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RESUMO

O parasitismo de organismos celulares é alvo de constantes estudos e 0 processo
pelo qual o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi invade a célula do hospedeiro
ainda tem lacunas a serem preenchidas. As proteinas AFAP-1L1, galectina-3 e WASP
sdo proteinas importantes para a célula do hospedeiro, participando de inGmeras
atividades bioldgicas. J& a proteina P21, secretada pelo T. cruzi, foi recentemente
caracterizada, se mostrando presente em todas as formas evolutivas do parasita. Nesse
trabalho, estudamos a importancia das proteinas AFAP-1L1, galectina-3 e WASP do
hospedeiro durante a invasdo e multiplicacdo do T. cruzi e também buscamos
caracterizar fungdes bioldgicas da forma recombinante da P21, chamada P21-Hiss. A
participagdo da galectina-3 durante o trafego intracelular de T. cruzi foi acompanhada
por imunofluorescéncia, e a importancia das outras proteinas do hospedeiro foram
analisadas através de linhagens celulares knockdown, com reduzida expressao, para as
proteinas de interesse. Os estudos das atividades bioldgicas da P21-Hiss se deram pela
selecdo de bacteriofagos ligantes especificos com a técnica de Biopanning, com o
implante de esponjas interescapulares e a avaliacdo do processo inflamatério de corpo
estranho e também pelo seu tratamento in vivo em animais Balb/c. Observamos que a
proteina galectina-3 estd presente em aproximadamente 20% dos eventos de invasdo
celular, formando estruturas contendo galectina-3 polarizada que véo desaparecendo ao
longo do tempo, também observamos que a proteina AFAP-1L1 parece ter alguma
importancia no controle da multiplicacdo em tempos iniciais, assim como a reducdo da
expressdo proteina WASP parece facilitar a multiplicacdo do parasita, paralelamente ao
fato de reduzir a invasdo do mesmo. Observamos que a P21-Hisg tem capacidade de
recrutamento celular, provavelmente pela sua interagdio com o receptor CXCR4,
especialmente de macrdfagos e neutrdfilos ativados, e que também possui atividade
anti-angiogénica. Obtivemos também bacteriéfagos miméticos do CXCR4, capaz de se
ligar especificamente a P21-Hisg e reduzir seus efeitos bioldgicos in vitro. Sendo assim
concluimos a importancia das proteinas do hospedeiro Galectina-3, AFAP-1L1 e WASP
durante o estabelecimento da infeccdo por T. cruzi e concluimos que a P21-Hiss pode
ter funcéo terapéutica pela sua atividade anti-angiogéncia, que possui alta capacidade
quimiotatica e que pode ser inibida por ligantes especificos.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, citoesqueleto de actina, angiogénese,

bacteriofagos, knockdown.



ABSTRACT

The parasitism of cellular organisms is a topic of high relevance to human health
and is under constant investigation. The process by which the flagellate protozoan
Trypanosoma cruzi invades the host cells, thus causing the Chagas disease, is still not
fully understood. In this work we study the role of AFAP-1L1, galectin-3 and WASP
proteins on host cell invasion and characterize the biological functions of the P21
recombinant form, called P21-Hiss. The AFAP-1L1, galectin-3 and WASP proteins
participate in numerous biological activities on the host cell, while the P21 protein, a
recently characterized protein present in the membrane of T. cruzi, is presented in all
developmental stages of the parasite. We assessed the involvement of galectin-3 in the
intracellular traffic of T. cruzi by immunofluorescence tracking, and the role of the other
host proteins by knockdown cell lines. The biological activities of P21-Hiss were studied
by selection of specific bacteriophages ligands with Biopanning technique, with
implantation of sponges in Balb/c animals, treating or nor with P21-Hisg, and evaluating
chemotaxis response when treating C57BI/6 animals. We observed that galectin-3 is
present in approximately 20% of cellular invasion events, forming structures containing
polarized galectin-3 (G3CS) that fades over time. We also observed that AFAP-1L1
seems to have some importance in controlling early multiplications, and that reduction
of WASP protein expression seems to facilitate parasite proliferation in parallel to the
reduction of invasion. Thus, we conclude that these proteins are important for
establishing T. cruzi infection. We observed that the P21-Hiss has anti-angiogenic
activity and capacity for cellular recruitment — probably through interaction with the
CXCR4 receptor — especially of activated macrophages and neutrophils. We also
obtained mimetic CXCR4 bacteriophages capable of specifically binding to P21-Hisg
and reducing its biological effects in vitro. Thus we conclude that P21-Hisg has high
chemotactic capacity that can be inhibited by specific ligands, and may have therapeutic
anti-angiogenic activity. Together these results may open the door to novel therapeutic

interventions.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, actin cytoskeleton, angiogenesis, bacteriophage,

knockdown.
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1. Introducéo
1.1. Parasita e Doenca

Trypanosoma cruzi € um parasita flagelado que pertencente a Ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e possui trés apresentacfes morfologicas
distintas: epimastigota, tripomastigota e amastigota. O desenvolvimento entre um
estagio e outro é um processo complexo, envolvendo muitas mudancas estruturais,
antigénicas e fisiologicas (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984).

O ciclo biologico de T. cruzi & heteroxénico, envolvendo um hospedeiro
vertebrado (varios mamiferos, incluindo o homem) e um invertebrado (vetor) que é
representado por insetos hemipteros da Familia Reduvidae, cujos géneros de maior
importancia sdo Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979).

O inicio do ciclo do parasita pode ocorrer quando o inseto triatomineo ingere
formas tripomastigotas juntamente com o sangue de um hospedeiro portador de T. cruzi.
Estes parasitas passam entdo para o intestino médio do vetor, multiplicam-se como
epimastigotas e no decorrer de algumas semanas migram para 0 intestino posterior,
onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. (NOGUEIRA et al., 2007). Ao
picarem um novo vertebrado, os insetos defecam, depositando suas fezes e urina com
parasitas sobre a pele ou mucosas do hospedeiro. A penetracdo destes no organismo
pode ser diretamente pelas mucosas ou quando o individuo coca o local da picada,
provocando uma lesdo tecidual. A partir dai, os tripomastigotas metaciclicos podem
invadir uma variedade de tipos celulares, onde se diferenciam em amastigotas, que
comecam a se multiplicar ap6s um periodo de 20 a 30 horas. No final da fase de
multiplicacdo, quando a célula esta abarrotada de parasitas, os amastigotas diferenciam-
se novamente em tripomastigotas, que escapam das células hospedeiras para 0s espacos
intercelulares (podendo até ganhar a circulacdo). Estes tripomastigotas, chamados
tripomastigotas sanguineos, podem entdo invadir novos macréfagos ou células de outros
tecidos e 6rgdos do hospedeiro, ou serem ingeridos pelo inseto vetor durante seu repasto
sanguineo. A descricdo do ciclo de T. cruzi, causador da doenca de Chagas, foi realizada
por Gaspar Vianna (VIANNA, 1911) ao analisar a necropsia de uma crianga que havia
morrido na fase aguda da infecgéo.

Além desse mecanismo vetorial, a transmissdo da doenca de Chagas pode
ocorrer por transfusdo sanguinea, transmissdo congénita, infecgcdes laboratoriais
acidentais, transplantes de 6rgdos e por via oral (DIAS, 1992). O primeiro surto de

infeccdo humana por T. cruzi por via oral foi relatado em 1968, em uma escola agricola
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do municipio de Estrela (RS), onde 17 alunos apresentaram um quadro agudo da doenca
de Chagas e seis morreram. A fonte exata de contaminagdo nédo foi esclarecida, mas
suspeita-se de alimento contaminado com o parasita. Ja no periodo de 1968 a 2000,
mais de 50% dos casos agudos de doenca de Chagas registrados na Amazonia brasileira
foram atribuidos a microepidemias de infeccdo transmitida oralmente (COURA et al.,
2002).

Estima-se que 25 milhGes de pessoas estejam em zonas de risco para a doenca de
Chagas, enquanto que entre 8 e 10 milhdes de pessoas ja se encontram infectadas.
(PEREIRA e NAVARRO, 2013). A doenca de Chagas apresenta quadros clinicos
variaveis sendo que na fase aguda, a qual aparece logo ap6s a infec¢do, possui uma
elevada parasitemia e € responsavel pela morte, por insuficiéncia cardiaca ou
meningoencefalite, de aproximadamente 10% dos casos, principalmente em criangas. Ja
a fase crbnica, com reduzida parasitemia, atinge 6rgdos internos como o coragdo, 0
esdfago, o colon e o sistema nervoso periférico. E apds um periodo assintomatico de
varios anos, manifestacdes de comprometimento visceral (sintomas cardiacos que
podem levar a morte subita, megaesdfago, megacélon e lesbes no sistema nervoso
periférico, ocasionando desenervacdo) podem surgir. O aparecimento da miocardite
chagésica cronica, por exemplo, pode estar envolvida com a lesdo direta do tecido pelo
parasito, a destruicdo de células ganglionares parassimpaticas do coracdo, reacfes de
hipersensibilidade, de autoimunidades ou imunoldgicas e lesdes isquémicas secundarias
a alteragdes microvasculares (BILATE et al.,, 2008; RASSI & RASSI Jr., 2008,
RIBEIRO et al., 2012).

1.2. Invasdo e Trafego Intracelular

A interacdo entre o parasito e as células do hospedeiro vertebrado exige a
participacdo ativa de componentes de membrana de ambos envolvendo usualmente um
ligante codificado pelo patdégeno e um receptor na célula hospedeira (BEACHEY, 1981;
SCHENKMAN et al., 1991). A entrada de T. cruzi nas células hospedeiras é mediada
pela interacdo entre ligantes localizados na superficie do parasita e seus respectivos
receptores na célula alvo. Desse modo, removendo-se componentes da membrana de
macrofagos por agdo de tripsina, inibe-se significativamente a interagdo com
tripomastigotas metaciclicos ou sanguineos (NOGUEIRA e COHN, 1976;
ALCANTARA e BRENER, 1980). Formas tripomastigotas tratadas com tripsina

apresentam diminuicdo de 90% na sua capacidade infectante, retornando aos niveis
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normais apés 3 a 4 horas de incubacdo com meio sem tripsina (ANDREWS et al., 1984;
COLLI, 1984). A utilizagdo de um inibidor de sintese protéica (cicloheximida) impediu
a recuperacao total da capacidade infectante, e tripomastigotas tratados somente com o
inibidor diminuem em cerca de 80% a infectividade (ZINGALES et al., 1985).

Durante o curso da infeccdo, as formas tripomastigotas sanguineas precisam
superar as barreiras impostas pela matriz extracelular antes de atingir a célula alvo.
Utilizando glicoproteinas de superficie pertencentes a superfamilia da transialidase-
gp85 o parasita liga-se a fibronectina e laminina (QUAISSI et al., 1986; GIORDANO et
al., 1994, 1999) abrindo caminho para a acdo da POP Tc80 que hidrolisa colageno
(SANTANA et al.,, 1997; GRELLIER et al., 2001) e utiliza das trans-sialidades,
glicoproteinas e a P21 para completar seu processo de invasao.

O processo de invasdo celular é diferente para cada forma infectiva do parasito
sendo importante salientar que para um patdgeno ser bem sucedido em seu processo de
invasédo celular, ele necessita vencer inicialmente as barreiras impostas pelo hospedeiro
mamifero, como o sistema complemento, anticorpos e ingestdo fagocitica
(JUNQUEIRA et al., 2010).

