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RESUMO

Os carcinomas de mama triplo negativos sdo conhecidos por apresentarem um perfil
tumoral agressivo, com altas taxas de metéstases e de dificil progndstico. Na busca por
elementos antitumorais, surpreendentemente, microrganismos incluindo 7rypanosoma
cruzi ¢ algumas de suas proteinas desempenham atividades antiproliferativas e
antimetastaticas em células tumorais de mama, como por exemplo, a proteina P21.
Frente a isso, este trabalho teve por objetivo analisar os efeitos de extratos soluveis (ES)
de formas epimastigotas de 7. cruzi, sendo eles selvagens (WT), nocautes para o gene
da P21 (P21/KO) e controle da técnica de silenciamento (Cas9), nas respostas de
quimiotaxia e proliferagdo celular das células triplo negativas de cancer de mama.
Epimastigotas foram lisados por congelamento/descongelamento coletando o ES, que
foi avaliado quanto ao seu perfil proteico por método de Bradford e técnica de
separacdo eletroforética. Quanto as células cancerigenas, realizou-se testes de
viabilidade celular com tratamentos por ES em ensaios bioquimicos com Resazurina;
ensaio de quimiotaxia das células por Transwell quando estimuladas pelos ES; ensaios
de formacao de coldnias e analise de mitose por imunofluorescéncia apds os tratamentos
com extratos soluveis. Aplicou-se testes de diferencas estatisticas e a significancia dos
dados aconteceu quando p <0,05. Observou-se que, os extratos apresentaram perfis de
banda, aparentemente, parecidos entre si; o tratamento com os ES manteve as células
viaveis, além de mediar negativamente a migracdo, formagdo de colonias e mitose das
células MDA-MB-231; houve resultados diferentes entre os grupos WT e P21/KO,
notando que a auséncia da P21 modula positivamente os processos clonogénicos e
mitoticos. Portanto, demonstrou-se a capacidade dos extratos evitarem, fenotipicamente,
a progressdo tumoral, além de notar a potencialidade da P21 em mediar respostas
antitumorais. Ademais, este trabalho sustenta estudos futuros, a nivel biomolecular, para
a elucidar o mecanismo de acdo dos extratos soluveis de epimastigotas em células

tumorais.

Palavras chaves: Protozoario; CRISPR/Cas9; Antitumoral; P21



ABSTRACT

Triple-negative carcinomas are known to have an aggressive tumor profile, with high
rates of sameness and a difficult prognosis. In the search for antitumor elements,
surprisingly, microorganisms including 7rypanosoma cruzi and some of its functions
play antiproliferative and antimetastatic activities in breast tumor cells, such as the P21
protein. Therefore, this work aimed to analyze the effects of soluble extracts (ES) of
epimastigote forms of 7. cruzi, being wild (WT), knockouts for the P21 gene (P21/KO),
and control of the silencing technique (Cas9), in the chemotaxis and negative cell
responses of triple breast cancer cells. Epimastigotes were lysed by freeze/thaw
collecting ES, which was evaluated for its protein profile by Bradford's method and
electrophoretic separation technique. As for cancer cells, cell viability tests were
performed with treatments by ES in biochemical assays with Resazurin; cell chemotaxis
assays by Transwell when stimulated by ES; colony formation assays, and mitosis
analysis by immunofluorescence after treatments with soluble extracts. Statistics tests
were applied, and the significance of the data occurred when p <0.05. It was observed
that the different band profiles, possibly like each other; treatment with ES maintained
as viable cells, in addition to mediating directing migration, colony formation, and
mitosis of MDA-MB-231; there were different results between the WT and P21/KO
groups, note that the absence of P21 positively modulates clonogenic and mitotic
processes. Therefore, the ability of extracts to phenotypically promote tumor
progression should be avoided, in addition to noting the potential of P21 in mediating
antitumor responses. Furthermore, this work supports future studies, at the biomolecular
level, to elucidate the mechanism of action of soluble extracts of epimastigotes on

tumor cells.

Keywords: Protozoan; CRISPR/Cas9; antitumor; P21
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama: aspectos gerais

Os tumores (neoplasias) de modo geral sdo conglomerados celulares provenientes de
divisdes celulares aceleradas, controladas ou nao, benignas ou malignas. Os tumores
malignos ou cancer, sdo caracterizados por evidenciar mitoses anormais e apresentar
formato pouco delimitado, podendo o tumor desenvolver in situ, isto ¢ a ma formagao
celular no tecido em que se desenvolveu, ou apresentar carater invasivo, em que as
células cancerosas invadem outros tecidos — nesse estagio ha processos angiogénicos ¢
inflamatorios acentuados para o desenvolvimento tumoral (INCA, 2020).

E os principais tratamentos para certos tipos de cancer sdo as quimioterapias,
contudo, pacientes oncoldgicos relatam sentimentos desagradaveis como fraqueza e
enjoos ao serem submetidos a essas terapias (TESTON et al., 2018). Na pesquisa clinica
para potenciais quimioterapicos € importante verificar a eficicia do tratamento nas
células tumorais, avaliando por exemplo o papel do quimioterapico quando células
estdo dispostas em coldnias, potencial antiproliferativo, entre outros aspectos (AYOUB
etal., 2021; YANG et al., 2021).

