B).

Sabe-se que a rP21 aumenta a internalizagdo de 7. cruzi pela célula hospedeira, e induz
inespecificamente o processo de fagocitose (RODRIGUES et al., 2012b; SILVA et al., 2009). Por
meio dos resultados aqui obtidos, confirmamos que tal fendmeno se mantém in vivo, uma vez que
a inoculacdo dos parasitas concomitantemente com a proteina recombinante promove a maior
internalizacdo desses protozoarios, o que culmina na antecipagdo, bem como em um maior pico de

parasitemia, nos animais tratados com rP21.

O tratamento foi também realizado nos dias 5 e 15 pds-infecg¢do e observamos, pela analise
de parasitemia subsequente, que o numero de parasitas sanguineos diminuiu ao longo do tempo
nos grupos tratados com rP21 em ambos inoculos utilizados (Figura 6-A e 6-B). A anilise
histoldgica de tecido cardiaco mostrou redugao significativa de ninhos de amastigotas nos animais
tratados com rP21 (Figura 6-C). Foram encontrados ninhos em niveis quantificaveis apenas nos
animais infectados com 10° parasitos, enquanto aqueles infectados com 10° foram passiveis de
mensuragao apenas por meio de qPCR. Os resultados de qPCR de tecido cardiaco mostraram que

em ambos os grupos tratados com rP21, a carga de 7. cruzi foi menor (Figura 6-D e 6-E).

A diminuicdo da carga parasitaria nos grupos infectados que receberam o tratamento com
rP21, corroboram com nossos achados in vitro, relatados aqui anteriormente. Assim, fica
demonstrado que os efeitos biologicos da rP21 observados in vitro, se mantem in vivo, uma vez
que a proteina aumentou a invasdo de 7. cruzi no hospedeiro, quando inoculada
concomitantemente, como também controlou a replicacdo parasitaria por meio dos tratamentos que
se seguiram. Teixeira (2018) observou por meio de ensaio de infec¢do cronica experimental, que o
tratamento com rP21 reduziu a carga de 7. cruzi no tecido cardiaco em 50%, ap6s 6 semanas de
infeccdo, e com tratamento realizado a cada 72 horas. No entanto, no mesmo modelo de infec¢ao
com L. (L) amazonensis, a carga parasitaria encontrada nas patas, foi 10 vezes maior quando os

animais receberam a rP21 (TEIXEIRA, 2018).
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Figura 6. O tratamento in vivo com rP21 altera a cinética da parasitemia e reduz a carga parasitaria
de T. cruzi no coracio. Animais BALB/c foram infectados com 10°(A) ou 10° (B) tripomastigotas na regido
subcutanea, e tratados com PBS ou rP21 (100ug) nos dias 0, 5 e 15 dias pds-infecgdo (dpi). A parasitemia
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foi realizada a partir do 5° dpi. A. A contagem de tripomastigotas sanguineos mostrou que o tratamento com
rP21 levou a maior pico de parasitemia no 8° dia pds-infecgdo em animais infectados com 10° parasitos. B.
A cinética de parasitemia de animais infectados com 10° mostrou pico antecipado naqueles tratados com
rP21. C. O tratamento com a proteina recombinante diminui o nimero de ninhos de amastigotas no tecido
cardiaco. Imagens representativas sdo mostradas, os retingulos destacam ninhos de amastigotas. Coloragdo
feita com HE. Aumento de 100x. D e E. A quantificacdo de carga parasitaria feita por gPCR mostra
diminui¢do de 7. cruzi no tecido cardiaco, quando é realizado o tratamento com rP21. (D) Inoculo de 10
(E) In6culo de 10°. Os dados estdo expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 animais) +
desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata (QPCR). Diferencas estatisticas foram determinadas
utilizando-se o teste two-way ANOVA (A, B), teste t Student’s (two-sided) (C) e Mann-Whitney (D, E). As
diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

53 A proteina P21 recombinante diminui o dano cardiaco, preservando a arquitetura

vascular, diminuindo fibrose e o infiltrado inflamatoério

Realizamos a analise qualitativa do tecido cardiaco nos diferentes grupos de animais. A
Tabela 1 mostra as diferentes variaveis analisadas conforme a intensidade, onde foi visto que o
infiltrado inflamatério foi intenso (+++) no grupo infectado com 10° e tratado com PBS (Figuras
7-C e E), moderado (++) no grupo infectado com 10° e tratado com rP21 (Figuras 7-D e F),
moderado no grupo infectado com 10° e tratado com PBS (++) (Figura 7-G) e leve (+) no infectado
com 10° e tratado com rP21 (Figura 7-H). As setas pretas apontam o infiltrado inflamatério
presente no tecido cardiaco dos diferentes grupos na Figura 7. Assim, em ambos os indculos de
parasitas utilizados para inicio da infec¢do, o tratamento com rP21 diminuiu a intensidade do

infiltrado inflamatoério.

Outro pardmetro analisado (Tabela 1) foi a destruicao tecidual no coracdo dos diferentes
grupos. Apenas o grupo Infectado-10° +PBS apresentou destrui¢io tecidual intensa (+++),
enquanto os demais grupos infectados tiverem dano leve (+). A presenca de ninhos de amastigotas
cardiacos (retAngulo) foi intensa (+++) no grupo infectado com 10° e tratado com PBS (Figura 7-
E), moderada (++) no infectado com 10%e tratado com rP21, leve (+) no infectado com 10° e tratado
com PBS e ausente no infectado com 10° e tratado com rP21. Tal resultado vai de encontro com a
carga parasitaria mensurada por qPCR na Figura 6-D e 6-E, ¢ evidencia que a resposta inflamatoria

e destrui¢do tecidual estd diretamente ligada a carga de 7. cruzi utilizada no momento do indculo.