A invasdo por tripomastigotas metaciclicos, que sdo formas tradicionalmente
infectivas provenientes do hospedeiro invertebrado, desencadeia a formacdo de
protrusdes ricas em actina ao redor do parasito (SCHENKMAN e MORTARA, 1992)
gue culminam com a exocitose de lisossomos junto ao sitio de entrada do parasito,
fendmeno decorrente da elevacdo de célcio intracelular ocasionado pelo mesmo
(TARDIEUX et al., 1992; TARDIEUX et al., 1994). As formas tripomastigotas
possuem grande motilidade que pode ser utilizada para causar invaginacdes nas células
invadindo-as num processo que mimetiza o reparo da membrana (TAM et al., 2010, e
FERNANDES et al., 2011). No entanto, se a fusdo lisossomal ndo acontece o parasita
ndo interage com o citoesqueleto de actina e pode sair da célula revertendo o processo
de invasdo (ANDRADE & ANDREWS, 2004; WOOLSEY, 2004).

Foi observado que amastigotas extracelulares sdo potentes indutores de
fagocitose podendo facilitar a invasdo do parasita (MORTARA et al., 2005;
FERNANDES et al.,, 2013). Também existem dados indicando que amastigotas
extracelulares induzem a formacdo de agregados de filamentos de actina no local de
adesdo bem como de estruturas semelhantes a crateras ou tacas com a subsequente
internalizag&o do parasito (MORTARA, 1991; PROCOPIO et al., 1999).
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Inibidores da geracdo de ATP ja se mostraram ser capazes de inibir a adesédo e
penetracdo, sem alterar o0 movimento do parasita. E o tratamento com citocalasina D,
uma droga que rompe microfilamentos e impede a formacdo de extensdes de membrana
plasmatica mediadas por actina, tem pouco ou nenhum efeito na invasdo celular por
tripomastigota de cultura de tecido (TCT) (SCHENKMAN et al., 1991). Por outro lado,
formas amastigotas extracelulares ndo aderem a células hospedeiras tratadas com
citocalasina D e a invasdo ocorre de maneira dependente de microfilamentos funcionais
(MORTARA, 1991; PROCOPIO et al., 1998).

Um estudo realizado por Kleshchenko et al., (2004) mostrou que a expressao de
galectina-3 é requerida para a infeccdo por T. cruzi e que o parasita usa galectina-3 para
aderir e invadir a célula hospedeira humana. A interacdo do parasita com galectina-3
ocorre de forma a facilitar a adesdo do parasita a laminina, desta forma, os autores
sugerem que a galectina-3 interage com as proteinas de superficie do T. cruzi de um
lado, e com laminina de outro, através dos dominios de reconhecimento de carboidrato
(MOODY et al., 2000). A galectina-3 também tem capacidade de se ligar a acidos
micolicos, presente em micobacterias (BARBONI et al., 2005) e conhece-se sua
influéncia no controle da infeccdo por Neisseria meningitidis (QUATTRONI et al.,
2012) e da sua secrecdo em neutrdfilos e do seu potencial pro-inflamatério de
sinalizacdo paréacrina (LINDEN et al., 2013). De acordo com estudos realizados no
laboratdrio, a galectina-3 € recrutada durante a invasdo e o trafego intracelular de
formas amastigotas de T. cruzi e constitui em um marcador de lise do vacuolo
parasitoforo (MACHADO et al., 2013).

Durante a interiorizacdo do parasita, o vactolo parasitéforo funciona como um
centro organizador de microtibulos. Acredita-se que tal atividade é critica no
desenvolvimento da infraestrutura para transporte de lisossomos ao local da adesdo
parasita-célula (TYLER et al.,, 2005). Esses lisossomos acidificam o vaclolo
parasitoforo e aproximadamente 8 horas apos a infeccdo (LEY et al., 1990), os parasitas
rompem o vacuolo pela acdo de uma hemolisina ativada pelo pH &cido (ANDREWS &
WHITLOW et al., 1989; ANDREWS et al., 1990).

Foi observado que T. cruzi consegue inicialmente produzir uma remodelagdo do
citoesqueleto de actina tornando-o mais rigido e facilitando a retencdo do parasita,
seguindo de um afrouxamento do citoesqueleto permitindo rdpida multiplicacdo

intracelular (MOTT et al., 2009). O parasita diferencia no citoplasma e mantém sua
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multiplicacdo até o momento em que se transforma em tripomastigota e lisa as células.
(HALL et al., 1993).

1.3.  Citoesqueleto de Actina e Proteinas Associadas

Uma das atividades do citoesqueleto de actina se baseia em sua interacdo com
sua proteina motora, miosina. Neste processo, a miosina atua durante a contragao
muscular e na nucleagdo da sua extremidade positiva causando polimerizacdo dos
monomeros de actina (ALBERTS et al., 2002). A interacdo e regulacdo do citoesqueleto
de actina se ddo de muitas maneiras, sendo que varias proteinas participam desse
processo. Entre elas, o complexo Arp2/3 (IRETON, 2013 e ZIGMOND SH, 1998), as
Rho small GTPases: cdc42, Racl, RhoA (MCCORMACK et al., 2013), a p21-activated
kinases (PAK) (ONG et al., 2011), os fatores de promocdo de nucleacdo WASP e
WASP family Verprolin-homologous protein (WAVE) (DOMINGUES, 2009), e outras
actin-binding proteins (ABP) como a profilina, Dia 1 (PAUL e POLLARD, 2009) e
AFAP1-L1 (SNYDER et al., 2011).

A WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) € uma proteina de ligacdo a
actina. Sua ativacdo decorre da sua ligacdo com a proteina sinalizadora Cdc42 (Cell
Division Control protein 42 homolog) (ROHATGI et al., 1999) e tem sua agéo pela
ativacdo do complexo Arp 2/3 que participa da nucleacdo da actina (MACHESKY et
al., 1998).

AFAP-1L1 é uma proteina adaptadora analoga da AFAP-1, que participa na
formacdo dos podossomos e interage também com cortactina durante a polimerizacdo
de actina no invadossoma de células musculares cardiacas de ratos (SNYDER et al.,
2011).

A funcdo de proteina adaptadora é atribuida aquela proteina acessoria que é
capaz de realizar interagdes “proteina-proteina”, importantes na transducdo de sinais
intracelulares. Resumidamente, ja se estabeleceu que a AFAP-1, além da interagcdo com
actina (QIAN et al., 2000), possui 0s seguintes dominios de ligagcdo: SH2 (GUAPPONE
et al., 1998) capaz de reconhecer a fosforilagdo de proteina quinase e de se colocalizar
com as mesmas (PAWSON e SCOTT, 1997); SH3 (GUAPPONE e FLYNN, 1997)
capaz de se ligar a sequéncias ricas em prolina (FENG et al., 1994), PH (GIBSON et
al., 1994; SHAW, 1996) capaz de se ligar com grupos de fosfatidilinositol e entdo

regular o direcionamento de proteinas para determinadas regifes da célula (LEMMON
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et al., 1995) e leucine-Zip (1Zip) (QIAN et al., 2000) util para a auto associa¢do de
AFAP-1 (QIAN et al., 2004).

A galectina-3 € uma lectina com afinidade por beta galactosideos e esta presente
em fagolisossomos, em vesiculas, tdbulos provenientes da via endocitica (PAZ et al.,
2010), em balsas lipidicas e projecdes da membrana (HSU et al., 2009). Dentro desse
contexto, buscamos explorar a participacdo das proteinas intracelulares AFAP1-L1,
Galectina-3 e WASP durante o processo de invasdo e multiplicacdo de T. cruzi e sua

participacdo na polimerizacdo do citoesqueleto de actina.

1.4.  Proteina P21

A proteina P21 foi caracterizada, sendo secretada por todas as formas evolutivas
do parasita e desempenhando papel relevante durante a invasdo de células ndo
fagociticas por tripomastigotas metaciclicos e amastigotas extracelulares (SILVA et al.,
2009).

Anticorpos policlonais desenvolvidos contra a forma recombinante da proteina,
P21-Hisg, inibiram a invasdo celular por formas amastigotas extracelulares e
tripomastigotas metaciclicos da cepa G. Outros testes também mostraram que a adicao
da proteina recombinante 30 minutos antes de colocar os parasitas para invadirem,
inibiu a invasdo por amastigotas extracelulares tanto da cepa G quanto da cepa CL. Este
resultado pode ser explicado pelo fato de que a pré-incubacdo com a P21-Hisg poderia
dessensibilizar a célula, ativando eventos de sinalizacdo cruciais para a internalizacdo
do parasita antes de seu contato. Por outro lado, foi observado efeito contrario quando a
P21-Hisg foi adicionada as células ao mesmo tempo em que 0s parasitas, ou seja, houve
aumento da invasdo celular tanto por amastigotas extracelulares quanto por
tripomastigotas metaciclicos. Desta forma, especula-se que a P21-Hiss tenha uma
atividade local, logo apds a adesdo do parasita a célula hospedeira. (SILVA et al.,
2009).

Outros dados (RODRIGUES et al., 2012) mostraram que a P21-Hisg se liga ao
receptor de quimiocinas CXCR4, pois o tratamento de células com a quimiocina SDF-1
alfa (que se liga ao CXCR4) reduziu a quantidade de particulas de zimosam fagocitadas
por macrofagos peritoneais. Neste mesmo trabalho foi verificado que a P21-Hisg, ao se
ligar ao seu receptor, sinaliza via P13-quinase, AKT, Erk 1/2 e Mek 1/2. Também ja

observamos que a P21-Hisg soltvel apresenta as mesmas funcGes bioldgicas que a P21-
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Hiss renovelada, utilizada em nossos experimentos, (SANTOS et al.,, 2014). A
expressdo da P21-Hiss é distinta entre diferentes cepas de T. cruzi (FERNANDES,
2013) e o seu trafego pelas vias endociticas apresenta-se com pouca colocalizagdo com
marcadores lisossomais em experimentos de cinética (MARTINS, 2013).

Sabendo da sua interacdo com o receptor CXCR4, e buscando entender mais 0s
processos bioldgicos que a P21-Hisg participa, resolvemos utilizar um modelo descrito
por Grindlay et al., (1951). O modelo consiste na implantacdo de matrizes esponjosas
no tecido subcutaneo de mamiferos. A matriz implantada induz uma reacdo inflamatoria
tipo corpo estranho, com a formacdo de tecido de granulacdo rico em novos vasos
sanguineos. A utilizacdo de implantes de esponjas permite o estudo do infiltrado
inflamatorio em varios tempos, de acordo com a época da remog¢do da matriz, permite
ainda a andlise bioguimica dos fluidos coletados, bem como o efeito de farmacos sobre
0 processo (BAILEY, 1988). Sendo assim, empregamos de diferentes modelos para
estudarmos os efeitos bioldgicos in vivo da P21-Hiss e comecar a caracterizar algumas

de suas funcdes, além de procurar por ligantes especificos para a P21-Hiss.
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2. Objetivos
2.1. Gerais
. Analisar influéncias das proteinas AFAP1-L1, Galectina-3 e WASP da célula do
hospedeiro na interacdo parasita-hospedeiro in vitro.

. Caracterizar atividades bioldgicas da P21-Hisg. .

2.2.  Especificos

. Analisar a participacdo da galectina-3 durante o trafego intracelular de T. cruzi.

. Estudar os efeitos da reducdo de expressdo das proteinas AFAP1-L1, Galectina-
3 e WASP na célula do hospedeiro durante a invasao e multiplicagdo do parasita.

. Compreender o perfil de resposta ao tratamento com P21-Hiss em modelos de
expressao reduzida para AFAP1-L1, Galectina-3 e WASP.

. Explorar a capacidade de recrutamento celular da P21-Hiss e o perfil celular
recrutado.

. Avaliar a capacidade de ativacdo celular, inducdo de angiogénese e reparo
celular pela P21-Hisg.