O cancer de mama, anualmente, ¢ diagnosticado em mais de 2,2 milhdes de
mulheres (IARC, 2020). No Brasil, durante o periodo de 2016-2020, dados de
mortalidade por cancer, mostra que o de mama ¢ o primeiro entre as mulheres, mulheres
(INCA, 2020). O cancer de mama em quatro divisdes de acordo com suas
particularidades moleculares, de diagnostico e tratamento, sendo categorizados como:
Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo Negativo (ROSSONI et al., 2020).

Os carcinomas de mama Triplo Negativo (TN) sdo observados com maior
frequéncia em pacientes do sexo feminino com idade inferior a 50 anos, apresentando
perfil tumoral agressivo com diminui¢do da sobrevida das mulheres quando comparado
aos outros subtipos (ROSSONI et al., 2020). Além disso, estes tumores ndo apresentam
receptores de estrogénio, progesterona € ndo tem aumento da proteina HER2,
dificultando o tratamento tumoral devido a falta de alvos moleculares (MEDINA et al.,
2020). Além disso, os carcinomas TN sdo os tipos de cancer mamario com maior taxa
de metastases, processo que consiste no desprendimento das células tumorais seguido
da migragao para outras regioes onde formarao novos tumores, sobretudo para o pulmao

(30,8%), ossos (12,8 %) e cérebro (12,8 %) (MARTINS et al., 2017).
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Para melhor manejo clinico dos pacientes com carcinoma TN, fatores preditivos e
progndsticos sdo avaliados para assim delinear melhores terapias no tratamento do
tumor (BUITRAGO et., 2011). O Colégio Americano de Patologistas em reunido de
consenso classificou os fatores prognosticos em trés grupos, sendo a categoria I fatores
comprovadamente de importancia progndsticas e uteis na pratica clinica, categoria II
sdo fatores extensivamente estudados, mas com importancia ainda a ser validada e a
categoria III todos os outros fatores a serem estudados para demonstrar seu valor

prognéstico (FITZGIBBONS et al., 2000).

Figura 1: Fatores Prognosticos em Cancer de mama- Consenso do Colégio Americano

de Patologistas.

Estadiamento TNM
Tipo histologico
Categoria 1 Grau histologico
Contagem de mitose
Estado de receptores hormonais
HER2
MIBI1
Categoria 2 Invasdo vascular linfatica
P53
DNA fragao S
Ploidia de DNA
Angiogenese tumoral
Receptor para fator de crescimento epidérmico
Categoria 3 Fator de crescimento o
BCL-2
P52
Catepsina D

Fonte: Buitrago et al., (2011)
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1.2 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado, causador etioldgico da doenga
popularmente conhecida como doenga de Chagas. Ele ¢ transmitido através das fezes do
inseto vetor da subfamilia Triatominae ou comumente chamado de “barbeiro”. 7. cruzi
possui trés formas evolutivas bem definidas, sendo elas a epimastigota, que possui
flagelo e ¢ a forma replicativa - por divisdo bindria - encontrada no sistema digestorio
do mosquito e pode ser cultivada em meios experimentais que mimetizam o trato
digestorio dos Triatomineos. Em condigdes estressantes a forma epimastigota se
diferencia em tripomastigota metaciclico (metaciclogénese). A forma tripomastigota, ¢
flagelada e infectante as células hospedeiras de vertebrados e, ao se disseminar na
corrente sanguinea se instala nos tecidos e se diferencia na forma amastigota, forma

arredondada e altamente replicativa (CHAGAS, 1909; JANSEN et al., 2020)

A doenga de Chagas ¢ composta de duas fases clinicas, a fase aguda
(habitualmente assintomatica) e a fase cronica, que pode ser assintomatica e
sintomdtica. A fase sintomdtica cronica ¢ grave e principalmente caracterizada pela
presenca do parasito nos tecidos cardiacos promovendo cardiomiopatias associadas a
disfuncdo cardiaca e fibrose. A doenga ainda pode acometer o trato gastrointestinal —
promovendo transtornos motores gastrintestinais (CHAGAS, 1909; DE ALMEIDA et
al., 2021).

1.3 Impactos dos componentes de protozoarios no tratamento de cancer

Apds um trabalho realizado por pesquisadores da antiga Unido Soviética, foi
demonstrado que pacientes infectados com o protozoario 7. cruzi tinham raras
incidéncias de cancer, com isso, abriram-se portas para abordagens de estudos com
protozoarios e tumores (ROSKIN, 1946). Em estudos com Leshmania spp., Neospora
caninum, Eimeria spp., Toxoplasma gondii, T. cruzi e Plasmodium spp, pesquisadores
relataram que a infeccdo por estes protozodrios ou a exposicao aos seus antigenos em
diferentes células tumorais apresentaram efeitos antitumorais diversos, de acordo com
cada espécie de protozoario e o tipo de célula tumoral analisada (BAIRD et al., 2013;
CALLEJAS; MARTINEZ-SAUCEDO; TERRAZAS, 2018; CANER et al., 2020;
LOPEZ et al., 2010).
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E em estudos antitumorais focados em proteinas recombinantes isoladas de 7. cruzi,
chaperona molecular calreticulina (TcCRT) e J18, tém sido demonstrado atividades
antiangiogénicas e antiproliferativas, tornando estas proteinas provaveis mediadores
para as respostas antitumorais (ATAYDE et al., 2008; RAMIREZ et al., 2012)