Foi observada calcificacdo do epicardio moderada (++) nos animais do grupo Infectado-
10°+PBS e leve (+) no grupo Infectado-10°+rP21 (Figura 7-C, seta branca), estando ausente nos

animais infectados com 10° parasitas (Figura 7-F e G). A calcificagdo do epicardio pode ser
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resultado da destruicao tecidual envolvendo morte celular e desnaturacdo de proteinas cardiacas, o
que promove a precipitacdo de sais de calcio, mecanismo este conhecido como calcificacio
distrofica (VIZCAINO-CASTILLO et al., 2014). Esse tipo de calcificagdo associa-se com lesdo
inespecifica do tipo degenerativa ou necrética, sendo sugerido que a mesma ¢ precedida de morte

celular e injuria tecidual (ZHAO et al., 2009; VIZCAINO-CASTILLO et al., 2014).

No presente estudo, vimos que a calcificagdo coincide com o intenso infiltrado inflamatorio,
indicando uma relagdo entre o esforgo para controle da infeccdo e o desenvolvimento da lesdo
(Figura 7-C). Foi recentemente relatado o aparecimento de calcificagdo e necrose de fibras
musculares esqueléticas em decorréncia da infec¢do com 7. cruzi do grupo Tcll, o mesmo da cepa
Y utilizada aqui (SOLANA et al., 2012; VIZCAINO-CASTILLO et al., 2014). Placas de
calcifica¢do sdo estimuladas por macrofagos presentes no infiltrado inflamatério, uma vez que
essas células enviam sinais osteogénicos para células musculares lisas vasculares (IKEDA et al.,

2012; VIZCAINO-CASTILLO et al., 2014).

Dessa forma, a andlise qualitativa do tecido cardiaco dos diferentes grupos mostra que ha
maior preservagao da arquitetura tecidual nos animais infectados e tratados com a proteina rP21,
independente da carga de in6culo. Essa preservacao tecidual aparenta ter relagdo com contencao
da replicagdo parasitaria, onde 7. cruzi confinado em ambiente intracelular resultaria em menor
estimulo da resposta imunolégica e, consequentemente, menor dano ao hospedeiro. Ao se manter
dentro das fibras cardiacas, o parasita estaria menos propenso ao ataque do sistema imune, o que

resultaria na perpetuacao da infecgao.

Grupos Infiltrado Dano Calcificacio do Ninhos de
inflamatorio tecidual epicardio amastigotas
Controle PBS - - - -
Controle rP21 - - - -
Infectado PBS - 10° +++ +++ ++ +++
Infectado rP21 - 10° ++ + + ++
Infectado PBS - 10° ++ + - +
Infectado rP21 - 10° + + - -

Tabela 1. Anélise qualitativa das alteragdes no tecido cardiaco. Os diferentes fatores foram analisados
conforme a intensidade, sendo o simbolo +++ atribuido para intenso, ++ para moderado, + para leve e —
para ausente.
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Figura 7. Imagens representativas de alteragdes histologicas cardiacas causadas pela infec¢io com 10°
ou 10° tripomastigotas de 7. cruzi e os efeitos do tratamento com rP21. Camundongos foram infectados
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com 10° ou 10° tripomastigotas de T. cruzi e tratados ou ndo nos dias 0, 5 e 15 pos-infecgdo com rP21
(100pg/animal). Apos 21 dias, os animais foram eutanasiados e fragmentos do coragdo foram analisados.
A. Grupo ndo-infectado e tratado com PBS. B. Grupo nio infectado e tratado com rP21. C e D. Grupos
infectados com 10° tripomastigotas e tratado com PBS (C) e rP21 (D). Aumento de 100x. E e F. Infectados
com 10° e tratados com PBS (E) ou rP21 (F). Aumento de 400x. G e H. Animais infectados com 10°
tripomastigotas e tratados com PBS (G) e rP21 (H). Aumento de 400x. A seta branca aponta para area de
calcificagdo. As setas pretas apontam para areas de infiltrado inflamatorio. O retdngulo preto evidencia
ninho de amastigotas. Coloracdo com HE. Analise descritiva ¢ feita na Tabela 1.

Analisamos o impacto da proteina durante o processo de angiogénese nos grupos de animais
infectados ou ndo. Como previamente descrito por Teixeira et al., (2015), a rP21 inibe a
angiogénese in vivo e in vitro. Em modelo de implante de esponjas, foi observado diminui¢do na
quantidade de hemoglobina nas esponjas tratadas com rP21 e menor nimero de vasos sanguineos
comparado ao grupo controle. No mesmo trabalho, células murinas endotelias derivadas de
hemangioma timico (células tEnd) foram tratadas com diferentes concentragdes de rP21 e tiveram

sua capacidade de formagao de vasos reduzida (TEIXEIRA et al., 2015).

Nosso estudo foi de encontro a esses dados, onde o tratamento com rP21 em camundongos
ndo-infectados reduziu significativamente a quantidade de vasos sanguineos no coracao (Figura
8-A). No entanto, observamos diferente efeito nos grupos de animais infectados. A infec¢ao por 7.
cruzi em si diminui a quantidade de vasos no tecido cardiaco, uma vez que vemos acentuada
reducio de vasos nos grupos infectado com 10° e tratado com PBS e infectado com 10° e tratado
com PBS, quando comparado ao grupo nao infectado-PBS (Figura 8-A). Por conseguinte, a rP21
levou a preservacao de parte da arquitetura vascular do tecido cardiaco dos animais infectados com
a maior carga de T. cruzi (10%ripomastigotas) quando comparado ao grupo infectado com 10°
parasitos e tratados com PBS (Figuras 8-A e 8-B). Nao ha diferenca estatistica entre os grupos

infectados com 10° tripomastigotas.