. Avaliar o bloqueio da atividade da P21-Hiss pelo uso de competidores

bioldgicos.
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3. Materiais e Métodos
3.1.  Aspectos Eticos e Morais
Este estudo faz parte do projeto intitulado: “Estudos de moléculas envolvidas na
invaséo e trafego intracelular das formas infectivas de Trypanosoma cruzi in vitro e in
vivo. Emprego da P21 na inducdo de protecdo contra a doenca de Chagas.”, aprovado
pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia
(CEUA/UFU) (Protocolo numero 059/08).

3.2. Células e Animais

Células Vero (Banco de Células do Rio de Janeiro - BCRJ), macrofagos
provenientes de medula 6ssea imortalizados (iMoB/6) (gentilmente doadas pelo Me.
Alexandre Luiz Neves Silva do Laboratorio de Patogenicidade Microbiana e Imunidade
Inata, da Universidade de Sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto), os mioblastos murinos
(C2C12) (BCRJ) e Human embryonic kidney 293 (Hek) (BCRJ) foram utilizadas e
mantidas em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Cultilab) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Nutricell), L-glutamina (2 mM) (Gibco 00380),
D-glicose (4500 mg/L), bicarbonato de sodio (2000 mg/L), HEPES (2380 mg/L)
(Promega H5302), piruvato de sodio (1100 mg/L) (Sigma P2256), penicilina (60 mg/L)
(Ariston), gentamicina (40 mg/L) (Amresco 0304) e estreptomicina (10 mg/L)
(Vitrocell 00038), e incubadas a 37°C com atmosfera imida e 5% de CO,.

Tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) da cepa G (YOSHIDA, 1983) foram
mantidos em células Vero, em meio DMEM, 10% SFB. Amastigotas extracelulares
(AE) foram obtidos a partir da incubacdo de tripomastigotas em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) pH 5.8, suplementado com 5% SFB, por 16 a 18 horas a 37°C
(MORTARA, 1991).

Foram também utilizados camundongos C57BL/6 ou Balb/c mantidos com
alimento e agua ad libitum. Macrofagos peritoneais foram obtidos injetando-se solugéo
de tioglicolato a 3% e, ap6s 72 horas, o animal € eutanasiado e uma lavagem peritoneal

é realizada com PBS gelado.

3.3.  Transducao Celular e Obtencéao de Células Knockdown
A transducdo das células iMoB/6 foi realizado seguindo as instru¢es do
fabricante da particula lentiviral (Santa Cruz). Resumidamente, as células foram

plaqueadas a 3x10°/poco em placa de seis pocos. No dia seguinte foram incubadas com
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5ug/mL de Polybrene (Santa Cruz sc134220), para neutralizar a carga da membrana da
célula e facilitar a ligacdo dela com capsideo viral, e incubados com as respectivas
particulas lentivirais para AFAP-1L1 (Santa Cruz sc92010V), Galectina-3 (Santa Cruz
sc35443) e WASP (Santa Cruz sc36830) durante a noite. As células foram repicadas e
qguando nova confluéncia foi atingida iniciou-se o tratamento com 5ug/mL de
Puromicina (Santa Cruz sc108071) no meio DMEM para a selecdo das células
transfectadas carregando o gene inserido. As células foram mantidas nesse meio por
pelo menos trés passagens e posteriormente tiveram as concentragdes de puromicina

retiradas gradativamente.

3.4. Expressdo e Purificacao da Proteina P21-Hisg

Escherichia coli da linhagem BL21, transfectadas com plasmideo pET-28a(+)
(Novagen) contendo o gene que codifica para a P21 foram crescidas em um pré-indculo
a 37°C em meio LB com o antibiético Canamicina (15pg/mL) por 18h. O pré-indculo
foi diluido 1:50 do mesmo meio e incubada a 37°C, com agitagdo a 150 rpm, até atingir
Abs.600=0,6-0,9 quando foi adicionado 1mM de Isopropyl pB-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG), para inducdo da producdo protéica, e deixou-se
incubando mais 3 horas. A cultura pos-inducgéo foi centrifugada a 1600 x g por 10min a
4°C, e o precipitado foi ressuspendido em PBS gelado, na propor¢do dois ml de PBS
para cada 100 ml da cultura. O material foi congelado durante a noite e, apds
descongelamento, foi incubada com 1mg/mL de lisozima por 20 minutos antes de ser
sonicada. A amostra sonicada foi centrifugada em tubos eppendorfs de 1,5mL a 20200 x
g por 20min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em
tampdo com ureia 6M (Amresco 0378).

A amostra foi incubada com resina de niquel, para purificacdo da proteina
recombinante P21-Hiss, € incubado por 2h sob agitacdo a 4°C. Apds trés lavagens em
Binding Buffer (imidazol 5 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8,0, ureia 6M), a
resina foi lavada trés vezes com Washing Buffer (imidazol 20 mM, NaCl 500 mM, Tris-
HCI 2 OmM pH 8,0, ureia 6M) e, por fim, quatro eluigdes com Elution Buffer (imidazol
1M, NaCl 50 OmM, Tris-HCI 20 mM pH 8,0, ureia 6M), contendo aumentadas
concentracdes de imidazol para competir com a cauda de histidina pela coluna de niquel
e liberar a proteina recombinante purificada.

Todo o material eluido foi dialisado em PBS com uma membrana de dialise de

3,5kDa (Spectra/Por 131198) por 48 horas para a purificagdo da proteina dos residuos
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de ureia e outros. A concentracdo da amostra foi quantificada por espectrofotometria
utilizando-se a técnica de Bradford (Bradford, 1976) e um gel de SDS-PAGE 13%
(Laemmli, 1970) com coloragcdo de Coomassie foi realizado para se verificar a pureza
da proteina recombinante eluida a partir da observacdo de uma banda de altura ideal

isolada.

3.5.  Citometria de Fluxo

Para a confirmacdo do knockdown, iMoB/6 wild-type (WT) e knockdown para
AFAP-1L1, Galectina-3 e WASP foram contadas e fixadas em formaldeido 4%
(Millipore) por pelo menos uma hora, lavadas com PBS e colocadas em solugéo de
PBS+Gelatina 0,25%+Azida Sodica 0,1% (PGN) por 3 horas. Uma solucdo de
1x10%/mL de células foi preparada e anticorpos feitos em coelho anti-AFAP-1L1 (Santa
Cruz sc134653) e anti-WASP (Santa Cruz sc8353) e anticorpos feito em cabra anti-Gal-
3 (Santa Cruz s¢19283) foram incubados em uma diluicdo de 1:100 feita em PGN+0,1%
Saponina durante a noite em 4°C. No dia seguinte as amostras foram lavadas com PBS e
incubadas a 1:100 em PGN+Saponina com um anticorpo secundario conjugado com o
fluor6cromo verde (FITC) anti-coelho (Invitrogen A11034) ou anti-cabra (Molecular
Probes). Ap0s trés horas as células foram lavadas em PBS e ressuspendidas em PBS e
submetidas a analise no citdmetro FacsCantoll. Os resultados da citometria foram

analisados pelo software FlowJo 10 (http://www.flowjo.com/).

Para estudar o efeito da P21-Hiss na intensidade de polimerizacdo do
citoesqueleto de actina, células knockdow foram plaqueadas a 1x10° por poco em placa
de seis pocos (Nest) e mantidas até o dia seguinte quando foram incubadas com
40ug/mL de P21-Hisg durante 1 hora. Apds esse tempo as células foram raspadas com
cell scraper (Costar 3010) e fixadas em formaldeido 4% (Millipore) por pelo menos
uma hora, lavadas com PBS e colocadas em solucdo de PBS+Gelatina 0,25%+Azida
Sodica 0,1% (PGN) por 3 horas. As células foram incubadas em uma solucdo de
faloidina-TRITC (Sigma P1951) a 1:500 feita em PGN+0,1% Saponina durante 2 horas,
lavadas com PBS e submetidas a anlise no citdmetro FacsCantoll. Os resultados da

citometria foram analisados pelo software FlowJo 10 (http://www.flowjo.com/) e pelo

software GraphPad Prism 6 (http://www.graphpad.com/).

3.6. Ensaios de Invasao e Multiplicacio


http://www.flowjo.com/
http://www.flowjo.com/
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Macrofagos peritoneais foram realizados plaqueando as células sob laminulas de
13 mm em placas de 24 pocos e submetidos a infeccdo com 5 formas tripomastigotas
por célula. Os tempos analisados foram de 15 e 30 minutos, 3 e 6 horas. Ap6s 0s tempos
de estudo, as laminulas circulares foram retiradas da placa de 24 pocos (Nest) e
transferidas para outra placa, onde foram incubadas com uma solucdo de formaldeido
4% feito em PBS por pelo menos 1 hora antes de serem lavadas com PBS e incubadas
em PGN para bloqueio de sitios inespecificos e preservacdo da amostra até o
procedimento de imunofluorescéncia e analise.

Para os ensaios de invasdo e multiplicacdo, as células knockdown obtidas foram
plaqueadas sob laminulas de 13 mm em placas de 24 pocos e submetidas a infecgdo
com tripomastigotas e amastigotas da cepa G de Trypanosoma cruzi. Para 0s ensaios de
invasdo, de duracdo de 2 horas, 8x10* células foram plaqueadas em um dia e incubadas
em DMEM durante a noite para serem infectadas com cinco tripomastigotas ou
amastigotas, na presenca ou auséncia de 40ug/mL de P21-Hisg, por célula no dia
seguinte. Para os ensaios de multiplicacdo, com duracdes de 48 horas, 72 horas e 96
horas, 4x10%, 3x10* e 2x10* de células foram plaqueadas, respectivamente, e incubadas
em DMEM durante a noite para serem infectadas com dois tripomastigotas ou
amastigotas por célula no dia seguinte. Ap6s os tempos de estudo, as laminulas
circulares foram retiradas da placa de 24 pogos e transferidas para outra placa onde
foram incubadas com uma solucdo de formaldeido 4% feito em PBS por pelo menos 1
hora antes de serem lavadas com PBS e incubadas PGN para bloqueio de sitios
inespecificos e preservagdo da amostra até o procedimento de imunofluorescéncia e
contagem.

A contagem dos ensaios de invasdo foi realizada contando-se um total cem
células e avaliando em quantas destas havia algum parasita internalizado (% de
invasdo). Para os ensaios de multiplicagdo, a quantidade de amastigotas em 100 células
infectadas foi contada.

3.7.  Imunofluorescéncia

Para avaliar a localizacdo da galectina-3 durante o trafego intracelular de T.
cruzi, macrofagos peritoneais submetidos a ensaios de invasdo foram marcados para
galectina-3 com um anticorpo monoclonal (gentilmente cedido pela Profa. Dra. Maria
Cristina Roque Barreira, Universidade de Sdo Paulo/Ribeiréo Preto) na concentragéo de

5:1 em solucdo de PGN+0,1% saponina durante a noite, e no dia seguinte as laminas
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foram lavadas e incubadas com faloidina-TRITC (Sigma, P1951) na concentracdo de
1:500 para marcagdo do citoesqueleto de actina e um anticorpo anti mouse conjugado
com FITC (Sigma, F0257) em solucdo de PGN+0,1% Saponina. As laminas foram
lavadas em PBS e montadas em glicerol tamponado com PBS pH 9,0 e 0,1%
parafenilenodiamina (PPD), para preservacao da fluorescéncia das amostras.

