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RESUMO

A doenca de Chagas € uma doencga tropical negligenciada e representa um dos
maiores problemas de salde publica. E causada pelo Trypanosoma cruzi, um
protozoario hemoflagelado intracelular obrigatorio da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae. O parasita possui um ciclo de vida heteroxénico, que precisa de
um hospedeiro vertebrado, mamifero, e um hospedeiro invertebrado, o inseto-vetor.
O processo de invasao celular é diferente nas formas infectivas do protozoario, na
qual existe dois mecanismos de invasao celular, lisossomo-dependente e lisossomo-
independente e varias moléculas distintas. O primeiro contato entre o parasita com o
hospedeiro mamifero, é capaz de liberar vesiculas extracelulares de interagao, essas
vesiculas auxiliam o parasita na invasao celular, evasao do sistema imunoldgico e
indugao de respostas inflamatérias. Em nossos resultados, vimos que a cepa CL
Brener na presenca de vesiculas extracelulares aumentou a invasao em células
VERO. Além disso, observamos que tripomastigotas de cultivo possuem a capacidade
de produzir uma quantidade de 25 a 50% maior de VEs que as formas metaciclicas e

epimastigotas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, vesiculas extracelulares, invasao celular



ABSTRACT

Chagas disease is a neglected tropical disease and represents one of the biggest
public health problems. It is caused by Trypanosoma cruzi, an intracellular
hemoflagellate protozoan of the order Kinetoplastida and family Trypanosomatidae.
The parasite has a heteroxenic life cycle, which needs a vertebrate, mammalian host,
and an invertebrate host, the insect-vector. The cell invasion process is different in the
infectious forms of the protozoan, in which there are two mechanisms of cell invasion,
lysosome-dependent and lysosome-independent and several different molecules. The
first contact between the parasite and the mammalian host, is able to release
extracellular vesicles of interaction, these vesicles assist the parasite in cellular
invasion, evasion of the immune system and induction of inflammatory responses. In
our results we saw that the strain CL Brener in the presence of extracellular vesicles
increased the invasion in VERO cells. In addition, we observed that cultured
trypomastigotes have the ability to produce 25 to 50% more EVs than metacyclic and

epimastigote forms.

Keywords: Trypanosoma cruzi, extracellular vesicles, cell invasion
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1. INTRODUGAO

A doenga de Chagas é considerada pela Organizagcdo Mundial da Saude
(OMS) como uma doenga tropical negligenciada e representa um dos maiores
problemas de saude publica, principalmente na América Latina (World Health
Organization, WHO, 2021). Esta doenca & uma antropozoonose do continente
americano, e devido a migragao populacional se espalhou por varios paises nao
endémicos (PEREZ-MOLINA e MOLINA, 2018). E causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, identificado na primeira década do século XX pelo médico
sanitarista e cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, apds a investigagao
de casos na cidade de Lassance-MG (CHAGAS, 1909). Também conhecida como
tripanossomiase americana, € uma infecgcao parasitaria causada por um protozoario
hemoflagelado intracelular obrigatério da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae.

O protozoario T. cruzi possui um ciclo de vida heteroxénico, na qual o parasito
precisa de um hospedeiro vertebrado, mamifero, e um hospedeiro invertebrado, o
inseto triatomineo, sofrendo alteragdes morfoldgicas e bioquimicas durante seu ciclo
de vida (GARCIA et al., 1999). O ciclo se inicia quando o hospedeiro invertebrado
realiza o repasto sanguineo e libera nas fezes e urina as formas tripomastigotas
metaciclicas. As formas metaciclicas entram no hospedeiro mamifero através de
feridas na pele ou membranas mucosas e invadem as células. Depois da invasao
celular, os tripomastigotas metaciclicos sdo contidos dentro de um vacuolo
parasitéforo, de onde escapam, transforma-se em amastigotas e se multiplica no
citoplasma por divisdo binaria. Posteriormente as amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas sanguineos, altamente mdveis, que sao liberados na lise celular. Os
tripomastigotas podem infectar células vizinhas, migrar para tecidos diferentes ou ser
ingerido por um inseto vetor. No inseto vetor, os tripomastigotas sanguineas se
diferenciam em epimastigotas (intestino posterior do inseto), se multiplicam por divisdo
binaria, e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos no reto do triatomineo,
reiniciando o ciclo de vida (TYLER et al., 2001; MORETTI et al., 2020).

O processo de invasao celular é diferente nas formas infectivas do protozoario.
Os tripomastigotas metaciclicos expressao moléculas relacionadas a invasédo como a
gp82 e gp90, enquanto que para os tripomastigotas sanguineos utilizam Tc-85,
mucinas e trans-sialidases (YOSHIDA, 2006; YOSHIDA et al., 2000). Além disso,
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parece haver dois mecanismos de invasdo celular, lisossomo-dependente e
lisossomo-independente, conforme revisado por Alves & Colli (2007).

Durante os primeiros momentos da infecgdo, um dos mecanismos mais
efetivos do sistema imune inato para a eliminacdo do parasito € o sistema
complemento. Ele consiste em um conjunto de proteinas celulares contidas no soro,
e devido a algum estimulo, sdo ativadas em cascata e resultam na formac&o de um
poro na membrana do patdgeno, levando a sua lise (CESTARI et al., 2013; EVANS-
OSSES et al., 2013). No entanto, o protozoario T. cruzi tem desenvolvido varios
mecanismos para evasao do sistema imunoldgico do hospedeiro, como a expressao
de moléculas que conferem resisténcia a lise mediada pelo complemento (CESTARI
et al., 2013). Outra possivel estratégia de evasao do sistema imune utilizado por T.
cruzi € a liberagdo de vesiculas extracelulares (VEs), entre elas principalmente
microvesiculas. (CESTARI et al., 2012; LAl et al., 2015).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Caracterizar as cepas CL Brener e Dm28c de Trypanosoma cruzi na liberacao de

vesiculas extracelulares e no processo de invasao em células eucarioticas.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Determinar a sensibilidade a lise pelo sistema complemento das cepas CL
Brener e Dm28c.

2. Avaliar a infeccdo em células VERO das cepas CL Brener e Dm28c.

3. Obter e caracterizar vesiculas extracelulares de interagado entre tripomastigotas

de cultura de tecidos com células THP-1 e células VERO.

4. Caracterizar fenotipicamente as vesiculas extracelulares de interacdo em

ensaios de invasao celular.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A DOENCA DE CHAGAS E O PARASITO Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas € uma antropozoonose do continente americano que se
espalhou a partir de seus limites originais através da migracdo populacional (PEREZ-
MOLINA E MOLINA, 2018). E causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
identificado na primeira década do século XX pelo médico e cientista brasileiro Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas, (CHAGAS, 1909). Também conhecida como
tripanossomiase americana, € uma infecgcao parasitaria causada por um protozoario
hemoflagelado intracelular obrigatério da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae.

A distribuicdo da doencga de Chagas ocorre principalmente na parte continental
da América Latina. No entanto, tem sido cada vez mais detectado nos Estados Unidos
da América, no Canada, em paises europeus e em alguns paises do pacifico ocidental
(Fig.1). A nova distribuicdo acontece devido a globalizagcdo e o fluxo intenso de
pessoas por paises, especialmente imigrantes latinos, na qual contribuem para a
propagacao da infecgdo em areas ndo endémicas (World Health Organization, WHO,
2021; DIAS et al., 2019).

Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente na
América Latina estejam infectados com T. cruzi (WHO, 2021). Além disso, na regiao
das Américas a incidéncia anual é de 30.000 casos, e cerca de 12.000 mortes por ano
(Pan American Health Organization, PAHO, 2021). No Brasil, estima-se que ha cerca
de 4,6 milhdes de pessoas infectadas com T. cruzi, 0 que evidencia a magnitude da
doenga como condigao crénica (MARTINS-MELO et al., 2014; DIAS et al., 2016). A
doenga apresenta a maior carga de adoecimento e morte entre todas as doencgas
negligenciadas, mantendo esta doenga como um critico problema de saude publica
(MINISTERIO DA SAUDE, MS, 2019). Embora a mortalidade tenha diminuido, a
doenca pode causar consequéncias irreversiveis e crbnicas no coracao, sistema
digestivo e sistema nervoso.

A transmissdo natural da doenga é vetorial, sendo os hospedeiros
invertebrados os insetos vetor hematdfagos da familia Reduviidae (subfamilia
Triatominae). Sdo popularmente conhecidos como “barbeiro”, “bicudo” ou “chup&o”.

Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata configuram entre os
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vetores mais importantes da doenca (RASSI et al.,, 2010). Os insetos-vetor
hematofagos podem transmitir o protozoario T. cruzi para os hospedeiros vertebrados,
como marsupiais € mamiferos placentarios, inclusive o homem. Entretanto, existem
outras formas de transmissdo alternativas da doenga, como transmissao oral,
transmissao congénita, transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos, acidentes de
laboratdrio e até mesmo manipulacdo da caga. (DIAS et al., 2019).

No Brasil a transmissdo da doenga de Chagas pelo principal inseto vetor
Triatoma infestans foi interrompida desde o ano 2006, e o Brasil recebeu certificado
pela Organizacao Mundial da Saude e pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
por essa conquista, porém ainda existem insetos-vetor que transmitem a doenga no
pais (PAHO, 2006). Além disso, houve aumento da transmissdo da doenca através
da forma oral e congénita, devido principalmente a surtos ocorridos pela ingestéo de
alimentos contaminados com o protozoario e a transmissao vertical pelas gestantes
(BARBOSA et al., 2015).

