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Resumo 

 

A proteína P21 de Trypanosoma cruzi (P21) tem sido associada a diversas atividades biológicas, 

como a indução da fagocitose e a polimerização do citoesqueleto de actina. Neste estudo, foi 

investigado o papel da P21 na replicação do parasita e seu efeito na infecção experimental aguda. 

Observamos que a forma recombinante da P21 (rP21) diminuiu a multiplicação das cepas G e Y 

de T. cruzi em mioblasto murino C2C12. Este fenômeno foi associado com maior polimerização 

do citoesqueleto de actina e aumento da produção de IFN-γ e IL-4. Durante a infecção 

experimental, menos ninhos de amastigotas cardíacos, infiltrado inflamatório 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-γ foi contrabalançado por niveis 

elevados de IL-10, o que foi consistente com a menor lesão tecidual no coração observado nesses 

camundongos. Também vimos que, após submetido ao estresse, T. cruzi produz mais P21. O 

aumento da produção de P21 e o conseqüente controle da replicação do parasito nos leva a crer que 

a P21 possa atuar como um fator solúvel desempenhando papel na dormência do parasita,  

resultando em condições propicias para perpetuação da infecção pelo T. cruzi no hospedeiro. 

 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas, P21, replicação parasitária, infecção experimental aguda, 

dormência 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 T. cruzi in 

C2C12 myoblasts. This phenomenon was associated with greater actin polymerization and 

production of IFN-γ 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-γ 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, T. 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 T. cruzi infection in the host. 

 

 

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

cruzi dormancy. 
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1. Introdução 

1.1 Aspectos gerais da doença de Chagas  

 

A Doença de Chagas (DC), ou tripanossomíase americana, é um dos maiores problemas de 

saúde pública em cerca de 21 países, desde o sudeste dos EUA ao norte da Argentina e Chile 

(WHO, 2019). Tradicionalmente é confinada a regiões rurais e pobres da América do Sul e Central, 

onde a transmissão vetorial é a principal forma de contágio. Afeta principalmente populações de 

baixa condição socioeconômica e com baixa visibilidade, causando estigma e discriminação 

(VENTURA-GARCIA et al., 2013; PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018).  

Migrações internas de áreas rurais para urbanas, transmissão congênita e doação de sangue 

tem levado a doença a regiões anteriormente não afetadas (BOWMAN et al., 2008; PEREZ-

MOLINA, MOLINA, 2018). Foi relatado aumento significativo de casos confirmados nos Estados 

Unidos, Canadá, Japão, Austrália e no continente europeu (COURA E VIAS, 2010; ÁLVAREZ et 

al., 2014). Por ser uma das doenças tropicais negligenciadas, listadas pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS), a prevalência global tem sido estimada entre 9 e 10 milhões de pessoas infectadas, 

com cerca de 10.000 mortes anuais (RODRIGUES DOS SANTOS et al., 2018).  

Desde o início dos anos 90, as principais medidas para controle da DC têm sido programas 

de controle vetorial e teste obrigatório em bancos de sangue (YAMAGATA, NAKAGAWA, 

2006). Em consequência, a prevalência diminuiu substancialmente, sendo a transmissão vetorial 

interrompida no Uruguai em 1997, no Chile em 1999 e no Brasil em 2000 (WHI, 2002; 

SALVATELLA et al., 2014). A prevalência da infecção em imigrantes da América Latina 

residindo da Europa é de 4±2%, sendo maior naqueles oriundos da Bolívia e Paraguai. Nos EUA, 

estima-se que cerca de 300.000 imigrantes estão infectados com T. cruzi (MANNE-GOEHLER et 

al., 2016; KRATZ et al., 2018).     

No Brasil, no ano de 2006, esta doença foi responsável por 7% das mortes por insuficiência 

cardíaca. O custo global da DC tem sido estimado em US$7,19 bilhões de dólares por ano, e apesar 

de sua alta incidência e custos econômicos, ainda não há tratamento farmacológico efetivo com 

poucas pesquisas que buscam novas opções terapêuticas (CLAYTON, 2010; SOUZA et al., 2010; 

WATANABE et al., 2016; ROBERTSON et al., 2016).   

A transmissão vetorial é responsável por aproximadamente 70% dos casos, sendo a 

transmissão congênita responsável por 26%, e um pequeno número de pessoas (<1%) são 
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infectadas por transfusão sanguínea, transplante de órgãos, acidentes laboratoriais ou consumo de 

alimentos contaminados (CONTEH et al., 2010; PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018). O aumento 

de surtos de casos agudos da tripanossomíase americana no Brasil, tem chamado a atenção de 

autoridades, as quais consideram a doença como emergente na região amazônica (BARBOSA et 

al., 2014).  

Na maioria dos casos de surtos em território brasileiro, a investigação epidemiológica 

aponta para transmissão não-vetorial, implicando a transmissão oral. A mesma pode ocorrer devido 

ao consumo de alimentos derivados de frutas, água ou verduras contaminadas com fezes de 

triatomíneos ou secreção de animais infectados. No caso dos surtos na região amazônica, a 

principal planta suspeita de fonte de infecção é a Euterpe oleracea, o açaí, 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 são reservatórios do parasita, como o tatu (Dasypup 

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

 

1.2 O ciclo biológico de T. cruzi  

 

Carlos Chagas, em 1909, descreveu como ocorre a infecção no homem, a morfologia do 

parasita no sangue periférico, seu ciclo no tubo digestivo do vetor e a transmissão do parasita aos 

vertebrados por triatomíneos infectados (CHAGAS, 1909). Essa tripla descoberta – transmissor, 

agente etiológico e doença – fez da sua descoberta um fato único na história da medicina 

(BRENER, 1989).   

O protozoário flagelado T. cruzi pertence ao Filo Sarcomastigophora, 

ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae e apresenta três estágios evolutivos 

morfologicamente distintos: tripomastigota, amastigota e epimastigota (Figura 1). O processo de 

desenvolvimento de um estágio a outro é complexo, pois envolve mudanças ultraestruturais, 

antigênicas e fisiológicas (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984). 

  

 

 

 

 

A B C 
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Figura 1.  Formas de desenvolvimento de T. cruzi. (A) Tripomastigota. (B) Amastigota e (C) 

Epimastigota. Figura adaptada de DOS SANTOS, 2017. 

  

O ciclo biológico de T. cruzi é heteroxênico e inclui um hospedeiro invertebrado, o qual é 

o vetor biológico da doença, sendo representado principalmente por insetos hemípteros dos 

gêneros Triatoma spp., Rhodnius spp. e Panstrongylus spp. pertencentes a Família Reduvidae, e 

um hospedeiro vertebrado (mamíferos de várias espécies, incluindo o homem) (BARRETO, 1979). 

O ciclo se inicia quando o inseto triatomíneo ingere formas tripomastigotas do parasita durante o 

repasto sanguíneo, em algum indivíduo infectado com T. cruzi. Quando esses parasitas atingem o 

intestino médio do vetor, se transformam em epimastigotas e passam a se multiplicar. Após 

algumas semanas, os epimastigotas migram para o intestino posterior e se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos (SOARES E SOUZA, 1991; VIDAL et al., 2016).    

Ao realizar novo repasto sanguíneo, os insetos depositam suas fezes contendo as formas 

tripomastigotas próximo ao local da picada. Assim, a penetração destes no hospedeiro vertebrado 

pode ocorrer diretamente pela mucosa, caso a picada ocorra em local próximo a esta, pelo orifício 

deixado pela punção realizada pelo inseto vetor ou quando o indivíduo coça o local, o que pode 

acarretar lesão tecidual e facilitar assim o alcance da corrente sanguínea pelos parasitas 

(BARRETO, 1979).    

Dentro do organismo do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metacíclicos conseguem 

invadir vários tipos de células nucleadas, com predileção por células do coração, cérebro e sistema 

gastrointestinal. Intracelularmente, os parasitas se reproduzem por fissão binária como amastigotas, 

e assim, quando a célula está abarrotada de parasitas, as formas amastigotas se transformam em 

tripomastigotas e rompem as células, podendo então infectar novas células (Figura 2) 

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

 

1.3  Variabilidade genética de T. cruzi  

 

T. cruzi apresenta alta variabilidade genética e biológica, e as diferentes cepas podem diferir 

em sua morfologia, tropismo tecidual, virulência, patogenicidade, susceptibilidade aos agentes 

terapêuticos, composição antigênica dentre outras características (ANDRADE et al., 1999). Após 

extensiva revisão de literatura e avaliação das características biológicas, bioquímicas e de 

marcadores moleculares filogenéticos das diferentes cepas, são reconhecidos seis grupos de T. 
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cruzi, chamados de “discrete tyiping units” (DTUs), sendo denominados de TcI a TcVI, e 

recentemente foi proposto um sétimo grupo, Tcbat (ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 

2012; BERNIÈRE et al., 2016).  Os grupos TcI e TcII são considerados ancestrais, sendo os demais 

grupos derivados desses dois (DA COSTA et al., 2014).   

As cepas dos grupos TcI e TcII são considerados os maiores agentes causadores da DC em 

todo mundo, especialmente a América do Sul, onde a doença e os dois grupos são os mais 

prevalentes. As cepas de TcI são caracterizadas por vários casos de miocardite aguda (ZINGALES 

et al., 2009; ZINGALES et al., 2012), enquanto as formas cardíaca e digestiva da doença são mais 

comuns nas infecções causadas por cepas derivadas dos grupos TcII e TcIV. O grupo TcV é 

comumente encontrado na transmissão congênita da doença, enquanto cepas do grupo TcIII são 

raramente encontradas em infecções humanas (ZINGALES et al., 2012; DA COSTA et al., 2014).   

Diferenças nas manifestações clínicas causadas por T. cruzi, estão relacionadas com 

variabilidade genética tanto do hospedeiro quanto do parasita. Tais variações levam às diferenças 

no tropismo por tecidos e no desenvolvimento da doença (ANDRADE et al., 1999; ANDRADE et 

al., 2002; MACEDO et al., 2004; HISSA E ANDRADE, 2015).  Neste trabalho, utilizamos a cepa 

G (pertencente a TcI), de baixa infectividade in vivo, e a cepa Y (pertencente a TcII), de alta 

infectividade in vivo. Estas duas cepas representam os dois maiores grupos genéticos de T. cruzi 

(MAGALHÃES et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi nos hospedeiros invertebrados e vertebrados.  (A) Ciclo biológico 

de T. cruzi no hospedeiro invertebrado. O inseto vetor ingere formas tripomastigotas sanguíneas ao realizar 

repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado. Os tripomastigotas, ao chegarem no intestino médio 

do triatomíneo, se diferenciam em epimastigotas, forma replicativa no hospedeiro invertebrado. Os 

epimastigotas, no intestino posterior, se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos, que são liberados 

juntamente as fezes do inseto. (B) Ciclo biológico de T. cruzi no hospedeiro humano. O vetor ao realizar o 

repasto sanguíneo, libera tripomastigotas metacíclicos junto as fezes. O hospedeiro, ao coçar o local de 

picada, facilita a entrada do parasita na corrente sanguínea, 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 

A 

B 
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espaço extracelular e corrente sanguínea, infectam outras células. O triatomíneo ao realizar o repasto 

sanguíneo em um hospedeiro infectado, ingere junto ao sangue, formas tripomastigotas metacíclicos, dando 

assim continuidade ao ciclo. À esquerda são mostradas as principais complicações da fase crônica da 

infecção: cardiomegalia e megacólon. Figura adaptada de DOS SANTOS, 2017. 

 

1.4.1 Manifestações clínicas da doença  

 

1.4.1 Fase aguda 

 

Após a infecção inicial, o período de incubação varia de 7 a 15 dias no caso de transmissão 

vetorial, e cerca de 30 a 40 dias na transmissão por transfusão. O período de incubação durante 

transmissão oral é significativamente menor que na transmissão mediada por vetor (RASSI et al., 

2019; ECHEVERRIA E MORILLO, 2019). 

A DC manifesta-se em duas fases principais: aguda e crônica. A fase aguda é a inicial e 

pode durar até dois meses após a ocorrência da infecção. Essa fase é autolimitada, com parasitemia 

patente ou subpatente, a qual não é encontrada em vários indivíduos infectados. Estes podem 

apresentar um quadro assintomático ou sintomas inespecíficos. Menos de 50% das pessoas recém-

infectadas apresentam os primeiros sinais característicos da infecção. Estes sinais podem incluir 

febre, dor de cabeça, aumento dos gânglios linfáticos, dor muscular, ou até mesmo envolvimento 

cardíaco (miocardite, cardiomegalia, insuficiência cardíaca congestiva e arritmias). No local de 

inoculação, um nódulo violeta eritematoso, conhecido como “chagoma de inoculação”, pode 

ocorrer. Se a infecção ocorrer via ocular, pode ser observado o complexo oftalmoganglionar, mais 

conhecido como sinal de Romaña. Este é caracterizado por edema bi-palpebral unilateral, 

conjuntivite e adenopatia local (FERRARESSO et al., 2018).     

Ainda na fase aguda, os parasitas replicam ativamente em vários tipos celulares e tecidos 

diferentes, incluindo macrófagos, tecido muscular liso, estriado esquelético e estriado cardíaco, 

adipócitos, e células do sistema nervoso central (BOMBEIRO et al., 2012; ÁLVAREZ et al., 2014; 

WHO, 2019).   

1.4.2 Fase crônica 

  

Normalmente, o paciente não é diagnosticado na fase aguda, o que leva à progressão da 

doença para a fase crônica. Esta, por sua vez, pode se apresentar na forma indeterminada, cardíaca 

ou digestiva (GALLERANO et al., 2007; FERRARESSO et al., 2018). Na forma indeterminada, o 
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indivíduo não apresenta sintoma clínico relevante, e baixa ou nenhuma parasitemia. Enquanto 

muitos indivíduos infectados permanecem na forma indeterminada da doença e possuem sorologia 

positiva, uma proporção significativa (30-35%) dos pacientes, desenvolve manifestações cardíacas 

ou digestivas: uma cardiomiopatia que pode levar à insuficiência cardíaca congestiva; arritmia; 

megaesôfago; megacólon e, eventualmente, a morte (WHO, 2019).  

Não é possível prever se o indivíduo na fase indeterminada irá progredir para o estado 

crônico sintomático da doença. No entanto, um tipo de microRNA circulante, o microRNA-208a, 

está sendo estudado como potencial biomarcador preditor de risco para a progressão da DC 

(LINHARES-LACERDA et al., 2018). Nesses indivíduos, a fase crônica permanece 

indeterminada, e pode envolver anos de acumulação indetectável de dano difuso do miocárdio, 

antes da detecção clínica (BONNEY et al., 2019). 

 A cardiomiopatia é a forma clínica mais importante da doença chagásica crônica, por causa 

da frequência de sua ocorrência (20-30% de indivíduos infectados), e por sua gravidade gerando 

altos indicies de morbidade e mortalidade. É uma doença complexa que inclui um grande espectro 

de manifestações, desde pequeno envolvimento do miocárdio a disfunção sistólica ventricular 

esquerda, cardiomiopatia dilatada, arritmias, eventos tromboembólicos e insuficiências cardíaca 

terminal (TANOWITZ et al., 2015). 