Para a contagem dos eventos de invasdo e da multiplicacdo intracelular, as
laminulas de 13 mm dos ensaios de invasdo e multiplicacdo foram incubadas com 4°,6’-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), para marcacdo de &cidos nucléicos e com soro
chagasico humano (SCH) para a visualizacdo do T. cruzi. A incubacdo foi feita
inicialmente com SHC, diluido em 1:1000 em solucdo de PGN+0,1% Saponina, para
permeabilizacio das membranas e internalizagéo celular dos anticorpos, durante a noite,
na geladeira, em camara umida e protegida da luz. No dia seguinte as laminulas foram
lavadas em PBS e incubadas com DAPI na concentracdo de 1:500 e um secundario anti-
humano feito em cabra e conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), que
emite luz verde no comprimento de onda de 488nm, na concentragdo de 1:100 em
solucdo de PGN+0,1% Saponina por pelo menos 2 horas. As laminas foram lavadas em
PBS e montadas em glicerol tamponado com PBS pH 9,0 e 0,1% parafenilenodiamina
(PPD) e examinadas em microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany)
acoplado com um microscépio invertido Zeiss Axiovert 200M do Laboratério de
Histologia da UFU. As imagens foram adquiridas usando objetiva de 63X com 6éleo de

imersao.

3.8.  Quimiotaxia In vivo

Camundongos C57BL/6 entre seis e dez semanas foram separados em dois
grupos com diferentes tratamentos via intraperitoneal: 1) PBS; 2) 40ug/mL de P21-Hisg
Trés animais de cada grupo foram eutanasiados por deslocamento cervical nos tempos
de cinética de 6 horas, 24 horas e 72 horas. Lavagens peritoneais foram realizadas com
quatro mL de PBS sendo coletados necessariamente dois mL do lavado.

O recrutamento total de leucdcitos foi quantificado por contagem em Camara de
Neubauer do material obtido em cada um dos animais.

Cinquenta microlitros de cada amostra recuperada foram colocados em uma
lamina de microscopia, secada e fixada em metanol puro (Synth A1085.01.BJ) por 5
minutos e depois submetidas a coloracdo de Giemsa (Sigma 32884) feita na

concentracdo de 1:20, diluido em agua, por 15 minutos. As laminas foram lavas com
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agua corrente e guardadas para posterior analise por microscopia oOptica onde 100
celulas foram contadas diferenciando em linfdcitos, mondcitos e polimorfonucleares.

O contetido da lavagem das cavidades peritoneais de todos os camundongos foi
centrifugado a 2500rpm por 5 minutos, teve o sobrenadante descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de formaldeido 4%. A amostra fixou em formaldeido por pelo
menos duas horas até que foi centrifugada a 2500rpm por 5 minutos e ressuspendida em
PBS para em seguida ser submetida a citometria de fluxo (BD FacsCanto Il), para
avaliacdo do tamanho e da granulosidade das células e consequentemente separar as

populagdes de mondcitos, polimorfonucleares e linfécitos dentro dos leucdcitos.

3.9. Biopanning, Sequenciamento de DNA e Obtenc&o de Bacteridfagos.

A técnica de BioPanning foi utilizada para a selecdo de peptideos sintéticos
(expressos na proteina Il do capsideo de bacteridéfagos) reativos com a P21-Hiss. A
biblioteca randémica de peptideos foi a de 12 amino&cidos (Ph.D.-12) (New Englang
Biolabs) contendo por volta de 10° sequéncias peptidicas distintas.

Em um poco de microplaca, foram adicionado 10uL da P21-Hisg (1jug/pL) mais
90uL de tampao bicarbonato 0,1M (pH 8,6) e deixados durante a noite. No dia seguinte
foram realizadas seis lavagens com 200pL de PBS+Tween 0,1% (PBS-T), seguindo-se
da adicdo de um Tampéo de Bloqueio contendo PBS-T+1% de BSA (Soro albumina
bovina). Apds o blogueio, novas lavagens foram realizadas e se adicionaram ao pogo,
10uL da biblioteca Ph.D.-12 em 90uL de PBS-T. A reacdo com a biblioteca de
peptideos durou uma hora, ap6s o qual os peptideos ligantes foram eluidos com uma
solugdo de Glicina-HCI (pH 2,2). A partir do eluido foi feita uma amplificagdo dos
fagos especificos utilizando a cepa bacteriana ER2738 para seu crescimento. Uma
titulacdo realizada em placas do meio de cultura LB contendo IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) e X-Gal (Bromo-chloro-indolyl-galactopyranoside) foi realizada
com os fagos eluidos e com os amplificados como forma de controle da quantidade de
fagos liberadas e do volume do eluido necesséario para o proximo passo. Todo este
processo foi realizado trés vezes (como forma de selecionar os fagos mais especificos),
trocando-se apenas a exposicao a biblioteca de peptideos pela exposi¢do ao eluido da
vez anterior.

Ao fim do processo de selecdo dos fagos, foi realizada a extracdo do DNA de
fago por lodeto de S6dio em uma solugédo contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA 1

mM e Nal 4M. O DNA do fago permanece soltvel em altas concentragdes de lodeto de
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sodio sendo precipitado apenas pela adicdo de etanol absoluto na sequéncia. A
qualidade e a quantidade do DNA extraido foram avaliadas por gel de agarose 0,8%.

O sequenciamento foi realizado com o sequenciador automéatico MegaBace 1000
(Amershan Biosciences) no Laboratorio de Nanobiotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia. Para tal foi utilizado o primer M13 (Invitrogen), responsavel por
amplificar a regido do DNA do fago correspondente aos aminoécidos codificantes dos
peptideos randémicos, e o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Inc.), ambos de acordo com as instrucdes dos fabricantes. As sequéncias
obtidas foram analisadas por programas de bioinforméatica Protein Data Bank,

disponivel ~ em:  http://www.rcsb.org/pdb/ e  Pepsurf,  disponivel  em:

http://pepitope.tau.ac.il/ disponiveis gratuitamente online.

Para ensaios de competicdo com P21-Hisg ou natural do parasita, mioblastos
murinos (C2C12) foram plaqueados em placas de 24 pocos e incubados com 5 formas
tripomastigotas da cepa G de Trypanosoma cruzi previamente incubadas (2 horas em
temperatura ambiente e sob agitacdo) com diferentes concentracbes de bacteri6fagos
selecionados especificamente para a proteina P21-Hiss. As mesmas células também
foram incubadas com a mesma quantidade de parasita e 40ug/mL de P21-Hisg
previamente incubada com bacteridfagos especificos. Apds a invasdo por duas horas, as
celulas forma lavadas com PBS, fixadas com Bouin e coradas com Giemsa.

3.10. Implantes de Esponja

O disco de esponja de poliéster com 1.2 cm de didmetro (Vitafoam Ltda) foi
conservado em alcool 70% v/v durante pelo menos 24 horas anteriores a implantacao e,
posteriormente, fervido em agua destilada por 30 minutos (ANDRADE et al., 1987).

Para a implantacdo das matrizes esponjosas, foram utilizados camundongos
C57BI/6 machos, separados em grupos de 10 animais para analises bioquimicas e em
grupos de cinco animais para analises histoldgicas, tratados ou ndo P21-Hisg. Os
animais foram previamente anestesiados intraperitonealmente, com Xilasina-Cetamina
(Syntec) (60mg-4mg/kg) e submetidos a tricotomia e assepsia da regido dorsal com
alcool 70% v/v. Os animais foram dispostos em mesa cirurgica e foi realizada uma
incisdo mediana dorsal de aproximadamente 10 mm. Posteriormente, foi realizada a
divulsdo do subcutdneo em direcdo craniana. O disco de esponja foi introduzido na

regido interescapular pela incisdo mediana. A sutura das incisdes foi feita com fio de


http://www.rcsb.org/pdb/
http://pepitope.tau.ac.il/
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nylon 3.0 usando ponto Donati. Apds recuperacdo da anestesia 0s animais ficaram
dispostos em gaiolas individuais com &gua e racao ad libitum (ANDRADE et al., 1987).
As solugdes, preparadas em volumes de 20uL, foram injetados dentro da esponja a cada
72 horas e analisaram-se as fases aguda (1 dia) e cronica (9 dias) da inflamacéo.

Para remocdo dos implantes os animais foram submetidos a eutanasia por
inalacdo injecdo com tiopental (Thiopentax) (30mg/kg). Apds incisdo mediana na regido
dorsal, os implantes foram dissecados, removidos, pesados e processados para estudos

bioquimicos e histologicos.

3.11. Determinacgdo da Angiogénese pelo Contetdo de Hemoglobina

A dosagem do contetdo de hemoglobina intra-implante foi feita utilizando-se o
método do reagente de Drabkin desenvolvido em 1932 e adaptado como indice de
vascularizacdo por Plunkett e Hailey (1990) e Hu et al. (1995).

Os implantes foram retirados e suas massas determinadas no nono dia pos-
implantacdo. As amostras que apresentaram hemorragia ou infeccdo & andlise
macroscopica foram excluidas do ensaio. Em seguida, cada implante foi homogeneizado
(Tekmar TR-10, Ohio, USA) em 2 mL de um reagente cromogénico especifico para
hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de Dosagem de Hemoglobina Labtest) e
adicionado em ependorff de 2 mL. As amostras foram centrifugadas a 4°C por 30
minutos a 12.000 rpm e os homogenatos filtrados em filtros de 0,22 um 40 (Millipore).
Posteriormente, foi realizada leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de
540 nm (Leitor de Elisa), utilizando-se uma placa de 96 pogos. A concentracdo de
hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de uma curva padrdo conhecida
(Analisa diagndstica) e os resultados foram expressos em concentracdo de hemoglobina

(microgramas) por miligrama de peso Umido de implante.

3.12. Avaliacédo da Infiltracdo Celular pela Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Apos a determinacdo do conteudo de hemoglobina, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de tampéao fosfato de sddio, pH
5,4. As amostras foram homogeneizadas em Vértex por 30 segundos, foram transferidos
300 uL desse homogenato eppendorfs de 1,5 mL e foram acrescentados 600 uL de
HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilaménio — Sigma) 0,5% p/v diluido em tampdao
fosfato pH 5,4. Ap6s nova homogeneizacdo no vortex, as amostras foram congeladas

para posterior dosagem. Ap6s o congelamento, as amostras foram descongeladas e
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centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi posteriormente
utilizado no ensaio enzimatico.

O ensaio enzimatico foi realizado em eppendorfs de 1,5 mL, e a reagdo seguiu a
seguinte ordem: 100 pL de perdxido de hidrogénio 0,003%, adicionar 100 pL de TMB
(3,3°, 5,5’- tetramethylbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil
sulfoxido — Merck); adicionar 200 uL do sobrenadante da amostra, deixar reagir por 1
minuto cronometrado, parar a rea¢do com a adigdo de 100 puL de H,SO, (acido sulfdrico
— Merck) a 4M. Em seguida, foram adicionados 200 uL a placa de 96 pocos e a leitura
espectrofotométrica foi feita em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram

expressos em indice de MPO (Absorbancia em D.O./mg de peso umido do implante).

3.13. Awvaliacdo da Infiltracdo Celular pela Atividade de N-Acetilglisosaminidase
(NAG)

Ap0s a utilizacdo da esponja para dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi ressuspendido em 2,0mL de solugdo salina 0,9% com
Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado). As amostras foram homogeneizadas em
vortex até obter uma suspensdo homogénea e, posteriormente, centrifugada em 3000
rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a realizac¢éo do ensaio.

Para a realizagao do ensaio, foram adicionados 100uL das amostras em duplicata
a uma placa de 96 pogos. As amostras, foram adicionados 100puL do substrato (p-
nitrofenil-N-acetil-b-D-glicosaminida — Sigma), diluido em tampao citrato/fosfato pH
4.5. Incubou-se a 37°C durante 30 minutos. Por ultimo, foram adicionados 100uL de
tampé&o glicina 0,2M, pH 10,6. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em
leitor de Elisa, em comprimento de onda de 400nm. A atividade de NAG no implante
foi calculada a partir de uma curva padréo de p-nitrofenol avaliada paralelamente. O p-
nitrofenol é o produto cromdgeno da reagdo entre pnitrofenol-N-acetil-p-D-glicosamina
com a N-acetilglicosaminidase (NAG). Os resultados das leituras foram expressos em

nmol mL-1/mg de peso umido do implante.