Na transmissdo congénita, a via transplacentaria € a principal via de
transmissao vertical da doenca de Chagas, que pode ocorrer em qualquer fase da
doenca (aguda, indeterminada ou crénica) e em qualquer estagio da gestacao, porém
com o risco elevado no ultimo trimestre. A transmiss&o pode ocorrer a partir do contato
entre as mucosas fetais e o sangue da méae contaminado com Trypanosoma cruzi. O
risco de transmissdo congénita parece estar relacionado a parasitemia materna,
sugerindo que o tratamento precoce seja realizado em mulheres infectadas em idade
fértil, a fim de prevenir a doenca congénita. (SANTOS et al., 2018; GONZALEZ et al.,
2019).

Geographic distribution of Chagas disease

B0 Endemic !
Non endemic but present
No data
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Fig.1 Distribuicdo geografica da doenca de Chagas. Distribuicdo global mostrando os
paises endémicos da doenca de Chagas, onde a transmiss&o ocorre principalmente
pela acdo do inseto vetor, bem como os paises que recebem pessoas infectadas

dessas regides devido ao processo migratorio.

Fonte: Adaptado de Sangenito et al (2020)

2.1.1 Evolugéo clinica e tratamento da doencga de Chagas

O curso clinico da doenga de Chagas geralmente compreende uma fase aguda
e uma fase crdénica. A fase aguda pode ser sintomatica ou assintomatica, de acordo
com o estado imunoldgico do hospedeiro. Quando aparente, isto €, no caso de 10 a
30% dos pacientes, os sinais clinicos aparecem entre 5 a 40 dias apds a transmissao.
Os sintomas da fase aguda incluem febre, inflamagéo em local de infecgdo (chagoma
de inoculagdo), edema palpebral unilateral (sinal de Romafa), linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia. (RASSI et al., 2010; PEREZ-MOLINA E MOLINA, 2018)

A fase aguda dura entre 4 a 8 semanas, e a parasitemia ¢é alta, devido ao alto
grau de multiplicagcdo dos parasitos, apdés 90 dias, a parasitemia diminui
substancialmente. A mortalidade na fase aguda pode chegar até 10% dos individuos
sintomaticos. Nessa fase, o diagnostico laboratorial € realizado através da observagéo
do parasito presente no sangue dos individuos infectados, em testes parasitoldgicos
diretos, como exame de sangue a fresco, esfregagco e gota espessa (CONSENSO
BRASILEIRO EM DOENCA DE CHAGAS, 2015).

A fase aguda pode se resolver espontaneamente, quando nao tratados, os
pacientes podem permanecerem infectados cronicamente. O tratamento é
medicamentoso, com as drogas licenciadas até o momento (Benzonidazol e
Nifurtimox), e € recomendado para pacientes em fase aguda e congénita, ja para a
fase cronica, o beneficio do tratamento com essas drogas ainda é discutido por terem
menor eficacia (PEREZ-MOLINA E MOLINA, 2018). O tratamento pode causar efeitos
colaterais, como reagbes alérgicas, vOmitos, nauseas, além de existirem
sensibilidades variaveis entre as diferentes cepas de T. cruzi (BERMUDEZ et al.,
2016).

A maioria dos pacientes ndo desenvolvem sinal patolégico algum, apesar de

serem soropositivos para T. cruzi o que € chamado de forma indeterminada da
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doenca. No entanto, cada vez mais pacientes com doencga indeterminada sao
diagnosticados com doenca cardiaca ou digestiva, com sutis anormalidades (PEREZ-
MOLINA E MOLINA, 2018).

Apods 10 a 30 anos de infecgdo aguda, os pacientes podem desenvolver fase
cronica e doenga grave, principalmente cardiomiopatia ou megavisceras (megacélon
ou megaesodfago) (RASSI et al., 2010; PEREZ-MOLINA E MOLINA, 2018). Nessa
fase, o diagndstico parasitologico € comprometido em virtude da auséncia de
parasitemia. A doenga geralmente é diagnosticada por exames soroldgicos ou por
métodos indiretos, como o xenodiagndstico ou hemocultivo (CONSENSO
BRASILEIRO EM DOENCA DE CHAGAS, 2015).

O controle do inseto vetor, a triagem das amostras de sangue e érgaos antes
de transfusdes e transplantes, triagens sorolégicas de gestantes, tratamento de
pacientes infectados e cuidado em manipulagdes laboratoriais sdo imprescindiveis
para o controle da doenca de Chagas, pois ainda nao existe uma vacina disponivel

para essa doenga.

2.1.2 Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi

O protozoario Trypanosoma cruzi possui ciclo biolégico heteroxénico, os
invertebrados o inseto-vetor, e os vertebrados, marsupiais, mamiferos placentarios e
o homem (Fig.2). Apresenta formas evolutivas distintas, como epimastigota,
tripomastigota metaciclico, amastigota e tripomastigota sanguineo. O ciclo se inicia
quando os tripomastigotas metaciclicos séo liberados nas fezes ou urina do vetor
triatomineo apds o repasto sanguineo, e infectam o hospedeiro mamifero pela
membrana mucosa ou pela lesdo cuténea, devido ao prurido intenso no local da
picada (PAES et al., 2011; MORETTI et al., 2020).

No momento da invaséo de T. cruzi as células mamiferas, ocorre a formagao
de um vacuolo parasitéforo, ou seja, um compartimento endocitico, na qual os
lisossomos acidificam o meio, consequentemente ativam mecanismos parasitarios
com a liberacdo de hemolisina, o que ira levar a ruptura do vacuolo e a saida do
parasita para o citoplasma. No citoplasma, os tripomastigotas metaciclicos se
diferenciam para a forma amastigota (ANDREWS et al., 1990; ALBERTTI et al., 2010.

Apds nove ciclos de divisdo binaria no citosol, as amastigotas se diferenciam em
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tripomastigotas da corrente sanguinea e séo liberado apds a ruptura da membrana da
célula hospedeira (DVORAK e HYDE, 1973 ; DVORAK e HOWE, 1976).

Com o rompimento das células hospedeiras infectadas, ocorre a liberacédo de
amastigotas e tripomastigotas sanguineos, que podem invadir novas células ou entrar
na corrente sanguinea, disseminando a infecgédo e o ciclo pode reiniciar. Durante a
hematofagia do inseto vetor, ambas as formas podem ser ingeridas, porém somente
os tripomastigotas sanguineos se diferenciam na forma replicativa extracelular,
denominada epimastigota, no intestino posterior do inseto. Os epimastigotas se
multiplicam por divisdo binaria, e em seguida se diferenciam em formas
tripomastigotas metaciclicos no reto do triatomineo, reiniciando o ciclo bioldgico
(TYLER, 2001).

Trypanosoma cruzi

Triatomine Bug Stages Mammalian Stages QDPDX

Triatomine bug takes a blood meal
(passes metacyclic trypomastigotes in feces,
trypomastigotes enter bite wound or

mucosal membranes, such as the conjunctiva)

Metacyclic trypomastigotes
penetrate various cells at bite
wound site. Inside cells they
transform into amastigotes.

e Metacyclic trypomastigotes

in hindgut/

I ot o ;

Amasti o multipl
Trypomastigotes o el 19 v _PV”
can infect other cells y‘ inary S?IOnln cells
and transform into of infected tissues.

intracellular amastigotes
in new infection sites.

o Triatomine bug takes
a blood meal
(trypomastigotes ingested)

o Epimastigotes

AN o

@ Infective stage
é Diagnostic stage

Intracellular amastigotes
transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell

and enter the bloodstream.

B

Many mammalian species have been
recognized as T. cruzi reservoir hosts.

Fig. 2 Ciclo Biolégico do Trypanosoma cruzi.

Fonte: CDC: Centers for Disease Control and Prevention

2.1.3 Diversidade Genética de Trypanosoma cruzi
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O protozoario Trypanosoma cruzi apresenta variedade genética. Estudos
relatados por Carlos Chagas (1909) ja descreveram caracteristicas particulares, como
diferengas no comportamento das populagdes parasitarias, diferengas na viruléncia,
infeccbes mistas em areas endémicas pelo mesmo paciente e a influéncia do
hospedeiro no resultado da infecao.

Ao longo dos anos, o conhecimento sobre a diversidade genética de T. cruzi e
a epidemiologia molecular tem progredido, porém muitas questées ainda persistem,
como os fatores que determinam a patogenicidade do parasita e influéncia do
hospedeiro na doenca de Chagas (ZINGALES, 2018). Estudos “classicos”,
identificaram uma diferenga de até 40% no conteudo do DNA entre as linhagens.
Essas diferencas foram atribuidas ao DNA nuclear e cinetoplasto, sendo o nucleo o
principal fator contribuinte. Os tripanosomatideos possuem alta plasticidade genética,
como a capacidade de expansao e contragao de sequéncias especificas, eventos de
fusado ou fissdo cromossomal e hibridizagdo (MESSENGER E MILES, 2015).

Sabe-se que a espécie T. cruzi € composta de varias subpopulagdes, que
possuem cepas que circulam em hospedeiros mamiferos domésticos e selvagens, e
insetos vetores. Dessa forma, no ano de 2009 foi proposto um consenso para
classificagdo e nomenclatura intraespecifica de T. cruzi. Essa classificagdo aborda
seis linhagens genéticas, unidades de tipagem discreta (Discrete Typing Units DTUs),
chamadas de Tcl a Tc VI, baseando-se nos padrbes genéticos, bioquimicos ou
marcadores bioldgicos (ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012). No entanto,

existe ainda um sétimo DTU restrito aos morcegos TcBat (MARCILI et al., 2009)
(Fig.3).
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Fig. 3 Prevaléncia de DTUs do T. cruzi em paises América do Norte, Central e do
Sul.
Fonte: Adaptado de Zingales (2018)

2.2 A INTERACAO ENTRE T. cruzi E O HOSPEDEIRO

2.2.1 Moleculas de T. cruzi envolvidas na interagdo parasito-hospedeiro

O protozoario T. cruzi possui proteinas em sua superficie que auxiliam no
processo de invasdo, essas proteinas podem diferir nos diferentes estagios do
parasita. O T. cruzi possui formas infectivas e ndo infectivas. Os epimastigotas séo
formas nao infectivas, mas replicativas, que estao no inseto vetor. As amastigotas séo
formas que se replicam no interior de células mamiferas, e foi demonstrado que elas
podem ser infectivas (MORTARA et al.,, 1991). Entretanto, os tripomastigotas sao
infectivos, mas nao replicativos, e podem ser diferenciados em dois estagios:
tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas sanguineos.