A modulagdo de expressdo génica de fatores ligados a angiogénese promovida pela rP21
foi anteriormente estudada com a utilizagdo de células tEnd em modelos de cultura 2D e 3D
(TEIXEIRA et al., 2017). Analises mostraram que o tratamento com a proteina recombinante
promoveu inibi¢cdo da proliferacao celular e a maior expressao de fatores antiangiogénicos, como
sFlt-1 e menor expressdo de VEGFA, molécula com atividade pro-angiogénica (TEIXEIRA et al.,
2017). Tal modulagdo da expressdo génica pode justificar o efeito aqui observado, no qual o

tratamento com rP21 em camundongos nao infectados levou a redugdo dos vasos sanguineos no
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tecido cardiaco analisado. No entanto, durante a infeccdo experimental aguda a rP21 atuou de
forma indireta na preservacgdo da arquitetura vascular tecidual em animais infectados, ao promover
menor replicagdo de 7. cruzi, bem como ao induzir menor infiltrado inflamatorio e,

consequentemente menor injuria tecidual e vascular.

O efeito da rP21 durante a infeccdo experimental cronica foi previamente estudada por
nosso grupo de pesquisa (TEIXEIRA, 2018). No entanto, foi visto diminui¢cdo dos vasos
sanguineos em animais infectados cronicamente. E possivel que a divergéncia destes resultados
com a nossa analise se dé pela diferente cinética de infeccao e tratamento aplicadas. No ensaio de
infec¢do cronica, a infeccao durou 42 dias e o tratamento com rP21 aconteceu a cada 72 horas,
totalizando 14 tratamentos com a proteina. No nosso estudo, os animais foram eutanasiados no 21°
dia pds-infecgdo, e o tratamento com a proteina recombinante aconteceu apenas 3 vezes. Assim,
no caso da infecgdo cronica estudada por Teixeira (2018), a exposi¢do mais intensa a proteina,
juntamente com a proteina nativa secretada pelo parasita contido nos ninhos, favoreceu a atividade

antiangiogénica da rP21 no tecido cardiaco.
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Figura 8. O tratamento com rP21 preserva a angiogénese cardiaca em animais infectados. A. O
tratamento de camundongos saudaveis com rP21, reduz o nimero de vasos sanguineos no coragdo. No
entanto, em animais infectados com 10° tripomastigotas e tratados com rP21, a arquitetura vascular é
preservada quando comparada com o grupo PBS infectado 10°. B. Imagens representativas de cada grupo
sdo apresentadas. Coloragdo feita com HE. Aumento 400x. As setas pretas apontam vasos sanguineos, os
asteriscos azuis apontam areas de infiltrado inflamatdrio. O retangulo preto evidéncia ninho de amastigota.
Os dados sdo expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 animais) + desvio padrdo. Para o
calculo de diferencas estatisticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o Dunn’s para multiplas
comparagdes. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Estudos in vitro e in vivo tem demonstrado a presenca de mastdcitos associados a infecgdo
cardiaca por 7. cruzi (ALMEIDA, PEREIRA, TAFURI, 1975; POSTAN, CORREA, FERRANS,
TARLETON, 1994; MEUSER-BATISTA et al., 2008). No presente estudo, realizamos a contagem
de mastocitos totais, granulados e degranulados no tecido cardiaco dos animais e observamos que
a presenca dos mastocitos totais e degranulados foi significativamente menor no grupo infectado
com 10%e tratado com rP21 (Figura 9-A) quando comparado ao grupo infectado com 10° e tratado
com PBS. Tal resultado pode ser associado com o menor recrutamento de células inflamatdrias
encontrado nos animais infectados e tratados com rP21(Tabela 1, Figura 7-C e D). Observamos
que o grupo ndo infectado e tratado com rP21 (Figura 9-A e 9-B) apresentou tecido cardiaco com
maior numero de mastocitos totais e degranulados quando comparado ao controle e ao grupo
infectado com 10° e tratado com rP21, corroborando com estudos anteriores onde houve maior
recrutamento de mastocitos em esponjas que receberam o tratamento com rP21, em animais
desprovidos de infec¢do (TEIXEIRA et al., 2015). Nao foram observadas diferencas entre os

grupos na contagem de mastocitos granulados.

Mastoécitos tém sido relacionados com a presenga de disfungdes cardiovasculares, como
doenca isquémica cardiaca, infarto experimental do miocardio, miocardite e insuficiéncia cardiaca
(PALLADINI, TOZZI, PERLINI, 2003; FRANCIS & TANG, 2005; MARTIN et al., 1993;
BROWEI & JANICKI, 2005; TEIXEIRA et al., 2015). Tafuri e Raso (1983) relataram mastocitose
associada a DC experimental e propuseram que a mesma estaria diretamente relacionada com o

aumento da fibrose tecidual.