 Em adição ao envolvimento cardíaco, a DC pode afetar o trato gastrointestinal e sistema 

nervoso. Os sintomas gastrointestinais em pacientes chagásicos crônicos são em maior parte 

resultado do dano da inervação entérica excitatória e inibitória por T. cruzi (MATSUDA et al., 

2009). Embora as manifestações gastrointestinais mais comuns sejam megaesôfago e megacólon, 

essencialmente qualquer parte do trato gastrointestinal pode estar envolvido, desde as glândulas 

salivares até o reto (MATSUDA et al., 2009). A forma gastrointestinal da DC (~10%) é mais vista 

em indivíduos infectados residentes no sul do Equador, Brasil central e no cone sul da América do 

Sul, devido a variação subespecífica de T. cruzi (PEREZ-AYALA et al., 2011; BONNEY et al., 

2019). 

 

 1.4.3 Patologia da cardiomiopatia chagásica 

 

 A patologia da DC é complexa, heterogênea e depende de muitas variáveis, com o parasita 

e hospedeiro sendo determinantes da imunidade e inflamação (MACHADO et al., 2012; 
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TEIXEIRA et al., 2006). Acredita-se que o processo inflamatório no coração se desenvolva aos 

poucos, a partir de pequena carga parasitária que persiste no coração. Mecanismos celulares e 

moleculares contribuem para a inflamação degenerativa e destrutiva, e para as respostas 

reparadoras. A soma de tais processos culmina em diferentes resultados da infecção: de ausência 

de doença até dano cardíaco com remodelamento tecidual, que pode levar à falência cardíaca e 

sequelas clínicas relacionadas, como acidente vascular cerebral (HIGUCHI MDE, 1997; BONNEY 

et al., 2019). 

 Na fase aguda, alterações cardíacas ocorrem nas primeiras semanas após a inoculação do 

parasito e, usualmente, dura de semanas a poucos meses (BENZIGER et al., 2018). No hospedeiro 

mamífero, T. cruzi inicia seu ciclo de reprodução próximo ao local de inoculação, com liberação 

de tripomastigotas capazes de infectar vários tipos celulares. Essencialmente, qualquer tipo de 

célula nucleada pode ser infectada por T. cruzi, sendo que no coração o parasita infecta 

cardiomiócitos, células endoteliais, neurônios, fibroblastos e adipócitos (LEWIS E KELLY, 2016; 

FERREIRA et al., 2011). O mecanismo por trás do tropismo cardíaco não foi determinado de forma 

concisa, mas parece estar relacionado com a alta capacidade de reparação da membrana plasmática 

existente nessas células, uma vez que a ruptura da membrana plasmática permite a entrada de Ca2+ 

, ativando mecanismos de reparo de membrana e aumentando a susceptibilidade celular à eventos 

de invasão por T. cruzi (FERNANDES E ANDREWS, 2012; BONNEY et al., 2019).  

 Dependendo da combinação da cepa de T. cruzi e as variações genéticas e imunológicas do 

hospedeiro, uma replicação intracardíaca fulminante pode ocorrer, com o acúmulo de grande 

número 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 única célula, esta estrutura é um falso cisto ou pseudocisto (BONNEY et al., 2019).  

As principais características da cardiomiopatia chagásica aguda, variam de mínimas 

modificações à dilatação atrial e ventricular, resultando em arquitetura globular em casos graves, 

devido ao aumento das câmaras sem hipertrofia das fibras cardíacas (ROSSI et al., 2003). Após 

algumas semanas, a resposta imune adaptativa se desenvolve no hospedeiro, o número de parasitas 

diminui drasticamente e a resposta imune celular diminui, usualmente com a resolução da 

inflamação no miocárdio. Anormalidades residuais da miocardite aguda inclui fibrose tecidual e 

hipertrofia dos cardiomiócitos (BONNEY et al., 2019).  
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Na cardiomiopatia chagásica crônica, pelo menos metade dos pacientes apresentam o 

coração com a parede ventricular incomumente delgada, geralmente na região apical do ventrículo 

esquerdo. A avaliação microscópica dessas áreas mostra atrofia de fibras miocárdicas, com 

infiltração de tecido conjuntivo denso e adipócitos entre o endocárdio e epicárdio. Normalmente o 

infiltrado inflamatório nessas áreas está ausente, e não há parasitas. Fibras colágenas formam 

grandes áreas de tecido cicatricial no miocárdio (ROSSI et al., 2003).  

 As fibras miocárdicas infectadas sob análise microscópica, evidenciam danos 

caracterizados por vacuolização, lise celular e degeneração miofibrilar. Tais alterações são 

invariavelmente acompanhadas de intenso infiltrado de células mononucleares, inicialmente 

composto por macrófagos e neutrófilos, e posteriormente por linfócitos, plasmócitos, eosinófilos e 

mastócitos (ANDRADE, 1999; MARCON et al., 2011). Granulomas não-necrosantes pode estar 

presente com células gigantes multinucleadas (ROFFÊ et al., 2016). A destruição de nervos 

parassimpáticos na região epicárdico-mediastinal tem sido documentada, sugerindo um potencial 

mecanismo para ocorrência de arritmias e morte súbita (MIRANDA et al., 2011; BONNEY et al., 

2019).  

Outros fatores que contribuem para a resposta inflamatória exacerbada são a produção de 

citocinas, quimiocinas e seus receptores, a alta expressão de moléculas de adesão, ativação do 

complemento e de agregação plaquetária, junto a produção de anticorpos. Edema intersticial, 

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

 

 1.4.4 Diagnóstico e tratamento da DC 

 

Na fase aguda da doença, o diagnóstico é realizado por métodos como microhematócrito, 

PCR de sangue periférico, cultura laboratorial do sangue, teste de gota espessa e xenodiagnóstico, 

sendo os dois últimos úteis se realizados em centros médicos especializados. Os parasitas são 

normalmente detectáveis no sangue por até 2 a 4 meses após a infecção, sendo posteriormente (fase 

crônica) identificados por reação em cadeia polimerase (PCR), ou indiretamente pela presença de 

anticorpos específicos anti - T. cruzi (BONNEY et al., 2018; GALLERANO et al., 2007; 

FERRARESSO et al., 2018).  

O tratamento com drogas tripanomicidas é recomendado para a DC aguda, congênita, 

reativada e doença crônica em pacientes com menos de 18 anos. Uma vez que a persistência da 
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parasitose e inflamação crônica concomitante, leva a cardiomiopatia chagásica crônica, o 

tratamento é oferecido à pacientes com a forma indeterminada da doença e a pacientes com doença 

cardíaca leve a moderada (WHO, 2002; BERN et al., 2007; ANDRADE et al., 2011; PEREZ-

MOLINA, MOLINA, 2018).  

No entanto, as opiniões sobre o impacto do tratamento nesta fase diferem. Estudos 

indicaram que o efeito do tratamento com benznidazol tem efeitos semelhantes com o grupo 

placebo, não reduzindo os danos clínicos cardíacos em pacientes com doença moderada a grave 

(MORILLO et al., 2015). Por outro lado, o tratamento de mulheres grávidas se mostrou efetivo em 

interromper a transmissão 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 são 

licenciadas para o tratamento da DC, o benznidazol e nifurtimox, ambos utilizados há mais de 50 

anos, possuindo eficácia distante do ideal (PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018). Apesar da eficácia 

relativa do tratamento em pacientes com cardiomiopatia crônica, a progressão da falência cardíaca 

é contínua (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 doença, o envolvimento do miocárdio é causado principalmente 

pela invasão do tecido cardíaco pelo parasita, consequentemente, desencadeando grave resposta 

imune e inflamatória (RASSI et al., 2019). A imunidade inata desenvolvida frente a infecção por 

T. cruzi é importante para prevenir proliferação intracelular exacerbada e possui papel até que seja 

desenvolvida resposta imune adaptativa antígeno-específica, a qual é responsável por eliminar as 

células infectadas. Todos os subgrupos de linfócitos são importantes para a resposta frente a essa 

infecção, sendo que a resposta T helper 1 (Th1) predomina no miocárdio e perifericamente 

(TARLETON, 1990; TARLETON et al., 1992; 1994; BONNEY et al., 2019). Essa resposta é 

caracterizada pela expressão do fator de transcrição Tbet e produção de citocinas Th1 (IFN-γ, IL-

2, IL-12, e TNF-α), o que é acompanhado da supressão dos níveis de fatores de transcrição e 

citocinas associadas a resposta Th2 (GATA-3, IL-4, e IL-10) e Th17 (IL-17) (SATHLER-

AVELAR et al., 2012; GUEDES et al., 2012).  

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

e alternativa são ativadas, uma vez que ambas não necessitam da presença de anticorpos específicos 
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anti - parasita (CESTARI et al., 2013). Colectinas e ficolinas reconhecem e se ligam a moléculas 

glicosiladas e acetiladas da superfície de tripomastigotas de T. 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 superfície (calreticulina, proteína regulatória do 

complemento de T. cruzi – Gp160 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 proteínas atrapalham a ligação inicial das moléculas do complemento, inibindo a 

formação de C3 convertase, o que é um passo crucial para ativação das três vias e para geração dos 

efeitos mediados pelo complemento (CESTARI et al., 2013; TAMBOURGI et al., 1993; DE 

BONA et al., 2018). 

Tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi não estão apenas envolvidos na expressão de 

moléculas regulatórias na superfície do parasito, mas também induzem a liberação de 

microvesículas de células hospedeiras que afetam a formação e ativação de C3 convertase (C4b2a), 

resultando na inibição da ativação do complemento, aumentando a sobrevivência do parasita e 

invasão de células hospedeiras por este (CESTARI et al., 2014; DE BONA et al., 2018).  

Diferentes tipos celulares reconhecem T. cruzi e reagem de diferentes maneiras para 

controle da infecção. A detecção e destruição direta do parasita por fagócitos como macrófagos e 

células dendríticas, as quais são ativadas e se tornam células apresentadoras de antígenos (APCs), 

é essencial para início da resposta imune adaptativa. Células não hematopoiéticas são os primeiros 

alvos da invasão e contribuem para o controle da infecção (TELLERIA E TIBAYRENC, 2017; 

FRESNO E GIRONES, 2018).  

Após a infecção pelo parasita, macrófagos secretam interleucina (IL)-12, a qual ativa 

células natural killer (NK) a produzir interferon - gama (IFN-γ) (ALIBERTI et al., 1996; 

ANTÚNEZ AND CARDONI, 2000), o que desempenha papel crucial na ativação de macrófagos. 

A citocina interferon-gama (IFN-𝛾) potencializa a atividade efetora dos macrófagos por indução 

da transcrição do gene produtor da enzima óxido nítrico sintase (iNOS), notavelmente aumentando 

a produção de óxido nítrico, o qual possui importante efeito na morte de T. cruzi (MCCABE et al., 

1991; GAZZINELLI et al., 1992; MUÑOZ-FERNÁNDEZ et al., 1992; GUERREIRO et al., 2015; 

FRESNO E GIRONES, 2018).  

A administração de IFN-𝛾 a camundongos na fase aguda da doença reduz a parasitemia e 

impede a morte dos animais, enquanto o tratamento com inibidores de óxido nítrico 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-𝛾 promove a mudança 

das imunoglobulinas para subclasse IgG, com alto potencial de opsonização e ativação do sistema 

complemento, que atua na remoção de parasitas extracelulares liberados das células infectadas. 

Finalmente, a citotoxicidade de células T CD8+ também contribuem para o controle de T. cruzi por 

meio do reconhecimento e destruição de células que abrigam formas intracelulares do parasita 

(LOW et al., 1999; ÁLVAREZ et al., 2014).   

As citocinas IL-12 e IL-18 possuem papel redundante na indução da produção de IFN-γ e 

controle da infecção por amastigotas da cepa G, como mostram os resultados obtidos por Rodrigues 

et al., (2012a). Ainda neste estudo, verificou-se que a citocina IFN-γ desempenha papel crucial no 

controle da infecção pela cepa G, sendo que a principal célula responsável pela produção dessa 

citocina foram células NK, uma vez que animais nocautes para CD4 e CD8 não apresentaram 

diferenças no curso da infecção (RODRIGUES et al., 2012a).   

A resposta imune está diretamente envolvida com a forma que a doença se apresentará na 

fase crônica. Pacientes com a forma indeterminada da doença, apresentam um perfil de citocinas 

anti-inflamatórias produzidas pelas células circulantes, enquanto pacientes com cardiomiopatia 

chagásica, apresentam um perfil excessivamente pró-inflamatório (GOMES et al., 2005; GOMES 

et al., 2012; SOUSA et al., 2014; CHAVES et al., 2016).    

Em indivíduos infectados portadores da doença cardíaca crônica, há produção de altos 

níveis de IFN-γ, TNF-α, e IL-6 com baixos níveis de IL-4 e IL-10 que aqueles na fase 

indeterminada (GOMES et al., 2003). Isso promove a diferenciação Th1 e proliferação de células-

T CD4+, levando a ativação de resposta antiparasitária por células-T CD8+ e macrófagos (DA 

MATA GUEDES et al., 2010; BONNEY et al., 2019).   

Durante a infecção aguda pela cepa CL, foi verificada alta expressão de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias. No entanto, citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e IL-9 foram 

também altamente produzidas. Tal padrão misto de citocinas pode contribuir para a permanência 

da infecção, favorecendo o processo de cronicidade da mesma. Por outro lado, o balanço entre 

citocinas pró e antinflamatórias desempenha papel no controle do nível parasitário e fornece 

proteção contra o excesso de dano tecidual (GOMES et al., 2003; FLÓREZ 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 doença, acredita-se 

que tais indivíduos apresentem ninhos de amastigotas em locais protegidos da resposta imune, uma 

vez que a persistência da infecção por T. cruzi é a regra. Tais locais podem variar desde a veia 

adrenal central (TEIXEIRA et al., 1997), tecido adiposo, estômago e colón (COMBS et al., 2005; 

FERREIRA et al., 2011; LEWIS et al., 2014).  

Um importante fator para o desenvolvimento da cardiomiopatia chagásica crônica grave em 

humanos é a presença de resposta imune Th1 específica (GOMES et al., 2003), sendo que uma 

regulação parece ser necessária para evitar a progressão da doença. Nesse sentido, estudos em 

camundongos C57BL/6 mostraram o papel regulatório de IL-10 produzido por células T esplênicas 

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 é capaz de desencadear ambas respostas Th1 e Th2, dependendo da linhagem 

genética do camundongo, cepa do parasita e carga de inóculo. Comparando-se camundongos 

susceptíveis e não-susceptíveis, BALB/c e C57BL/6 respectivamente, infectados com a cepa Y, foi 

visto que a proteção depende do balanço Th1/Th2 (CUERVO et al., 2008; SANOJA et al., 2013). 

A produção de citocinas por linfócitos T infiltrados no coração no momento de pico da infecção, 

apresenta alto balanço de citocinas Th1/Th2 em animais não susceptíveis à infecção (C57BL/6), 

quando comparado à linhagem de animais susceptíveis (BALB/c) (CHEN et al., 2001; FRESNO E 

GIRONES, 2018).  