Durante o ciclo de vida de T. cruzi, o parasito sofre diversas transformagdes
morfolégicas e na composi¢cao de sua membrana plasmatica, apresenta moléculas
importantes para interagdo entre o parasito e o hospedeiro (PECH-CANUL, 2017).
Algumas moléculas que participam da interagdo do parasito com células do

hospedeiro sdo expressas tanto em tripomastigotas metaciclicos quanto em
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tripomastigotas derivados de cultura, como a cruzipaina (MURTA et al.,1999) e trans-
sialidases (MING et al., 1995).

Os mecanismos de invasao celular por tripomastigotas metaciclicos (META) e
por tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) dependem de moléculas. As
glicoproteinas gp35/50, gp82 e gp90 na qual sao utilizadas na interacdo dos
metaciclicos com células hospedeiras desencadeiam cascatas de sinalizagao
bidirecional. Os metaciclicos de cepas altamente invasivas, como a CL Brener,
utilizam gp82 para aderir e invadir células, molécula capaz de disparar sinalizagdo de
Ca*? em ambas células (RAMIREZ et al.,1993), enquanto os parasitos da cepa G,
pouco invasivo, utilizam as moléculas gp35/50, menos eficientes na indugao de sinais
de Ca*? (YOSHIDA e ARAGUTH, 1987). Quando a molécula empregada na interagéo
€ a gp90, a taxa de infecgao € reduzida, pois gp90 atua como um regulador negativo
da invasdo celular, ndo levando a sinalizagdo de Ca*? intracelular (MALAGA e
YOSHIDA, 2001).

Na interacdo de tripomastigotas derivados de cultura com células mamiferas,
as principais moléculas s&o Tc-85, mucinas e trans-sialidases. A glicoproteina Tc-85
de superficie reconhece a laminina, fibronectina, citoqueratina 18 e integrinas das
células hospedeiras. As mucinas, glicoproteinas ancoradas com GPI, sdo as proteinas
de superficie mais abundantes de T. cruzi. Estdo envolvidas em processos de
protecao do parasito contra os mecanismos de defesa do vetor e do hospedeiro, e
promovem a ades&o e invasado das células de mamiferos (BUSCAGLIA et al., 20006).

As trans-sialidases (TS) pertencem a familia GP85-trans-sialidase e transferem
acido sialico de glicoconjugados do hospedeiro para mucinas presentes na membrana
do parasito. A sialilacdo de moléculas na superficie do parasito € importante para a
viabilidade e resisténcia do parasito ao sistema imune (PEREIRA-CHIOCCOLA et al.,
2000), sendo que o principal aceptor de acido sialico em T. cruzi sdo as mucinas. Além
do seu papel no resgate de acido sialico para prote¢cao do parasito, as TS, ancoradas
na membrana do parasita ou langadas na corrente sanguinea, podem se ligar aos
receptores de células de mamiferos para mediar a ligagao e invasao dos parasitos as
células (DE PABLOS e OSUNA, 2012).

As MASPs constituem outra familia de proteinas de superficie de T. cruzi
ancoradas com GPI. Esta familia é altamente polimérfica e esta ligada a protecéo do
parasito contra a agao do sistema imune do hospedeiro (DE PABLOS e OSUNA,
2012).
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2.2.2 O processo de invaséo T. cruzi

O T. cruzi é um protozoario que tem a capacidade de invadir um grande numero
de diferentes tipos de células (BURLEIGH E ANDREWS, 1995). O processo de
invasdo de ceélulas hospedeiras podem ser estudada in vitro utilizando células
fagociticas nao-profissionais, uma vez que a doenca de Chagas crbnica é
caracterizada pela persisténcia de parasitas em tecidos. Em 1992 foi descrito que T.
cruzi explora o recrutamento de lisossomos do hospedeiro para invasao de células
eucarioticas (TARDIEUX, WEBSTER et al., 1992).

A invasédo do T. cruzi em célula hospedeira € determinada pelas vias de
sinalizagao induzida pelo parasito, na qual permitem a internalizagdo do parasito e a
maturagdo do vacuolo parasitéforo. Os tripomastigotas possuem a capacidade de
invadir essencialmente qualquer tipo de célula nucleada por um mecanismo
independente da polimerizagdo da actina do hospedeiro. Estudos relatam que o
parasito foi capaz de invadir as células mesmo na presencga de citocalasina D, um
inibidor da polimerizagdo por actina e da fagocitose (SCHENKMAN, 1998;
SCHENKMAN et al. 1991; TARDIEUX, WEBSTER et al., 1992). Usando anticorpos
que reconhecem a glicoproteina da membrana lisossomal (Lamp1), foi demonstrado
que os lisossomos do hospedeiro sdo recrutados para o local de invasao do parasito
(TARDIEUX, WEBSTER et al., 1992).

Além disso, a invasdo do T. cruzi foi significativamente reduzida apos o
tratamento com as drogas, colchicina e vinblastina, que interrompem a formagao de
microtubulos (RODRIGUEZ, SAMOFF et al. 1996), devido a inibi¢do do recrutamento
de lisossomos do hospedeiro a membrana plasmatica, onde os tripomastigotas
penetram (TYLER et al., 2005). Sugere-se também que os autofagossomos do
hospedeiro podem substituir o papel dos lisossomos na invasdo do parasito, na qual
atuam como doadores de membrana para a formacdo do vacuolo parasitéforo
(ROMANO, ARBOIT et al., 2009).

Foi visto que, durante a interagdo com a célula mamifera, os tripomastigotas
de T. cruzi desencadeiam um aumento transitério do calcio intracelular, levando a
subsequente exocitose lisossomal dependente de calcio (TARDIEUX, NATHANSON
et al., 1994). Além disso, a deplegao de calcio reduziu o recrutamento do lisossomo
hospedeiro para a membrana plasmatica e, portanto, a taxa de invasao do T. cruzi,

mostrando que o calcio possuia importante atuacido no cenario de infeccao
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(TARDIEUX, NATHANSON et al. 1994). Posteriormente, outros ensaios mostraram
que os parasitos foram capazes de invadir células tratadas com Wortmannina, um
inibidor de fosfoinositide 3-quinases (PI3Ks), que bloqueava a via dependente de
lisossomos, apontando para a existéncia de outro mecanismo de invasédo (WOOLSEY,
SUNWOO et al., 2003) que seria independente de lissosomos. O T. cruzi também
pode invadir as células hospedeiras ao ser englobado pela membrana plasmatica
invaginada e posteriormente fundindo-se com os lisossomos. Esta via parece ser
independente da actina da célula hospedeira, outra caracteristica que a diferencia da
fagocitose tradicional (WOOLSEY, SUNWOO et al.,, 2003). Curiosamente, outro
trabalho mostrou que o parasito reside em vacuolos parasitoforos derivados de
lisossomos, independentemente dos mecanismos de invasédo da célula hospedeira
(ANDRADE e ANDREWS, 2004). Observou-se entdo que a fusdo do lisossomo
hospedeiro seria necessaria para a infecgao viavel de tripomastigotas de T. cruzi. O
pH acido do vacuolo parasitéforo parece favorecer a secregao de TcTox pelo parasito,
uma hemolisina que forma um poro na membrana vacuolar (ANDREWS 1990;
ANDREWS, ABRAMS et al. 1990).

Além do tripomastigota como forma infectivas, foi visto também que as
amastigotas podem ser infecciosas as células, podendo infectar células por um
mecanismo dependente de actina e manter um ciclo replicativo intracelular, assim
observagbes de que amastigotas poderiam ser “englobados” por mondcitos e por
células fagociticas ndo profissionais, onde podera se replicar no citoplasma (LEY,
ANDREWS et al., 1988; MORTARA et al., 2008).

2.3 O SISTEMA COMPLEMENTO E O PARASITO

O sistema complemento € um componente chave na resposta da imunidade
inata, na qual possui fungao na primeira linha de defesa contra agentes patogénicos.
Ele compreende mais de 35 proteinas, que se tornam ativadas principalmente por trés
vias: lectina, classica e alternativa, resultando em respostas biolégicas como
inflamacgéo, fagocitose e lise de patégenos. Além da resposta inflamatdria, o
complemento desempenha funcdo na solubilizagcdo e remog¢ao de imunocomplexos
circulantes para evitar sua deposigdo e consequentemente uma lesdo tecidual,
também esta envolvido com a opsonizagao de células apoptéticas, contribuindo com

a fagocitose e remocgé&o da circulagdo, além disso, o sistema complemento conecta as
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respostas inatas e adquiridas pela ativacdo de linfécitos B e sintese de
imunoglobulinas (LIDANI et al., 2017).

Dessa forma, o T. cruzi precisa evadir a resposta imune inata do hospedeiro
mamifero e invadir rapidamente as células para progredir na infecgdo. Durante os
momentos iniciais da infecgdo, os mecanismos mais relevantes do sistema imune em
relacdo aos parasitos sdao a imunidade inata humoral (sistema complemento) e a
celular (células natural killer e macrofagos, por exemplo). Ao detectar a presenga de
patdgenos, estas células liberam citocinas para ativacdo da resposta imune
adaptativa. As citocinas desencadeiam diferentes respostas conforme sao ativadas
na presenca do patégeno, sendo que as principais citocinas envolvidas na infeccao
por T. cruzi sao IFN-y, IL-1B, TNF-qa, IL-6, TGF- e MCP-1/CCL2 (CARRERA-SILVA
et al., 2011).