Afim de contemplar a importancia de estudos com as caracteristicas nativas de um
conglomerado de proteinas com potencial antitumoral de 7. cruzi, estudos com extratos
soluveis (ES) do T.cruzi sdo uma alternativa que tem demonstrado efeitos antitumorais
promissores quando administrados em células cancerigenas (ABELLO-CACERES et

al., 2016)

1.4 P21 de Trypanosoma cruzi: aspectos gerais e sua relacio com cancer
de mama

Silva e colaboradores (2009) identificaram uma nova proteina secretada por 7. cruzi
que foi denominada P21. Estudos com a forma recombinante dessa proteina (rP21)
revelaram que ela € capaz de atuar na mobilizacdo intracelular de célcio, garantindo a
invasdo do 7. cruzi na célula hospedeira (MARTINS et al., 2020).

Entretanto, o grupo também identificou um outro papel da P21, o de modular
negativamente a progressao tumoral. Em estudos focados em células tumorais e nao
tumorais, Borges e pesquisadores (2020) constataram que a rP21 atua no microambiente
tumoral de células epiteliais de mama triplo negativas (MDA-MB-231) ao
dessensibilizar receptores CXCR4 em células tumorais. Uma vez que ativacdo destes
receptores estd relacionada a progressdo tumoral. Além disso células tumorais quando
tratadas com rP21 permanecem em maior niimero na fase G1 - fase que antecede a
divisdo celular - configurando um retardo na atividade de prolifera¢do celular tumoral.

Para a continuidade dos estudos envolvendo a proteina P21 e suas interagdes com
outras células, surge a necessidade da utilizacdo de modelos experimentais
desenvolvidos para evidenciar as a¢des desta molécula. Teixeira e colaboradores (2022)
por técnica de CRISPR/Cas9, com objetivo de silenciar o gene P21, desenvolveram um
constructo composto por sgRNA/Cas9/pTREX-n juntamente com cassetes doadores de
gene resistentes a Blasticidina e transfectaram epimastigotas para interromper a regido
ORF do gene P21 dando lugar aos genes de resisténcia. Em quatro clones isolados apos
pela técnica de silenciamento de gene P21 de epimastigotas, foi verificado por
eletroforese de amplificacdo do produto de RT-PCR que estes clones ndo amplificaram

o gene P21 enquanto a populagao de epimastigotas selvagens amplificaram.
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A luz dos expostos acerca da importancia epidemiologica do cancer de mama e dos
estudos para a sua terapéutica, esse trabalho teve por objetivo observar os efeitos dos
extratos soluveis de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi selvagens e nocautes
para o gene P21 nas respostas de quimiotaxia, proliferacdo celular e formacao de

colonias das células triplo negativas de cancer de mama.

2. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama Triplo Negativo ¢ uma patologia incidente na populagao
feminina causadas por neoplasias invasivas e de dificil deteccdao, além de ser um
carcinoma potencialmente metastatico. Com isso, surge a necessidade de estudos com
tratamentos que modulam negativamente o ambiente tumoral atuando nos mecanismos
de proliferacdo e metastase das células tumorais. Extratos de Trypanosoma cruzi,
surpreendemente, ao serem administrados em tumores in vivo ou em células
cancerigenas in vitro, apresentaram respostas antitumorais significativas. Além disso,
em estudos utilizando proteinas recombinantes de 7. cruzi, como rP21, chaperona
molecular calreticulina (TcCRT) e J18, foi visto atividades antiangiogénicas,

antiproliferativas e antimetastaticas.

A proteina rP21 de Trypanosoma cruzi identificada e caracterizada por Silva e
colaboradores (2009) tem demonstrado um potencial papel antiangiogénico,
antiproliferativo e antimetastatico in vitro, tornando-se relevante o estudo da interagdo
de extratos soluveis de epimastigotas em células tumorais de mama Triplo Negativas,
verificando a atividade proliferativa e clonogénica das células e a potencialidade
quimiotatica dos extratos. Além disso, ¢ importante desafiar as células do estudo com
extratos silenciados para P21 a fim de elucidar as caracteristicas fenotipicas das células
tumorais frente aos tratamentos e contribuir para estudos futuros de terapéuticas

antitumorais envolvendo compostos parasitarios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Analisar o efeito de extratos soliveis de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
selvagens e nocautes para o gene P21 nas respostas de quimiotaxia e proliferacdo

celular das células triplo negativas de cancer de mama.

3.2  Objetivos especificos
- Analisar o perfil de separagdo de proteinas dos extratos soluveis através de
eletroforese em gel SDS-PAGE.
- Analisar o potencial quimiotatico dos extratos nas respostas de migragdo celular
tumoral.
- Analisar, fenotipicamente, a formacdo de colonias das células tumorais apds o
tratamento com os extratos soluveis.
- Analisar, fenotipicamente, o indice mitdtico das células de mama apds tratamentos

com extratos solaveis de 7. cruzi.