A incompleta eliminação do parasita pode levar a uma reatividade imune que pode resultar 

em dano tecidual, levando a exposição de novos epítopos e ao estímulo da produção de auto 

anticorpos (CARROL E SIM, 2011), mecanismo esse envolvido no quadro de autoimunidade 

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

 

1.6  Proteínas envolvidas na interação entre T. cruzi e a célula hospedeira 

 

T. cruzi entra na célula hospedeira por meio da interação entre ligantes existentes na 

superfície do parasita e na membrana plasmática da célula hospedeira. A remoção de componentes 

da membrana de macrófagos por enzimas, inibe de forma significativa a interação entre a célula e 

tripomastigotas sanguíneos ou metacíclicos (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 várias glicoproteínas que possuem o motivo GPI 

(glicosilfosfatidilinositol) adicionados na porção carboxi-terminal durante a modificação pós-

traducional. Dentre suas funções, atuam como transdutoras de sinais para adesão celular e infecção 

de macrófagos, e elas podem ser liberadas da membrana plasmática após clivagem enzimática por 

fosfolipase C (VILLALTA et al., 1999; GAULTON E PRATT, 1994; ROPERT et al, 2002; 

EPTING et al., 2010). São diversas proteínas de T. cruzi que têm sido caracterizadas em nível 

estrutural e funcional. Glicoproteínas de superfície com propriedades de adesão celular estão 

presentes em tripomastigotas metacíclicos, como Gp35/50, Gp30, Gp82 e Gp90 (YOSHIDA, 

2006). A Gp35/50 é expressa em epimastigotas, sendo ancorada na membrana plasmática por 

âncora de GPI (SALTO et al., 2000). 

 Tripomastigotas metacíclicos com baixa infectividade em células hospedeiras in vitro, 

expressam altos níveis de Gp90, uma molécula que modula negativamente a invasão celular in 

vitro (RUIZ et al., 1998; MÁLAGA, YOSHIDA, 2001). Assim, parasitas com alta infectividade 

expressam níveis reduzidos de Gp90, enquanto produzem altos níveis de Gp82, ambas ancoradas 

à membrana plasmática por âncoras de GPI (RUIZ et al., 1998, CARDOSO DE ALMEIDA, 

HEISE, 1993). A Gp82 é uma glicoproteína envolvida na adesão celular e mobilização de cálcio 

intracelular (RUIZ et al., 1998), além de estar envolvida na infecção da mucosa após inoculação 

oral, ligando-se à mucina gástrica presente no epitélio estomacal (NEIRA et al., 2003; CORTEZ et 

al., 2003).  

 Proteínas da família rica em serina, alanina e prolina (SAP) são secretadas por 

tripomastigotas metacíclicos e aderem na superfície de células HeLa, induzindo a entrada de cálcio 

e promovendo a invasão celular (BAIDA et al., 2006).  A Tc-85 é uma glicoproteína de superfície 

presente em tripomastigotas de cultura de tecido (TCT), e foi relacionada com a invasão celular 

uma vez que o uso de anticorpos monoclonais contra esta proteína, bloqueia parcialmente a 

internalização do parasita (ALVES et al., 1986).   

 A Gp83 é uma glicoproteína de superfície ancorada a GPI usada por TCTs para adesão às 

células fagocíticas e não fagocíticas durante a invasão celular. Anticorpos anti-Gp83 bloqueiam 

adesão da proteína quanto a infecção de T. cruzi in vitro e in vivo (VILLALTA et al., 2001). Essa 

molécula quando clivada pela fosfolipase C do parasita, se liga à célula hospedeira, ativando vias 
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de sinalização dependente de proteína quinase C e proteína quinase ativada por mitógenos 

(VILLALTA et al., 1999) que atuam promovendo a invasão do parasita (NDE et al., 2006).  

 A cruzipaína é uma cisteína protease de 57/51 kDa ativa em pH 5-7,5, secretada de forma 

constitutiva e expressa durante todo ciclo biológico do parasita (MURTA et al., 1990; PAIVA et 

al., 1998). É envolvida na invasão celular e replicação intracelular (MEIRELLES et al., 1992) e 

sua inibição por peptídeo-fluorometil cetona, resultou em cura da infecção experimental em 

camundongos (ENGEL et al., 1998). Esta enzima está presente em organelas relacionadas com 

lisossomos e é associada à membrana plasmática, sendo algumas isoformas liberadas para o espaço 

extracelular (ALVAREZ et al., 2012; SAN FRANCISCO et al., 2017).  

Oligopeptidase B é uma serina hidrolase presente no citosol de T. cruzi. A capacidade 

infectiva de formas TCTs está diretamente relaciona com o nível de expressão desta enzima. 

Parasitas nocautes para Oligopeptidase B foram incapazes de estabelecer infecção in vitro e in vivo 

(BURLEIGH, ANDREWS, 1995; CALER et al., 1998). 

São várias as moléculas secretadas ou ligadas à superfície de T. cruzi. Aqui citamos alguns 

exemplos que são envolvidas com adesão à célula hospedeira, invasão e replicação do parasita. O 

estudo das proteínas envolvidas com a virulência e infectividade de T. cruzi, permite que sejam 

identificados novos alvos para possíveis terapias eficazes e vacinas, que até hoje são inexistentes. 

1.7 A proteína P21 de T. cruzi 

Em 2009, Silva e colaboradores identificaram uma proteína de 21 kDa secretada por T. 

cruzi, a P21, estando a mesma envolvida na invasão celular por amastigotas e tripomastigotas 

metacíclicos. A P21 é uma proteína ubíqua em T. cruzi cuja forma recombinante (rP21), adere à 

superfície de células HeLa de maneira dose-dependente. A utilização de anticorpos policlonais que 

se ligam à rP21, inibe a invasão celular por amastigotas e tripomastigotas metacíclicos in vitro, 

enquanto a utilização da proteína recombinante juntamente a tais formas do parasita, aumenta a 

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

A rP21 aumenta a fagocitose de partículas de zymosan e de diferentes espécies de parasitas 

intracelulares, por macrófagos peritoneais inflamatórios. Tal aumento é devido à indução da via da 

PI3-kinase por esta proteína e, consequentemente, da polimerização de actina. Vários estudos 

conduzidos em nosso laboratório 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 redução da quantidade de partículas 

de zymosan fagocitadas por macrófagos peritoneais. Além disso, a rP21 solúvel possui as mesmas 

características e funções biológicas que a rP21 na sua forma insolúvel (SANTOS et al., 2014).   

As diferentes cepas de T. cruzi, expressam diferentemente a P21 (FERNANDES, 2013) e o 

seu tráfego pelas vias endocíticas apresenta pouca co-localização com marcadores de vacúolos 

tardios em experimentos de cinética de internalização (MARTINS, 2013).  

Em experimentos in vivo utilizando um modelo de implantação de esponja no dorso dos 

camundongos (BAILEY et al., 1988; GRINDLAY et al., 1951), diferentes quantidades de rP21 

(10µg, 40µg ou 100µg) foram injetadas nos animais a cada 72 horas, durante nove dias. Dentre as 

análises feitas, foi visto que a quantidade de hemoglobina foi significativamente reduzida no grupo 

tratado com a proteína recombinante, sugerindo que ela agiria de maneira antiangiogênica, 

reduzindo a formação de vasos sanguíneos. Além disso, foi verificado o maior recrutamento de 

células do sistema imunológico, como neutrófilos e macrófagos, 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 quimiotático da proteína, por meio de sua ligação ao 

receptor CXCR4. Foi visto também, uma mudança no perfil das células inflamatórias recrutadas, 

mudando de polimorfonucleares para macrófagos e linfócitos ao longo do tempo de tratamento, 

sugerindo assim, um perfil de recrutamento semelhante ao que ocorre durante o processo infeccioso 

no organismo mediado por T. cruzi (TREPAT et al., 2012; MACHADO, 2014).  

Foi avaliado o papel da rP21 na infecção crônica por T. cruzi e Leishmania (Leishmania) 

amazonensis. Para isso, camundongos BALB/c foram infectados via subcutânea nas patas traseiras, 

com duas espécies distintas de protozoários intracelulares, pertencentes à mesma família 

Tripanosomatidae, L. (L) amazonensis e T. cruzi, e foram analisados os efeitos biológicos causados 

pelo tratamento com a rP21 após 6 semanas. O tratamento foi realizado a cada 72 horas, também 

por via subcutânea nas patas traseiras. A análise histopatológica do tecido esplênico, mostrou que 

os animais infectados e tratados com a rP21 apresentaram aumento dos centros germinativos e 

edema, com aumento da proliferação linfocítica naqueles com T. cruzi (TEIXEIRA, 2018).  

Em relação a carga parasitária, 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 T. cruzi, a rP21 teve um efeito inverso, diminuindo a carga parasitária.  A análise 

de deposição de colágeno mostrou que a P21 levou ao aumento da área total de fibrose, durante a 

infecção crônica. Além disso, houve maior recrutamento de macrófagos e linfócitos. A análise do 

efeito da rP21 no ciclo celular de T. cruzi, mostrou que o tratamento com a proteína aumentou o 

tempo de T. cruzi em G1, diminuindo a fase de síntese (S), no entanto, não 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 

multiplicação intracelular in vitro de T. cruzi em modelo de célula muscular murina (mioblastos 

C2C12), a qual é alvo de T. cruzi durante a infecção no hospedeiro vertebrado. Analisamos também 

os efeitos do tratamento com a proteína recombinante durante a infecção aguda experimental com 

a cepa Y de T cruzi em camundongos BALB/c.  

 

2.  Justificativa  

A DC afeta milhares de pessoas, em especial aquelas residentes em países 

subdesenvolvidos. É considerada uma das doenças negligenciadas pela OMS, uma vez que não 

desperta interesse econômico de indústrias farmacêuticas para desenvolvimento de novas terapias 

mais eficazes.  

 No decorrer da DC no hospedeiro vertebrado, vários órgãos sofrem danos, seja pela ação 

do parasita quanto pela resposta imunológica do indivíduo. No entanto, o estudo de proteínas 

secretadas por T. 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 proteína, a P21, exclusiva de T. cruzi e secretada por todas as formas evolutivas. 

Desde então, diferentes estudos têm sido feitos para desvendar suas funções 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 proteína P21 participe da evasão do parasita à resposta imune e contribui 

para o sucesso da cronificação da DC. Com a utilização da proteína recombinante, vimos que a 

proteína possui atividade pró-fagocitica, induz a polimerização do citoesqueleto actina em vários 

modelos celulares, se liga ao receptor de quimiocina CXCR4, ativando a via PI3-kinase 

(RODRIGUES et al., 2012b). Uma maior polimerização do citoesqueleto de actina pode estar 

relacionada com a transição da fase aguda para a fase crônica da DC, onde o parasita ficaria 
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confinado dentro da célula hospedeira, por meio da barreira física criada pela maior quantidade de 

filamentos de actina polimerizados. Além disso, a rP21 induz em modelos livres de infecção, a 

quimiotaxia de neutrófilos, macrófagos e linfócitos, aumentando a taxa de inflamação local.  

Tendo em vista todas as atividades biológicas apresentadas pela proteína recombinante P21 

de T. cruzi, torna-se importante aprofundar os estudos das demais atividades desta proteína, no 

decorrer da infecção por T. cruzi. Neste estudo, realizamos diversos ensaios para determinação do 

papel da rP21 frente a multiplicação intracelular de T. cruzi das cepas G e Y. Além disso, 

verificamos se a indução da polimerização de F-actina se aplica ao modelo de célula muscular, 

aquela frequentemente alvo do parasita no hospedeiro vertebrado. Determinamos o padrão de 

citocinas e de óxido nítrico produzido in vitro. Realizamos também experimentos de infecção 

aguda experimental, onde analisamos diversos parâmetros e efeitos do tratamento com rP21. 

Assim, por meio do presente estudo, pretendemos contribuir para compreensão do papel rP21 na 

relação parasito – hospedeiro, utilizando modelos de infecção por T. cruzi in vitro e in vivo. 

 

3. Objetivos  

3.1  Objetivo geral 

Analisar o papel da rP21 na replicação intracelular de T. cruzi in vitro e seu papel durante 

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

  

3.2  Objetivos Específicos  

1- Avaliar o papel da rP21 na polimerização do citoesqueleto de actina de mioblastos 

C2C12; 

2- Analisar o efeito do tratamento com rP21 sobre a replicação intracelular das cepas G e 

Y de Trypanosoma cruzi em mioblastos C2C12; 

3- Avaliar a produção de óxido nítrico, IFN-γ, IL-10, IL-4 e TNF-α por células infectadas 

com T. cruzi e tratadas ou não 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 infecção experimental aguda em 

camundongos BALB/c, com inóculos de 106 e 105 tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi.  
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5.1- Verificar a ação da rP21 sobre a cinética de parasitemia sanguínea ao longo de 21 

dias de infecção; 

5.2- Analisar a carga parasitária no tecido cardíaco de animais submetidos ou não ao 

tratamento com a proteína recombinante; 

5.3- Avaliar alterações morfológicas no tecido cardíaco de animais infectados com a 

cepa Y e tratados ou não com a rP21; 

5.4- Analisar angiogênese, deposição de colágeno total e colágeno tipo I e tipo III, 

recrutamento de mastócitos e infiltrado inflamatório, em animais tratados ou não com 

a rP21;  

5.5- Quantificar os níveis das citocinas IFN-γ, IL-10, IL-4 e TNF-α no soro, coração e 

baço; 

5.6- Quantificar marcação para P21 nativa e para T. cruzi em ninhos cardíacos de 

amastigotas; 

6- Avaliar os níveis transcricionais e a produção da P21 nativa, por amastigotas e 

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

 

4.  Material e Métodos 

4.1 Cultura de células 

Foram utilizadas células Vero para manutenção do ciclo de T. 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 

sódio (2.000 mg/L), HEPES (2.380 mg/L), piruvato de sódio (1.100 mg/L), suplementado com os 

antibióticos 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 úmida a 

37°C e 5% de CO2.  
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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 úmida a 37°C e 5% de CO2. 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 

condições padrões de temperatura (25 ± 2 °C) e iluminação (ciclo alternando 12 horas com luz- 12 

horas em ausência de luz), com alimento e água ad libitum. Os animais foram fornecidos e mantidos 

no Biotério Central da Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU). A eutanásia dos 

animais foi realizada de acordo com os fundamentos internacionais de bem-estar animal, conforme 

a Resolução Normativa nº 37 de 15/02/2018, que estabelece as Diretrizes da Prática de Eutanásia 

do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal-CONCEA. O projeto foi submetido 

à Comissão de Ética na Utilização de Animais da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA) e 

obteve a aprovação com registro de nº 087/15 (Anexo I).  

 

4.4 Purificação da rP21  

 Para produção da proteína P21 recombinante foram utilizadas bactérias Escherichia coli da 

linhagem BL21 transfectadas com o plasmídeo pET-28ª(+) (Novagem) apresentando o gene que 

codifica a rP21 (GenBank: EU004210.1). Em um pré-inóculo, as bactérias foram colocadas em 

meio Luria-Bertani (LB) com o antibiótico de seleção Kanamicina (50μg/mL). O pré-inóculo foi 

mantido sob agitação por 18h a 37ºC. Posteriormente, o pré-inóculo foi diluído 1:50 no mesmo 

meio e incubado a 37ºC, com agitação a 150 RPM, até atingir a densidade óptica (OD) de 0,6 a 

0,9. Em seguida, se adicionou 1mM de Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), a fim de 

estimular a expressão da proteína recombinante. Após 3h de incubação, 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 μL de 

lisozima (50mg/mL) a cada 10 mL de solução 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 4º C. O sobrenadante foi descartado 

e o pellet ressuspendido em solução tampão de ureia 6M. A amostra foi incubada com uma resina 

de níquel e deixada overnight sob agitação a 4º C. No dia seguinte, a resina foi submetida a: (1) 

três lavagens em tampão de ligação (imidazol 5 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCl 20 mM pH 8,0, ureia 

6M); (2) três lavagens com tampão de lavagem (imidazol 20 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCl 20mM 

pH 8,0, ureia 6M); (3) quatro eluições com tampão de eluição (imidazol 1M, NaCl 50 mM, Tris-

HCl 20 mM pH 8,0, ureia 6M), contendo concentrações crescentes de imidazol (5mM, 20mM e 

1M, respectivamente). O imidazol é um composto que se liga à coluna de níquel, competindo desse 

modo com a cauda de histidina presente na rP21 que também possui afinidade por níquel, 

resultando na liberação da proteína recombinante purificada.  