Evitar o ataque do sistema imunolégico € um fator determinante para a
sobrevivéncia de patdbgenos em seus hospedeiros. Estudos ja demonstraram que o
sistema complemento é capaz de causar lise nas formas tripomastigotas de T. cruzi e
que existe variacdo no grau de suscetibilidade ou resisténcia entre diferentes cepas
de T. cruzi (CESTARI & RAMIREZ 2010). Em estudos experimentais, mostraram que
o complemento pode ser ativado por formas amastigotas (IIDA et al., 1989),
epimastigotas (NOGUEIRA et al., 1975) e tripomastigotas (KIPNIS et al., 1981). Os
primeiros trabalhos de ativagédo das vias do complemento com T. cruzi demonstram
que a forma epimastigota € lisada por meio da via alternativa (NOGUEIRA et al., 1975)
e 0 soro nao imune (soro normal) € capaz de causar a lise tanto em epimastigotas
quanto tripomastigotas metaciclicos (YOSHIDA e ARAGUTH, 1987).

Nos momentos iniciais da infeccdo ndo ha producao de anticorpos contra T.
cruzi. Portanto, as principais vias do complemento ativadas sao a via alternativa e a
via das lectinas e nao a via classica. Contudo, as trés vias sao capazes de causar lise
no parasito. Foi demonstrado que as lectinas ligadora de manose (MBL) e ficolinas
sdo capazes de se ligar a superficie dos epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos,
fornecendo evidéncias de que a via das lectinas é ativada no soro ndo imune na
presenca de T. cruzi. Uma ampla gama de carboidratos (como GalNAc e GIcNAc)
ancorados por glicosilfosfatidilinositol a membrana plasmatica de T. cruzi podem ser
reconhecidas pelas moléculas de sensor de PAMP, como as MBLs e ficolinas levando
a ativacao das MASPs. Foi observada que esta via é responsavel por quase 70% da

lise parasitaria mediada pelo complemento durante a infec¢cado e que a via alternativa
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€ ativada por uma baixa taxa de conversdo espontanea de C3 a C3b ou por C3b
gerada a partir das outras vias do complemento (CESTARI et al., 2009; CESTARI &
RAMIREZ, 2010).

Durante a infecgao por T. cruzi o complemento é ativado por todas as vias, o
processo é parcialmente interrompido devido a presenga de proteinas reguladoras do
complemento do parasito, reduzindo sua lise (CESTARI et al., 2013; LIDANI et al.,
2017). Além das moléculas e fatores de viruléncia intrinsecos dos microrganismos,
uma outra estratégia tem sido descrita para evadir o sistema imune e promover a
propagacao da infeccao: a liberagcao de vesiculas extracelulares (VEs). No contexto
de T. cruzi, as vesiculas extracelulares parecem desempenhar um papel importante

na biologia dos parasitos e sua relagdo com o hospedeiro.

2.4  AS VESICULAS EXTRACELULARES

A liberagao de vesiculas extracelulares é um dos mecanismos de comunicagao
intercelular durante os processos fisiologicos. Descritas inicialmente como pequenas
vesiculas pelas quais os reticulocitos de ovinos em maturagdo descartavam
componentes celulares obsoletos (TRAMS et al.,, 1981). Os exossomos e outras
vesiculas extracelulares (VEs) sao consideradas uma forma universal de
comunicacgéo ceélula-célula presente em diversos organismos como, proteobacteria,
achaea, procariotos e eucariotos (YANEZ-MO et al., 2015).

As VEs sédo compostas por bicamada lipidica, podendo ter diferentes origens e
composi¢des. Baseando-se em sua biogénese, atualmente as VEs sao classificadas
entre exosomos e microvesiculas. Os exossomos sao formados a partir da fuséo de
corpos multivesiculares com a membrana plasmatica e subsequente liberagcdo de
vesiculas intraluminais para o meio exterior a célula. Os exossomos medem entre 30
a 100 nm e sua liberagao parece ser continua (BARILE, VASSALLI, 2017). No entanto,
as microvesiculas, que por vezes recebe as denominagdes de microparticulas ou
ectossomos, tem origem a partir de brotagdes diretamente da membrana plasmatica
com um didmetro que varia entre 100 a 1.000 nm (CONNOR et al., 2010).

Essas pequenas vesiculas liberadas por células, contém &cidos nucleicos,
proteinas e metabolitos essenciais para comunicagao celular. Dependendo da célula
alvo, as vesiculas podem agir localmente ou a distancia em tecidos, com sinalizagao

paracrina ou endocrina. Elas séo liberadas por células infectadas com virus, bactérias,
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fungos ou parasitas, e tem demonstrado papel fundamental em alteragbes
bioquimicas que ocorrem no patdégeno e hospedeiro, incluindo a modulagdo do
sistema imune (DE PABLOS et al., 2018).

2.4.1 Vesiculas extracelulares derivadas de Trypanosoma cruzi

As VEs derivadas de T. cruzi comegaram a ser descritas em 1979, mostrando
que elas possuiam propriedades antigénicas (SILVEIRA et al., 1979). Diversos
estudos sugerem que as VEs desempenham um papel importante na dindmica das
células parasito-hospedeiro e na fisiopatologia da doenga de Chagas. Nos estagios
iniciais da infecgdo, o contato de T. cruzi com as células do hospedeiro na corrente
sanguinea promove a liberacdo de VEs capazes de inibir o ataque do sistema
complemento (CESTARI et al., 2012) e aumentar a infecgdo de parasitas as células
do hospedeiro (RAMIREZ et al., 2016). Foi visto que a inoculagdo prévia com
vesiculas liberadas por T. cruzi acelerou e aumentou a taxa de mortalidade dos
camundongos infectados; e que os camundongos infectados com vesiculas
desenvolveram uma patologia cardiaca grave com uma reagao inflamatoria intensa e
um maior numero de ninhos de amastigotas (TROCOLI-TORRECILHAS et al., 2009).
Estudos demonstraram que os fenbmenos de resisténcia a lise pelo complemento e
invasdo em células eucaribtica sdo cepa-especifico (WYLLIE e RAMIREZ, 2017)
enquanto Ribeiro et al (2018) demonstraram que VEs derivadas de uma cepa podem
afetar a taxa de infectividade de outra cepa de T. cruzi.

Analises transcriptdmicas e protedmicas mostraram que as VEs de T. cruzi sao
enriquecidas em proteinas envolvidas no metabolismo, sinalizagao, ligagéo de acidos
nucleicos, sobrevivéncia do parasito e viruléncia, sendo o conteudo de exossomos e
microvesiculas diferentes (RIBEIRO et al., 2018). A avaliacdo do conteudo de acidos
nucléicos em VEs de T. cruzi mostraram RNAs presentes em diferentes formas de
parasitos e também se diferem dos encontrados em sua célula de origem, indicando
um direcionamento especifico desses RNAs (BAUTISTA-LOPEZ et al., 2017). Além
disso, destaca-se para o fato de que VEs do parasito foram capazes de alterar a
expressao génica em células de mamiferos (GARCIA-SILVA et al., 2014) e induzir a
producao de citocinas (CHOWDHURY et al., 2017).

As vesiculas extracelulares liberadas por patdégenos, transferem os fatores de

viruléncia e biomoléculas para as células hospedeiras, aumentando a suscetibilidade
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do hospedeiro a infecgdo. Durante a infeccdo tanto o hospedeiro quanto o parasito
produzem VEs. No entanto, as VEs se ligam ao parasita e conferem protecao contra
o ataque do sistema complemento, aumentando a invaséo das células do hospedeiro
pelo protozoario. O parasito T. cruzi evita o efeito de lise do sistema complemento
para progredir com sucesso em seu ciclo de vida. Portanto, a liberagao de VEs poderia
ser uma estratégia usada pelo T. cruzi para neutralizar as proteinas do sistema
complemento (WYLLIE e RAMIREZ, 2017). Sendo assim, a comunicagao ativa entre
o T. cruzi e seu hospedeiro € um processo bidirecional no qual milhdes de VEs de

ambos os organismos participam (DE PABLOS et al., 2018).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MEIOS DE CULTURA

Meio LIT (infusdo de figado): extrato de levedura 15 g/L; Na2HPO4 11,56 g/L; glicose
2,2 g/L; hemina 0,02 g/L; infuso de figado 5 g/L; KCI 0,4 g/L; NaCl 4,4 g/L; triptose 5
g/L e pH 7,2 ajustado com HCI 1M, suplementado com soro fetal bovino inativado 10%
(Cultilab, Brasil) (v/v) e uma de solugao de penicilina (100 IU/ml) e estreptomicina (100
Mg/ml) (Pen-Strep, Sigma, EUA).

3.2 SOLUGOES

TABELA 1 — SOLUCOES UTILIZADAS E SUAS COMPOSICOES
SOLUCAO COMPOSIGAO

Tampao PSB1X (solugédo de uso) NaCl 137mM; KCI 2,7mM; NazHPO4
10mM; KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4

Tampao PBSG PBS1X e glicose 2% (v/v), pH 8,0

3.3 CULTURA DE CELULAS

Parasitos: Neste trabalho foram utilizados parasitos T. cruzi das cepas CL Brener e
Dm28c (TABELA 2). As culturas axénicas das formas epimastigotas desses parasitos
foram mantidas em fase logaritmica de crescimento (com densidade celular entre 1 e
2x107 parasitos/ml) em meio LIT completo suplementado com 10% SFB inativado a
temperatura de 28°C (CAMARGO et al., 1964).