4. METODOLOGIA

4.1 Cultura celular

Foram utilizadas células tumorais de cancer de mama triplo negativo (MDA-
MB-231), cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich, MO, EUA) suplementadas com
10% de SFB, 2mM bicarbonato de sddio, 10 mM Hepes e antibioticos (100 U/mL
penicilina e 100 ng/mL) e incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo

5% de COa.

4.2  Parasitos

Foram utilizadas formas evolutivas epimastigotas de Trypanosoma cruzi da cepa
G, selvagens (WT) e geneticamente modificados, sendo nocautes para o gene P21
(P21/KO) e controles da técnica de silenciamento (Cas9). Os parasitas foram gerados
em colaboracdo com a pds-doutoranda Thaise Lara Teixeira e com o Professor Dr. José

Franco da Silveira que manipularam os parasitos e fizeram a técnica de CRISPR/Cas9
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no Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal

de Sao Paulo (UNIFESP).

Os epimastigotas foram mantidos em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
constituido por nutrientes e antimicrobianos para um bom crescimento parasitario. O
meio foi regulado para um pH 7,2-7,5, suplementado com soro fetal bovino (10%). Os
parasitos foram armazenados em garrafas de cultivo de 300 cm? a 26-28°C, mantidos
através de passagens semanais até a obtencdo da fase logaritimica de multiplicacao
parasitaria com predominancia de epimastigotas. Para os organismos geneticamente
modificados, foram administrados antibidticos que garantem a selecdo de epimastigotas
que passaram pela técnica CRISPR - pois estes apresentam genes de resisténcias aos
antibidticos - 50 pg/mL de Blasticidina, 250 pg/mL de G418 e 300 pg/mL de
Higromicina para os epimastigotas P21/KO e 250 ng/mL de G418 para o Cas9.

4.3 Preparo dos extratos soluveis (ES)

O preparo dos extratos soluveis foi realizado com a lise dos epimastigotas de 7.
cruzi WT, Cas9 e P21/KO. Os parasitas foram lavados 3x em e centrifugado a 4000 rpm
por 10 min, o sobrenadante foi descartado, obtendo pellets secos de parasitos. Estes
foram homogeneizados com o menor volume da solu¢do de inibidor de protease
(cOmplete™, Mini EDTA-free, Roche) e submetidos a cinco ciclos de congelamento por
nitrogénio e descongelamento em temperatura ambiente. Os lisados foram centrifugados
a 10.000 rpm por 15 min; coletou-se os sobrenadantes - ou também chamada de fragdo

soluvel dos extratos - e armazenou em aliquotas a -20°C e identificou-os como ES- WT,

ES- Cas9 e ES- P21/KO.

4.4  Dosagem de proteinas totais dos extratos soluveis

Para dosar as proteinas totais dos extratos soliveis, utilizou-se o método de
Bradford, que consistiu em construir uma curva padrdo da solugdo de BSA a 1 mg/mL
submetida a uma diluicdo seriada, com agua destilada, em placa de 96 pogos, nas
concentragdes:1 mg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25
pg/mL, 15,62 pg/mL, 7,81 pg/mL. Foi adicionado em triplicata, 2 pL. de amostra
proteica de extrato soluvel (diluidos em 18 pL dgua) e 200uL reagente de Bradford, a
mistura foi incubada a 30 min. A leitura das absorbancias foi realizada em

espectrofotometro (VersaMax ELISA Microplate Reader, Molecular Devices,
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Sunnyvale, CA, EUA) a partir do programa SoftMax® Pro (versao 6.3) na faixa de 595
nm. A constru¢do da curva padrdo a partir dos valores obtidos das absorbancias foi

realizada no programa Microsoft Excel.

4.5  Purificacdo da proteina rP21

A proteina P21 (GenBank: EUOO4210.1) foi produzida e purificada conforme
descrito por (SILVA et al., 2009; SANTOS et al., 2014). Ademais, auxiliou na
visualiza¢ao da regido de marcacao eletroforética da proteina rP21, pois apresenta uma
proximidade com a regido de marcacdo da proteina nativa P21 (DA SILVA et al.,
2009). Assim, utilizou-se bactérias Escherichia coli (linhagem BL21) previamente
transfectadas com o plasmideo pET-28a(+) — gene codificante completo para a proteina
P21 nativa. Para o pré-inoculo, utilizou-se 150 pL destas bactérias em 50 pL. de meio
Luria Bertani estéril suplementado com 50 pg/mL de antibidtico de selecdo
Kanamicina, submeteu-se a mistura a agitacao por 18 hrs a 37°C. Posteriormente, o pré-
inéculo foi transferido para um frasco maior contendo 2.000 mL do mesmo preparo de
meio Luria Bertani com Kanamicina, mantido sob agitacdo a 37°C até atingir a
densidade optica em torno de 0,5 a 0,9. Em seguida, para estimular a producdo da
proteina recombinante, adicionou-se Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (0,5 mM)
por 3 hrs, seguido de centrifugacdo por 20 min a 4°C (10.000 rpm), o sobrenadante

formado foi descartado e o pellet de bactérias foi homogeneizado em PBS 1x.