 O material eluído foi dialisado em PBS 1x com uma membrana de diálise com microporos 

que permitem a passagem de moléculas de até 3,5 kDa (Spectra/Por 131198). A dialise foi realizada 

por 48 h, sob agitação contínua a 4º C, para a separação da proteína dos resíduos de contaminantes 

acumulados durante o processo de purificação, incluindo a ureia, permitindo assim o 

renovelamento proteico. A solução de PBS 1x foi reposta após o primeiro dia de diálise. A 

concentração da amostra foi quantificada por espectrofotometria utilizando-se a técnica de 

Bradford (BRADFORD, 1976). A pureza da rP21 eluída foi verificada por meio de gel SDS-PAGE 

13% (LAEMMLI, 1970) com coloração de Coomassie Blue. O protocolo de purificação da rP21 

(GenBank: EU004210.1) foi realizado de acordo com o descrito por Silva et al., (2009) e Santos et 

al., (2014).  

 

Figura 3. Resumo do processo de purificação da proteína P21 recombinante.  A obtenção da proteína 

ocorre a partir da inserção de clones do gene da P21 em bactérias E. coli. É realizado o crescimento em 

meio LB, seguido de lise bacteriana. O lisado total é incubado com coluna de níquel. Em seguida, se faz 

lavagens com concentrações crescentes de imidazol, até que a rP21 seja eluída. O material eluído é dialisado 
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em PBS para eliminação de resíduos de ureia e outros contaminantes durante 48 horas (SANTOS, et al., 

2014). 

 

4.4  Análise da polimerização do citoesqueleto de actina por microscopia confocal  

 Mioblastos C2C12 foram semeados em microplacas de 24 poços, contendo lamínulas 

circulares de 13mm, na quantidade de 2x104 células/poço. Após a adesão celular, as células foram 

tratadas ou não com rP21 (40µg/mL), conforme padronizado por Rodrigues et al., 2012b. Após 96 

horas de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas em formaldeído 4%. Os 

filamentos de actina das células foram marcados na cor vermelha com Faloidina (Fluorescein 

isothiocyanate labeled TRITC-phalloidin Sigma Aldrich: P5282) diluída 1:1000 em PBS+saponina 

(0,01%).  

 Após lavagens com PBS, as lâminas 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 microscópio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss 

Axiovert 200M, acoplado com sistema de aquisição de imagens. As imagens foram analisadas 

quanto à fluorescência pelo software Image J (National Institutes of Health, USA). Para esta 

análise, selecionamos a região ocupada pela célula utilizando a ferramenta apropriada e 

configuramos na opção ‘Analyze’ – ‘Set measurements’, para ser mensurados os valores de ‘mean 

grey value’. Em seguida, selecionou-se a opção ‘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 região existente na periferia da célula, para excluir o ‘background’, e os 

valores obtidos foram considerados unidades arbitrárias (UA) para medida da intensidade de 

fluorescência obtida pela marcação de actina.  

4.5 Avaliação por citometria de fluxo da polimerização do citoesqueleto de actina

 Mioblastos C2C12 foram plaqueados em placas de seis poços na 

quantidade de 1x105 células/poço. Tais células foram incubadas a 37ºC e 5% de CO2 e deixadas 

overnight para aderirem. No outro dia, o meio foi reposto contendo ou não a proteína 

rP21(40µg/ml), sendo posteriormente incubadas a 37ºC e 5% de CO2. Após 96h de tratamento, os 

poços foram lavados três vezes com PBS 1x e as células foram pré-fixadas com solução de 

formaldeído a 2%. Em seguida, as células foram desaderidas com a utilização de cell scraper, 
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fixadas em formaldeído 4% por uma hora, lavadas com PBS e colocadas em solução de PBS + 

Gelatina 0,25% + Azida Sódica 0,1% (PGN) por 3 horas. Para marcação dos filamentos de actina, 

as células foram incubadas com Faloidina (Fluorescein isothiocyanate labeled TRITC-phalloidin 

Sigma Aldrich: P5282) diluída 1:1000 em PBS+saponina (0,01%). As células em suspensão 

ficaram incubadas com a solução supracitada em câmara escura por uma hora, sendo 

posteriormente centrifugadas e lavadas com PBS. Após a última lavagem, as células foram 

centrifugadas e ressuspendidas em 200µl de PBS, sendo a amostra depositada em tubos de ensaio 

de fundo redondo para análise no citômetro Guava easyCyte, Guava Technologies, Millipore. Os 

resultados da citometria foram analisados pelo programa Guava® Suite Software 2.7.  

4.6 Ensaio de multiplicação in vitro  

 Mioblastos C2C12 foram plaqueados em placas de 24 poços (105 células/poço), contendo 

lamínulas de 13 mm, e incubados overnight para aderência a 37ºC e 5% de CO2. 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 remoção dos parasitas não internalizados, seguido de incubação com meio de cultura 

contendo ou não rP21 (40µg/ml), sendo reposto após 48 horas. As células foram fixadas após 96 

horas, em solução de formaldeído 4% e incubadas com anticorpo policlonal anti - T. cruzi, diluído 

1:200 (v/v) em solução de PGN+ saponina. Posteriormente, as células foram incubadas por 1 hora 

com anticorpo secundário IgG anti-rabbit feito em cabra Alexa Fluor 488, diluído 1:200 em 

PGN+saponina, contendo também Faloidina (Fluorescein isothiocyanate labeled TRITC-

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

Após lavagens com PBS, as lâminas 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 microscópio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss 

Axiovert 200M, acoplado com sistema de aquisição de imagens. Quantificou-se o número de 

parasitas em 100 células infectadas em campos aleatórios da lamínula. 

4.7 Análise por citometria de fluxo da multiplicação parasitária 

 Células C2C12 foram plaqueadas em placas de 6 poços (106 células/poço) e incubadas a 

37°C/5% CO2 overnight. No outro dia, as células foram infectadas com tripomastigotas da cepa Y, 
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fixadas e imunomarcadas como descrito no item 4.6. A quantificação da infecção e da 

polimerização do citoesqueleto de actina foi feita por citometria de fluxo. As amostras foram 

analisadas no citômetro 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 óxido nítrico (NO) 

O sobrenadante de mioblastos C2C12 infectados com a cepa G ou Y por 96 horas, e tratados 

com rP21 foram armazenados a -70ºC para dosagem de óxido nítrico. Como controle positivo de 

ativação celular, foi utilizada a citocina IFN-γ recombinante, na concentração de 10ng/ml. Para a 

dosagem do óxido nítrico, foi utilizada a reação colorimétrica de Griess (GREEN et al.,1982), que 

consiste na detecção de nitrito (NO2-), resultante da oxidação do NO nos sobrenadantes de cultura 

previamente coletados. Adicionou-se a uma placa de 96 poços, 50 µl do sobrenadante de cultura 

em triplicata, seguido do mesmo volume do reagente de Griess. Este é composto de sulfanilamida 

1% diluída em H3PO4 2,5% (solução A) e de N-1-naphtylethtylenodiamina, também diluído em 

solução de H3PO4 a 2,5% (solução B). Para a confecção de uma curva padrão, uma solução de 

nitrito de sódio na concentração inicial de 200µM passou por diluições seriadas (fator 2) em meio 

DMEM suplementado com 2% de SFB. Após incubação de 10 minutos ao abrigo da luz, a leitura 

no espectrofotômetro foi realizada a 450 nm. A absorbância das diferentes amostras foi comparada 

com a curva-padrão, e os resultados obtidos expressos como a média da triplicata ± desvio padrão.  

4.9  Dosagem de citocinas do sobrenadante de células infectadas com T. cruzi 

O sobrenadante de células infectadas com a cepa Y de T. cruzi e submetidos aos tratamentos 

com IFN-γ e rP21, conforme descrito no item 4.6, foi armazenado em freezer a -70ºC para posterior 

dosagem de citocinas. Os níveis de IFN-γ, TNF-α, IL-10 e IL-4 foram mensurados com a utilização 

do BD OptEIA™ ELISA kit, seguindo-se todas recomendações fornecidas pelo fabricante.  

4.10  Análise da viabilidade de amastigotas intracelulares 

Mioblastos C2C12 foram plaqueados, infectados com TCTY e tratados conforme descrito 

no item 4.6. Após 96h, os poços foram lavados três vezes com PBS 1x e as células desaderidas 

com a utilização de cell scraper. Para lise das células e recuperação 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 incubação em meio LIT pH 7,2 por 10 dias. Após esse 

tempo, os parasitas foram contabilizados em câmara de Neubauer, sendo expresso graficamente o 

nº de epimastigotas x 104. 

4.11 Infecção 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 não infectado e tratado com PBS; 

G2 - Controle não infectado e tratado com rP21; G3 - Infectado com 106 tripomastigotas de T. cruzi 

e tratado com PBS;  G4 - Infectado com 106 tripomastigotas e tratado com rP21; G5 - Infectado 

com 105 tripomastigotas e tratado com PBS; e G6 - Infectado com 105 tripomastigotas e tratado 

com rP21.  

Os animais foram inoculados na região subcutânea com 106 ou 105 tripomastigotas da cepa 

Y de T. cruzi. O tratamento com PBS ou rP21 foi administrado no mesmo local de infecção no 

momento da inoculação com o parasita, e repetido no 5º e 15º dias pós-infecção (dpi). O tratamento 

com rP21 foi realizado na quantidade de 100µg por animal, diluída em 200µL de PBS 1x. Os 

grupos que receberam o tratamento com PBS, receberam 200 µL do tampão fosfato também em 

região subcutânea.  A partir do 5° dia de infecção, foi realizada parasitemia por contagem do 

número de tripomastigotas sanguíneos em 5μl de sangue fresco retirado da veia caudal, sendo 

repetida a cada 2 dias. No 21° pós-infecção, os animais foram eutanasiados sob anestesia. Sangue, 

coração e baço foram coletados para análises histológicas, imunológicas e moleculares. 

4.12  Análises histológicas  

 Amostras de coração foram fixadas em solução de formaldeído tamponado a 10% com 

fosfato de sódio monobásico e dibásico, desidratado em solução de etanol, diafanizado em xilol e 

embebido em parafina. Os blocos de parafina contendo os fragmentos de coração foram 

seccionados em cortes de 5 µm de espessura e colocados sobre lâminas para diferentes tipos de 

coloração.  

4.12.1  Análise de infiltrado inflamatório, ninhos de amastigotas e angiogênese 
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 A fim de avaliar o número de ninhos de amastigotas, vasos sanguíneos, infiltrado 

inflamatório e nível de dano tecidual, lâminas contendo tecido cardíaco foram coradas com 

hematoxilina e eosina (HE). O número de ninhos de amastigotas e vasos sanguíneos foram 

quantificados por microscopia de luz, normalizado e demonstrado graficamente como vasos 

sanguíneos ou ninhos de amastigotas/mm² de tecido cardíaco. O infiltrado inflamatório e dano 

tecidual foi demonstrado qualitativamente por escore de intensidade: (-) ausente, (+) leve, (++) 

moderado, (+++) intenso, conforme descrito por Silva et al., (2018). 

4.12.2   Quantificação de colágeno 

 Lâminas contendo cortes de 5µm foram coradas com solução de Picrossirius Red (Sigma 

Aldrich), sendo posteriormente contracoradas com solução de hematoxilina e eosina. Após 

desidratação em etanol e diafanização em xilol, as lâminas foram montadas utilizando Entellan®. 

A quantificação das fibras colágenas totais foi realizada se utilizando o software Image J, de 20 

imagens obtidas de cada amostra em microscópio de luz acoplado a câmera Leica DM500 (Leica 

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

 Para quantificação do colágeno tipo I e III, se utilizou microscópio invertido de 

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

Nesse microscópio, a coloração com Picrossirius Red marca as fibras colágenas tipo I com cor 

vermelha e as fibras colágenas tipo III com coloração verde. A sobreposição de ambas gera cor 

amarela – alaranjada (JUNQUEIRA et al., 1979). Foram obtidas 20 fotomicrografias de campos 

aleatórios com a objetiva no aumento de 20x, totalizando 200 fotomicrografias por grupo. Foram 

excluídas áreas de inserção de grandes vasos e de tecido conjuntivo de revestimento do coração, 

pois estas concentram maior quantidade de colágeno, o que poderia influenciar na análise do 

resultado.  

 Para análise das fotomicrografias, se utilizou o software ImageJ, por meio do qual foi 

mensurada a % (porcentagem) de colágeno tipo I e tipo III em cada imagem. Foi realizada a 

calibração do software utilizando uma imagem disponibilizada em  

https://ImageJ.nih.gov/ij/download.html, para esse fim. Realizou-se análises individuais do 

colágeno tipo I e tipo III, por meio da opção Split Channel e configuração de Threshold, onde todas 

https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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imagens foram ajustadas para captação da mesma faixa de coloração. A porcentagem de cada tipo 

de colágeno por imagem foi tabelada para análise no GraphPad Prism 6.01.  

4.12.3  Quantificação de mastócitos  

 Para contagem do número de células recrutadas no tecido cardíaco, lâminas contendo cortes 

de coração foram coradas com azul de toluidina. Em resumo, as lâminas após serem hidratadas 

foram colocadas em tampão 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 imersão dos cortes no tampão e, após 

clarificação em concentrações crescentes de etanol e xilol, as lâminas foram montadas se utilizando 

Entellan®. O número de mastócitos totais, granulados e degranulados foi graficamente expresso 

dividindo-se por área (mm²) analisada do tecido.   

4. 13 Quantificação de carga parasitária por PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

A fração do tecido cardíaco de cada animal separada para realização em PCR, teve sua 

massa mensurada e o DNA extraído utilizando o PureLink Genomic Dna Kit (K1820-01, 

Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. Em resumo, as amostras foram digeridas 

com PureLink 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 eluídos, com tampões específicos. A quantidade e a 

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

As reações de qPCR foram preparadas utilizando-se o primer P21 fw (5'-

AACGCCACCATCAATCTTTTG-3') e P21 rv (5'-CGTCGCATTCCTCATTTCTTC-3'), os quais 

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

et al., 2016. Para quantificação da carga parasitária, uma curva padrão com diluições de 1:10 de 

DNA de 108 parasitos/mL de T. cruzi homogeneizado em tecido cardíaco não infectado (25mg), 

foi previamente preparada.  