TABELA 2 — CLASSIFICACAO DAS CEPAS DE Trypanosoma cruzi

CEPA/CLONE DTUS PAIS HOSPEDEIRO/VETOR
Clone - CL T. cruzi VI Rio Grande do Sul, Triatoma infestans
Brener Brasil
Dm28c T. cruzi | Carabobo, Venezuela Didelphis marsupialis

Fonte: Adaptado de ZINGALES et al (2009).
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Células: Foram utilizadas células (VERO) células epiteliais renais extraidas de um
macaco verdade africano, e células (THP-1) célula monocitica humana, as células
foram mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma, EUA — com adi¢ao de NaHCO3 2 g/L e
pH 7,4 ajustado com NaOH 5M) suplementado com 10% soro fetal bovino inativado,
penicilina (100 1U/ml) e estreptomicina (100 pg/ml), em estufa umidificada a 37°C sob
atmosfera controlada de 5% CO..

3.4 D’IFERENCIAQAO DE EPIMASTIGOTA PARA  TRIPOMASTIGOTA
METACICLICO (METACICLOGENESE)

Para a metaciclogénese in vitro, foram usados epimastigotas no inicio da fase
estacionaria, ou seja, no quinto dia de cultivo com densidade celular de
aproximadamente 2 e 4x107 parasitos/ml. Uma aliquota de 10 pl da suspenséo de
epimastigotas foi diluida com 90 ul de tampao PBS, ou seja, fator de diluicdo 10, e a
contagem foi realizada a partir de uma aliquota de 10 ul em cadmara de Neubauer
(Boeco, Alemanha) sob o microscépio 6tico com a objetiva de 40X.

O calculo do numero de parasitos por ml foi determinado na camara de
Neubauer. Depois disso, o volume do cultivo parasitario que contém
aproximadamente 1x108 epimastigotas foram coletados e centrifugados a 2.000xg por
10 minutos a 10°C. Os epimastigotas (~1x108) foram ressuspendidos em 5 ml de meio
LIT completo juntamente com 15 ml de meio Tc100 (Vitrocell) em garrafas médias (75

cm?), incubados a 28°C por 8-10 dias.

3.5 PURIFICA(;AO DE TRIPOMASTIGOTAS METACICLICOS DE Trypanosoma
cruzi

Os tripomastigotas metaciclicos (METAs) foram obtidos da cultura por
purificacdo por coluna de troca ibnica DEAE celulose (SIGMA), equilibrada com
tampao PSB G (pH 8,0). Os parasitos foram colhidos por centrifugacao a 4.000xg a
10°C e ressuspendidos em 3 ml de tampao PBS G a 4°C. Em seguida a suspensao
foi inoculada em uma coluna contendo |a de vidro na base e acima aproximadamente
3 ml de DEAE celulose. As formas tripomastigotas metaciclicas passam pela coluna
enquanto que as formas epimastigotas ficam retidas, devido as diferengas de carga
(TEIXEIRA e YOSHIDA, 1986). Os METAs foram usados imediatamente apds a

purificagao.
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3.6 PRODUGCAO DE TRIPOMASTIGOTAS DE CULTURA DE TECIDO DE

Trypanosoma cruzi

Tripomastigotas metaciclicos (1x107 parasitos/ml) foram usados para infectar
células VERO (1X108 células/ml) em garrafas de cultura (75 cm?) com 80% de
confluéncia, MOI10:1, e meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 5% SFB por
24h em estufa umidificada a 37°C sob atmosfera controlada de 5% CO2. Apds 24h de
infecgao, foi realizada a troca do meio de cultura, a infecgao foi mantida por cerca de
8 dias havendo a troca do meio de cultura diariamente, mantendo em mesmas
condigoes. Apos 8 dias de infecgao, os tripomastigotas de cultura de tecido (TCTs)
eclodiram das células VERO que foram infectadas, foi realizada a coleta do
sobrenadante contendo os TCTs e depois foram centrifugados por 3.000xg por 10

minutos. Em seguida, os TCTs foram usados para infectar novas células.

3.7 INDUCAO DE \[ESiCULAS EXTRACELULARES DA INTERACAO
Trypanosoma cruzi com CELULAS (THP-1) e (VERO)

Epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas de cultura de
tecido foram incubados em uma relagéo 5:1 com células THP-1 e/ou VERO (5x108
parasitos/ml e 1x10° células/ml). As células foram pré-incubadas durante 1h em meio
RPMI 1640 sem soro, lavadas e ressuspensas em RPMI 1640 com 1mM CaCl2.
Durante o estimulo, as células juntamente com os parasitos foram incubadas a 37°C
durante 1h. As vesiculas extracelulares totais foram obtidas por centrifugacéo
diferencial de 5 min a 1.000xg para remover as células, uma centrifugagao de 4.000xg
durante 30 min para remover células residuais e debris celulares, e logo
ultracentrifugacdo a 100.000xg por 90min (CESTARI et al., 2012). Para a
ultracentrifugacao utilizou-se a ultracentrifuga Beckman Coulter Optima MAX-XP com
o rotor de oscilacdo de aluminio MLS-50. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado (pellet) foi ressuspenso em PBS 1x. Para o isolamento de VEs grandes
(large) e pequenas (small) foi realizado centrifugac¢des diferenciais, uma centrifugagao
de 1.000xg por 10 min para remog¢ao de ceélulas, 4.000xg por 30 min para remover
células residuais e debrir celulares, 11.000xg por 120 min para obter VEs grandes e
ultracentrifugacédo de 100.000xg por 90 min para obter VEs pequena. O sobrenadante

foi descartado e o precipitado (pellet) foi ressuspenso em PBS 1x (ROSSI et al., 2019).
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3.7.1 Determinagé&o da concentragdo de proteina em Vesiculas Extracelulares (VESs)

As concentragdes de proteina nas VEs foram determinadas utilizando o kit de
ensaio de proteina Micro-BCA (Thermo Scientific, EUA) conforme descrito pelo
fabricante.

3.7.2 Mensuragéo das Vesiculas Extracelulares por Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA)

O tamanho médio e a concentragao de VEs foram determinadas por analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA), através da plataforma NanoSight. E um
método para medir nanoparticulas em suspensao liquida na faixa de 10 a 1000 nm

com base no movimento browniano.

3.8 SORO NORMAL HUMANO
Foi utilizado soro normal humano (SNH) (Sigma-Aldrich) aliquotado e

armazenado a -80° C até a utilizacao.

3.9 LISE MEDIADA PELO COMPLEMENTO

Este ensaio mede a capacidade do soro normal humano (SNH) de realizar lise
nos parasitos pela acdo do sistema complemento. As concentra¢gdes de soro foram
escolhidas experimentalmente antes da realizacdo de qualquer experimento, baseado
na diluigdo limite que avalia a lise dos parasitos em diferentes concentragcées de SNH
em determinado tempo e na determinagao da IC50, ou seja, utilizar a diluicdo de soro
que lise aproximadamente 50% dos parasitos nos tempos preestabelecidos. Para
fazer isso, foram realizados ensaios de lise mediado pelo complemento por diluigao
seriada do SHN.

O SNH foi diluido em RPMI em varias concentragdes (50%, 25%, 12,5%,
6,25%). Formas epimastigotas, tripomastigotas metaciclicas e/ou tripomastigota de
cultura de tecido de T. cruzi foram centrifugadas a 1.000xg por 10 minutos, 4°C,
lavadas e suspensas em RPMI na concentragédo de 5x10%/ml. Os parasitos (5x10° em
100 pl) foram incubados juntamente com 100 yl de SHN por 30 minutos a 37° C. As
reagdes foram paradas por intermédio da adicado de 800 uyl de RPMI gelado. Os

parasitos foram quantificados em uma camara de Neubauer sob o microscépio 6tico
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com a objetiva de 40 X. A motilidade e integridade da morfologia dos parasitos foram
usadas para distinguir entre parasitos vivos e mortos. Para cada amostra, foi contado

no minimo dois quadrantes da camara de Neubauer.

3.10 DINAMICA DE LIBERACAO DE TRIPOMASTIGOTAS DE CULTURA DE
TECIDO (TCTs)

As células VERO foram semeadas em placas de 6 pocos por 16-24h, a uma
concentragdo de 1x10° células/pogo com RPMI 1640 10% SFB. Depois disso, as
células foram lavadas com RPMI 1640 sem soro e incubadas com tripomastigotas de
cultura de tecido (TCTs) (5x10° parasitos/pogo, MOI 5:1) a temperatura de 37°C. Apds
1h de incubacgéo, as células foram lavadas com RPMI 1640 com 5% SFB para retirar
os TCTs remanescentes. Foi realizada a troca diaria do meio de cultura, e contado o
namero de TCTs no sobrenadante em camara de Neubauer para acompanhar a
liberagdo dos TCTs. A contagem foi realizada a partir de uma aliquota de 10 pl em
camara de Neubauer (Boeco, Alemanha) sob o microscopio 6ptico com a objetiva de

40X, por um periodo de 7 dias consecutivos.

3.11 ENSAIOS DE INVASAO EM CELULAS VERO

As células VERO foram semeadas sobre laminulas de vidro de 13 mm em
placas de 24 pogos por 16-24h a uma concentragédo de 1x10° células/pogo. Depois
disso, as células foram lavadas com RPMI 1640 sem soro e incubadas com
tripomastigotas de cultura de tecido (TCTs) (5x108 parasitos/pogo, MOI 5:1). Apds 3h
e/ou 1h de incubacgao, as células foram lavadas 3 vezes com meio RPMI| sem SFB,
fixadas com paraformaldeido 4% por 15 min e novamente lavadas. Entdo, dilui-se a
solugao de Giemsa em agua destilada (1:10) e adicionou-se aproximadamente 300 ul
desta solugao por pogo, corando por aproximadamente 15 min. Depois, as células
foram lavadas com agua destilada por 3 vezes e, apds secas, as laminulas foram
montadas em laminas de vidro usando a resina Entellan® (Merck). As laminulas foram
analisadas em microscopio Optico na ampliacédo de 1.000x. O numero de parasitos
intracelulares a cada 100 células foi determinado contando aleatoriamente células e

parasitos por campo totalizando ao menos 300 células por laminula em triplicata.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos com a meédia = desvio padrdo. Para
comparagao dos valores das médias dos grupos, foi utilizado o teste de anadlise de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para Multiplas Comparagdes. Valores de p<
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram

realizadas usando o software GraphPad Prism (versao 8.0).