Adicionou-se lisozima (0,25 pg/mL) — para promover a lise bacteriana — e o
material foi ressuspendido por 15 min, seguido da sonificacdo da mistura durante 20
ciclos de 30 segundos com 1 min de intervalo entre os ciclos. O lisado bacteriano
formado foi centrifugado a 13.000 rpm por 20 min a 4°C, posteriormente, descartou o
sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em uma solugao de ureia (9 M). A amostra foi
incubada em uma coluna de niquel por 2 horas, sob agitacdo a 4° C. A proteina Rp21
apresenta uma cauda de histidina que tem afinidade ao niquel, ficando assim, aderida a

coluna.

Em seguida, a coluna foi submetida as concentragdes crescentes de imidazol,
esse apresenta maior afinidade de se ligar a coluna quando comparada a interagdo com a
histidina, ocasionando assim, a liberagdo da Rp21. Respectivamente, a coluna passou
por trés ciclos de centrifugagdo (2000 rpm) em tampao de ligagdo (Imidazol 5 mM,

NaCl 500 mM, Tris-HCI pH 8.0 20 mM, ureia 6M), seguido do descarte do
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sobrenadante. Trés centrifugagdes a 2000 rpm em tampao de lavagem (Imidazol 20
mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI pH 8.0 20 mM, ureia 6M. Quatro ciclos de centrifugacao
(2000 rpm) em tampao de elui¢do (Imidazol 1 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI pH 8.0 20

mM, ureia 6M), seguido do recolhimento do sobrenadante — mistura que contém a rP21.

Para a purificag@o da proteina livre de residuos de ureia, além do renovelamento
proteico, o sobrenadante da eluicdo foi dialisado em PBS (Ix) a partir de uma
membrana de dialise de 3,5 kDa (Spectra/131198) por 48 horas, sob agitacao continua a
4°C. Apos o primeiro dia de dialise, a solu¢do PBS (1x) foi reposta. Em seguida, a
proteina foi incubada por 15 minutos com resina de polimixina B, que teve por intuito

retirar as endotoxinas de LPS.

4.6  Eletroforese dos extratos soluveis

Para a visualizacao do perfil proteico dos extratos soluveis de epimastigotas [100
ng/L] e confirmagdo a técnica de purificagdo da rP21 — com a colaboragdo do grupo do
laboratério de Imunofisiologia da Reproducdo (UFU) - foi realizado a separagdo
proteica pela técnica de eletroforese com gel Bis-Tris SDS PAGE a 13% (m/v), em
condi¢des redutoras na presenca do SDS e P-mercaptoetanol. O gel de separacdo
consistiu em: 2,12 mL de H>O; 2,0 mL Tris (1,5M) pH 8,8; 3,72 mL de solucdo
bis:acrilamida na porcentagem (%) 1:29; 80 uL SDS 10%; 80 uL APS 10%; 8 uL
TEMED. O gel de empilhamento (4%) foi preparado com 1,2 mL de H>O; 0,5 mL Tris
(0,5M) pH 6,8; 267 uL de bis:acrilamida na porcentagem (%) 0,8:30; 20 uL. SDS 10%;
20 uLL APS 10%; 2 uL TEMED.

As amostras proteicas foram misturadas em tampao 10x (Tris-HCl pH 6,8
(100mM), SDS 4%, Glicerol 20%, Azul de bromofenol e H>O wmii.q). O padrao de
eletrofose utilizado foi 0 PageRuler ™Thermo Fisher Scientific Prestained Protein Ladder, 10 to
180 kDa #26616, ambos os tampdes foram aplicados no aparato vertical de eletroforese. A
separacdo proteica ocorreu no sentido 100V - 210V por 80 min; o gel foi corado com
Coomasie blue G 0,5%, preparado em 50 % metanol/10% acido acético por 30 min. Por

fim, aplicou-se o descorante (metanol, acido acético glacial e agua destilada).

4.7  Analise de viabilidade celular
Para identificar se a acdo do extrato solivel WT mantinha as células

metabolicamente ativas ou ndo, realizou-se um ensaio colorimétrico de viabilidade
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celular utilizando Resazurina, solucdo inicialmente azul, mas quando adentra em células
metabolicamente ativas ¢ reduzida ao seu produto resofurina, tornando a solugdo rosa
(MARKOSSIAN et al., 2021). O ensaio ocorreu em placas de 96 pogos contendo 1x10*
células por pogo, suplementadas com meio DMEM a 10% SFB. O grupo tratado
recebeu concentragdes [ug/mL] crescentes do ES-WT (10, 25 ,50, 100, 200, 300, 400,
500), o controle negativo recebeu DMSO 10 % e o controle positivo, apenas meio de
cultivo. As células foram incubadas por 72 hrs com 5% de CO; em 37°C. Ao final
adicionou-se 4,0 uL. de Resazurina por 20 min e a leitura ocorreu em espectrofotometro

GloMax ® Promega, na faixa de 600 nm.

4.8  Perfil quimiotatico dos extratos soliveis

No ensaio de migracdo para analise do potencial quimiotatico dos extratos,
foram adicionados 1x10° de células - livres de SFB - no compartimento superior de
suportes permeaveis de Transwells (poros de 8 um). Para as camaras inferiores, foi
utilizado 500 pL de solugdo do extrato WT [50ug/mL, ou meio de cultura com SFB
10% (controle positivo) ou apenas meio de cultura (controle negativo). As células foram
incubadas por 72 hrs com 5% de CO2 em 37°C. Ao final, as células que ndo migraram
foram retiradas com swabs estéreis, ja as células migradas — aderidas no compartimento
inferior- foram fixadas em alcool 70% e coradas com cristal de violeta (0,5 %). A
visualizacdo das células foi realizada em um microscépio invertido Nikon, série Eclipse,
modelo Ti-S, equipado com luz polarizada. Capturou-se 10 imagens por Transwell em

aumento de 10 x, para assim, contabilizar células utilizando o software ImagelJ Fiji.