Mastécitos podem responder a estimulos diferentes, e assim, participar de uma ampla
variedade de processos fisiologicos e patoldgicos, dependendo da forma como ¢ ativado. Possuem
granulos de histamina, mediadores lipidicos e proteases como a quimase e a triptase que, quando

ativados, entram em processo de degranulacdo, sendo tais mediadores liberados para o espaco
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extracelular (KALESNIKOFF E GALLI, 2008; FARAHANI et al. 2010; OVERED-SAYER et al.,
2014, VILELA, 2015).
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Figura 9. A rP21 diminui o recrutamento de mastdcitos no tecido cardiaco em animais infectados com
10% mas ndo nos animais desprovidos de infeccido. Foi realizada a contagem de mastocitos totais,
granulados e degranulados em tecido cardiaco previamente corados com Azul de Toluidina. A. A contagem
mostra que a rP21 aumenta o nimero de mastocitos totais presentes em animais ndo infectados e tratados
com rP21. Por outro lado, em animais infectados com 10°, o tratamento com rP21 diminui o recrutamento
dessas células para o tecido cardiaco. Nao foi constatada diferenca significativa entre os grupos na contagem
de mastocitos granulados. A quantificagdo de mastdcitos degranulados mostra menor presenga no grupo
infectado com 10° tripomastigotas e tratados com rP21 comparado ao infectado com a mesma carga e tratado
com PBS e ao grupo ndo infectado e tratado com rP21. B. Imagens representativas de cada grupo s@o
mostradas. Coloragdo com azul de toluidina. Imagens capturadas no aumento de 400x. As setas amarelas
apontam para os mastocitos, os asteriscos vermelhos indicam infiltrado inflamatoério e o retdngulo preto
evidencia ninho de amastigota. Os dados sdo expressos como média de cada grupo (N amostral de 10
animais) + desvio padrdo. Para o calculo de diferengas estatisticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e
o Dunn’s para multiplas comparagdes. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Apbés degranulacdo, ocorre o metabolismo de fosfolipideos e os mastocitos secretam

diversos mediadores quimicos, como fatores de crescimento que estimulam a proliferacdo de

miofibroblastos e produgdo de colageno (FARAHANI et al., 2010; GARBUZENKO et al., 2002).

Existe no coracdo uma rede complexa e organizada de coldgeno. Os principais subtipos
encontrados neste local sdo os tipos I e tipo III, os quais correspondem a 95% do colageno total.
Dentre as principais fungdes dessas macromoléculas encontram-se a regulagdao da apoptose, da
distensao do musculo cardiaco, bem como da transmissao de for¢a durante a contra¢ao. Além disso,
o colageno relaciona-se a maior resisténcia a deformagdes patologica (ZANNAD et al., 2010;

AZEVEDO et al., 2015).

Resolvemos assim, analisar as alteragdes na deposicao do colageno no tecido cardiaco,
causadas pela infecg¢ao e tratamento com rP21. A avaliagdo da deposicao de colageno total, mostrou
que o tratamento com rP21 diminuiu a area de fibrose cardiaca, de forma independente do indculo
de T. cruzi utilizado (Figura 10-A e B). A avaliacdo por microscopia polarizada mostrou que o
tratamento com rP21 diminuiu a porcentagem (%) de area ocupada pelos coladgenos tipo I e tipo 111
nos animais infectados (Figura 10-C, D e E). A 4rea total de fibrose encontrada nos grupos
infectados com 103 parasitos foi menor que nos grupos infectados com 10° (Figura 10-A). Esta
relacdo foi também observada para o colageno tipo III (Figura 10-E), sendo esse efeito explicado

por se esperar que um inoculo maior de 7. cruzi resulte em maior lesdo tecidual e fibrose.
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Durante a cardiomiopatia chagasica, sdo observadas inflama¢do do miocardio, necrose ¢
fibrose reparativa e reativa. A andlise histologica de miocéardios de infec¢do experimental e de
humanos mostram a deposicdo de grossas fibras de coldgeno em torno dos cardiomiocitos
(ANDRADE et al., 2011; LE LOUP et al., 2011; NOVA-RABELO et al., 2018). A progressao da
fibrose esta correlacionada com a dilatacdo ventricular, disfun¢ao sistolica e arritmias ventriculares
(DIAS et al., 1956). A maior area de fibrose observada no tecido cardiaco de animais infectados
com 10° parasitas e tratados com PBS est4 diretamente relacionada com o maior dano tecidual e
infiltrado inflamatdrio previamente relatado (Tabela 1, Figura 7-C e E). Existem varios trabalhos
relacionando a maior sintese de colageno com reagdes imunocelulares intensas (NOVA-RABELO
et al., 2018), o que também justifica o efeito da rP21 em diminuir a area de fibrose nos animais

infectados (Figura 10), tendo em vista que o nivel de destrui¢cdo tecidual foi menor nestes grupos.

Além dos colagenos tipo I e III, existe no miocardio uma pequena propor¢ao de colagenos
tipo IV, V e VI, de pequena rigidez (SATO et al.,1983). O coldgeno tipo I ¢ mais resistente e
predomina em estruturas como os tenddes, sendo o tipo III mais flexivel (BASHEY et al., 1992).
O colageno tipo IV ¢ encontrado na camada média dos vasos e na membrana basal de células
musculares e endoteliais, enquanto os tipos V e VI se localizem em torno dos midcitos (BASHEY

etal., 1992; MATSUBARA et al., 1995).

Diversos estudos correlacionam a cardiomiopatia chagéasica cronica com aumento de
deposi¢do espessa e densa de coldgeno em substituicdo a regides anteriormente ocupadas por
cardiomiocitos (ROSSI, 1998). Tal remodelagdo da matriz extracelular predispdem o individuo a

insuficiéncia e arritmias cardiacas (ROSSI JR et al., 2009; VILELA, 2015).