Para a reação de qPCR, 25ng de amostras de DNA, quelante de DNA Power SYBR Green 

PCR Master Mix reagente (Applied Biosystems) e 10μM de cada primer foram utilizados. As 

reações foram processadas em aparelho termociclador ABI7300 (Applied Biosystems). Os 

parâmetros 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). Após a elongação final do qPCR, as 

amostras foram submetidas à variação de temperatura de 50ºC para 95°C, com aumento gradual de 

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

4.14  Dosagem dos níveis de citocinas no tecido cardíaco, esplênico e soro 

 Para dosagem dos níveis de citocinas do tecido cardíaco e esplênico, fragmentos dos órgãos 

macerados foram imersos em solução de PBS contendo protease inhibitor cocktail (1 comprimido 

diluído em 50 mL de PBS -Complete, Sigma Aldrich). Após homogeneização em homogeneizador 

de tecidos, a quantificação do total de proteínas e citocinas foi realizada. Os níveis séricos de 

diferentes citocinas foram mensurados, a partir do sobrenadante de amostras de sangue 

centrifugadas colhidas dos camundongos infectados ou não. O sobrenadante de células infectadas 

por 96 horas, foi também utilizado para quantificação de citocinas. Os níveis de IFN-γ, TNF-α, IL-

10 e IL-4 foram mensurados com a utilização do BD OptEIA™ ELISA kit, seguindo-se todas 

recomendações fornecidas pelo fabricante.  

4.15  Reação de imunofluorescência indireta 

 Lâminas contendo cortes histológicos foram utilizadas para reação de imunofluorescência 

indireta. Primeiramente, a parafina dos cortes foi removida com imersão em xilol e álcool, em 

seguida, as lâminas foram tratadas com cloreto de amônia 50mM por uma hora. Seguiu-se de 

bloqueio antigênico para evitar marcação inespecífica com BSA a 4% (Albumina de Soro Bovino) 

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

Após lavagens em PBS 1x, as lâminas foram incubadas overnight com anticorpo policlonal 

de coelho anti-rP21 e anticorpo policlonal anti-T. cruzi feito em camundongo, diluídos ambos em 

PGN-saponina na proporção de 1:100. Se utilizou como anticorpo secundário, IgG anti-rabbit 

Alexa Fluor® 488 (cor verde) (Thermo Fisher Scientific, USA) e IgG - TRITC anti-mouse feito 

em rato (cor vermelha), ambos na diluição de 1:200 em solução de PGN-saponina.  

Após lavagens com PBS, as lâminas foram montadas em glicerol tamponado com 0,1M 

Tris pH 8,6 e 0,1% parafenilenodiamina (PPD, agente anti-fading). As imagens foram adquiridas 

por meio do microscópio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M, 

acoplado com sistema de aquisição de imagens. 
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4.16 Avaliação da produção de P21 nativa por amastigotas intracelulares e epimastigotas 

submetidos a diferentes tipos de estresses 

Para simular condições de estresses em que diferentes formas evolutivas de T. cruzi são 

submetidos durante seu ciclo biológico, mioblastos C2C12 contendo amastigotas intracelulares 

foram tratados ou não com IFN-γ (10ng/ml) por 96 horas, enquanto formas  epimastigotas foram 

incubadas em meio LIT pH 7,2 contendo ou não soro fetal bovino, por 48 horas. Após o tempo de 

incubação descrito anteriormente para cada situação, as amostras foram armazenadas em Ribozol, 

para posterior extração de RNA ou foram lisadas e armazenadas para realização de ELISA, 

conforme descrito em detalhes a seguir. 

4.16.1  Extração de RNA e síntese de DNA complementar (cDNA)  

 Para a extração de RNA, foi utilizado o RiboZol™ Plus RNA Purification Kit (Amresco), 

de acordo com as recomendações do fabricante. As concentrações assim como a qualidade do RNA 

extraído foram determinadas a 260/280 nm em espectrofotômetro NanoDrop 2000c UV-Vis 

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

 Para síntese de DNA complementar foi utilizado o High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com as recomendações do fabricante. Utilizou-

se 5 μg de RNA em um volume de 13 μL e a reação 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 37ºC durante 120 minutos. Em seguida, as amostras foram aquecidas até 

85ºC durante 5 minutos e, finalmente resfriadas a 4°C. O cDNA foi armazenado a -20°C até o uso. 

4.16.2   Quantificação dos níveis transcricionais relativos de P21 por RT-qPCR em 

tempo real 

A quantificação gênica 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 níveis transcricionais da P21 por meio do par de iniciadores P21fw 

(5'-AACGCCACC ATCAATCTTTTG -3 '), P21rv (5'-CGTCGCATTCCTCATTTCTTC-3'), que 

resulta na amplificação de fragmento de 65 pares de base T. cruzi. Como gene controle da reação, 

se utilizou o D71/D72 (fw 5'- AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3' e rv 5'-
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TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3'), o qual amplifica um fragmento de 105 ou 123 pb de RNAr 

24Sα D71/D72 (SOUTO; ZINGALES, 1993).  

Cada reação continha 6,25 µL de SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied 

Biosystems), 0,4 µM de cada iniciador, e 50 ng de cDNA (volume total da reação de 13 µL). Foram 

usadas condições de ciclização padrão, tal como recomendado pelo fabricante: 95°C durante 10 

min, (95ºC durante 15 segundos, 60°C durante 1 min) x 40 ciclos, e a análise da temperatura de 

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

Cada reação de PCR foi realizada em triplicada, e controles sem cDNA foram incluídos. 

Todas as análises foram realizadas em duplicata. Além disso, a análise da temperatura de melting 

foi realizada em cada ensaio, a fim de detectar a amplificações inespecíficas. Os níveis relativos de 

expressão gênica foram analisados pelo método 2-ΔΔCt, onde ΔΔCt = ΔCT animais infectados (Ct 

do gene alvo - Ct gene controle da reação - ΔCT animais de não infectados (Ct de gene alvo - Ct 

do gene controle da reação). Os valores extremos não foram incluídos na análise estatística. 

4.16.3  Ensaio de ELISA para detecção de P21 nativa  

 Foi realizado ensaio de ELISA, do inglês Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay, para 

detecção de P21 nativa no extrato de células infectadas e de epimastigotas. Para isso, microplacas 

de 96 poços foram sensibilizadas overnight a 4°C com 50 µL de extrato bruto obtido por lise em 

tampão RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer – Sigma Aldrich), anteriormente dosados e 

normalizados para 50µg/mL de proteínas totais em tampão carbonato – bicarbonato a 0,06 M e pH 

9,6.     

 Após lavagens em PBS – Tween 0,05%, se adicionou anticorpo policlonal anti-P21 feito 

em coelho na diluição de 1:200 nos poços, seguido de incubação por 1 hora a 37°C. Em sequência, 

a placa foi incubada com anticorpo secundário anti-rabbit IgG conjugado com HRP (A0545 Sigma 

Aldrich) por 1 hora a 37° C. A reação foi revelada com adição do substrato enzimático H2O2 0,03% 

e O-Fenilenodiamina em tampão citrato-fosfato 0,1M, pH 5.0, com interrupção pela adição de 

H2SO4 a 2N. A densidade óptica (OD) foi determinada a 492nm. A proteína recombinante P21 foi 

utilizada para construção de curva padrão com concentração inicial de 200µg/mL seguindo de 

diluição seriada.  
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4.17  Análise estatística  

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão dos ensaios realizados em 

triplicada. As diferenças significativas foram determinadas utilizando testes t Student’s, Mann-

whitney (two-sided), one-way ou two-way ANOVA e testes de múltiplas comparações: Turkey’s 

(amostras paramétricas) ou Dunn’s (amostras não paramétricas), de acordo com o design 

experimental (GraphPad Prism software, versão 6.01). As diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. 

4.18 Normas de biossegurança  

Todos os procedimentos envolvendo manuseio de amostras biológicas e reagentes, bem 

como a utilização de equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biossegurança 

descritas por Mineo (2005). 

5.  Resultados e Discussão 

 

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

a multiplicação de T. cruzi in vitro  

A rP21 liga-se ao receptor CXCR4 e promove a ativação da via de sinalização PI3-quinase, 

resultando no remodelamento do citoesqueleto de actina em macrófagos peritoneais 

(RODRIGUES et al., 2012b). Para determinar se a rP21 teria ação no citoesqueleto de actina em 

células musculares, tratamos mioblastos murinos C2C12 com a proteína recombinante por 96 horas 

a 40µg/ml. Conforme podemos observar na Figura 4-A, a análise por microscopia confocal de 

células C2C12 marcadas com faloidina-TRITC, mostra que o tratamento com a rP21 aumentou a 

polimerização do citoesqueleto de actina, resultado esse confirmado pela citometria de fluxo 

realizada com as células nas mesmas condições (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 polimerização do citoesqueleto de actina se estende a vários tipos celulares. 

A capacidade da rP21 de induzir fagocitose inespecífica foi previamente descrita por 

Rodrigues et al., (2012b), onde macrófagos peritoneais incubados com partículas de zymosan, 

tratadas com diferentes concentrações de rP21, apresentaram maior número de partículas 
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internalizadas que o grupo controle não tratado. No entanto, o efeito da rP21 na replicação 

intracelular do parasita ainda era desconhecido.  

Aqui utilizamos duas cepas representativas dos dois maiores grupos genéticos de T. cruzi, 

a cepa G, que pertence a TcI e a cepa Y, pertencente a TcII. A cepa G possui baixa infectividade 

in vivo, enquanto a Y é altamente virulenta (MAGALHÃES 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 número reduzido de parasitas intracelulares, quando infectadas tanto com 

a cepa Y quanto G, o que mostrou que o efeito em conter a replicação de T. cruzi não se restringe 

à um grupo genético ou cepa específica.  

Realizamos também citometria de fluxo de mioblastos C2C12 infectados com a cepa Y de 

T. cruzi, onde vimos que o tratamento com rP21 levou à reduzida marcação para o parasita (FITC) 

com concomitante aumento da fluorescência de F-actina (TRITC) (Figura 4-E). Esses achados nos 

levam a propor que a maior polimerização do citoesqueleto de actina induzida pelo tratamento com 

rP21 poderia formar uma barreira física intracelular, a qual dificultaria a replicação de T. cruzi.  

A importância do citoesqueleto de actina durante a replicação do parasita já foi demonstrada 

anteriormente por outros autores (WOOLSEY AND BURLEIGH, 2004; MOTT et al., 2009; 

ARAÚJO et al., 2016). Durante a polimerização do citoesqueleto de actina, a proteína 1 tipo 1 

associada a filamentos de actina (AFAP-1L1) da família AFAP interage com cortactina e está 

localizada em locais de polimerização dinâmica de actina. A mesma pode ser ativada por estímulos 

externos para promover rearranjos do citoesqueleto (SNYDER et al., 2011). Foi visto que células 

nocautes para AFAP-1L1, as quais apresentaram menor polimerização de actina,  possuíram maior 

taxa de replicação intracelular de T. cruzi da cepa Y. Ou seja, uma diminuição da polimerização 

do citoesqueleto de actina leva à um ambiente livre de barreiras para multiplicação parasitária 

(ARAÚJO et al., 2016). Outros autores relataram que um citoesqueleto mais rígido, retém o 

parasita dentro da célula hospedeira (WOOLSEY AND BURLEIGH, 2004), enquanto que o seu 

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

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

a entrada do parasita na célula no momento da invasão e em seguida ajuda em seu confinamento 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X16304260#bib0055
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no ambiente intracelular. Tal confinamento protege o protozoário do ataque do sistema 

imunológico do hospedeiro, resultando na sua permanência e sobrevivência no organismo 

infectado. 
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Figura 4. A rP21 aumenta a polimerização do citoesqueleto de actina em mioblastos C2C12 e diminui 

a replicação intracelular de T. 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 polimerização do citoesqueleto de actina. Imagens representativas da marcação para F-

actina do grupo controle e tratado com rP21 são mostradas. B. Citometria de fluxo de mioblastos C2C12 

tratados ou não rP21, confirmaram o aumento da polimerização de citoesqueleto de actina. C e D. Células 

foram infectadas com TCTG (C) ou TCTY (D) e, posteriormente tratadas ou não com rP21. A proteína 

recombinante diminuiu a multiplicação in vitro de ambas as cepas. Parasitos foram marcados com anticorpo 

FITC- conjugado (verde) e F-actina com faloidina-TRITC (vermelho). Imagens representativas são 

mostradas. E. Análise por citometria de fluxo de células infectadas com a cepa Y mostra menor marcação 

para T. cruzi quando realizado o tratamento com rP21, enquanto apresenta maior marcação para (F) actina. 

G. Representação da distribuição das células em análise por citometria de fluxo da dupla marcação para T. 

cruzi e actina no grupo controle e (H) no grupo tratado com rP21. Os dados são expressos pela média ± 

desvio padrão (SD) dos experimentos realizados em triplicata. As diferenças estatísticas foram determinadas 

utilizando o teste t Student (two-sided) (A, B, C, D, E, F). As diferenças foram consideradas significativas 

quando p<0,05.  

 

Além da barreira física citoplasmática constituída de actina filamentosa (F-actina), outros 

mecanismos desencadeados pela rP21 poderiam afetar potencialmente a multiplicação do parasita. 

Assim, testamos se a rP21 possui efeito em induzir a produção de moléculas inflamatórias que 

levariam a morte ou diminuição da viabilidade de T. cruzi dentro da célula. Utilizamos como 

controle de ativação celular pró-inflamatória, a citocina recombinante IFN- γ na concentração de 

10ng/ml, previamente padronizado por MARTINS, 2015. A análise da produção de óxido nítrico 

(NO) mostrou que o tratamento com IFN-γ e rP21 aumentou os níveis de óxido nítrico liberados 

por células infectadas com T. cruzi (Figura 5-A). Realizamos também dosagens de diferentes 

citocinas no sobrenadante de células infectadas com a cepa Y, a mesma que utilizamos na infecção 

experimental aguda descrita posteriormente, e observamos que o tratamento de células C2C12 

infectadas com cepa Y com rP21 aumentou a produção de IFN-γ (Figura 5-B ) e IL-4 (Figura 5-

C), enquanto diminuiu a produção de IL-10 em comparação com as células não tratadas (controle) 

(Figura 5-E). Enquanto isso, não foram observadas diferenças para os níveis de TNF-α produzidos 

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

Observamos que as células tratadas com rP21, apresentaram maior produção de NO e IFN- 

γ. Sabe-se que a citocina (IFN- 𝛾) induz a transcrição do gene codificador da enzima óxido nítrico 

sintase (iNOS), que aumenta a produção de óxido nítrico (MACCABE et al., 1991; GAZZINELLI 

et al., 1992). A importância de ambas moléculas durante a infecção por T. cruzi é vista pela 

administração de IFN-γ à camundongos na fase aguda, o que resulta em diminuição da parasitemia 
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e mortalidade dos animais (REED, 1998). Enquanto isso, o tratamento com inibidores de óxido 

nítrico resulta em aumento da parasitemia e da taxa de mortalidade dos camundongos infectados 

(VESPA et al., 1994; PETRAY et al., 1995). Em relação ao aumento de IL-4 induzido por rP21, 

tal resultado corrobora com o visto em modelos de implantes de esponja in vivo desprovidos de 

infecção (TEIXEIRA et al., 2015).  

A ativação da citocina IFN- γ, juntamente o aumento da produção de óxido nítrico, poderia 

resultar na morte do parasita intracelular. Para analisar se a viabilidade dos amastigotas 

intracelulares era alterada pelos tratamentos supracitados (IFN- γ e rP21), fizemos a recuperação 

destes parasitas por lise celular. Tais amastigotas foram deixados em meio de cultura LIT pH 7,2 

para sua diferenciação em epimastigotas e posterior replicação. Avaliamos, depois de 10 dias, a 

quantidade de epimastigotas diferenciados e provenientes de cada situação. Como podemos ver na 

Figura 5-F, o tratamento com rP21 não gerou qualquer efeito na viabilidade do amastigota em se 

diferenciar em epimastigota, ao contrário do tratamento com IFN- γ, que reduziu a diferenciação e 

replicação de epimastigotas.   