4.9  Ensaio clonogénico

Utilizando placas de 6 pogos com volume de 2000 uL, foram plaqueadas 2 x 10?
células, suplementadas com meio DMEM 10% SFB. No dia seguinte, aplicou-se,
separadamente, os tratamentos com extratos soluveis [S0pug/mL] WT, CRISPR/cas9,
P21/ko e P21/ko adicionado de proteina recombinante P21 [50ug/mL]; para o grupo
controle, apenas foi reposto o meio de suplementacdo. As células foram incubadas a
37°C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de COz, por 15 dias. Em
conseguinte, retirou-se o meio e fixou as células com 1000 pL de solu¢do metanol +

acetona (1:1) por 30 min, seguido da coloragdo dos pocos com cristal de violeta (0,5 %)
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overnight. No dia seguinte, o corante foi retirado e os pocos lavados com PBS. Foi
realizado 3 eventos em triplicata do experimento.

Foram consideradas como colonias de células, contingéncias celulares de mais
de 50 células, bem delimitadas como “circulos”. O indice clonogénico por grupo

estudado foi dado por:

n° totd de colonias do pogo

indice clonogénico (%): 100

n°de células plaqueadas por pogo

4.9  Ensaio mitodtico

Aplicou-se em laminulas (colocadas em placas de 24 pogos) 1 x 10* células
suplementadas com DMEN 10% SFB. No dia seguinte, as células receberam
tratamentos, separadamente, com os extratos soluveis [50 pg/mL] WT, CRISPR/cas9,
P21/ko e P21/ko adicionado de proteina recombinante P21 [5Oug/mL], as células em
controle ndo receberam qualquer tratamento. O tratamento foi retirado - apds 24 horas -
e as células continuaram suplementadas por 72 hrs. Em todos os processos, as placas
foram mantidas em estufas a 5% de CO2 em 37°C.

O meio de cultivo foi retirado e os pogos lavados com PBS, seguidos de fixagao
por formaldeido 4% por 40 min, com posterior lavagem em PBS. As laminulas foram
mantidas em solu¢do com PGN e marcadas por uma hora com DAP1 1:500 diluido em
PGN saponina. As laminulas foram lavadas em PBS e dgua destilada e montadas em
laminas para leitura em microscopio confocal de fluorescéncia em aumento 20X.

O experimento foi realizado em quadruplicada. Contabilizou-se as células em
mitose dentre 500 células analisadas por laminula (software ImageJ Fiji). O indice

mitotico foi determinado utilizando a seguinte equagao:

n° totd de células em mitose por laninula
n°de células totds andlisadas (500)

x 100

indice mitotico (%):

4.10 Analise estatistica

Os dados obtidos dos experimentos foram, primeiramente, verificados quanto a
normalidade de suas distribuicdes, avaliando se os dados eram dispostos de forma
paramétrica ou nao (D'Agostino & Pearson test). A partir destes resultados, aplicou-se

testes estatisticos: one-way ANOVA, two-way ANOVA ou one Sample Wilcoxon,
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(GraphPad Prism Software, versao 9.0). Os resultados foram apresentados como média

+ erro padrao, as diferencas foram consideradas significativas quando P < 0.05.

5. RESULTADOS

5.1  Gel de eletroforese e dosagem de proteinas

A eletroforese por separagdo SDS-PAGE dos extratos de epimastigotas WT,
Cas9 e P21/KO apresentou perfis de banda, aparentemente, parecidos, com marcagdes
de bandas entre 10-25, 25-35, 35-40, 40-55 (kDa). A corrida com a proteina
recombinante auxiliou na visdao da marcacao conhecida da banda de 19 kDa. O
retangulo em vermelho (letra B) € a 4rea aproximada para a marcagdo da proteina nativa
P21 (21 kDa), aparentemente, hd bandas entre os trés extratos nesta posicao, entretanto

a fraca marcacdo na area impossibilita a nitidez do resultado.

P21

A WT  Ca9  P2UKO B Wr - Cas9  P2IKO

Figura 2: Eletroforese de separagdo por SDS-PAGE de extratos proteicos de epimastigotas. A —
Extratos soluveis (100 pg), imagem em RGB; B- Extratos soluveis (100 pg), imagem em 8 bits. O
retangulo vermelho representa a area provavel para a marcagdo da P21 nativa; C- rP21(19 kDa).

Apbs as leituras de absorbancias do ensaio Bradford em reacdo as solugdes de
BSA e dos ES, construiu-se uma curva padrdo com R? igual a 0,97, relacionando

concentragdo e absorbancia. E obteve-se os seguintes valores [pug/mL]: WT = 8970,
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Cas9 = 8810, P21/KO = 6520. Os valores obtidos foram suficientes para a preparagao

dos experimentos seguintes.