Aqui vimos que o grupo de animais infectados com 10% tratados com PBS, apresentou
maiores niveis de mastocitos totais e degranulados, junto com maior area de fibrose, € menor
nimero de vasos sanguineos do que animais infectados e tratados com rP21 (Figura 9 e Figura
10). Tal relacdo entre mastdcitos, fibrose, e destrui¢ao da arquitetura vascular, ja foi anteriormente
vista em outros estudos. Pacientes chagésicos cronicos apresentaram maior porcentagem de
colageno correlacionado com alta densidade de mastdcitos e ainda numero reduzido de vasos
sanguineos no coragdo (PEREIRA et al., 2007; ROLDAO et al., 2012; VILELA, 2015). Este
fendmeno ¢ parcialmente explicado pelo fato de mastdcitos liberarem mediadores quimicos, os

quais estimulam o processo inflamatério e a producdo de colageno (GALLI et al., 2008;
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GARBUZENKO et al., 2002). A menor densidade de vasos sanguineos existente no grupo
Infectado-10°+PBS, por conseguinte, possivelmente relaciona-se com o fato da fibrose predispor a
apoptose de células endoteliais, favorecendo a regressao de vasos sanguineos (AMMENDOLA et

al., 2013).

Assim, com base em todas analises histologicas realizadas nesse trabalho, evidenciamos
que o tratamento com a rP21 durante a infec¢do aguda por 7. cruzi foi benéfica aos camundongos,
uma vez que diminuiu a replicagdo parasitaria no coragdo, o que levou a menor recrutamento de
células inflamatorias e, consequentemente, menor dano tecidual e menor fibrose. Enquanto isso,
nos grupos infectados + PBS, podemos ver uma sequéncia de eventos que culmina em maior
comprometimento do tecido cardiaco. A inflamagdo exacerbada, induz a morte dos cardiomiocitos
e a presenga de mastocitos, estimula a produgdo de colageno que, por sua vez, predispde a apoptose

de células endoteliais e diminui a densidade de vasos sanguineos.



B

Controle rP21 PBS

Infectado-10°

Infectado-10°

Controle

PBS

Area de fibrose(um?)/20 campos

25000+

20000+

15000+

10000+

a
a
1=}
2

o
1

p=0,0001
p< 0,0001
p<0,0001 I —
—P=00001 Hl Controle
[ Infectado
p< 0,0001
p=0,0438

= p=0,0059

T T T T
PBS P21 PBS-1¢ rP21-16F PBS-10° rP21 - 16°

rP21

_Infectado-10°

Colageno tipo | (%)

Colageno tipo lll (%)

Infectado-10°

ELY ;,“
Il Controle
[ Infectado
p<0,0001
p<0,0001

p=0,0064

;ﬁﬁﬁﬁﬁ

rP21  PBS - 10° rP21- 16 PBS - 10° rP21 - 10°

p<0,0001
p=0,0007

p<0,0001 p<0,0001

p=0,0015

p=0,0448

ﬁihﬁﬁﬁ

rP21  PBS- 1(°rP21 - 16PBS - 10°rP21 - 16

67



68

Figura 10. A rP21 diminui area de fibrose e os niveis de colageno tipo I e tipo III no tecido cardiaco
de animais infectados com 7. cruzi. A. Quantificacdo de area total de fibrose mostra que o tratamento com
rP21 diminui a deposi¢do de coldgeno em animais infectados ou ndo com 7. cruzi. B. Imagens
representativas de tecido cardiaco corado com Picrossirius Red sdo mostradas. Aumento de 100x. As setas
pretas apontam para regides vermelhas, onde se pode observar a presenga de colageno. C, D e E. Analise
por microscopio de luz polarizada mostrou a porcentagem de area ocupada por coldgeno do tipo I (D) e tipo
I (E) no tecido cardiaco. Se pode observar que a rP21 diminui a % de colageno tipo I (cor vermelha) e III
(cor verde) em animais infectados com 7. cruzi, mas ndo naqueles ndo infectados. C. Imagens
representativas sao mostradas: coldgeno tipo I (cor vermelha), III (cor verde), sobreposicdo de ambos (cor
amarela/alaranjada). Coloragdo com Picrossirius Red. Aumento de 200x. Os dados sdo expressos como
média de cada grupo (N amostral de 10 animais) + desvio padrdo. Para o calculo de diferencas estatisticas,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis ¢ o Dunn’s para multiplas compara¢des. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05.

5.4 rP21 estimula a producio simultinea de IFN-y e IL-10 in vivo

Citocinas possuem importante papel no controle da resposta imunologica e estdo envolvidas
nos mecanismos de resisténcia e imuno-patologicos da DC. A citocina IFN-y ¢ produzida por
linfocitos de perfil Thl e células natural killer. Seu papel protetivo se d& ao ativar macrofagos a
produzirem outras citocinas protetoras, como a TNF-a, bem como metabolitos toxicos para o
parasita, como NO e espécies reativas de oxigénio (RODRIGUES et al., 2012a; TEIXEIRA et al.,
2016; GUTIERREZ et al., 2009; PUPULIN et al., 2016). Por outro lado, a citocina IL-10 pode
suprimir a acdo de macrofagos ativados por IFN-y, inibindo seus metabdlitos toxicos e sua
diferenciagdo em Thl (PUPULIN et al., 2016). Enquanto isso, a citocina IL-4 ¢ secretada por
mastdcitos, eosindfilos e basofilos, sendo uma molécula reguladora da imunidade, a qual induz a
diferenciagdo de células T naives (ThO) em Th2 (GADANI et al., 2012).