3.14. Dosagem de Colageno

O implante foi homogeneizado com PBS-Triton X-100 a 0,1% e centrifugado a
6000g durante 10 minutos. Parte do sobrenadante foi transferida para novo tubo
eppendorf e uma curva padrdo montada a partir de uma solucgdo de gelatina 10mg/mL

foi preparada. Adicionou-se o reagente picrosirius (Direct Red 80) a 0,1% em solucéo
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saturada de acido picrico. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por
30minutos, centrifugadas a 10000g por 10 minutos e se descartou o sobrenadante. O
sedimento foi lavado com etanol puro e homogeneizado no vortex com 1 ml de NaOH
0,5M até total solubilizacdo. O material foi transferido para placa de ELISA e teve o

comprimento de onda lido a 540nm.

3.15. Analises Histoldgicas

Esponjas retiradas exclusivamente para processamento histologico foram fixadas
em Tampdo Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio, 10% acido acético) por 3 horas
em geladeira. Apds esse periodo as esponjas foram preparadas para inclusdo em Alcool
Etilico P.A. por 30 minutos, por quatro lavagens, e depois em Xilol por 30 minutos, e
trés lavagens. As esponjas seguiram para emblocamento em Parafina I, Il e 11, durante
90 minutos em cada e incluidas em Parafina. Os blocos foram processados e coloragédo
Hematoxilina e Eosina (HE) foram realizadas. As imagens foram obtidas no Laboratorio
de Histologia da Universidade Federal de Uberlandia, no microscépio Leica DM500

acoplado a camera e software Las Ez.

3.16. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. A significancia dos
experimentos foi determinada pelo método ANOVA, com pds-teste Bonferroni, pelo
GraphPad Prism (©GraphPad Software Inc, 1992-2007) versdo 5.01. Os resultados

foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05 ou menor.
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4. Resultados
4.1. Participacdo da Galectina-3 no Trafego Intracelular de T. cruzi

Para avaliar se a proteina do hospedeiro galectina-3 participa do processo de
invaséo celular por T. cruzi, realizamos ensaios de cinética onde macrofagos peritoneais
foram incubados com cinco parasitas da cepa G por célula e tempos de 15 minutos, 30
min, 3 horas e 6 horas foram observados por imunofluorescéncia. Na Figura 1A
podemos observar o recrutamento de Galectina-3 (em verde) em colocalizacdo
(amarelo) ou ndo com o citoesqueleto de actina (em vermelho). No tempo de 15 min
podemos ver a formacdo de estruturas em formato de célice ao redor do parasita (seta
branca), sugerindo o recrutamento tanto de galectina-3 quanto de actina no sitio de
entrada do parasita. Aos 30 minutos observamos a mesma colocaliza¢do e nos tempos
de 3 e 6 horas podemos ver apenas o recrutamento de galectina-3 de forma de estrutura
localizada, polarizada, chamada de G3CS (Galectin-3 Containing Structures). Em B
mostramos que a porcentagem de recrutamento de galecitna-3 para os eventos de
invasdo do T. cruzi se deu em aproximadamente 20% dos eventos de parasitas
internalizados ou internalizando e se manteve durante os tempos iniciais (0.25, 0.5 e 2
horas). Em C quantificamos os eventos G3CS em cinética até 48 horas pos-invasdo.
Podemos ver que a quantidade de estruturas vai reduzindo ao longo do tempo,
sugerindo que esse fendmeno tenha importancia nos momentos iniciais da invasao e
logo ap6s a lise do vacuolo parasitoforo pelo parasita antes do inicio de sua

multiplicacdo livre no citoplasma.

Figura. 1
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Figura 1: Recrutamento de galectina-3 durante cinética de invasdo celular por T.
cruzi da cepa G. (A) Galectina-3 (verde) e actina (vermelho) foram recrutadas e
colocalizaram (amarelo, nas figuras da coluna Merge) durante a invaséo pela cepa G de
T. cruzi (contraste de fase e indicados pelas setas brancas). Nos tempos de 15 e 30
minutos podemos observar a formacdo de estruturas do tipo calice e ruffles de
membrana com colocalizacdo das proteinas Gal-3 e actina. No tempo de 3 horas
podemos observar parasitas em diferentes momentos da lise do vactolo (indicado pela
quantidade de galectina-3 ao seu redor) e produzindo estruturas contendo galecinta-3
(G3CS) polarizada, assim como no tempo de 6 horas onde podemos ver formacao de
G3CS na metade do vacuolo do parasita. (B) Porcentagem de recrutamento de
galectina-3 para os sitios de invasdo de 100 parasitas nos tempos de 15 e 30 minutos e 2
horas. Observamos que o recrutamento de galectina-3 se manteve em aproximadamente
20% dos eventos durante 0os momentos de cinética estudados reforcando sua
participagdo durante o trafego intracelular de T. cruzi. (C) Cinética da porcentagem dos
eventos de galectina-3 polarizada (G3CS) em 100 parasitas internalizados. Observamos
que as estruturas contendo galectina-3 polarizadas comegcam a aparecer no inicio da
invasdo e vao reduzindo ao longo do tempo. Experimentos realizados em triplicata e em

trés experimentos independentes.

4.2. Influéncia da Reducdo da Expressao das Proteinas AFAP-1L1, Galectina-3
e WASP na Invaséo e Multiplicag&o por T. cruzi.

Macrdfagos provenientes de medula 6ssea de C57BL/6 e imortalizados
(iMoB/6) foram infectados com particulas lentivirais capazes de inserir seu DNA no
cddigo genético da célula do hospedeiro e produzir um segmento de shRNA capaz de
interfir com a expressdo de AFAP-1L1, Galectina-3 ou WASP, reduzindo-a. As
linhagens deficientes (knockdown, KD) foram produzidas, selecionadas e submetidas a
citometria de fluxo (Figura 2) para confirmar a reducdo da expressdo. Na Figura 2A
podemos ver como a metodologia foi aplicada e em B podemos ver a redugdo da
intensidade média de fluorescéncia para as proteinas em células knockdown marcadas,

mostrando uma reducdo de sua expressao.

Figura 2.
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Figura 2: Citometria de fluxo para proteinas AFAP-1L1, Galectina-3, WASP e
Actina. (A) Analise feita por citometria de fluxo onde células WT e AFAP-1L1 KD
foram selecionadas e tiveram sua fluorescéncia media em FITC medida. Observamos
um desvio para a esquerda de AFAP-1L1 knockdown (azul) no histograma de
fluorescéncia mostrando uma menor intensidade que o controle WT (rosa). (B)
Citometria de fluxo para as células knockdown demonstrou menor intensidade de
fluorescéncia quando comparada com as células controles. A reducdo foi observada em
todas as células knockdown marcadas para 0s seus respectivos anticorpos e comparadas
com ceélulas WT. Resultados representativos de dois experimentos realizados

independentemente.

Em seguida, as linhagens celulares obtidas foram submetidas a ensaios de
invasdo (2 horas) e multiplicacdo (48, 72 e 96 horas) para avaliar se a reducdo da
expressao dessas proteinas na célula seria capaz de afetar a invasdo ou a multiplicagédo
do parasita, tanto em formas amastigotas (A e B) quanto em formas tripomastigotas (C e
D) da cepa G de T. cruzi. Na Figura 3 podemos observar que ndo houve diferenca na
porcentagem de células infectadas (A) entre os controles selvagens (WT), controle de
transducdo (CTRL KD, produtora de um shRNA néo interferente) e as proteinas
testadas. Em B vemos a relagdo entre parasitas por célula infectada e também néo

observamos diferenca entre as linhagens estudadas, sugerindo que 0 mesmo nimero de
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células continuou sendo infectadas pelo mesmo numero de parasitas. Ja em C
observamos que apenas as células knockdown para WASP tiveram uma reduzida
invasdo celular (**p<0,01), sugerindo uma importancia da atividade dessa proteina
durante os eventos de invasdo pelas formas tripomastigotas. Em D vemos uma relagéo
entre a quantidade de parasitas nas células infectadas e ndo observamos variacdo
nenhuma, sugerindo que mesmo havendo uma diferenga na invasédo a quantidade de

parasitas nas células infectadas ndo se alterou.

Figura 3.
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Figura 3. Ensaio de invasdo celular de iMo com cepa G de T. cruzi. (A)
Porcentagem de células infectadas em invasdo com amastigotas extracelulares. Néo
observamos diferenga na invasdo celular entre as linhagens knockdown para AFAP-1L1,
Galectina-3 e WASP com as linhagens controle (WT e CTRL KD). (B) Relacédo entre

namero de parasitas/nimero de células infectadas. N&o observamos diferenca na
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quantidade de parasitas dentro das células infectadas em todas as linhagens estudadas.
(C) Porcentagem de células infectadas em invasdo com tripomastigotas de cultura de
tecido. Observamos que as células knockdown para WASP apresentaram reduzida
(**p<0,01) invasdo celular quando comparadas com a linhagem selvagem (WT),
sugerindo uma importancia desse componente durante a invasao por tripomastigotas.
(D) Relagdo entre nimero de parasitas/nimero de células infectadas da invasdo com
tripomastigotas. N&o observamos diferenca na quantidade de parasitas dentro das
células infectadas em todas as linhagens estudadas. Experimentos foram realizados em

duplicata em dois experimentos independentes.

Na Figura 4 temos os ensaios de multiplicacdo realizados com as linhagens
obtidas nos tempos de 48 horas (A), 72 horas (B) e 96 horas (C). No tempo de 48 horas
(A e D) podemos observar o aumento do nimero de amastigotas intracelulares, em
relacdo ao controle selvagem (WT), das células knockdown para AFAP-1L1
(****p<0,0001) e WASP (**p<0,01) sugerindo uma maior facilidade para
multiplicacdo na reduzida expressdo dessas proteinas. Ndo houve diferenca nas células
deficientes para Galectina-3. No tempo de 72 horas (B e E) a diferenca existente no
tempo de 48 horas entre células AFAP-1L1 knockdown e os controles desaparece,
mantendo-se apenas o aumento de multiplicacdo em WASP knockdown (***p<0,001).
No ultimo tempo analisado (C, 96 horas e F) apenas WASP knockdown apresentou
aumento da multiplicacdo significante (*p<0,05), estranhamente observamos uma
estagnacdo na multiplicacdo de Galectina-3 talvez decorrente de uma menor redugéo no

nivel de expressao proteica desse knockdown.
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Figura 4. Ensaio de multiplicagédo celular em iMo. (A) Multiplicagcdo no tempo de 48
horas. Células knockdown para AFAP-1L1 e WASP apresentaram aumentada
multiplicacdo intracelular comparadas com controle selvagem (WT) e controle de
transducdo (CTRL KD), p<0,0001 e p<0,01, respectivamente. Ndo houve diferenca em
Galectina-3 knockdown. (B) Multiplicagdo no tempo de 72 horas. AFAP1-L1
knockdown deixou de apresentar diferenca significativa e somente WASP knockdown
(p<0,001) apresentou aumentada multiplicacdo. (C) Multiplicacdo no tempo de 96
horas. WASP knockdown mantem crescimento aumentado (p<0,05) enquanto AFAP1-

L1 knockdown apresenta tendéncia de aumento da multiplicacdo. Galectina-3
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knockdown ndo apresentou diferenca. (D) Imunofluorescéncia do tempo de 48 horas
para as células. Podemos observar o visivel aumento na quantidade de parasitas
intracelularmente em AFAP-1L1 knockdown e WASP knockdown quando comparado
com as celulas WT. (E) Imunofluorescéncia do tempo de 72 horas. Podemos observar o
visivel aumento na quantidade de parasitas intracelularmente em e WASP knockdown
quando comparado com as células WT. (F) Imunofluorescéncia do tempo de 96 horas.
Podemos observar o visivel aumento na quantidade de parasitas intracelularmente em
AFAP-1L1 knockdown e WASP knockdown quando comparado com as células WT.