A resposta imunológica de perfil Th1 é caracterizada pela produção de citocinas como IL-

2, IL-12 e IFN-γ por macrófagos, neutrófilos e linfócitos, estando diretamente envolvida com a 

imunidade contra parasitos intracelulares (ex: T. cruzi). Enquanto isso, o fenótipo Th2 é 

caracterizado pela secreção de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, o qual confere imunidade 

principalmente contra parasitos extracelulares, como helmintos. Vários autores indicam que a 

persistência do parasita está relacionada com o balanço entre o fenótipo Th1 e Th2 (BERN et al., 

2011; SAMUDI et al., 1998; DE MORAIS et al., 2015).  Um exemplo disso deu-se em estudo onde 

realizou-se a análise de células polimorfonucleares em crianças com DC assintomática na fase 

crônica, as quais apresentaram altos níveis de mRNA  de IL-4, sugerindo que o balanceamento 

entre as respostas do tipo Th1 e Th2 suprime a carga parasitária 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 produção de IFN-γ e óxido nítrico pelas células tratadas 

com rP21, o amastigota não sofreu diminuição de sua viabilidade e capacidade em se diferenciar 

em outras formas evolutivas. Tal fenômeno pode ser justificado pela ativação da produção de IL-4 

concomitante com a de moléculas pró-inflamatórias, sugerindo ativação imunológica difusa, 
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levando a um balanço entre a resposta imune Th1 ou Th2, o que, provavelmente, permitiu a 

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

O tratamento de epimastigotas com a proteína recombinante P21 leva a prolongação do 

parasito na fase G1, diminuindo a fase de síntese S (TEIXEIRA, 2018). Além disso, sabe-se que a 

atuação da rP21 no arresto do ciclo celular é específica para T. cruzi, não tendo sido observado 

qualquer efeito na espécie L. (L) amazonensis. A progressão de qualquer célula eucariótica no ciclo 

celular é seletiva, sendo que a transição de G1 a fase S ocorre dependendo da presença ou não de 

nutrientes e 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 proporção 

dos parasitos se encontra na fase G1, sendo que voltam vagarosamente ao estado replicativo normal 

após a retirada da droga.  Essa plasticidade de modular o ciclo celular frente a situações estressantes 

no ambiente mostra que T. cruzi possui um sofisticado senso de resposta à estímulos externos, 

sendo uma importante forma de persistência do parasita no tecido do hospedeiro mamífero 

(DUMOULIN E BURLEIGH, 2018).   

Nesse contexto, acreditamos que a atuação da rP21 na diminuição da replicação intracelular 

do parasito deve-se a um conjunto de fatores, na qual haveria atuação da barreira física 

citoplasmática devido ao citoesqueleto de actina mais polimerizado, bem como a existência de 

moléculas imunes produzidas pela célula hospedeira. Ambos mecanismos atuariam 

concomitantemente controlando a replicação e a indução da modulação do ciclo celular do parasita. 

No entanto, os mecanismos que explicariam tais fenômenos e a forma com que se relacionam ainda 

precisam ser esclarecidos.  



53 
 

 

Figura 5. O tratamento com rP21 aumenta a produção de óxido nítrico (NO), IFN-γ e IL-4 por 

mioblastos infectados com cepa Y de T. cruzi, sem causar a morte do parasita. A. Os níveis de nitrito 

no sobrenadante de mioblastos infectados ou não e tratados com IFN-γ e rP21 foram mensurados e se 

mostraram maiores quando as células foram tratadas com rP21 ou IFN-γ. B. Mioblastos C2C12 infectados 

com a cepa Y e tratados com rP21 tiveram maior produção de IFN-γ e de (C) IL-4. Não foi observada 

diferença nos níveis de TNF-α nos diferentes grupos analisados (D), enquanto o tratamento com 

rP21diminuiu os níveis de IL-10 (E). F. A habilidade dos amastigotas intracelulares recuperados de 

mioblastos tratados com rP21, de se diferenciarem em epimastigotas não foi alterada. Os dados estão 

expressos pela média ± desvio padrão (SD) dos experimentos realizados em triplicata. As diferenças 

estatísticas foram determinadas utilizando o one-way ANOVA e o teste de Tukey’s para múltiplas 

comparações (A, B, C, D, E, F). As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 

 

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

de T. cruzi no tecido cardíaco 

Observado o efeito da rP21 em diminuir a replicação in vitro, decidimos avaliar o efeito da 

rP21 durante a infecção aguda experimental por T. cruzi. Para isso, animais BALB/c foram 

infectados com duas cargas parasitárias diferentes: 106 e 105 de tripomastigotas na região 

subcutânea. O tratamento com PBS ou rP21 (100µg / animal) foi realizado no momento da infecção 
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e repetido no 5º e 15º dias pós-infecção. Nos animais infectados com 106 parasitos, foi observado 

um pico de parasitemia em torno do 8º dpi, sendo que o número de tripomastigotas sanguíneos foi 

significativamente maior no grupo tratado com rP21 neste momento da infecção (Figura 6-A). 

Enquanto isso, os animais infectados com 105 parasitos e tratados com rP21mostraram pico de 

parasitemia em torno do 5º dpi, enquanto o grupo tratado com PBS apresentou pico em torno do 7º 

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

Sabe-se que a rP21 aumenta a internalização de T. 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 fenômeno se mantém in vivo, uma vez que 

a inoculação dos parasitas concomitantemente com a proteína recombinante promove a maior 

internalização desses protozoários, o que culmina na antecipação, bem como em um maior pico de 

parasitemia, nos animais tratados com rP21.  

O tratamento foi também realizado nos dias 5 e 15 pós-infecção e observamos, pela análise 

de parasitemia subsequente, que o número de parasitas sanguíneos diminuiu ao longo do tempo 

nos grupos tratados com rP21 em ambos inóculos utilizados (Figura 6-A e 6-B). A análise 

histológica de tecido cardíaco mostrou redução significativa de ninhos de amastigotas nos animais 

tratados com rP21 (Figura 6-C). Foram encontrados ninhos em níveis quantificáveis apenas nos 

animais infectados com 106 parasitos, enquanto aqueles infectados com 105 foram passíveis de 

mensuração apenas por meio de qPCR. Os resultados de qPCR de tecido cardíaco mostraram que 

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

A diminuição da carga parasitária nos grupos infectados que receberam o tratamento com 

rP21, corroboram com nossos achados in vitro, relatados aqui anteriormente. Assim, fica 

demonstrado que os efeitos biológicos da rP21 observados in vitro, se mantem in vivo, uma vez 

que a proteína aumentou a invasão de T. cruzi no hospedeiro, quando inoculada 

concomitantemente, como também controlou a replicação parasitária por meio dos tratamentos que 

se seguiram. Teixeira (2018) observou por meio de ensaio de infecção crônica experimental, que o 

tratamento com rP21 reduziu a carga de T. cruzi no tecido cardíaco em 50%, após 6 semanas de 

infecção, e com tratamento realizado a cada 72 horas. No entanto, no mesmo modelo de infecção 

com L. (L) amazonensis, a carga parasitária 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 parasitária 

de T. cruzi no coração. Animais BALB/c foram infectados com 106 (A) ou 105 (B) tripomastigotas na região 

subcutânea, e tratados com PBS ou rP21 (100µg) nos dias 0, 5 e 15 dias pós-infecção (dpi). A parasitemia 
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foi realizada a partir do 5º dpi. A. A contagem de tripomastigotas sanguíneos mostrou que o tratamento com 

rP21 levou a maior pico de parasitemia no 8º dia pós-infecção em animais infectados com 106 parasitos. B. 

A cinética de parasitemia de animais infectados com 105 mostrou pico antecipado naqueles tratados com 

rP21. C. O tratamento com a proteína recombinante diminui o número de ninhos de amastigotas no tecido 

cardíaco. Imagens representativas são mostradas, os retângulos destacam ninhos de amastigotas. Coloração 

feita com HE. Aumento de 100x. D e E. A quantificação de carga parasitária feita por qPCR mostra 

diminuição de T. cruzi no tecido cardíaco, quando é realizado o tratamento com rP21. (D) Inóculo de 106. 

(E) Inóculo de 105. Os dados estão expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 animais) ± 

desvio padrão de experimentos realizados em triplicata (qPCR). Diferenças estatísticas foram determinadas 

utilizando-se o teste two-way ANOVA (A, B), teste t Student’s (two-sided) (C) e Mann-Whitney (D, E). As 

diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05.   

 

5.3  A proteína P21 recombinante diminui o dano cardíaco, preservando a arquitetura 

vascular, diminuindo fibrose e o infiltrado inflamatório  

Realizamos a análise qualitativa do tecido cardíaco nos diferentes grupos de animais. A 

Tabela 1 mostra as diferentes variáveis analisadas conforme a intensidade, onde foi visto que o 

infiltrado inflamatório foi intenso (+++) no grupo infectado com 106 e tratado com PBS (Figuras 

7-C e E), moderado (++) no grupo infectado com 106 e tratado com rP21 (Figuras 7-D e F), 

moderado no grupo infectado com 105 e tratado com PBS (++) (Figura 7-G) e leve (+) no infectado 

com 105 e tratado com rP21 (Figura 7-H). As setas pretas apontam o infiltrado inflamatório 

presente no tecido cardíaco dos diferentes grupos na Figura 7. Assim, em ambos os inóculos de 

parasitas utilizados para início da infecção, o tratamento com rP21 diminuiu a intensidade do 

infiltrado inflamatório.   

Outro parâmetro analisado (Tabela 1) foi a destruição tecidual no coração dos diferentes 

grupos. Apenas o grupo Infectado-106 +PBS apresentou destruição tecidual intensa (+++), 

enquanto os demais grupos infectados tiverem dano leve (+). A presença de ninhos de amastigotas 

cardíacos (retângulo) foi intensa (+++) no grupo infectado com 106 e tratado com PBS (Figura 7-

E), moderada (++) no infectado com 106 e tratado com rP21, leve (+) no infectado com 105 e tratado 

com PBS e ausente no infectado com 105 e tratado com rP21. Tal resultado vai de encontro com a 

carga parasitária mensurada por qPCR na Figura 6-D e 6-E, e evidencia que a resposta inflamatória 

e destruição tecidual está diretamente ligada a carga de T. cruzi utilizada no momento do inóculo.  

Foi observada calcificação do epicárdio moderada (++) nos animais do grupo Infectado-

106 +PBS e leve (+) no grupo Infectado-106 +rP21 (Figura 7-C, seta branca), estando ausente nos 

animais infectados com 105 parasitas (Figura 7-F e G). A calcificação do epicárdio pode ser 
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resultado da destruição tecidual envolvendo morte celular e desnaturação de proteínas cardíacas, o 

que promove a precipitação de sais de cálcio, mecanismo este conhecido como calcificação 

distrófica (VIZCAÍNO-CASTILLO et al., 2014). Esse tipo de calcificação associa-se com lesão 

inespecífica do tipo degenerativa ou necrótica, sendo sugerido que a mesma é precedida de morte 

celular e injúria tecidual (ZHAO et al., 2009; VIZCAÍNO-CASTILLO et al., 2014).  

No presente estudo, vimos que a calcificação coincide com o intenso infiltrado inflamatório, 

indicando uma relação entre o esforço para controle da infecção e o desenvolvimento da lesão 

(Figura 7-C). Foi recentemente relatado o aparecimento de calcificação e necrose de fibras 

musculares esqueléticas em decorrência da infecção com T. cruzi do grupo TcII, o mesmo da cepa 

Y utilizada aqui (SOLANA et al., 2012; VIZCAÍNO-CASTILLO et al., 2014). Placas de 

calcificação são estimuladas por macrófagos presentes no infiltrado inflamatório, uma vez que 

essas células enviam sinais osteogênicos para células musculares lisas vasculares (IKEDA et al., 

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

Dessa forma, a análise qualitativa do tecido cardíaco dos diferentes grupos mostra que há 

maior preservação da arquitetura tecidual nos animais infectados e tratados com a proteína rP21, 

independente da carga de inóculo. Essa preservação tecidual aparenta ter relação com contenção 

da replicação parasitária, onde T. cruzi confinado em ambiente intracelular resultaria em menor 

estímulo da resposta imunológica e, consequentemente, menor dano ao hospedeiro. Ao se manter 

dentro das fibras cardíacas, o parasita estaria menos propenso ao ataque do sistema imune, o que 

resultaria na perpetuação da infecção.    

 Grupos 
Infiltrado 

inflamatório 
Dano 

tecidual 
Calcificação do 

epicárdio 
Ninhos de 

amastigotas 

Controle PBS - - - - 

Controle rP21 - - - - 

Infectado PBS - 106 +++ +++ ++ +++ 

Infectado rP21 - 106 ++ + + ++ 

Infectado PBS - 105 ++ + - + 

Infectado rP21 - 105 + + - - 
Tabela 1. Análise qualitativa das alterações no tecido cardíaco. Os diferentes fatores foram analisados 

conforme a intensidade, sendo o símbolo +++ atribuído para intenso, ++ para moderado, + para leve e – 

para ausente. 
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Figura 7. Imagens representativas de alterações histológicas cardíacas causadas pela infecção com 106 

ou 105 tripomastigotas de T. cruzi e os efeitos do tratamento com rP21. Camundongos foram infectados 
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com 106 ou 105 tripomastigotas de T. cruzi e tratados ou não nos dias 0, 5 e 15 pós-infecção com rP21 

(100µg/animal). Após 21 dias, os animais foram eutanasiados e fragmentos do coração foram analisados. 

A. Grupo não-infectado e tratado com PBS. B. Grupo não infectado e tratado com rP21.  C e D. Grupos 

infectados com 106 tripomastigotas e tratado com PBS (C) e rP21 (D). Aumento de 100x. E e F. Infectados 

com 106 e tratados com PBS (E) ou rP21 (F). Aumento de 400x. G e H. Animais infectados com 105 

tripomastigotas e tratados com PBS (G) e rP21 (H). Aumento de 400x. A seta branca aponta para área de 

calcificação. As setas pretas apontam para áreas de infiltrado inflamatório. O retângulo preto evidencia 

ninho de amastigotas. Coloração com HE. Análise descritiva é feita na Tabela 1. 

 

 Analisamos o impacto da proteína durante o processo de angiogênese nos grupos de animais 

infectados ou não. Como previamente descrito por Teixeira et al., (2015), a rP21 inibe a 

angiogênese in vivo e in vitro. Em modelo de implante de esponjas, foi observado diminuição na 

quantidade de hemoglobina nas esponjas tratadas com rP21 e menor número de vasos sanguíneos 

comparado ao grupo controle. No mesmo trabalho, células murinas endotelias derivadas de 

hemangioma tímico (células tEnd) foram tratadas com diferentes concentrações de rP21 e tiveram 

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

Nosso estudo foi de encontro a esses dados, onde o tratamento com rP21 em camundongos 

não-infectados reduziu significativamente a quantidade de vasos sanguíneos no coração (Figura 

8-A). No entanto, observamos diferente efeito nos grupos de animais infectados. A infecção por T. 

cruzi em si diminui a quantidade de vasos no tecido cardíaco, uma vez que vemos acentuada 

redução de vasos nos grupos infectado com 106 e tratado com PBS e infectado com 105 e tratado 

com PBS, quando comparado ao grupo não infectado-PBS (Figura 8-A). Por conseguinte, a rP21 

levou a preservação de parte da arquitetura vascular do tecido cardíaco dos animais infectados com 

a maior carga de T. cruzi (106tripomastigotas) quando comparado ao grupo infectado com 106 

parasitos e tratados com PBS (Figuras 8-A e 8-B). Não há diferença estatística entre os grupos 

infectados com 105 tripomastigotas.  