Para determinar o perfil imunolédgico dos camundongos submetidos a infec¢do e tratamento
ou ndo com rP21, nés mensuramos os niveis séricos, cardiacos e esplénicos das citocinas IFN-y,
IL-10, IL-4 e TNF-a. Em animais infectados com 10° tripomastigotas, o tratamento com a rP21
levou a maior producao de IFN-y no soro, coracao e bago (Figura 11-A, B, C), quando comparado
aos animais tratados com PBS. Além disso, os animais infectados com 10° tripomastigotas e
tratados com a rP21 apresentaram maior producao de IFN-y no soro e bago, quando comparado aos
animais ndo infectados que receberam o mesmo tratamento (Figura 11-A e C). No coragao, o
grupo infectado com 10° tripomastigotas e tratado com rP21, apresentou maiores niveis de IFN-y

que o grupo ndo infectado e tratado com a proteina (Figura 11-B).
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Aqui, observamos que os grupos infectados com ambas cargas de tripomastigotas (10° e
10°%) e tratados com rP21, apresentaram menor area de fibrose cardiaca e niveis diminuidos do
colageno tipo I e tipo III (Figura 10-A, D e E). Tal fendmeno pode estar correlacionado com os
maiores niveis cardiacos de IFN-y observados nesses animais (Figura 11 -B), uma vez que esta
citocina foi descrita como potente inibidora da quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos, além de
atuar na diminuic¢ao da produgdo de macromoléculas da matriz extracelular (ADELMANN-GRILL
etal., 1987; ELIAS et al., 1987). Tal mecanismo se deve pela agdo antagdnica aos efeitos de TGF-
B (VARGA et al., 1990), uma vez que inibe a produgdo de colageno tipo I in vitro e in vivo
(HASEGAWA et al., 2002) e tipo III (GOLDRING et al., 1985), e diminui a sintese do mRNA de
todos tipos de pro-colagenos em cultura de condrécitos humanos (GOLDRING et al., 1985).

A dosagem de IL-10, mostrou maior produ¢do dessa citocina no soro e baco dos animais
infectados com 10° e que receberam o tratamento com a proteina recombinante (Figura 11-D e F),
ndo sendo observada diferenca na analise do tecido cardiaco (Figura 11- E).

Em relagdo a dosagem de IL-4 ¢ TNF- o, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos analisados (Figura 12-A, B, C, D, E), com exce¢do da dosagem de IL-4 do baco
de animais infectados com 10° parasitas, que mostrou menor produc¢dio dessa citocina quando

comparados aos animais infectados com 10°, independente do tratamento realizado (Figura 12-C).
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Figura 11. Camundongos tratados com rP21 apresentam altos niveis de IFN-y e IL-10. A. Animais
infectados e tratados com rP21 mostram maiores niveis de IFN-y no soro, (B) coragdo e (C) bago. (D) Nédo
foi encontrada diferenca entre os grupos na dosagem de IL-10 (D) sérica e (E) cardiaca, mas os niveis estdo
aumentados no tecido esplénico (F) de animais tratados com rP21 e infectados com 10° parasitas. As
citocinas foram dosadas com a utilizagdo do BD OptEIA™ ELISA kit, de acordo com as instrugdes
fornecidas pelo fabricante. Os dados sdo expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 animais)
+ desvio padrdo. Para o calculo de diferencas estatisticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o Dunn’s
para multiplas comparagdes. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Estudos prévios mostram que a rP21 induz a maior producao de IL-4 em modelo de
implante de esponja em camundongos C57BL/6 (TEIXEIRA et al., 2015). Aqui obtivemos
resultados que corroboram com essa informag¢do nos ensaios in vitro (Figura 4-B), onde células
C2C12 foram infectadas com TCTY e tratadas com rP21, enquanto in vivo ndo foram observadas

diferencas estatisticas. Tal fenomeno pode ser em parte justificado pelo fato da cinética de infeccao
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e tratamento serem diferentes (96 horas versus 21 dias) e pelo fato de o modelo in vivo possuir uma
resposta fisiologica completa, diferente do ensaio in vitro. Isso ndo exclui a possibilidade da
indugdo de producdo de IL-4 em momentos diferentes do analisado in vivo. Em adi¢ao, outros
componentes podem atuar em conjunto em um modelo in vivo, sendo a resposta final, a somatoria

de multiplos fatores.

A citocina IFN-y foi mais produzida tanto in vitro quanto in vivo ao se realizar tratamento
com rP21. Na infec¢do aguda experimental, n6s encontramos o estimulo simultaneo de IFN-y e IL-
10 em resposta ao tratamento com a proteina recombinante. Acreditamos que a produgao de IL-10
seja por efeito regulatorio, a fim de evitar inflamagdo exacerbada e, consequentemente, danos mais
intensos ao hospedeiro, o que provavelmente estd relacionado com a diminui¢ao do dano tecidual
cardiaco encontrado nos animais que receberam o tratamento com rP21 (Tabela 1, Figura 7). Tal
produgdo ja foi observada em estudos com amostras humanas, onde células mononucleares
derivadas de sangue periférico (PBMCs) de criancas na fase aguda da infeccdo apresentaram alto
perfil de expressdo de RNA mensageiro para IFN-y, IL-2 e IL-10, com baixos niveis de IL-4
(SAMUDI et al., 1998; DE MORALIS et al., 2015).