Experimentos foram realizados em triplicata e em trés ensaios independentes.

4.3. AFAP-1L1, Galectina-3 e WASP participam do mecanismo regulador do

citoesqueleto de actina durante o tratamento com P21-Hisg?

Observamos em estudos prévios que a P21-Hiss € capaz de aumentar a
capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais de camundongos C57BI/6
(RODRIGUES et al., 2012). Neste contexto, empregamos 0 modelo de knockdown para
avaliarmos a importancia das proteinas AFAP-1L1, galectina-3 e WASP na atividade
pré-fagocitica da P21-Hiss. Para avaliar se o knockdown dessas proteinas afetaria a
polimerizag&o do citoesqueleto de actina as células obtidas foram tratadas ou ndo com a
P21-Hiss, cuja atividade na polimerizacao de actina ja foi descrita (RODRIGUES et al.,
2012). Apds o tratamento as células foram marcadas com Faloidina-TRITC, e
analisadas por citometria para verificar a intensidade da fluorescéncia correspondendo a
intensidade da polimerizacdo do citoesqueleto de actina (Figura 5). Como a
polimerizagdo de actina provocada pela P21-Hisg continuou acontecendo em todas
células knockdown, observado pelo aumento da intensidade média de fluorescéncia
quando se tratando as células. O resultado sugere que as proteinas estudadas ndo estédo

envolvidas no efeito biologico polimerizados da P21-Hisg.

Figura 5.



38

6000- )
3 Nao Tratado

5000- B 40ug/mL P21-Hisg

mulnlﬂlﬂlﬂl

Figura 5: Intensidade média de fluorescéncia para actina apds tratamento com

Média de Intensidade de Fluorescéncia da Actina

P21-Hisg em células knockdown. Células knockdown com P21-Hisg. Observamos que
todas as células knockdown produziram uma maior intensidade de fluorescéncia para a
marcacdo de actina sugerindo pouca ou nenhuma participacdo na polimerizacdo de
actina produzida pela P21-Hisg ja que um aumento na fluorescéncia continuou se dando
quando as células eram tratadas. Resultados representativos de dois experimentos

realizados independentemente.

Posteriormente, empregamos a tecnologia de biopanning em busca de peptideos
miméticos ao receptor CXCR4, bem como outros possiveis ligantes da P21.

4.4. Obtencdo de Bacteriéfagos Ligantes a P21-Hiss com Capacidade de
Interferéncia nos Efeitos Biologicos da Proteina.

Procurando por potenciais ligantes para a proteina P21-Hiss realizamos um
Biopanning utilizando a técnica de Phage Display que consiste em utilizar uma
biblioteca de bacteriéfagos para descobrir sequéncias de aminodcidos mimetizantes de
regides nas proteinas ligantes. Dessa forma obtemos 17 fagos, listados na Tabela 1 em
ordem crescente de Absorbancia no ELISA deep-well, capazes de interagir com a
proteina P21-Hisg. Para selecionar os mais interativos, um ELISA deep-well (feito com
0 sobrenadante da cultura dos bacteriofagos) foi realizado e pudemos selecionar os oito
fagos (A1, A6, All, B2, B9, B10, C2 e C3, nomeados segundo os pogos da placa de 96
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onde cresceram para a extracdo de DNA) mais reativos para um ELISA com os

bacteridfagos purificados (Figura 6).

Tabela 1. Absorbancia média por ELISA deep-well dos bacteriofagos isolados.

*Bacteriofago Selvagem, sem cauda de peptideos randémicos.

Figura 6

Absorbancia Média | Bacteridfago
0,966 A6
0,841 Al
0,823 All
0,804 B9
0,784 B10
0,746 B2
0,738 C3
0,737 C2
0,698 B4
0,697 A9
0,676 B11
0,629 C1
0,593 B12
0,390 A3
0,319 Selv*
0,282 C4
0,248 AS
0,245 Al0
0,221 S6 P21-Hisg
0,093 Branco
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Figura 6. ELISA com bacteriéfagos mais reativos purificados. Os clones que
apresentaram as maiores interacfes com P21-Hisg por absorbancia a 492 nm foram A1l
(A = 1.82), B2 (A = 1.89), B10 (A = 1.96), C2 (A = 2.01). A6 e B9 também
apresentaram boa interacdo, A = 0.81 e A = 1.15, respectivamente. Bacteriéfago

Selvagem (Selv) apresentou absorbancia de A = 0.12. ***p<0,001.

Nossos resultados prévios (RODRIGUES et al., 2012) mostraram que o receptor
de quimiocina CXCR4 € um dos receptores para a proteina P21-Hisg, dessa forma
procuramos analisar as sequéncias dos quatro clones mais reativos a proteina
recombinante com a sequéncia da proteina CXCR4 (obtida pela ferramenta Protein
Data Bank, disponivel em: http://www.rcsh.org/pdb/explore.do?structureld=30DU).
Como podemos ver na Figura 7 (A), obtida pela ferramenta Pepsurf (Disponivel em:
http://pepitope.tau.ac.il/), houve alinhamento entre as sequéncias. As esferas cinza

correspondem a aminoacidos da cadeia B da proteina CXCR4 e as esferas vermelhas
correspondem as sequéncias pareadas com os clones B2, B10 e C2, enquanto as esferas
azuis correspondem as sequéncias pareadas com o clone All. Na Figura 8 (B),
podemos ver em detalhe o pareamento da sequéncia de aminoacidos do CXCR4 com a
sequéncia do clone All, observando 10 matches (pareamento ideal) e 2 mismatches
(pareamento ndo ideal). B2, B10 e C2 apresentaram matches com 6, 7 e 8 aminoacidos,
respectivamente, e 3, 2 e 2 mismatches, respectivamente.

Figura 7.
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Figura 7. Andlise de similaridade estruturais entre 0 CXCR4 e os bacteriofagos
selecionados. (A) Similaridades entre os clones All, B2, B10 e C2 e o receptor de
quimiocinas CXCR4. As esferas em cinza representam os aminodcidos da cadeia B do
receptor CXCR4, enquanto as esferas azuis representam os aminoacidos pareados do
bacteriofago A1l e as esferas vermelhas os aminoacidos pareados dos bacteriofagos B2,
B11l e C2. (B) Alinhamento entre CXCR4 e bacteriéfago All. O clone All (esferas
azuis) apresentou um pareamento perfeito (macth) em 10 dos 12 aminoéacidos do
bacteriofago, e dois pareamentos nédo ideais (mismatches) trocando Treonina (Thr) por
Alanina (Ala) e Serina (Ser) com CXCR4.

Decidimos testar o potencial inibitério que os bacteriéfagos teriam sobre a
invasdo do T. cruzi e sobre a fagocitose aumentada causada pela P21-Hisg. Dessa forma
realizamos ensaios de invasdo onde diferentes quantidades de bacteriofagos foram
incubados previamente com formas tripomastigotas da cepa G (Figura 8A) ou com P21-
Hisg (Figura 8B) por 2 horas em T.A. e sob agitagdo. Observamos, em 8A, que 0
tratamento das formas tripomastigotas com os bacteriofagos All e B2, nas
concentragdes de 10°, 10% ou 10° de bacteriéfagos por parasita, foram capazes de reduzir
a invasdo (**p<0,01 e *p<0,05) em células C2C12, com excecdo da quantidade de 10°
para o bacteri6fago B2. Em 8B, observamos que a incubacdo de 40ug/mL de P21-Hisg
com formas de T. cruzi aumentaram a invaséo tanto nos controles ndo incubados com
fagos quanto na incubagdo com o fago irrelevante “Selvagem”. Enquanto a incubagéo
da proteina com 10*? bacteriéfagos A1l ou B2 produziu uma reducdo significativa
(**p<0,01 e *p<0,05) no efeito pro-fagocitico da P21-Hiss sugerindo uma competicédo
com a mesma e uma inibicdo do seu efeito bioldgico.

Figura 8.
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Figura 8. Efeitos biologicos dos bacteriofagos especificos durante a invasao
por T. cruzi e no efeito da P21-Hisg. (A) Controle da invasdo celular em mioblastos
C2C12 por tripomastigotas da cepa G incubados previamente com os bacteriofagos
selecionados contra P21-Hiss. A1l e B2 foram capazes de reduzir a invasdo por
tripomastigotas em diferentes propor¢des bacteriéfagos:parasita. Podemos observar que
a incubacdo de 10° 10* e 10? bacteri6fagos A1l reduziu a invasdo ao se comparar com

o controle DMEM, assim como a incubagdo com as maiores quantidades (10° e 10%) de
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B2 produziu o mesmo efeito inibitorio (**p<0,01 e *p<0,05). Bacteridéfagos selvagens
ndo foram capazes de reduzir a invasdo mesmo com as maiores proporgdes. (B)
Controle do efeito pré-fagocitico (*p<0,05 DMEM e em incubados com fagos “Selv’)
da P21-Hisg pelos bacteriofagos selecionados. All e B2 foram capazes de reverter 0s
efeitos pré-fagociticos da P21-Hisg (**p<0,01) enquanto o fago selvagem nédo afetou o
efeito prd-fagocitico da P21-Hisg. Experimentos feitos em duplicatas e em dois ensaios
independentes.

4,5. Atividade Quimiotatica e Invasiva da P21-Hiss.

Conhecendo a atividade quimiotatica do receptor CXCR4 (Murdoch, 2007), e
suspeitando da sua interacdo com a P21-Hisg resolvemos realizar experimentos in vivo

para avaliar os efeitos bioldgicos da proteina recombinante.

Inicialmente injetamos intraperitonealmente a dose estabelecida no modelo in
vitro de 40pg/mL de P21-Hiss (RODRIGUES et al., 2012) em animais Balb/c para
acompanharmos o recrutamento celular em diferentes tempos na cavidade abdominal. A
quantidade total de células recrutadas nos tempos de 6, 24 e 72 horas pos-tratamento foi
contado em camara de Neubauer (Figura 9A), e podemos observar que o tratamento
com P21-Hisg aumenta significativamente o nimero de células na cavidade abdominal
quando comparado com os animais tratados apenas com PBS. Sugerindo assim uma

atividade quimiotatica in vivo para a P21-Hiss.

Uma gota do lavado peritoneal foi fixada com metanol e corada com Giemsa
para contagem diferencial entre polimorfonucleares (PMN), macréfagos (MO) e
linfécitos (LO) por microscopia de luz, confirmatoriamente, a mesma amostra foi fixada
em formaldeido 4% e conduzida a anélise por citometria de fluxo para separacdo das
populacbes de macrofagos, linfocitos e polimorfonucleares apenas pelo tamanho e
granulosidade das células. O resultado dessa contagem diferencial pode ser observada
em porcentagem na Figura 9B, onde podemos ver que o perfil de células recrutado ao
longo do tratamento com P21-His6 parece ser de linfocitos e macrofagos, enquanto a
porcentagem total de neutréfilos reduz, indicando uma reducéo relativa dessa populacao

no total de células.

Figura 9.
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Figura 9. Quimiotaxia in vivo causada pela proteina P21-Hisg. (A) Recrutamento
celular intraperitonealmente em camundongos Balb/c. Podemos observar que a inje¢édo
intraperitoneal com 40pg/mL de P21-Hisg produziu um maior recrutamento de células
totais para essa cavidade quando comparado com a injecdo de PBS. (B) Citometria de
fluxo para diferenciagdo em PMN, MO e LO. Observamos que o recrutamento de

linfécitos e macrofagos parece aumentar a medida que o ndmero de neutréfilos vai
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reduzindo, sugerindo uma troca de populacdo recrutada. Experimentos realizados em

triplicatas e em dois ensaios independentes.