38

4. RESULTADOS
41 CICLO BIOLOGICO DO Trypanosoma cruzi in vitro

Com a finalidade de reproduzir o ciclo bioldgico do T. cruzi in vitro, e caracterizar
as diferentes formas do parasito nas cepas CL Brener e Dm28c, foi realizado um
desenho experimental que compreendeu desde as formas epimastigotas até as
formas infectivas tripomastigotas metaciclicas e tripomastigotas derivadas de cultivo

celular (Fig.4).

DESENHO EXPERIMENTAL
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Epimastigota Metaciclogénese DEAE Celulose

(5 a 8 dias) (10dias) u | = (META)

Tri tigotad ; i i :
r.I:TJTtrir:r?)schzI:r € Infectar Células Tr?:;;:ftg?ﬁ:rde Infectar Células

VERO VERO

(tcm) (TcT)
(4 dias) =} = (10 dias) ;J e

Fig. 4 Desenho experimental do ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi in vitro.

Posteriormente, foi iniciado o cultivo axénico de epimastigotas das cepas CL
Brener e Dm28c, suas curvas de crescimento foram avaliadas, iniciando com 1x10°
parasito/mL em meio de cultura LIT suplementado com 10% de SFB a 28°C. O
crescimento do parasito das cepas CL Brener e Dm28c foi avaliado pela contagem do
numero de parasitas diariamente em uma camara de Neubauer por microscopia
optica, durante 5 dias consecutivos. A cepa Dm28c demonstrou ter uma tendéncia

maior de replicagdo em relagao a CL Brener (Fig.5).
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Fig. 5 Curva de Crescimento de Epimastigotas das cepas CL Brener e Dm28c.

Durante sua passagem pelo inseto triatomineo, as formas epimastigotas de T.
cruzi sofrem diferenciacédo a tripomastigotas metaciclicos, processo que pode ser
simulado em laboratério pela exposi¢cao dos parasitos a uma caréncia nutricional.

Assim, apos conhecer a curva de crescimento dos epimastigotas das cepas CL
Brener e Dm28c fomos analisar a capacidade de diferenciacdo em formas
tripomastigotas metaciclicas (METAs). Realizamos a metaciclogénese desses

parasitas por um periodo de 10 dias em condi¢cao de caréncia nutricional (Fig.6).

Metaciclogénese CL Brener

12 Dia 32 Dia

7° Dia 82 Dia

10° Dia
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Fig. 6 Metaciclogénese das cepas CL Brener e Dm28c acompanhadas através de
imagens por 10 dias consecutivos.

Durante o periodo de metaciclogénese, observamos através de microscopia
Optica, caracteristicas morfologicas sofrerem alteragées com o passar do tempo, até
chegar a diferenciagao de epimastigota para tripomastigota metaciclicos. Foi possivel
observar a mudanga de uma forma mais arredondada e de menor movimento do corpo
em EPIs, para uma forma mais delgada e com movimentos flagelares concisos em
METAs (Fig.7).

1° dia Metaciclogénese 9° dia Metaciclogénese

Fig.7 Comparacao do primeiro € nono dia de metaciclogénese da cepa Dm28c por

imagens.
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Depois de induzir a metaciclogénese, os parasitas foram purificados por meio
de uma coluna de troca ibnica DEAE celulose, na qual os EPIs em pH 8.0 ficam retidos
na coluna enquanto os METAs passam através dela, devido as diferencas de carga
da superficie dos parasitas. Posteriormente formas tripomastigotas metaciclicas
purificadas foram utilizadas em ensaios fenotipicos.

Durante muito tempo, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado e estudado os
tripomastigotas metaciclicos, com a finalidade de entender os mecanismos de evaséo
do sistema imune do hospedeiro e o papel das vesiculas extracelulares no primeiro
contato do parasita com o hospedeiro mamifero. Uma vez entendido, e descrito pelo
nosso grupo, o efeito das vesiculas extracelulares na inibicdo do sistema
complemento e na promogao da invaséao a células eucariéticas (CESTARI et al., 2012;
RAMIREZ et al., 2016; WILLYE et al., 2017), decidimos avangar no ciclo parasitario.

Sendo assim, para que a linha de pesquisa pudesse abranger também
momentos posteriores da infeccdo, foi necessario a introdugcdo do modelo de
tripomastigota de cultivo, que representam a contraparte experimental dos
tripomastigotas sanguineos liberados pelas células infectadas. Queriamos entender
como as outras formas infectivas, os tripomastigotas de cultura de tecido se
comportavam, desde a sua invasdo até a eclosdao em células do hospedeiro, a
produgao e caracterizagao de suas vesiculas extracelulares.

Sendo assim, utilizamos os METAs (1x107 parasito/ml) das cepas CL Brener e
Dm28c separadamente para infectar células VERO em garrafas de cultura (75cm?)
semiconfluentes, com o objetivo de produzir os TCTs. Apds um dia de infec¢ado, as
células foram lavadas através da troca do meio de cultura RPMI 5% SFB e mantidas
a 37°C em atmosfera de 5% CO:. A infecgao foi mantida por um periodo de 10 dias a
37°C em atmosfera de 5% CO: realizando a troca do meio de cultura diariamente.
Apos esse periodo, obtivemos tripomastigota de cultura de tecido (TCTs), que foram
coletados e utilizados para infectar novas células. O esquema das diferentes etapas
no ciclo bioldgico in vitro pode se observar na figura (Fig.4).

Para entender como acontece o processo de infeccéo e liberacdo de TCTs a
partir de células infectadas, realizamos experimentos que denominamos dindmica de
liberacdo dos TCTs. Nesse ensaio, pretendiamos entender a cinética de liberagdo dos
TCTs. Para isso, células VERO foram plaqueadas 24h antes da infeccdo com 1x10°
células/mL em placas de 6 pogos. Posteriormente as células foram infectadas com

5x10° parasito/mL (MOI de 5:1) das cepas CL Brener e Dm28c por um periodo de 1h



42

em meio carenciado a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Depois desse periodo, as
células foram lavadas com meio de cultura RPMI 5% SFB e mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% CO2. Realizamos a troca do meio de cultura RPMI 5% SFB
diariamente, por meio da retirada do sobrenadante, e contagem dos parasitos que
eclodiram das células em camara de Neubauer.

Foi observado por meio da contagem de parasitas no sobrenadante, que no 4°
dia pds infecgao (d.p.i) houve um pico de liberagdo dos TCTs das duas cepas. Um
novo pico de liberagdo de parasitas também foi observado no 7° (d.p.i), decorrente
possivelmente pela reinfeccao dos parasitas liberados a partir do 3° (d.p.i) em células
presentes na cultura, mas que nao haviam sido infectadas anteriormente. Observou-
se que a cepa Dm28c possui uma tendéncia maior de liberagdo de TCTs ao longo dos
dias em relagdo a CL Brener (Fig.8).
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Fig.8. Dinamica de liberagdo de TCTs das cepas CL Brener e Dm28c MOI 5:1 em
células VERO.

Posteriormente nos perguntamos se a mesma dinamica de liberagdo de
parasitas ocorreria ao diminuir a carga de infegdo para MOI 2:1, na qual foram
plagueadas células VERO com concentragdo 5x10° células/mL 24h em placas de 6
pocos antes do experimento, e infectadas com 1x10° parasito/mL por um periodo de
1h em meio carenciado a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Posteriormente as células
foram lavadas com meio de cultura RPMI 5% SFB, e contabilizado o numero de TCTs

diariamente com a troca do meio de cultura RPMI 5% SFB. Observou-se que a cepa
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Dm28c continuou a liberar uma quantidade maior de TCTs em relacdo a CL Brener

com o primeiro pico de liberagdo no 4° (d.p.i) e segundo pico no 7° (d.p.i) (Fig.9).
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Fig.9. Dinamica de liberagdo de TCTs das cepas CL Brener e Dm28c MOI 2:1 em
células VERO.

4.2 ENSAIO DE LISE MEDIADO PELO SISTEMA COMPLEMENTO

Com o objetivo de caracterizar fenotipicamente as cepas CL Brener e Dm28c
utilizadas em nosso estudo, fomos analisar a ativacéo do sistema complemento, em
ensaios de lise pelo complemento no estagio de epimastigotas. Foram utilizadas
diluigbes seriadas de soro normal humano (SNH) com concentragdes de 25%, 12,5%,
6,25% e controle na auséncia de SNH (0%), em contato com os parasitas por um
periodo de 30 minutos a 37°C. Verificamos que a cepa Dm28c nesse estagio € mais
sensivel ao complemento em relagdo a CL Brener em todas as concentragdes de
SNH, pois houve mais parasitas lisados na presenca de SNH, diminuindo a

sobrevivéncia do parasito (Fig.10).
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Fig.10. Percentual de sobrevivéncia do parasito apds o contato com SNH e ativagao
do sistema complemento em epimastigotas das cepas CL Brener e Dm28c por 30
minutos a 37°C com concentragdes de 6,25%; 12,5% e 25% SNH.