5.2 Ensaio de viabilidade celular

As células tumorais MDA MB-231, submetidas aos tratamentos por ES,
obtiveram resultados de viabilidade celular acima de 87,19 %, demonstrando que os
tratamentos com ES ndo apresentaram toxicidade para as células do estudo. Para o

prosseguimento dos experimentos, foi padronizada a concentracao de 50 pg/mL.
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Figura 3: Médias com erro padrao dos ensaios de viabilidade por teste de Resazurina em células
tumorais de mama tratadas com extratos soliveis. Utilizou-se teste de One Sample Wilcoxon teste
com média tedrica de 100% de cé€lulas viaveis.

5.3  Perfil quimiotatico dos extratos soltveis

Sdo demonstrados na figura 4 as médias das contagens de células que migraram
quando estimuladas por ES-WT [50 ug/mL]. A migracao celular do grupo ES-WT foi
significativamente menor que a migracdo do controle negativo. Observando assim, que
ES-WT nao tem capacidade quimiotatica, quando comparado tanto com o controle

positivo quanto com o controle negativo.
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Figura 4: Médias com erro padrdo de células/campo em ensaio de migragéo celular (MDA MB-231).
ES de epimastigotas WT [50pug/mL], diminuem a atividade migratdria intrinseca da célula tumoral
(CT negativo- célula e DMEM) (CT positivo) (A) Amostras de imagens de migragao entre os grupos,
aumento de 10X (B). Analises estatisticas: OneWay ANOVA ****p<0,0001.

5.4  Ensaio clonogénico

No ensaio clonogénico, observou-se (figura 5) que todos os tratamentos com os
extratos soliveis apresentaram indices de formacdes de colonias de células tumorais
menores que o grupo controle. Apos a adigdo da proteina recombinante P21, o ES-
P21/KO + rP21 (sem formacdo de coldnias) obteve resultado diferente do ES-P21/KO
(presenga de colonias) - configurando uma tendéncia de formagdo de coldnia na

auséncia da proteina P21.
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Figura 5: Médias com erro padrio de indices das formagdes de colonias apos os tratamentos: 50
pg/mL dos ES de epimastigotas WT, Cas9, P21/KO e P21/KO + rP21 [50 pg/mL]. Os pogos CT
possuiam apenas células tumorais de mama e meio de suplementagdo. Analises estatisticas: OneWay
ANOVA — testes de multiplas comparagdes Dunn’s em relagdo ao grupo controle, *p=0,0218;
**%p=0,0003; ****p<0,0001.

5.5 Ensaio mitotico

Os indices mitdticos das células tumorais de mama (figura 6) ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos de tratamento. Contudo, hd uma tendéncia de
diminui¢do no indice mitdtico dos grupos tratados com ES de epimastigotas em

comparag¢do com o grupo controle.

E visto ainda que os indices mitoticos dos extratos WT (1,55%) e P21/KO +
P21 (1,44%) foram aproximados, entretanto, o resultado apresentado pelo extrato
P21/KO (2,01%) foi maior que eles. Demonstrando assim, tendéncia parecida ao ensaio

clonogénico.

26



>

(%) indice mitotico

&
P21/KO P21/KO + rP21

Figura 6: Médias com erro padrdo de indices mitdtico apds 24 horas de tratamento (A) Utilizo-se 50
pg/mL dos extratos soluveis WT, Cas9, P21/KO e P21/KO + rP21 [50 pg/mL]. O CT possuia apenas
células tumorais de mama e meio de suplementagdo. Os ES de epimastigotas demonstram uma tendéncia
de diminuir o potencial mitotico das células TN. Analises estatisticas: OneWay ANOVA — testes de
multiplas compara¢des Dunn’s sem significancia entre os grupos. (B) As setas em vermelho ilustram as
células em estagio mitotico de cada grupo analisado. As capturas ocorreram em aumento de 20X

6. DISCUSSAO

Em 1930 o soviético Roskin ao aplicar extrato de cultura de T.cruzi nos tumores
inoperaveis de pacientes com céancer de laringe e esdfago, observou significativa
atividade antitumoral (KREMENTSOV, 2009). Extratos soliveis sdo uma alternativa
para estudos desse interim, uma vez que sao um pool de moléculas provenientes da lise
de T.cruzi (MARCHINI et al., 2011). Nossos experimentos de dosagem proteica com
método de Bradford permitiram concentragdes significativas de proteinas em extratos
soluveis de epimastigotas de cepa G de T.cruzi WT, Cas9 e P21/KO; e nossa
eletroforese de separacdo de proteinas evidenciaram perfis de misturas com pesos

moleculares distintos, parecidos entre os extratos.

Um esforgo cientifico ¢ avaliar se na forma evolutiva epimastigota de 7.cruzi os
perfis das proteinas do parasito se mantem parecidos com as formas infectivas
(tripomastigotas) e replicativas (amastigotas) (SCHAUB, 2021). Em um trabalho
envolvendo epimastigotas (cepa CL) de 7T cruzi com mutante alélico ou para
superexpressar ou causar a dele¢do do gene de TcCRT, foi visto que epimastigotas com

delecao do gene tiveram sua capacidade proliferativa diminuida e sua metaciclogénese
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inibida; além disso - a partir de extrato de epimastigota - averiguou por eletroforese,
western blot e estimativa de densidade proteica que os extratos de epimastigotas com
delecdo apresentaram uma reducdo na producdo de polipeptidios TcCRT = 6 vezes
menor do que parasitos WT e os extratos com epimastigotas de superexpressao do gene
teve a producdo cerca de 2 vezes maior que os parasitas selvagens (SANCHEZ

VALDEZ et al., 2013).