Tem sido postulado que a IL-10 direciona a doencga para a forma indeterminada, desprovida
de sintomas clinicos. Enquanto isso a cardiomiopatia chagésica ¢ associada com intensa produgao
de citocinas como IFN-y e TNF-a (DUTRA et al., 2014; MEDINA et al., 2017). Animais nocautes
para IL-10 e infectados com a cepa Tulahuen de 7. cruzi foram capazes de controlar a parasitemia
sanguinea e carga parasitaria no coracao. No entanto, os mesmos animais, apresentaram alta
mortalidade devido aos efeitos toxicos causados pela intensa resposta Thl, sendo a producao de
IL-10 necessaria para impedir o desfecho fatal (HUNTER et al., 1997; O’ GARRA E VIEIRA,
2007; PUPULIN et al., 2016). O balango entre citocinas pro-inflamatorias e a IL-10 € necessario
para que o organismo tenha sucesso no controle da infeccao, de modo que esta citocina ndo reduz
a capacidade da imunidade celular em controlar os niveis de 7. cruzi (DUTRA et al., 2014;

PUPULIN et al., 2016).
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Figura 12. Os niveis de IL-4 ¢ TNF-a ndo foram alterados com o tratamento com rP21. Os niveis de
IL-4 no soro (A) e coragdo (B) ndo estdo alterados entre os grupos analisados, enquanto no bago (C), os
niveis de IL-4 sdo maiores nos animais infectados com 103 parasitos comparado aos com 10°. Nio foi
encontrada diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a produgao de TNF-a no (D) soro, (E) coragdo
e (F) bago. As citocinas foram dosadas com a utilizagdo do BD OptEIA™ ELISA kit, de acordo com as
instrugdes fornecidas pelo fabricante. Os dados sdo expressos como média de cada grupo (N amostral de 10
animais) + desvio padrao. Para o calculo de diferengas estatisticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e
o Dunn’s para multiplas comparagdes. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

5.5  ArP21 como potencial fator soliivel para a dorméncia induzida por estresse de 7. cruzi
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Analisamos os ninhos de amastigotas contidos no tecido cardiaco de animais infectados
com 10° tripomastigotas de 7. cruzi, quanto a capacidade de tais formas em secretar P21 nativa.
Tal fenomeno ja havia sido observado por nosso grupo de trabalho, onde amostras cardiacas de
pacientes chagasicos apresentaram marcagdo para P21 nativa. Para isso, realizamos
imunomarcag¢do para P21 com anticorpo policlonal anti-P21, seguido de marcagdo com anticorpo
secundario contendo fluorocromo verde (FITC). Realizamos também a marcagdo para 7. cruzi com
anticorpo policlonal anti-7. cruzi, seguido de marcagcdo com anticorpo secundario contendo
fluorocromo vermelho (TRITC), sendo as amostras analisadas por microscopia confocal. A
quantificagdo de intensidade de fluorescéncia pelo software Image] (medida em unidades
arbitrarias) demonstrou maior expressao de P21 nativa nos ninhos de amastigotas de animais que
receberam o tratamento com a rP21 (Figura 13-A e B). Em associacdo, encontramos marca¢ao
mais intensa para 7. cruzi nos animais infectados que receberam PBS como tratamento, o que ¢
convergente com o resultado de maior carga parasitaria encontrada nesse grupo, conforme descrito

anteriormente (vide Figura 7-C e D).

Tal resultado nos levou a propor que a maior presenga da rP21 poderia ser devido ao fato
de haver mais estresse tecidual local, no caso gerado pela maior produgdo de IFN-y nos animais
tratados com a proteina recombinante (Figura 10-B). A citocina IFN-y induziria um ambiente
indspito para a sobrevivéncia do parasita no tecido, o que levaria a produ¢do de mais P21 nativa
pelos amastigotas contidos nos ninhos cardiacos. A partir de tal suposi¢do, pensamos se a P21

poderia ter sua produgdo induzida por condicdes de estresse.

Para responder tal questionamento realizamos experimentos in vitro, buscando verificar se
em diferentes condigdes de estresse, amastigotas ou epimastigotas iriam expressar € secretar mais
P21. Dessa forma, infectamos mioblastos C2C12 com a cepa Y de 7. cruzi e tratamos com IFN-y
por 96 horas. A andlise de RT-qPCR em tempo real mostrou maior expressao relativa do gene
codificador da P21 na presenga de IFN-y (Figura 13-D e E). Enquanto isso, a analise do lisado de
células infectadas por ELISA confirmou nosso resultado anterior, mostrando que houve maior
producdo de P21 quando as células infectadas foram tratadas com IFN-y. Isso confirma nossa
hipotese de que ha regulagdo positiva de P21 quando o parasita intracelular ¢ submetido a um

ambiente contendo a citocina IFN-y (Figura 10-B e Figura 13-D e E).
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Analisamos também a produg¢do de P21 por epimastigotas submetidos a estresse
nutricional, condi¢do indispensavel para sua metaciclogénese no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado. Para isso, cultivamos formas epimastigotas da cepa Y em meio sem soro fetal bovino
(SFB) por 48 horas. Nossos resultados mostraram que houve maiores niveis de transcritos de P21
(detectada por RT-qPCR em tempo real), bem como maior sintese (detectada por ELISA) pelo

parasita em estresse nutricional (Figura 13-F e G).

Durante o ciclo de vida de 7. cruzi no vetor inseto triatomineo, o parasita ¢ exposto a
condi¢des de estresse nutricional no trato digestivo. Tais condi¢des levam a modificagdes
transcricionais e estruturais que resultam na diferenciacdo do epimastigota em tripomastigotas
metaciclicos, forma eliminada nas fezes e responsavel pela infeccdo do hospedeiro vertebrado
(SHAW et al., 2016; VANRELL et al., 2017). Como nossos resultados mostram maior expressao
de P21 por epimastigotas em condi¢des de estresse nutricional, supomos que essa proteina pode ter
potencial envolvimento no processo de metaciclogénese, necessitando de mais estudos para melhor

elucidacao.