4.6. Efeitos Anti-Angiogénicos e Ativadores da P21-Hisg,

Procurando estudar outros efeitos bioldgicos in vivo do tratamento com P21-
Hisg, decidimos utilizar a metodologia de esponjas, padronizada por Bailey et al., 1988
e Grindlay et al., 1951. Dessa forma, pequenas esponjas foram cirurgicamente inseridas
nas costas de camundongos C57BI/6 e o tratamento com diferentes doses de P21-Hisg
(10ug, 40ug ou 100ug) foi realizado injetando-se 20ul de solucdo nas esponjas a cada
72 horas (dia 1, 4 e 7) durante nove dias (Figura 10) para investigacdo da melhor dose-
resposta a ser estudada na fase crénica da inflamacdo. As esponjas foram removidas
cirurgicamente e submetidas a analises bioquimicas para andlise do conteudo de
colageno (A), presente em processos de reparo celular durante a inflamacdo, de
hemoglobina (B), marcador relativo da existéncia e formagdo de vasos sanguineos, da
enzima mieloperoxidase (MPO, D), expressa por neutrofilos ativados e da enzima N-
Acetilglisosaminidase (NAG, E), expressa em macrofagos ativados. Esponjas
particulares foram processadas histologicamente e podemos observar uma coloragédo de
HE em C.

Na Figura 10A, a quantidade de colageno nas amostras foi determinada para
avaliar se os processos de reparo celular decorrente da inflamagdo estariam alterados.
Podemos observar que houve aumento, mas ndo chegou a ser significativo. Na Figura
10B podemos ver o resultado da dosagem de hemoglobina mostrando-se que houve uma
reducdo no seu contetdo com o tratamento de qualquer dose de P21-Hisg (*p<0,05 e
***p<0,001), sugerindo que a proteina recombinante estaria agindo de maneira anti-
angiogénica, reduzindo a producdo de vasos sanguineos decorrente do processo
inflamatdrio de corpo estranho. Em C podemos ver um corte histologico corado com
HE onde um maior nimero de vasos sanguineos pode ser observado na esponja tratada
com PBS (painel esquerdo), corroborando o dado bioquimico, e um maior nimero de
células recrutadas pode ser observada na esponja tratada com 100ug/20uL de P21-Hisg
(painel direito), reforcando os dados quimiotaticos e bioquimicos. Em D e E foram
analisados se os neutrofilos e macréfagos, respectivamente, recrutados em animais

tratados com P21-Hisg estariam relativamente mais ativos que em animais tratados com
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PBS. Podemos observar (em D), que parece haver um aumento da atividade da enzima
MPO a medida que a dose de P21-Hiss € aumentada, sendo que na maior concentracao
testada de 100pg/20uL houve um aumento significativo (***p<0,001), demonstrando
que os neutrofilos recrutados naquelas esponjas estavam mais ativos. Em E podemos
observar que o tratamento com qualquer dose de P21-Hisg produziu uma maior ativacdo
relativa de macrdfagos (*p<0,05 e **p<0,01) em todas as concentracBes testadas,
mostrando que a ativacao de macrdfagos é maior durante a exposi¢do a P21-Hisg,

Figura 10.
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Figura 10. Efeitos bioldgicos da P21-His6 durante a inflamacao crénica (nove dias).
(A) Conteudo em pg de colageno por mg de peso imido da esponja obtida. Observamos
que ndo houve diferenca entre o tratamento com P21-Hisg € 0 tratamento controle de
PBS. (B) Concentracdo de hemoglobina (ug/mL) por mg de peso Umido da esponja
obtida. Observamos que houve uma redugéo significativa (***p<0,001 para 10pg/20pL
e 100ug/20uL e *p<0,05 para 40ug/uL) no conteddo de hemoglobina quando houve
tratamento com P21-Hisg sugerindo um efeito anti-angiogénico para a proteina. (C)
Anélise Histoldgica corada com Hemataoxilina-Eosina. Esponjas tratadas com PBS
(painel esquerdo) e com 100ug/20uL de P21-Hisg (painel direito) nos mostram maior
volume de vasos sanguineos e hemécias no painel esquerdo e maior densidade de
recrutamento celular no painel direito. (D) Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
produzida por neutrofilos ativados. Observamos um aumento da atividade da enzima de
MPO apds o tratamento com P21-Hiss na dose de 100ug/20uL sugerindo uma maior
atividade e/ou um maior recrutamento de neutréfilos para a esponja tratada. * p<0,05.
(E) Atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) produzida por macrofagos
ativados. Observamos um aumento (**p<0,01 na dose 40ug/20uL e *p<0,05 nas doses
de 10 e 100ug/20uL) da atividade da enzima de NAG apods o tratamento com P21-Hisg
sugerindo uma maior atividade e/ou um maior recrutamento de macrofagos para a
esponja tratada. N=10 C57BI/6.

Posteriormente resolvemos investigar a atuacdo da proteina P21-Hisg durante a
fase aguda (um dia) da inflamagdo. Dessa maneira realizamos o mesmo experimento,
dessa vez tratando apenas com a dose 100ug/20pL, julgada ter obtido mais resultados, e

sacrificando os animais ap6s um dia de tratamento. Podemos ver os resultados obtidos
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na Figura 11 que, assim como visto durante a fase crénica (nove dias) de inflamacéo,

ndo houve aumento do conteddo de coldgeno (11A), enquanto a quantificacdo de

hemoglobina (11B) mostrou uma reducdo significativa (p<0,05) desse material

sugerindo uma menor vascularizacdo e angiogénese na esponja. Da mesma forma

observamos que as atividades de MPO (11C), caracteristica da ativacao de neutrofilos,

também aumentaram significativamente (p<0,05) e NAG (11D), caracteristica da

ativacdo de macrofagos, também aumentou significativamente (p<0,05), sugerindo um

maior recrutamento e/ou atividade dessas células durante o processo inflamatério

produzido pela implantacéo da esponja.

Figura 11.
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Figura 11. Efeitos bioldgicos da P21-His6 durante a inflamagdo aguda. (A)

Contetido em pg de colageno por mg de peso umido da esponja obtida. Observamos que

ndo houve diferenca entre o tratamento com 100ug/20uL de P21-Hisg e 0 tratamento
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controle de PBS. (B) Concentracdo de hemoglobina (ug/mL) por mg de peso umido da
esponja obtida. Observamos que houve uma reducdo significativa (*p<0,05) no
contetdo de hemoglobina quando houve tratamento com P21-Hisg sugerindo um efeito
anti-angiogénico para a proteina. (C) Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
produzida por neutrofilos ativados. Observamos um aumento da atividade da enzima de
MPO apds o tratamento com P21-Hisg sugerindo uma maior atividade e/ou um maior
recrutamento de neutrofilos para a esponja tratada. * p<0,05. (D) Atividade da enzima
N-acetilglicosaminidase (NAG) produzida por macréfagos ativados. Observamos um
aumento da atividade da enzima de NAG apds o tratamento com P21-Hisg sugerindo
uma maior atividade e/ou um maior recrutamento de macrofagos para a esponja tratada.
* p<0,05. N=10 C57BI/6.
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5. Discussao

5.1. Galectina-3 Participa do Trafego Intracelular do T. cruzi e Produz Estruturas
do Tipo G3CS.

Nossos resultados demonstraram que a proteina galectina-3 estd presente ao
redor do parasita durante o seu trafego intracelular (Figura 1A e 1B) refor¢ando sua
participacdo no processo de invasao celular. A galectina-3 é uma proteina com atividade
lectinica capaz de ligar a carboidratos e possui caracterizada participacdo em eventos
como balsas lipidicas, rufles de membrana e outras vias endociticas (PAZ et al., 2010 e
HSU et al., 2009). Estudos com T. cruzi j& demonstraram que a galectina-3 facilita a
adesdo celular do parasita (KLESHCHENKO et al., 2004 e MOODY et al., 2000) e que
o T. cruzi tem a capacidade de mobilizar as balsas lipidicas para invadir as células do
hospedeiro (FERNANDES et al., 2007). Sugerindo assim que o T. cruzi pode mobilizar
as balsas lipidicas via sua interacdo com a galectina-3.

Em nosso estudo verificamos que a galectina-3 participa do processo de invaséo
celular por T. cruzi em 20% dos casos (1B), estando presente em expansoes
citoplasmaticas associadas a invasdo como os rufles e em estruturas em formato de
calice ricas em actina, e também podendo ser considerada como marcador de lise do
vacuolo parasitoforo ao formar estruturas contendo galectina-3 (G3CS) polarizada que
vao desaparecendo ao longo do tempo (1C) (MACHADO et al., 2013). Essa formacéo
de G3CS parece depender da atividade lectinica da galectina-3 e sua acdo se da pela
interacdo com residuos do vacuolo lisado (PAZ et al., 2010), sugerindo um marcador de

escape do fagossomo.

5.2. AFAP1-L1 e WASP sdo Proteinas Associadas com a Invasdo e Multiplicacao
do T. cruzi.

Sabendo da importancia do citoesqueleto de actina para a infecgdo de patdgenos
no geral (CASTELLANO et al., 2001), e por T. cruzi (MORTARA et al., 1991 e
PROCOPIO et al., 1998) e da interacio dessas proteinas com o citoesqueleto e com o
parasita, levantamos a hipdtese de que a estudada galectina-3, a proteina WASP — um
dos componentes essenciais da polimerizagédo da actina (MASSAAD et al., 2013) —e a

proteina AFAP-1L1 — proteina adaptadora capaz de realizar cross-links de actina
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(KAJITA et al., 2013) — poderiam estar também relacionadas aos eventos de

multiplicacéo celular.

Dessa forma produzimos células knockdown para tais proteinas e estudamos sua
interagdo com T. cruzi (Figura 2, 3 e 4) em tempos de 2, 48, 72 e 96 horas. Observamos
que a reducdo da expressdo das proteinas ndo afetou a invasdo do parasita no tempo de 2
horas, mas que a baixa expressdo da proteina WASP se mostrou capaz de permitir o
aumento da multiplicagdo intracelular em todos os tempos (4A-F) estudados
posteriormente € uma menor taxa de invasdo celular nas células invadidas com
tripomastigotas (3C). Assim como a reducao da expressdo de AFAP-1L1 promoveu um
aumento significativo no tempo de 48 horas, sugerindo sua importancia em tempos
iniciais pés-invasao celular. A partir desses resultados sugerimos que a auséncia desses
fatores prejudica a dindmica de polimerizacdo do citoesqueleto de actina e decorrente
desse fenbmeno o citoplasma do parasita fica mais frouxo, facilitando sua multiplicacdo
intracelular, indo de acordo com a literatura onde ja foi visto a importancia da
integridade do citoesqueleto de actina para a manutencéo da infeccdo (FERNANDES et
al., 2011) e com o que previamente observamos, onde um citoesqueleto mais rigido

produzia menor multiplicacdo intracelular (MARTINS, 2013).