Posteriormente fomos verificar a sensibilidade a lise no estagio de
tripomastigotas metaciclicos. O perfil da lise pelo sistema complemento nas formas
metaciclicas é diferente aos epimastigotas, nas cepas CL Brener e Dm28c. Em nossos
experimentos na presenga de SNH com concentragdes de 50%, 25%, e 12,5% a 37°C
por 30 minutos, foi observado uma maior resisténcia ao complemento,
consequentemente menor lise (Fig.11). Observamos a sobrevivéncia de cerca de 60%

dos parasitos em ambas as cepas com uma concentragao fisiologica de 50% de SNH.
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Fig. 11. Percentual de sobrevivéncia do parasito apds o contato com SNH e ativagao
do sistema complemento em tripomastigota metaciclicos das cepas CL Brener e
Dm28c por 30 minutos a 37°C com concentracdes de 12,5%; 25% e 50% SNH.
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No estagio de tripomastigota de cultura de tecido (TCT) observamos que a lise
mediada pelo sistema complemento é pouco eficaz, as cepas CL Brener e Dm28c em
contato com 50% de SNH a 37°C por 30 minutos possuem alto percentual de
sobrevivéncia, isso pode acontecer devido a mecanismos transientes de evasao do
sistema imune serem mais efetivos, uma vez que ja foram ativados anteriormente no

estagio tripomastigota metaciclicos (Fig.12).
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Fig.12. Percentual de sobrevivéncia do parasito apds o contato com SNH e ativagao
do sistema complemento em tripomastigota de cultura de tecido (TCT) das cepas CL

Brener e Dm28c por 30 minutos a 37°C com 50% concentragdo de SNH.

Devido aos mecanismos transientes de evasdo do sistema imune em
tripomastigota de cultura de tecido (TCT) serem muito efetivos, resolvemos estudar e
caracterizar o impacto da interagdo de TCTs com vesiculas extracelulares (VEs) e no

processo de invasao celular em células VERO.
4.3 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

Depois de conhecer o perfil de ativagado do sistema complemento das cepas CL
Brener e Dm28c em epimastigotas (EPIs), tripomastigotas metaciclicos (METAS) e
tripomastigota de cultura de tecido (TCTs) fomos avaliar o processo de liberagao de
VEs por T. cruzi

Realizamos a indugao da liberagéo de VEs das cepas CL Brener e Dm28c em
(EPIs), (METASs) e (TCTs), através da interacdo com células eucarioticas, modelo

previamente caracterizado pelo nosso grupo, na qual pretende simular o primeiro
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contato do parasita com o sistema imune, na interagédo parasitaria com uma linhagem

de mondcitos humanos, THP-1. Foi realizado uma relagdo de 5 parasitos: 1 célula

(THP-1), com 1mM de CaClz por 1h a 37°C. Observamos que os TCTs possuem a

capacidade de produzir uma quantidade de 25 a 50% maior de VEs que as formas

metaciclicas e epimastigotas.

A (Tabela 3) mostra uma relacao dos ensaios de microvesiculagcao e a dosagem

de proteinas por método de Micro BCA das vesiculas extracelulares obtidas nos

ensaios.

TABELA 3. PRODUGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

Estagio [1T. cruzi []1THP-1 ug Proteinas
Cepa CL EPI 10X10°8 2x10°8 13 ug
Brener META 5x10° 1x10° 10 ug
TCT 5x10° 1x10° 18 ug

Estagio [1T. cruzi [1THP-1 ug Proteinas
Cepa EPI 10X10¢ 2x10°8 10 ug
Dm28c META 5x10° 1x10° 16 ug
TCT 5x10° 1x10°® 32 ug

Posteriormente, analisamos a inducao da liberacédo de VEs a partir da interacao
de TCTs de CL Brener e Dm28c com células eucariéticas THP-1 e VERO.

Curiosamente, verificamos uma producao maior de VEs através da dosagem de

proteinas na interagédo com células VERO (Fig.13).
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Fig.13. Inducg&o de liberacao de vesiculas extracelulares de TCT CL Brener e Dm28c
com células THP-1 e VERO.

Além de quantificar as VEs por dosagem de proteinas, fizemos a caracterizagao
das VEs de TCTs CL Brener e Dm28c com interacdo com células THP-1 por
Nanoparticle tracking analysis (NTA), um método mais especifico e sensivel, que nos
permitiu conhecer a populacdo de vesiculas liberadas em concentracdo e tamanho
médio.

A interacdo foi realizada com concentragdo de 1x10” TCT/mL CL Brener e
Dm28c com 2x10% THP-1 com 1mM CaCl2 a 37°C por 1h, em seguida foram
empregadas centrifugacdes diferenciais para separar as populagbes maiores de
menores VEs. Foi observado que a cepa Dm28c com interacdo comTHP-1 produziu
uma maior concentragcado de VEs no tamanho large (maiores) e Dm28c sem interagao

em relacao a CL Brener (Fig.14).
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Fig.14. Concentragédo de VEs de CL Brener e Dm28c caracterizadas por NTA.

Além disso, foi mensurado o tamanho dessas VEs, e observamos vesiculas
grandes de CL Brener e Dm28c com interacdo com THP-1 que possuem cerca de 205
nm (Fig.15). Curiosamente em nosso ensaio, o tamanho das vesiculas menores foi
acima do esperado. Com a caracterizagao das vesiculas de interagao realizamos os

ensaios fenotipicos de invasao celular.
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Fig. 15. Tamanho médio das VEs de CL Brener e Dm28c mensuradas por NTA.

4.4 ENSAIOS FENOTIPICOS DE INVASAO CELULAR NA PRESENCA E
AUSENCIA DE VESICULAS EXTRACELULARES

Em razao da polaridade das cepas CL Brener e Dm28c, resolvemos analisar o
processo de invasao celular, através de infecgdes de tripomastigotas de cultura em
células VERO, contando o numero de amastigotas intracelulares. Os ensaios foram
realizados plaqueando células VERO 24h antes da infeccdo com 1x10° células/mL e
infectadas com 5x10° TCT/mL por 3h em meio carenciado a 37°C das cepas CL
Brener e Dm28c, depois coradas com Giemsa e contabilizadas em microscopia optica.
Observamos que a cepa Dm28c foi capaz de invadir 80% das células VERO, uns 25-

30% a mais em relagao a CL Brener (50-60%) nas mesmas condigdes (Fig.16).
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Fig.16. Percentual de células infectadas das cepas CL Brener e Dm28c a 37° por 3h.

Além disso, a contagem do numero de amastigotas no interior das células
mostrou que a cepa Dm28c foi capaz de infectar uma propor¢éo maior de células, com

presenca de 1 até 5 amastigotas intracelulares em cada célula contada (Fig.17).
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Fig. 17. Percentual de células infectas por TCTs CL Brener e Dm28c por 3h a 37°C
em células VERO.

Com o intuito de verificar se as VES advindas da interacdo parasito/célula

hospedeira aumentavam ou diminuiam o numero de parasitas que infectavam células
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VERO, realizamos ensaio de invasao celular na presenca de VES da cepa CL Brener
sobre a infecgado de CL Brener por um periodo de 1h em meio carenciado a 37° com
MOI 5:1. Observamos um aumento de infecgao dose dependente, na qual 5ug de
vesiculas purificadas aumentaram 2 vezes mais a infecgdo em células em relagéo a
infecc&o controle por meio da contagem de amastigotas intracelulares no interior das
células (Fig.18). O efeito de aumento da invasao, foi visto também contabilizando o
numero de amastigotas intracelulares por célula, onde ha uma tendéncia de aumento

no numero de células infectadas tendo 1 ou dois amastigotas por célula (Fig.19).
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Fig.18. Percentual de células infectadas por 1h da cepa CL Brener a 37°C na presenca

de vesiculas extracelulares.
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Fig.19 Percentual de células infectas por 1h da cepa CL Brener a 37°C contabilizados

0 numero de amastigotas por célula.
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5. DISCUSSAO

O ciclo de T. cruzi é complexo e envolve diferentes cenarios, passando desde
o inseto vetor até o hospedeiro mamifero. As adaptagdes evolutivas/ecoldgicas de T.
cruzi permitiram que este sofresse uma série de transformagdes morfolégicas e em
sua composicao, na qual geralmente sao classificadas em 4 formas evolutivas,
epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos, amastigotas e tripomastigotas
sanguineos. Diversos grupos tem tentado compreender a biologia deste complexo
protozoario, sendo nao muito comum os grupos que contemplam o ciclo completo em
suas linhas de pesquisa.

Nosso grupo tem trabalhado amplamente com epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos, e neste trabalho, objetivamos obter formas tripomastigotas de cultivo em
nosso laboratorio, permitindo acompanhar  aspectos de  momentos
posteriores/crénicos da infeccdo, no qual os parasitos sdo liberados das células
infectadas e podem reiniciar seu ciclo invadindo novas células do hospedeiro. O nosso
objetivo central foi caracterizar fenotipicamente as vesiculas extracelulares liberadas

durante a interagao parasito-célula hospedeira.

E possivel simular o ciclo de T. cruzi in vitro

Estudos realizados por Gongalves et al (2018) mostraram que o protozoario T.
cruzi utiliza varias estratégias para sobreviver em diferentes hospedeiros. Uma dessas
estratégias do parasita é a metaciclogénese, que envolve varias mudangas
morfolodgicas, bioquimicas e genéticas, na qual induzem a diferenciagdo de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos. A metaciclogénese ocorre no trato
digestivo do inseto-vetor triatomineo, apdés a ades&o dos epimastigotas a parede
intestinal. Dessa forma, a metaciclogénese tem sido simulada in vitro, sendo que
fatores como adesdo a um substrato e caréncia nutricional sado relatados como
indutores da diferenciacédo do parasito (CONTRERAS et al., 1985).