Recentemente, um novo mecanismo de sobrevivéncia realizado por 7. cruzi foi descrito.
Sanchez-Valdez et al., (2018) descreveram a capacidade que 7. cruzi tem em permanecer em estado
de dorméncia quando enfrenta um ambiente de estresse. A dorméncia ¢ um mecanismo bem
descrito e elucidado em procariotos e desempenha papel critico na sua adaptacdo a ambientes em
mudanca. A dorméncia do 7. cruzi parece estar associada a evasdo da resposta imune do
hospedeiro, o principal estressor de amastigotas em hospedeiros vertebrados. Uma vez que a
resposta imunitaria pode levar a completa resolu¢do da infeccao (DIAS et al., 2008; TARLETON,
2013; SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018), a dorméncia poderia facilitar a persisténcia do parasita
no hospedeiro, ja que o parasita invadiria uma célula e iria diminuir ou interromper sua replicagao,

escapando assim de ser detectado e eliminado pelo sistema imunolégico.

Acredita-se que na maioria dos casos o parasita, apds algum periodo, retornaria a sua taxa
de replicagdo normal, para dar continuidade a seu ciclo de vida. Nao se sabe se a dorméncia ¢
consequéncia da biologia do 7. cruzi, ou um processo evolutivamente selecionado para a
persisténcia do parasita, mesmo que em baixos niveis. De fato, os mecanismos para entrar e sair

do estado dormente por 7. cruzi sdo completamente desconhecidos. Acredita-se que fatores
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imunologicos do hospedeiro, em conjunto com moléculas soluveis produzidos pelo parasita, sao

fortes candidatos na modulagao do mecanismo de dorméncia (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018).

Aqui, nds propomos que a P21 poderia ser um dos fatores que atuariam para ativagao da
dorméncia de 7. cruzi, uma vez que o tratamento com a proteina recombinante reduz a replicagado
de T. cruzi. Além disso, durante condi¢des de estresse, tal proteina ¢ mais expressa e ainda leva ao

arresto do ciclo celular do parasita (TEIXEIRA, 2018).

O efeito da rP21 em diminuir a carga parasitaria no curso da infec¢do in vitro € in vivo,
pode ser devido a varios fatores, como relatado neste trabalho. No entanto, acreditamos que o
principal mecanismo seja pela inducao da dorméncia de 7. cruzi. O efeito em diminuir a replicacao
¢ acompanhado de menores efeitos nocivos ao tecido hospedeiro, devido ao menor infiltrado
inflamatério, menor area de fibrose e de alteracao da arquitetura vascular cardiaca na infec¢ao
experimental aguda. Com a sobrevivéncia do hospedeiro e menor ativacdo de mecanismos de
resposta imunologica, hd consequente perpetuagdo do parasita e continuagao do seu ciclo de vida.
Assim, a P21 atuaria como um dos fatores que, evolutivamente, permite a persisténcia da infecgao

parasitaria no hospedeiro.
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Figura 13. rP21 atua como fator soluvel agindo como indutor da dorméncia de 7. cruzi. A. Imagens
representativas de ninhos cardiacos de animais infectados com 10° tripomastigotas, obtidas por microscopia
confocal. Os amastigotas de ninhos cardiacos produzem mais P21 nativa (marcada em verde - FITC),
quando os animais recebem tratamento com a proteina recombinante. Os parasitas estdo marcados em
vermelho. Aumento de 63x. B. A quantificagdo de fluorescéncia mostra maior presenga da P21 em ninhos
de animais tratados com rP21, concomitante com a menor marcagao para 7. cruzi (C) presente nesse grupo.
D. A P21 ¢ mais expressa quando os mioblastos C2C12 infectados com a cepa Y sdo tratados com IFN -y.
E. O ELISA realizado com extrato bruto de células infectadas com TCTY mostram maior presenga de P21
quando ¢ realizado o tratamento com IFN -y. (F e G) Epimastigotas submetidos a estresse nutricional
possuem maior expressao (F) e producdo (G) de P21 nativa. Os dados estdo expressos como média de cada
grupo (N amostral de 10 animais) + desvio padrao de experimentos realizados em triplicata ¢ em trés vezes
independentes. As diferencas estatisticas foram determinadas se utilizando o teste t Student’s (C, E, F) e
teste Mann-Whitney (B, D, G). Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

6. Conclusao

No presente estudo foi possivel elucidar diversas atividades bioldgicas da proteina
recombinante P21, como aumento da polimerizag¢ao do citoesqueleto de actina em células C2C12,
diminuicao da replicacdo intracelular de amastigotas das cepas Y e G de T. cruzi in vitro; Estimulo
da producao de 6xido nitrico e das citocinas IFN-y e IL-4, sem alteragao na viabilidade parasitaria.
Aqui aprofundamos o nosso estudo e analisamos o papel da rP21 durante a infec¢do experimental
aguda por 7. cruzi. O tratamento com a proteina levou a um quadro de menor carga parasitaria
cardiaca, independentemente da quantidade de tripomastigotas inoculados. Observamos
diminui¢do do dano tecidual em animais que receberam tratamento com rP21, incluindo menor
infiltrado inflamatério, menor fibrose e destruicdo da arquitetura vascular, além de modulacao
imunologica entre perfil Thl e Th2. E por fim, detectamos que em condig¢des estressantes,

amastigotas e epimastigotas produzem mais P21 nativa.

Assim, propormos que a proteina P21 possua efeito positivo para 7. cruzi, sob o ponto de
vista evolutivo, uma vez que quando o parasita se encontra em condigdes indspitas para sua
sobrevivéncia, ele diminui sua taxa de replicacdo a fim de evadir dos mecanismos de resposta
imunologica do hospedeiro, perpetuando sua existéncia e continuagdo do ciclo bioldgico. Assim,
propomos que a P21 atua como fator soluvel produzido pelo parasita em condigdes de estresse, que
por mecanismos ainda desconhecidos, levaria o parasita a condi¢do de dorméncia dentro da célula

hospedeira.
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