Em nosso estudo, a falta de nitidez da marcagdo das bandas em ES-WT parece
estar relacionada a uma falta de estimulo experimental para a producao de P21, como
por exemplo privar SFB no cultivo de epimastigotas. Nesse contexto, estudos de nosso
grupo verificaram que ao privar nutrientes como soro fetal bovino das culturas de
epimastigotas, foi observado uma maior expressdo génica da P21(MARTINS et al.,
2020). Além disso, ¢ importante mais estudos para a deteccdo da proteina P21
utilizando anticorpos especificos para maior consisténcia do resultado de perfil proteico

dos ES de epimastigotas silenciados para o gene P21.

Quanto as células cancerigenas, os estudos com células MDA MB-231 -
potencialmente metastaticas — comumente apresentam SFB 10% como quimioatraente
para investigacdes de potenciais quimiotaticos para causar migragao celular (ZHANG et
al., 2016). Nos resultados do presente trabalho sdo observados que os extratos soluveis
de epimastigotas WT, diminuiram a atividade migratoria intrinseca da célula tumoral e
ndo apresentaram perfil quimiotraente para a MDA MB-231, pois, respectivamente,
migraram menos que os controle negativo e positivo. Refor¢ando a ideia de que os
extratos soluveis de epimastigotas WT ndo sdo quimioatraentes € ndo propiciam a

atividade metastatica das células tumorais.

Com estes achados e somado ao resultado dos extratos soltiveis de epimastigotas
manterem as células MDA MB-231 viaveis, definiu-se que os extratos soluveis de
T.cruzi poderiam ser utilizados em conjunto as células tumorais de mama para que fosse
avaliado, fenotipicamente, os efeitos da auséncia da P21 nativa nas respostas

clonogénicas e mitoticas de células tumorais de mama TN.

Em andlises em células TN de cancer de mama, observou-se que algumas
proteinas isoladas do T.cruzi interferem no ciclo celular, a rP21 prolongou a fase G1 -
periodo que antecede a duplicagdo do DNA- e retardou a proliferacao celular tumoral

(BORGES et al., 2020). Em estudo utilizando ES de epimastigotas com o objetivo de
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desafiar a proteina nativa TcCRT, utilizou anticorpos anti rTcCRT - em camundongos
com linhagem de adenocarcinoma mamario - e observou-se que animais inoculados
com ES + anticorpos apresentaram um aumento do volume tumoral quando comparados
com tratamento apenas com ES (regressao tumoral), indicando a proteina nativa TcCRT
como um mediador de efeito proliferativo (ABELLO-CACERES et al., 2016). Ainda
que as analises individuais das proteinas TcCRT, gp82 e P21 de T.cruzi, utilizadas no
tratamento as células cancerigenas demonstrem envolvimento com a regressdo da
proliferagao celular, também ¢ observado que o envolvimento em conjunto das diversas
proteinas provenientes de extratos de T7.cruzi apresentam resultados semelhantes de
diminuicdo da atividade proliferativa de células cancerigenas, evidenciando que o
agente T.cruzi apresenta um pool proteico em consonancia com a resposta antitumoral

(DING et al., 2022).

No ensaio clonogénico, os resultados demonstraram que o tratamento com os
ES-WT evitou colonias e a auséncia do gene P21 nos extratos-P21/KO e Cas9 parece
estar relacionado com formagdes clonogénicas in vitro. A formacdo de colonias esta
relacionada a um processo mitogénico intenso e, notavelmente, os resultados de indices
mitoticos do trabalho mantiveram um padrio parecido ao ensaio clonogénico, uma vez
que hé uma tendéncia de diminuir a atividade mitética com uso de ES-WT ou P21/KO +
rP21 e aumenté-la na auséncia da P21 de ES- P21/KO e Cas9, assim configurando a
hipotese de que a proteina nativa P21 parece estar envolvida também em mediar ciclos
celulares de células cancerigenas diminuindo a proliferacao celular e tendenciando para

uma regressao na capacidade de formar coldnias.

7. CONCLUSAO

Neste estudo, demonstramos que extratos soliveis de epimastigotas (cepa G)
apresentaram um perfil proteico diverso e, quando administrados em modelo celular
MDA-MB-231, mantiveram a viabilidade celular e reduziram as atividades
metastaticas, clonogénicas e mitoticas das células tumorais de mama Triplo Negativas,
evidenciando que compostos de 7.cruzi sdo capazes de em mediar respostas em células
tumorais. Além disso, o uso ES de epimastigotas silenciadas para o gene P21,
conformou a hipotese da potencialidade da P21 de evitar a progressao tumoral.
Ademais, este trabalho sustenta estudos futuros, a nivel biomolecular, para a elucidar o
mecanismo de a¢do dos extratos soluveis de epimastigotas em células tumorais.
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