 A modulação de expressão gênica de fatores ligados à angiogênese promovida pela rP21 

foi anteriormente estudada com a utilização de células tEnd em modelos de cultura 2D e 3D 

(TEIXEIRA et al., 2017). Análises mostraram que o tratamento com a proteína recombinante 

promoveu inibição da proliferação celular e a maior expressão de fatores antiangiogênicos, como 

sFlt-1 e menor expressão de VEGFA, molécula com atividade pró-angiogênica (TEIXEIRA et al., 

2017). Tal modulação da expressão gênica pode justificar o efeito aqui observado, no qual o 

tratamento com rP21 em camundongos não infectados levou à redução dos vasos sanguíneos no 
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tecido cardíaco analisado. No entanto, durante a infecção experimental aguda a rP21 atuou de 

forma indireta na preservação da arquitetura vascular tecidual em animais infectados, ao promover 

menor replicação de T. cruzi, bem como ao induzir menor infiltrado inflamatório e, 

consequentemente menor injúria tecidual e vascular. 

 O efeito da rP21 durante a infecção experimental crônica foi previamente estudada por 

nosso grupo de pesquisa (TEIXEIRA, 2018). No entanto, foi visto diminuição dos vasos 

sanguíneos em animais infectados cronicamente. É possível que a divergência destes resultados 

com a nossa análise se dê pela diferente cinética de infecção e tratamento aplicadas. No ensaio de 

infecção crônica, a infecção durou 42 dias e o tratamento com rP21 aconteceu a cada 72 horas, 

totalizando 14 tratamentos com a proteína. No nosso estudo, os animais foram eutanasiados no 21º 

dia pós-infecção, e o tratamento com a proteína recombinante aconteceu apenas 3 vezes. Assim, 

no caso da infecção crônica estudada por Teixeira (2018), a exposição mais intensa à proteína, 

juntamente com a proteína nativa secretada pelo parasita contido nos ninhos, favoreceu a atividade 

antiangiogênica da rP21 no tecido cardíaco.  
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Figura 8. O tratamento com rP21 preserva a angiogênese cardíaca em animais infectados. A. O 

tratamento de camundongos saudáveis com rP21, reduz o número de vasos sanguíneos no coração. No 

entanto, em animais infectados com 106 tripomastigotas e tratados com rP21, a arquitetura vascular é 

preservada quando comparada com o grupo PBS infectado 106. B. Imagens representativas de cada grupo 

são apresentadas. Coloração feita com HE. Aumento 400x. As setas pretas apontam vasos sanguíneos, os 

asteriscos azuis apontam áreas de infiltrado inflamatório. O retângulo preto evidência ninho de amastigota. 

Os dados são expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 animais) ± desvio padrão. Para o 

cálculo de diferenças estatísticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o Dunn’s para múltiplas 

comparações. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05.  

Estudos in vitro e in vivo tem demonstrado a presença de mastócitos associados à infecção 

cardíaca por T. cruzi (ALMEIDA, PEREIRA, TAFURI, 1975; POSTAN, CORREA, FERRANS, 

TARLETON, 1994; MEUSER-BATISTA et al., 2008). No presente estudo, realizamos a contagem 

de mastócitos totais, granulados e degranulados no tecido cardíaco dos animais e observamos que 

a presença dos mastócitos totais e degranulados foi significativamente menor no grupo infectado 

com 106 e tratado com rP21 (Figura 9-A) quando comparado ao grupo infectado com 106 e tratado 

com PBS. Tal resultado pode ser associado com o menor recrutamento de células inflamatórias 

encontrado nos animais infectados e tratados com rP21(Tabela 1, Figura 7-C e D). Observamos 

que o grupo não infectado e tratado com rP21 (Figura 9-A e 9-B) apresentou tecido cardíaco com 

maior número de mastócitos totais e degranulados quando comparado ao controle e ao grupo 

infectado com 106 e tratado com rP21, corroborando com estudos anteriores onde houve maior 

recrutamento de mastócitos em esponjas que receberam o tratamento com rP21, em animais 

desprovidos de infecção (TEIXEIRA et al., 2015). Não foram observadas diferenças entre os 

grupos na contagem de mastócitos granulados. 

Mastócitos têm sido relacionados com a presença de disfunções cardiovasculares, como 

doença isquêmica cardíaca, infarto experimental do miocárdio, miocardite e insuficiência cardíaca 

(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 à DC experimental e propuseram que a mesma estaria diretamente relacionada com o 

aumento da fibrose tecidual.  

Mastócitos podem responder a estímulos diferentes, e assim, participar de uma ampla 

variedade de processos fisiológicos e patológicos, dependendo da forma como é ativado. Possuem 

grânulos de histamina, mediadores lipídicos e proteases como a quimase e a triptase que, quando 

ativados, entram em processo de degranulação, sendo tais mediadores liberados para o espaço 
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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 mastócitos no tecido cardíaco em animais infectados com 

106, mas não nos animais desprovidos de infecção. Foi realizada a contagem de mastócitos totais, 

granulados e degranulados em tecido cardíaco previamente corados com Azul de Toluidina. A. A contagem 

mostra que a rP21 aumenta o número de mastócitos totais presentes em animais não infectados e tratados 

com rP21. Por outro lado, em animais infectados com 106, o tratamento com rP21 diminui o recrutamento 

dessas células para o tecido cardíaco. Não foi constatada diferença significativa entre os grupos na contagem 

de mastócitos granulados. A quantificação de mastócitos degranulados mostra menor presença no grupo 

infectado com 106 tripomastigotas e tratados com rP21 comparado ao infectado com a mesma carga e tratado 

com PBS e ao grupo não infectado e tratado com rP21. B. Imagens representativas de cada grupo são 

mostradas. Coloração com azul de toluidina. Imagens capturadas no aumento de 400x. As setas amarelas 

apontam para os mastócitos, os asteriscos vermelhos indicam infiltrado inflamatório e o retângulo preto 

evidencia ninho de amastigota. Os dados são expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 

animais) ± desvio padrão. Para o cálculo de diferenças estatísticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e 

o Dunn’s para múltiplas comparações. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 

 

Após degranulação, ocorre o metabolismo de fosfolipídeos e os mastócitos secretam 

diversos mediadores químicos, como fatores de crescimento que estimulam a proliferação de 

miofibroblastos e produção de colágeno (FARAHANI et al., 2010; GARBUZENKO et al., 2002).  

Existe no coração uma rede complexa e organizada de colágeno. Os principais subtipos 

encontrados neste local são os tipos I e tipo III, os quais correspondem a 95% do colágeno total. 

Dentre as principais funções dessas macromoléculas encontram-se a regulação da apoptose, da 

distensão do músculo cardíaco, bem como da transmissão de força durante a contração. Além disso, 

o colágeno relaciona-se à maior resistência a deformações patológica (ZANNAD et al., 2010; 

AZEVEDO et al., 2015).  

Resolvemos assim, analisar as alterações na deposição do colágeno no tecido cardíaco, 

causadas pela infecção e tratamento com rP21. A avaliação da deposição de colágeno total, mostrou 

que o tratamento com rP21 diminuiu a área de fibrose cardíaca, de forma independente do inóculo 

de T. cruzi utilizado (Figura 10-A e B). A avaliação por microscopia polarizada mostrou que o 

tratamento com rP21 diminuiu a porcentagem (%) de área ocupada pelos colágenos tipo I e tipo III 

nos animais infectados (Figura 10-C, D e E). A área total de fibrose encontrada nos grupos 

infectados com 105 parasitos foi menor que nos grupos infectados com 106 (Figura 10-A). Esta 

relação foi também observada para o colágeno tipo III (Figura 10-E), sendo esse efeito explicado 

por se esperar que um inoculo maior de T. cruzi resulte em maior lesão tecidual e fibrose.  
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Durante a cardiomiopatia chagásica, são observadas inflamação do miocárdio, necrose e 

fibrose reparativa e reativa. A análise histológica de miocárdios de infecção experimental e de 

humanos mostram a deposição de grossas fibras de colágeno em torno dos cardiomiócitos 

(ANDRADE et al., 2011; LE LOUP et al., 2011; NOVA-RABELO et al., 2018). A progressão da 

fibrose está correlacionada com a dilatação ventricular, disfunção sistólica e arritmias ventriculares 

(DIAS et al., 1956). A maior área de fibrose observada no tecido cardíaco de animais infectados 

com 106 parasitas e tratados com PBS está diretamente relacionada com o maior dano tecidual e 

infiltrado inflamatório previamente relatado (Tabela 1, Figura 7-C e E). Existem vários trabalhos 

relacionando a maior síntese de colágeno com reações imunocelulares intensas (NOVA-RABELO 

et al., 2018), o que também justifica o efeito da rP21 em diminuir a área de fibrose nos animais 

infectados (Figura 10), tendo em vista que o nível de destruição tecidual foi menor nestes grupos.  

Além dos colágenos tipo I e III, existe no miocárdio uma pequena proporção de colágenos 

tipo IV, V e VI, de pequena rigidez (SATO et al.,1983). O colágeno tipo I é mais resistente e 

predomina em estruturas como os tendões, sendo o tipo III mais flexível (BASHEY et al., 1992). 

O colágeno tipo IV é 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 miócitos (BASHEY 

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

Diversos estudos correlacionam a cardiomiopatia chagásica crônica com aumento de 

deposição espessa e densa de colágeno em substituição a regiões anteriormente ocupadas por 

cardiomiócitos (ROSSI, 1998). Tal remodelação da matriz extracelular predispõem o indivíduo à 

insuficiência e arritmias cardíacas (ROSSI JR et al., 2009; VILELA, 2015).   

Aqui vimos que o grupo de animais infectados com 106e tratados com PBS, apresentou 

maiores níveis de mastócitos totais e degranulados, junto com maior área de fibrose, e menor 

número de vasos sanguíneos do que animais infectados e tratados com rP21 (Figura 9 e Figura 

10). Tal relação entre mastócitos, fibrose, e destruição da arquitetura vascular, já foi anteriormente 

vista em outros estudos. Pacientes chagásicos crônicos apresentaram maior porcentagem de 

colágeno correlacionado com alta densidade de mastócitos e ainda número reduzido de vasos 

sanguíneos no coração (PEREIRA et al., 2007; ROLDÃO et al., 2012; VILELA, 2015). Este 

fenômeno é parcialmente explicado pelo fato de mastócitos liberarem mediadores químicos, os 

quais estimulam o processo inflamatório e a produção de colágeno (GALLI et al., 2008; 



66 
 

GARBUZENKO et al., 2002). A menor densidade de vasos sanguíneos existente no grupo 

Infectado-106+PBS, por conseguinte, possivelmente relaciona-se com o fato da fibrose predispor à 

apoptose de células endoteliais, favorecendo a regressão de vasos sanguíneos (AMMENDOLA et 

al., 2013).  

Assim, com base em todas análises histológicas realizadas nesse trabalho, evidenciamos 

que o tratamento com a rP21 durante a infecção aguda por T. cruzi foi benéfica aos camundongos, 

uma vez que diminuiu a replicação parasitária no coração, o que levou a menor recrutamento de 

células inflamatórias e, consequentemente, menor dano tecidual e menor fibrose. Enquanto isso, 

nos grupos infectados + PBS, podemos ver uma sequência de eventos que culmina em maior 

comprometimento do tecido cardíaco. A inflamação exacerbada, induz a morte dos cardiomiócitos 

e a presença de mastócitos, estimula a produção de colágeno que, por sua vez, predispõe à apoptose 

de células endoteliais e diminui a densidade de vasos sanguíneos.  
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Figura 10. A rP21 diminui área de fibrose e os níveis de colágeno tipo I e tipo III no tecido cardíaco 

de animais infectados com T. cruzi. A. Quantificação de área total de fibrose mostra que o tratamento com 

rP21 diminui a deposição de colágeno em animais infectados ou não com T. cruzi. B. Imagens 

representativas de tecido cardíaco corado com Picrossirius Red são mostradas. Aumento de 100x. As setas 

pretas apontam para regiões vermelhas, onde se pode observar a presença de colágeno. C, D e E. Análise 

por microscópio de luz polarizada mostrou a porcentagem de área ocupada por colágeno do tipo I (D) e tipo 

III (E) no tecido cardíaco. Se pode observar que a rP21 diminui a % de colágeno tipo I (cor vermelha) e III 

(cor verde) em animais infectados com T. cruzi, mas não naqueles não infectados. C. Imagens 

representativas são mostradas: colágeno tipo I (cor vermelha), III (cor verde), sobreposição de ambos (cor 

amarela/alaranjada). Coloração com Picrossirius Red. Aumento de 200x. Os dados são expressos como 

média de cada grupo (N amostral de 10 animais) ± desvio padrão. Para o cálculo de diferenças estatísticas, 

foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o Dunn’s para múltiplas comparações. As diferenças foram 

consideradas significativas quando p<0,05. 

 

5.4  rP21 estimula a produção simultânea de IFN-γ e IL-10 in vivo 

 Citocinas possuem importante papel no controle da resposta imunológica e estão envolvidas 

nos mecanismos de resistência e imuno-patológicos da DC. A citocina IFN-γ é produzida por 

linfócitos de perfil Th1 e células natural killer. Seu papel protetivo se dá ao ativar macrófagos a 

produzirem outras citocinas protetoras, como a TNF-α, bem como metabólitos tóxicos para o 

parasita, como NO e espécies reativas de oxigênio (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 ação de macrófagos ativados por IFN-γ, inibindo seus metabólitos tóxicos e sua 

diferenciação em Th1 (PUPULIN et al., 2016). Enquanto isso, a citocina IL-4 é secretada por 

mastócitos, eosinófilos e basófilos, sendo uma molécula reguladora da imunidade, a qual induz a 

diferenciação de células T naives (Th0) em Th2 (GADANI et al., 2012).     

Para determinar o perfil imunológico dos camundongos submetidos à infecção e tratamento 

ou não com rP21, nós mensuramos os níveis séricos, cardíacos e esplênicos das citocinas IFN-γ, 

IL-10, IL-4 e TNF-α. Em animais infectados com 106 tripomastigotas, o tratamento com a rP21 

levou a maior produção de IFN-γ no soro, coração e baço (Figura 11-A, B, C), quando comparado 

aos animais tratados com PBS. Além disso, os animais infectados com 106 tripomastigotas e 

tratados com a rP21 apresentaram maior produção de IFN-γ no soro e baço, quando comparado aos 

animais não infectados que receberam o mesmo tratamento (Figura 11-A e C). No coração, o 

grupo infectado com 105 tripomastigotas e tratado com rP21, apresentou maiores níveis de IFN-γ 

que o grupo não infectado e tratado com a proteína (Figura 11-B).   
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Aqui, observamos que os grupos infectados com ambas cargas de tripomastigotas (105 e 

106) e tratados com rP21, apresentaram menor área de fibrose cardíaca e níveis diminuídos do 

colágeno tipo I e tipo III (Figura 10-A, D e E). Tal fenômeno pode estar correlacionado com os 

maiores níveis cardíacos de IFN-γ observados nesses animais (Figura 11 -B), uma vez que esta 

citocina foi descrita como potente inibidora da quimiotaxia e proliferação de fibroblastos, além de 

atuar na diminuição da produção de macromoléculas da matriz extracelular (ADELMANN-GRILL  

et al., 1987; ELIAS et al., 1987). Tal mecanismo se deve pela ação antagônica aos efeitos de TGF-

β (VARGA et al., 1990), uma vez que inibe a produção de colágeno tipo I in vitro e in vivo 

(HASEGAWA et al., 2002) e tipo III (GOLDRING et al., 1985), e diminui a síntese do mRNA de 

todos tipos de pró-colágenos em cultura de condrócitos humanos (GOLDRING et al., 1985).  