A AFAP-1L1 é uma proteina adaptadora, recentemente caracterizada, com
capacidade de se ligar a actina, cortactina e outras e de fazer cross-links entre essas
moléculas, aumentando a estabilidade e melhorando a dindmica do citoesqueleto
(SNYDER et al., 2011). Ela também participa em eventos de metastases sendo um fator
importante na mobilidade das células cancerigenas (KAJITA et al., 2013 e FURU et al.,
2011) dessa forma acreditamos que sua presenca se faca necessaria para a regulacdo do
citoesqueleto de actina durante a reorganizacdo do mesmo em processos de invasdo. De
forma semelhante, a proteina WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) é uma
proteina de ligacéo a actina. E ativada pela proteina sinalizadora Cdc42 (ROHATGI et
al., 1999) e age pela ativacao do completo Arp 2/3 que participa da nucleacdo da actina
(MACHESKY et al.,, 1998). Sabendo que, a pouca expressao de WASP pode
desequilibrar a dindmica da regulacdo do citoesqueleto de actina, prejudicando a
mobilidade celular (ESCUDERO-ESPARZA et al., 2012), as vias endociticas de
reciclagem (XIE et al., 2011) e a migracdo celular (CVEJIC et al., 2008). Dessa forma
acreditamos que o knockdown para a proteina WASP prejudicou a dindmica do

citoesqueleto de actina ao ponto de enfraquecé-lo e permitir uma maior multiplicacéo do
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parasita. Ja foi observado em outros modelos de knockdown para WASP que a
integridade do citoesqueleto na manutenc¢do do formato celular e no ciclo celular séo
afetadas (ZHANG et al., 2009). Curiosamente observamos que o knockdown para
WASP também reduziu a taxa de invasao celular pelas formas tripomastigotas, o que
pode ser efeito de uma pior capacidade de regulacdo das vias endociticas e de reparo
(DE SOUZA et al., 2013) — uma das formas de invaséo do parasita - pelo citoesqueleto

da célula.

Sabendo dos efeitos da P21-Hisg sobre o citoesqueleto de actina (RODRIGUES
et al., 2012) resolvemos estudar a interacdo entre essa proteina e as células knockdown
obtidas. Realizamos experimentos visando avaliar se a polimerizacdo de actina se
mostrava afetada nessas celulas e se o tratamento com P21-Hisg apresentava 0 mesmo
efeito pro-fagocitico previamente observado (Figura 5). Nossos resultados indicam que
a auséncia das proteinas AFAP-1L1, Galectina-3 e WASP reduziram pouco o efeito
polimerizador da P21-Hiss, sendo assim estes dados sugerem que O processo de
sinalizacdo celular induzido pela P21-Hisg de T. cruzi requer pouco participacdo destas
proteinas para induzir a polimerizacdo de actina e consequentemente promover a

fagocitose.

5.3. Interacdo da P21-Hiss com Bacteriéfagos e sua Inibicao Especifica.

O receptor CXCR4 é um receptor acoplado com a proteina G (G protein-coupled
receptor - GPCR), um complexo que envolve sete dominios glicoprotéicos na
transmembrana celular. As proteinas Gs sdo intermediarias essenciais para 0 mecanismo
de transducdo de sinal provenientes da superficie celular (FARFEL, 1999; SPIEGEL,
1996). Os GPCRs podem ser ativados por hormdnios, neurotransmissores, fatores de
crescimento, entre outros. Uma vez ativada, a proteina G intermedia o processo de
sinalizacdo que € iniciado com a ativacdo do GPCR e culmina com a resposta mediada
pela acdo de moléculas efetoras, tais como: canais ibnicos e enzimas que geram
segundos mensageiros, como, por exemplo, a adenilil-ciclase, a enzima que gera o

mensageiro AMP ciclico.

Diversas cascatas de sinalizacdo celular dependem da liberacdo do ion calcio,

estocado em organelas celulares (reticulo endoplasmatico, mitocondria), para o
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citoplasma. Uma vez ativada, a proteina G se separa e, sua subunidade a se desloca pela
membrana plasmatica e ativa a enzima fosfolipase C (PLC). A fosfolipase C catalisa a
quebra de um lipideo de membrana, o fosfatidilinositolbifosfato (PIP2) em duas
moléculas: diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). O DAG permanece na
membrana plasmatica e, atua no recrutamento de uma proteina quinase, dependente de
calcio ou PKC. O IP3 se difunde pelo citoplasma e se associa a receptores presentes na
membrana do reticulo que sdo canais de calcio. A ativacdo destes receptores leva a
liberacdo do Ca++ presente no reticulo para o citoplasma, onde ele participa da ativacao
da PKC e de varias outras proteinas relacionadas ao rearranjo do citoesqueleto, dentre
elas a P13-quinase, AKT, m-TOR e n-Ras, e suas fungdes bioldgicas (BRIEST et al.,
2014).

Alguns resultados obtidos em nosso laboratorio indicaram que um dos alvos da
P21-Hisg seria 0 receptor da quimiocina CXCL-12, 0 CXCR4 (RODRIGUES et al.,
2012). Pela técnica de Biopanning (Figura 6, 7 e 8), nossos resultados corroboram os
dados anteriores, de forma que a analise in silico (Figura 7) nos mostrou alta
semelhanca entre os bacteriéfagos selecionados (All, em especial) para a proteina P21-
Hiss, sugerindo que estes mimetizariam regides do receptor CXCR4. Dessa forma,
hipotetizamos se esses bacteriofagos ndo teriam capacidade de reduzir o efeito pro-
fagocitico da P21-Hisg por bloquearem, ao menos parcialmente, a interacdo da P21-Hisg
coma célula do hospedeiro (Figura 8). Observamos que os fagos All e B2, dois dos
mais reativos, possuiram capacidade de reduzir a invasdo natural de formas
tripomastigotas de T. cruzi e também de anular o efeito pré-fagocitico do tratamento
com P21-Hiss.

O desenvolvimento de ferramentas anti-infectivas usando bacteriéfagos €
recorrente na literatura e para todos tipos de agentes bioldgicos (bactérias, virus,
parasitas) (HUANG et al., 2012). Ja foi observado o uso de bacteriofagos selecionados
por phage display para neutralizar os efeitos da toxina Shiga produzida por Escherichia
coli (BERNEDO-NAVARRO et al., 2014) e para neutralizar a enzima urease de
Helicobacter pylori (HOUIMEL et al, 1999). Também se estuda o
nanoencapsulamento de drogas para o tratamento de cancer utilizando-se de
bacteriofagos e seus peptideos especificos (PETRENKO e JAYANNA, 2014). Sabendo
que a ligagdo do bacteriéfago com a P21-Hiss, se da pela cauda de peptideos do mesmo

e que a P21-Hisg teve seu efeito biologico inibido pelos peptideos especificos dos
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bacteriofagos selecionados, hipotetizamos que esses peptideos podem ter algum valor

terapéutico no controle da invasédo de T. cruzi.

5.4.  Atividades Bioldgicas da Proteina P21-Hisg e seu Potencial Terapéutico.

Conhecendo que a atividade pro-fagocitica da P21-Hiss é reduzida durante o
tratamento com o inibidor de CXCR4 (ROODRIGUES et al., 2012), e sabendo da
importancia desse receptor para processos de quimiotaxia (MURDOCH et al.,)
resolvemos aprofundar nossos estudos nos efeitos bioldgicos da proteina P21-His6
nesse processo. Para tanto, realizamos ensaios de recrutamento celular (Figura 9) onde
observamos que a proteina P21-Hiss aumenta o recrutamento de células hematopoiéticas
para a cavidade peritoneal de camundongos Balb/c (9A), sugerindo um efeito
quimiotatico para a proteina recombinante, possivelmente por interagir com o receptor
CXCR4 e ativa-lo. Paralelamente observamos que o perfil de células recrutado muda
proporcional de polimorfonucleares para macréfagos e linfécitos, sugerindo um perfil
de recrutamento semelhante ao que ocorre durante processos infecciosos onde 0s
neutrofilos que a primeira linha de defesa do organismo, liberando fatores
quimiotéxicos e proteases que alteram o microambiente e estimulam a migracdo de
outras células de defesa (CASSATELA, 1995), vao tendo sua populagdo mudada para

macrofagos e linfocitos para uma resposta mais especifica (TREPAT et al., 2012).

Sabendo da importancia da quimiotaxia e do recrutamento celular nos processos
inflamatdrios, resolvemos estudar o papel da P21-Hisg nos processos de inflamacdo de
corpo estranho. A inflamacdo é uma reacdo complexa que ocorre a nivel tecidual frente
a algum estimulo lesivo e com funcdo de subverter o agente lesivo e restaurar o tecido
lesado (COTRAN et al., 2000). O modelo empregado neste estudo para avaliar a
atividade biolégica da forma recombinante da P21 em processos inflamatérios foi
proposto pro Grindlay et al., em 1951 e consiste na implantacdo de matrizes esponjosas
no tecido subcutaneo de mamiferos, induzindo a migracgéo celular, a formacao tecidual e
vascularizagdo. Dessa forma observamos diferentes doses de P21-His6 num momento
de inflamacé&o crénica (9 dias apds o implante das esponjas) (Figura 10). Concluimos
que a proteina recombinante tem um efeito relativamente pequeno na indugéo de reparo
celular (10A), processo que se inicia junto com a inflamacéo e somente termina ao fim

do processo lesivo (WILLENBORG et al., 2014). Contudo, ela apresentou efeito anti-
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angiogénico, ao diminuir os niveis de hemoglobina (10B) e a quantidade de vasos

sanguineos (10C).

Terapeuticamente se busca a descoberta de novos tratamentos para eventos
angiogénicos, como sdo 0s casos de muitos tumores (JOHANNESEN et al., 2013). J&
sabemos que parasitas e tumores trocam antigenos (DARANI e YOUSEFI, 2012), e que
outra proteina de T. cruzi, calreticulina, também tem atividade anti-angiogenica e
antitumoral (LOPEZ et al., 2010 e MOLINA et al., 2005). Dessa forma sugerimos que a
P21-Hisg possa ter funcdo terapéutica no controle de tumores devido a sua atividade

anti-angiogeénica.

Outra caracteristica marcante do processo inflamatério € a presenca de
neutrofilos e macréfagos no sitio inflamatoério. Assim, corroboramos nossos dados de
quimiotaxia com cortes histologicos, mostrando um visivel infiltrado celular maior em
esponjas tratadas com P21-Hisg, quando comparadas com esponjas tratadas com salina.
O acumulo de neutrofilos pode ser detectado de forma indireta pela dosagem da
atividade da enzima mieloperoxidade, um marcador quantitativo de neutréfilos
(BRADLEY et al., 1982) e 0 acumulo de macrofagos pode ser detectado com a enzima
NAG de macrofagos ativados. Assim, observamos que a dose de 100ug/20uL de P21-
Hisg gerou um aumento da atividade das enzimas MPO e que qualquer dose de P21-Hisg
gerou um aumento relativo da atividade de NAG sugerindo uma maior ativacdo de
neutréfilos e macrofagos, respectivamente, ou um maior recrutamento dos mesmos para
a matriz esponjosa contendo P21-Hiss.

Dessa forma, acreditamos que a proteina P21-Hiss exerca uma relevante
importancia para o estabelecimento da infeccdo por T. cruzi e que sendo assim
acreditamos que ela poderia se tornar um potencial alvo terapéutico tanto para o
controle da infeccdo, como por outros efeitos biolégicos, como o revelado efeito anti-

angiogénico, util na terapéutica de tumores em crescimento.
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6. Conclusdes
Com nossos resultados podemos concluir que:

. A proteina galectina-3 participa do trafego intracelular de T. cruzi e produz
estruturas polarizadas de galectina-3 que vao sumindo ao longo do tempo.

. A baixa expressdo de AFAP-1L1 e WASP parecem aumentar a multiplicacéo
intracelular, sugerindo que um desarranjo na regulacdo do citoesqueleto de actina
afrouxe a célula e favoreca o parasita.

. A interacdo da P21-Hiss, com seu receptor de membrana CXCR4, pode ser

competidos com os bacteriéfagos especificos, reduzindo-se os efeitos bioldgicos da

mesma.
. A proteina P21- Hisg apresentou atividade anti-angiogénica.
. A proteina P21-Hisg produz quimiotaxia celular de neutrofilos e macréfagos

ativados.
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