A adesdo ao substrato € desencadeada pelo estresse nutricional, e as
proteinas acumuladas nos reservossomos s&o utilizadas como fonte de energia
durante a diferenciagdo. Foi visto que na adicdo de soro fetal bovino induziu o
crescimento de epimastigota, mas inibiu a metaciclogénese, e poucos parasitas

aderiram ao substrato, além disso o estresse nutricional parece ativar a adenil ciclase
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e o conteudo de AMP ciclico intracelular. Os niveis de AMP ciclico pode melhorar a
resisténcia do epimastigota ao estresse oxidativo (Figueiredo et al., 2000; Hamedi et
al., 2015; Sternlieb et al., 2020).

Apos a diferenciacdo, € empregada a metodologia de purificacdo dos
metaciclicos in vitro, através de uma coluna de troca idnica, no qual os epimastigotas
se aderem a matriz de DEAE celulose equilibrada a pH 8,0, enquanto o metaciclicos
séo “eluidos” devido ao seu diferente ponto isoelétrico de membrana (TEIXEIRA e
YOSHIDA, 1986). Neste estudo, nés submetemos as cepas CL Brener e Dm28c ao
processo de diferenciagcdo por caréncia nutricional, e observamos a adesado dos
epimastigotas no substrato. Foi possivel observar a mudanga de uma forma mais
arredondada e de menor movimento do corpo em EPIs, para uma forma mais delgada
e com movimentos flagelares concisos em METAs (Fig.6). Durante o processo de
diferenciacao, ocorre a indugao da expressao de diferentes moléculas relacionadas
aos tripomastigotas. Um exemplo € a cruzipaina, que parece favorecer a
metaciclogénese (TOMAS et al., 1997). Além disso, também foi analisada o trafego
de gp82 e gp90 durante o processo (BAYER-SANTOS e SILVEIRA, 2013).

Os tripomastigotas metaciclicos utilizam um conjunto de diferentes moléculas
em relacdo aos tripomastigotas sanguineos (tripomastigota de cultura de tecido in
vitro) no processo de invasao celular. Os tripomastigotas metaciclicos expressam
moléculas relacionadas a invasdo como a gp82, gp90 e mucinas como ag 35-50,
enquanto que para os tripomastigotas sanguineos utilizam Tc-85, mucinas e trans-
sialidases (Yoshida, 2006; Yoshida et al., 2000). Além disso, parece haver dois
mecanismos de invasao celular, lisossomo-dependente e lisossomo-independente,
conforme revisado por (ALVES e COLLI, 2007).

Em METAs a invasado celular & principalmente lisossomo-dependente. O
parasita invade as células a partir do reparo de membrana plasmatica, uma exocitose
de lisossomo regulada por Ca?* e cinesina, ativando o vacuolo parasitéforo. Enquanto
que em TCTs ocorre predominantemente por lisossomo-independente. O processo
envolve a invaginacdo na membrana plasmatica da célula hospedeira, originando no
vacuolo intracelular e posterior fusdo com lisossomos independente de actina. O
processo desencadeia o acumulo de Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) na membrana
plasmatica por meio do contato com os parasitas (BURLEIGH BA, WOOLSEY AM,
2002; ANDRADE LO, ANDREWS NW, 2005; CORTEZ et al., 2016).
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Posteriormente, no vacuolo parasitéforo ocorre a acidificagcao lisossomal, fator
que permite a fuga dos metaciclicos do ambiente extremamente oxidativo do
fagolisossomo para o citoplasma, onde se diferenciam em formas amastigotas
(CARDOSO et al., 2016). As amastigotas além de serem a forma replicativa
intracelular, elas podem ser infecciosas as células por mecanismo dependente de
actina (MORTARA et al., 2008).

Caracteristicas das cepas CL Brener e Dm28c de T. cruzi

O protozoario apresenta grande diversidade genética. Atualmente o T. cruzi
esta dividido em sete unidades de tipagem discreta (DTUs) Tcl- TcVI e Tcbat, na qual
a cepa CL Brener pertence a DTU (VI) e Dm28c a DTU (I) (ZINGALES et al., 2009;
ZINGALES et al., 2018). Sendo assim, nesse trabalho estudamos e caracterizamos
cepas polares, na qual se diferenciam no processo de invasao celular e na liberagao
de vesiculas extracelulares. No processo de invasé&o celular, os tripomastigotas de T.
cruzi da cepa CL Brener foram capazes de detectar a presenca de células mamiferas,
e alteraram seus padrdes de motilidade, aumentando sua eficiéncia na invasao celular
(ARIAS-del-ANGEL et al., 2020). Além disso, ensaios com esferdides em cultura 3D
evidenciaram que os tripomastigotas de CL Brener apresentavam grande capacidade
de transmigrar dentro de esferoides (RODRIGUEZ et al., 2020).

Estudos realizados em camundongos com as cepas CL Brener e Dm28c
apresentaram baixa mortalidade em camundongos, porém demonstraram uma
reducédo da motilidade intestinal em camundongos infectados (de MELO MEDEIROS
et al., 2010). Além disso, foi observado que a cepa Dm28c exibe maior taxa de
replicacdo em relacédo a CL Brener. Considerando a replicacao intracelular de Dm28c,
houve um aumento na taxa do ciclo de replicacdao quando comparado com CL Brener.
Em ensaio de invasao celular foi observado que a cepa Dm28c é mais infectiva
quando comparado a CL Brener (Fig. 16) (RESENDE et al., 2020).

Vesiculas extracelulares representam um mecanismo de viruléncia de T. cruzi
O protozoario T. cruzi tem a capacidade de liberar vesiculas extracelulares, nas

formas epimastigotas, tripomastigotas metaciclicas e tripomastigotas derivados de
cultura de tecidos (Da SILVEIRA et al., 1979; BAYER-SANTOS et al.,, 2013;
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GONCALVES et al., 1991; CESTARI et al., 2012; NEVES et al., 2014). A secregao de
VEs tem efeitos bioldgicos que resultam na transferéncia de proteinas, lipidios, acidos
nucleicos e muitas outras moléculas bioativas que podem modificar as fungdes das
células alvo (Szempruch et al., 2016). Além disso, as VEs participam da comunicagao
celular e da interacéo parasito-célula hospedeira. Nessa interacdo, a liberacao de VEs
sao capazes de modificar o fenétipo e fungao da célula alvo (EVANS-OSSES et al.,
2015).

Estudos anteriores do nosso grupo relatam que as microvesiculas de interagéao
(MVs) evade o sistema imunoldgico do hospedeiro. Essas microvesiculas se ligam a
enzima C3 convertase e inibem sua atividade catalitica, fornecendo protegéo contra a
lise mediada pelo complemento. Além disso, as MVs foram capazes de causar
resisténcia na lise mediada pelo sistema complemento e aumentar a invasao celular
das formas metaciclicas. VEs de interagdao entre T. cruzi e células THP-1 foram
capazes de aumentar a invasao celular em células VERO infectadas pelo protozoario
(CESTARI etal., 2012; RAMIREZ et al.; 2017; WYLLIE e RAMIREZ, 2017).

Nos ensaios de invasao celular na presenca de VEs de interacédo, CL Brener e
THP-1, observamos que a cepa CL Brener teve a capacidade de aumentar a invasao
em células hospedeiras. Nos observamos um aumento de infecgdo dose dependente,
na qual 5ug de vesiculas purificadas aumentaram duas vezes mais a infeccédo em
células em relagdo a infec¢ao controle (Fig.18). Estudos relatam que as VEs possuem
a capacidade de interagir com os tecidos do hospedeiro, aumentar a invasédo e
modular a reposta inata do hospedeiro, além de estar envolvido na adesao do parasita
as células hospedeiras e participam da comunicacao intracelular por meio do
transporte de moléculas funcionais (MOREIRA et al.; 2019; CRONEMBERGER-
ANDRADE et al., 2020).

Além disso, a cepa Dm28c demonstrou ter uma tendéncia maior de
microvesiculacdo em relacdo a CL Brener. Diferencas na producdo de VEs entre
diferentes cepas de tripomastigotas derivados de cultura de células também foram
observados por Nogueira et al., (2015). Conforme descrito anteriormente, as VEs
podem ser produzidas pelos diferentes estagios do parasito. Estudos realizados por
Moreira et al (2021), mostram que as VEs de tripomastigotas de cultura de células
apresentam maior adesao em comparagao VEs de epimastigotas.

Em camundongos, foi visto que a inoculagédo prévia com vesiculas liberadas

por T. cruzi acelerou e aumentou a taxa de mortalidade. Esses camundongos
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infectados com vesiculas desenvolveram uma patologia cardiaca grave com uma
reacao inflamatdria intensa e um maior numero de ninhos de amastigotas. Além disso,
foi relatado que as VEs aumentaram o parasitismo cardiaco, e a imunomodulagéo e
evasao da resposta imune do hospedeiro, diminuicdo do 6xido nitrico plasmatico e
modulagao da produgao de citocinas (TROCOLI-TORRECILHAS et al., 2009; LOVO-
MARTINS et al.; 2018). Dessa forma, a liberagcdo de VEs auxiliam o parasita na

invasao celular, evasao do sistema imunolégico e indugao de respostas inflamataérias.
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. CONCLUSOES

Neste trabalho

. Fomos capazes de cultivar in vitro as cepas CL Brener e Dm28c de
Trypanosoma cruzi em todos 0s seus estagios.

. A cepa Dm28c demonstrou ter uma tendéncia maior de replicacdo em relagao
a CL Brener.

. Avaliamos a dindmica de liberacéo do parasito, quando as células VERO foram
infectadas com TCTs.

. Observamos que a cepa Dm28c foi capaz de invadir 80% das células VERO,
sendo mais infectiva do que a cepa CL Brener.

. Produzimos, purificamos e caracterizamos as vesiculas extracelulares (VEs) de
interacao entre parasito-hospedeiro, por meio de células THP-1 e VERO.

. Observamos que as VEs derivadas da interagao entre TCTs da cepa CL Brener

e THP-1 foram capazes de aumentar a invasao celular.
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