A dosagem de IL-10, mostrou maior produção dessa citocina no soro e baço dos animais 

infectados com 106 e que receberam o tratamento com a proteína recombinante (Figura 11-D e F), 

não sendo observada diferença na análise do tecido cardíaco (Figura 11- E).  

Em relação a dosagem de IL-4 e TNF- α, não foram observadas diferenças significativas 

entre os grupos analisados (Figura 12-A, B, C, D, E), com exceção da dosagem de IL-4 do baço 

de animais infectados com 106 parasitas, que mostrou menor produção dessa citocina quando 

comparados aos animais infectados com 105, independente do tratamento realizado (Figura 12-C). 
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Figura 11. Camundongos tratados com rP21 apresentam altos níveis de IFN-γ e IL-10. A. Animais 

infectados e tratados com rP21 mostram maiores níveis de IFN-γ no soro, (B) coração e (C) baço. (D) Não 

foi encontrada diferença entre os grupos na dosagem de IL-10 (D) sérica e (E) cardíaca, mas os níveis estão 

aumentados no tecido esplênico (F) de animais tratados com rP21 e infectados com 106 parasitas. As 

citocinas foram dosadas com a utilização do BD OptEIA™ ELISA kit, de acordo com as instruções 

fornecidas pelo fabricante. Os dados são expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 animais) 

± desvio padrão. Para o cálculo de diferenças estatísticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o Dunn’s 

para múltiplas comparações. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 

 

Estudos prévios mostram que a rP21 induz a maior produção de IL-4 em modelo de 

implante de esponja em camundongos C57BL/6 (TEIXEIRA et al., 2015). Aqui obtivemos 

resultados que corroboram com essa informação nos ensaios in vitro (Figura 4-B), onde células 

C2C12 foram infectadas com TCTY e tratadas com rP21, enquanto in vivo não foram observadas 

diferenças estatísticas. Tal fenômeno pôde ser em parte justificado pelo fato da cinética de infecção 
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e tratamento serem diferentes (96 horas versus 21 dias) e pelo fato de o modelo in vivo possuir uma 

resposta fisiológica completa, diferente do ensaio in vitro. Isso não exclui a possibilidade da 

indução de produção de IL-4 em momentos diferentes do analisado in vivo. Em adição, outros 

componentes podem atuar em conjunto em um modelo in vivo, sendo a resposta final, a somatória 

de múltiplos fatores.  

A citocina IFN-γ foi mais produzida tanto in vitro quanto in vivo ao se realizar tratamento 

com rP21. Na infecção aguda experimental, nós encontramos o estímulo simultâneo de IFN-γ e IL-

10 em resposta ao tratamento com a proteína recombinante. Acreditamos que a produção de IL-10 

seja por efeito regulatório, a fim de evitar inflamação exacerbada e, consequentemente, danos mais 

intensos ao hospedeiro, o que provavelmente está relacionado com a diminuição do dano tecidual 

cardíaco encontrado nos animais que receberam o tratamento com rP21 (Tabela 1, Figura 7). Tal 

produção já foi observada em estudos com amostras humanas, onde células mononucleares 

derivadas de sangue periférico (PBMCs) de crianças na fase aguda da infecção apresentaram alto 

perfil de expressão de RNA mensageiro para IFN-γ, IL-2 e IL-10, com baixos níveis de IL-4 

(SAMUDI et al., 1998; DE MORAIS et al., 2015). 

Tem sido postulado que a IL-10 direciona a doença para a forma indeterminada, desprovida 

de sintomas clínicos. Enquanto isso a cardiomiopatia chagásica é associada com intensa produção 

de citocinas como IFN-γ e TNF-α (DUTRA et al., 2014; MEDINA et al., 2017). Animais nocautes 

para IL-10 e infectados com a cepa Tulahuen de T. cruzi foram capazes de controlar a parasitemia 

sanguínea e carga parasitária no coração. No entanto, os mesmos animais, apresentaram alta 

mortalidade devido aos efeitos tóxicos causados pela intensa resposta Th1, sendo a produção de 

IL-10 necessária para impedir o desfecho fatal (HUNTER et al., 1997; O’GARRA E VIEIRA, 

2007; PUPULIN et al., 2016). O balanço entre citocinas pró-inflamatórias e a IL-10 é necessário 

para que o organismo tenha sucesso no controle da infecção, de modo que esta citocina não reduz 

a capacidade da imunidade celular em controlar os níveis de T. cruzi (DUTRA et al., 2014; 

PUPULIN et al., 2016).  
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Figura 12. Os níveis de IL-4 e TNF-α não foram alterados com o tratamento com rP21. Os níveis de 

IL-4 no soro (A) e coração (B) não estão alterados entre os grupos analisados, enquanto no baço (C), os 

níveis de IL-4 são maiores nos animais infectados com 105 parasitos comparado aos com 106. Não foi 

encontrada diferença estatística entre os grupos em relação a produção de TNF- no (D) soro, (E) coração 

e (F) baço. As citocinas foram dosadas com a utilização do BD OptEIA™ ELISA kit, de acordo com as 

instruções fornecidas pelo fabricante. Os dados são expressos como média de cada grupo (N amostral de 10 

animais) ± desvio padrão. Para o cálculo de diferenças estatísticas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e 

o Dunn’s para múltiplas comparações. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 

 

5.5 A rP21 como potencial fator solúvel para a dormência induzida por estresse de T. cruzi  
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 Analisamos os ninhos de amastigotas contidos no tecido cardíaco de animais infectados 

com 106 tripomastigotas de T. cruzi, quanto à capacidade de tais formas em secretar P21 nativa. 

Tal fenômeno já havia sido observado por nosso grupo de trabalho, onde amostras cardíacas de 

pacientes chagásicos apresentaram marcação para P21 nativa. Para isso, realizamos 

imunomarcação para P21 com anticorpo policlonal anti-P21, seguido de marcação com anticorpo 

secundário contendo fluorocromo verde (FITC). Realizamos também a marcação para T. cruzi com 

anticorpo policlonal anti-T. cruzi, seguido de marcação com anticorpo secundário contendo 

fluorocromo vermelho (TRITC), sendo as amostras analisadas por microscopia confocal. A 

quantificação de intensidade de fluorescência pelo software ImageJ (medida em unidades 

arbitrárias) demonstrou maior expressão de P21 nativa nos ninhos de amastigotas de animais que 

receberam o tratamento com a rP21 (Figura 13-A e B). Em associação, encontramos marcação 

mais intensa para T. cruzi nos animais infectados que receberam PBS como tratamento, o que é 

convergente com o resultado de maior carga parasitária encontrada nesse grupo, conforme descrito 

anteriormente (vide Figura 7-C e D).  

 Tal resultado nos levou a propor que a maior presença da rP21 poderia ser devido ao fato 

de haver mais estresse tecidual local, no caso gerado pela maior produção de IFN-γ nos animais 

tratados com a proteína recombinante (Figura 10-B). A citocina IFN-γ induziria um ambiente 

inóspito para a sobrevivência do parasita no tecido, o que levaria a produção de mais P21 nativa 

pelos amastigotas contidos nos ninhos cardíacos. A partir de tal suposição, pensamos se a P21 

poderia ter sua produção induzida por condições de estresse. 

 Para responder tal questionamento realizamos experimentos in vitro, buscando verificar se 

em diferentes condições de estresse, amastigotas ou epimastigotas iriam expressar e secretar mais 

P21. Dessa forma, infectamos mioblastos C2C12 com a cepa Y de T. cruzi e tratamos com IFN-γ 

por 96 horas. A análise de RT-qPCR em tempo real mostrou maior expressão relativa do gene 

codificador da P21 na presença de IFN-γ (Figura 13-D e E). Enquanto isso, a análise do lisado de 

células infectadas por ELISA confirmou nosso resultado anterior, mostrando que houve maior 

produção de P21 quando as células infectadas foram tratadas com IFN-γ. Isso confirma nossa 

hipótese de que há regulação positiva de P21 quando o parasita intracelular é submetido a um 

ambiente contendo a citocina IFN-γ (Figura 10-B e Figura 13-D e E).  
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 Analisamos também a produção de P21 por epimastigotas submetidos a estresse 

nutricional, condição indispensável para sua metaciclogênese 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 níveis de transcritos de P21 

(detectada por RT-qPCR em tempo real), bem como maior síntese (detectada por ELISA) pelo 

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

 Durante o ciclo de vida de T. cruzi no vetor inseto triatomíneo, o parasita é exposto a 

condições de estresse nutricional no trato digestivo. Tais condições levam a modificações 

transcricionais e estruturais que resultam na diferenciação do epimastigota em tripomastigotas 

metacíclicos, forma eliminada nas fezes e responsável pela infecção do hospedeiro vertebrado 

(SHAW et al., 2016; VANRELL et al., 2017). Como nossos resultados mostram maior expressão 

de P21 por epimastigotas em condições de estresse nutricional, supomos que essa proteína pode ter 

potencial envolvimento no processo de metaciclogênese, necessitando de mais estudos para melhor 

elucidação.   

 Recentemente, um novo mecanismo de sobrevivência realizado por T. cruzi foi descrito. 

Sanchez-Valdez et al., (2018) descreveram a capacidade que T. cruzi tem em permanecer em estado 

de dormência quando enfrenta um ambiente de estresse. A dormência é um mecanismo bem 

descrito e elucidado em procariotos e desempenha papel crítico na sua adaptação a ambientes em 

mudança. A dormência do T. cruzi parece estar associada à evasão da resposta imune do 

hospedeiro, o principal estressor de amastigotas em hospedeiros vertebrados. Uma vez que a 

resposta imunitária pode levar à completa resolução da infecção (DIAS et al., 2008; TARLETON, 

2013; SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018), a dormência poderia facilitar a persistência do parasita 

no hospedeiro, já que o parasita invadiria uma célula e iria diminuir ou interromper sua replicação, 

escapando assim de ser detectado e eliminado pelo sistema imunológico.  

Acredita-se que na maioria dos casos o parasita, após algum período, retornaria à sua taxa 

de replicação normal, para dar continuidade a seu ciclo de vida. Não se sabe se a dormência é 

consequência da biologia do T. cruzi, ou um processo evolutivamente selecionado para a 

persistência do parasita, mesmo que em baixos níveis. De fato, os mecanismos para entrar e sair 

do estado dormente por T. cruzi são completamente desconhecidos. Acredita-se que fatores 
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imunológicos do hospedeiro, em conjunto com moléculas solúveis produzidos pelo parasita, são 

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

Aqui, nós propomos que a P21 poderia ser um dos fatores que atuariam para ativação da 

dormência de T. cruzi, uma vez que o tratamento com a proteína recombinante reduz a replicação 

de T. cruzi. Além disso, durante condições de estresse, tal proteína é mais expressa e ainda leva ao 

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

O efeito da rP21 em diminuir a carga parasitária no curso da infecção in vitro e in vivo, 

pode ser devido a vários fatores, como relatado neste trabalho. No entanto, acreditamos que o 

principal mecanismo seja pela indução da dormência de T. cruzi. O efeito em diminuir a replicação 

é acompanhado de menores efeitos nocivos ao tecido hospedeiro, devido ao menor infiltrado 

inflamatório, menor área de fibrose e de alteração da arquitetura vascular cardíaca na infecção 

experimental aguda. Com a sobrevivência do hospedeiro e menor ativação de mecanismos de 

resposta imunológica, há consequente perpetuação do parasita e continuação do seu ciclo de vida. 

Assim, a P21 atuaria como um dos fatores que, evolutivamente, permite a persistência da infecção 

parasitária no hospedeiro.  
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Figura 13. rP21 atua como fator solúvel agindo como indutor da dormência de T. cruzi. A. Imagens 

representativas de ninhos cardíacos de animais infectados com 106 tripomastigotas, obtidas por microscopia 

confocal. Os amastigotas de ninhos cardíacos produzem mais P21 nativa (marcada em verde - FITC), 

quando os animais recebem tratamento com a proteína recombinante. Os parasitas estão marcados em 

vermelho. Aumento de 63x. B. A quantificação de fluorescência mostra maior presença da P21 em ninhos 

de animais tratados com rP21, concomitante com a menor marcação para T. cruzi (C) presente nesse grupo. 

D. A P21 é mais expressa quando os mioblastos C2C12 infectados com a cepa Y são tratados com IFN -γ. 

E. O ELISA realizado com extrato bruto de células infectadas com TCTY mostram maior presença de P21 

quando é realizado o tratamento com IFN -γ. (F e G) Epimastigotas submetidos a estresse nutricional 

possuem maior expressão (F) e produção (G) de P21 nativa. Os dados estão expressos como média de cada 

grupo (N amostral de 10 animais) ± desvio padrão de experimentos realizados em triplicata e em três vezes 

independentes. As diferenças estatísticas foram determinadas se utilizando o teste t Student’s (C, E, F) e 

teste Mann-Whitney (B, D, G). Diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05.  

 

6.  Conclusão 

 No presente estudo foi possível elucidar diversas atividades biológicas da proteína 

recombinante P21, como aumento da polimerização do citoesqueleto de actina em células C2C12, 

diminuição da replicação intracelular de amastigotas das cepas Y e G de T. cruzi in vitro; Estímulo 

da produção de óxido nítrico e das citocinas IFN-γ e IL-4, sem alteração na viabilidade parasitária. 

Aqui aprofundamos o nosso estudo e analisamos o papel da rP21 durante a infecção experimental 

aguda por T. cruzi. O tratamento com a proteína levou à um quadro de menor carga parasitária 

cardíaca, independentemente da quantidade de tripomastigotas inoculados. Observamos 

diminuição do dano tecidual em animais que receberam tratamento com rP21, incluindo menor 

infiltrado inflamatório, menor fibrose e destruição da arquitetura vascular, além de modulação 

imunológica entre perfil Th1 e Th2. E por fim, detectamos que em condições estressantes, 

amastigotas e epimastigotas produzem mais P21 nativa.  

Assim, propormos que a proteína P21 possua efeito positivo para T. cruzi, sob o ponto de 

vista evolutivo, uma vez que quando o parasita se encontra em condições inóspitas para sua 

sobrevivência, ele diminui sua taxa de replicação a fim de evadir dos mecanismos de resposta 

imunológica do hospedeiro, perpetuando sua existência e continuação do ciclo biológico. Assim, 

propomos que a P21 atua como fator solúvel produzido pelo parasita em condições de estresse, que 

por mecanismos ainda desconhecidos, levaria o parasita à condição de dormência dentro da célula 

hospedeira. 
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