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RESUMO

O protozoario Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da Doenga de
Chagas, que inicialmente se restringia as Américas, porém tem se disseminado pelo
mundo todo, atingindo milhdes de individuos. Durante a infecgdo no hospedeiro, as
diferentes formas evolutivas do parasito enfrentam distintos cenarios: enquanto as
formas metaciclicas sao responsaveis pelo primeiro contato com o hospedeiro e
devem sobrepassar o ataque do sistema imunolégico inato do mamifero, as formas
tripomastigotas sanguineas (ou, experimentalmente, as formas tripomastigotas
derivadas de cultivo) sdo responsaveis pela persisténcia da infeccao e lidam com
uma resposta imune adquirida. Para o sucesso da infeccdo, T. cruzi apresenta
diferentes mecanismos para evadir ao sistema imune e invadir células do
hospedeiro, expressando diferentes moléculas em sua superficie e liberando
vesiculas extracelulares (VEs). As VEs sao pequenas nanoparticulas compostas por
uma bicamada lipidica, de tamanho, conteudo e composicdo de membrana
heterogéneos e dinamicos. Atualmente, as VEs compreendem microvesiculas e
exossomos, conforme seu tamanho e biogénese. Nosso grupo mostrou que as VEs
derivadas da interagao entre T. cruzi e células hospedeiras tem capacidade de inibir
o sistema complemento e aumentam a invasao de formas metaciclicas de T. cruzi as
células de mamiferos. Visto que as diferentes formas infectivas do parasito
enfrentam diferentes cenarios durante a infeccdo e que as VEs representam um
importante componente da comunicagao celular entre patdégenos com o hospedeiro,
o0 presente projeto objetivou caracterizar VEs derivadas da interagdo de formas
tripomatigotas de cultura celular de T. cruzi com células hospedeiras, com intuito de
avaliar seu papel na modulagao da resposta imune e sua influéncia sobre a dindmica
de infecgdo e permanéncia intracelular do parasito. Para isso, foram utilizadas duas
cepas com diferentes caracteristicas genéticas e de viruléncia (CL Brener e Dm28c),
sendo que Dm28c é mais infectiva e possui maior taxa de liberagcdo de TCTs a partir
de células infectadas. N6s mostramos também que T. cruzi interage diferentemente
com células de mioblasto e células de epitélio intestinal, o que poderia simular os
ambientes encontrados pelo parasito no hospedeiro. As VEs derivadas da interagao
de T. cruzi com mioblasto e epitélio intestinal se diferem na ag¢ao sobre a infecgao e
na composicdo. Além disso, vimos que VEs possuem papel modulatério sobre
células dendriticas e mostramos resultados iniciais do efeito das VEs sobre a
infecgao in vivo. Assim, estes resultados podem contribuir para a compreensao dos
mecanismos de viruléncia e persisténcia do parasito, abrindo caminhos para os
avancgos no entendimento da Doenga de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Vesiculas extracelulares.
Interacao patégeno-hospedeiro.



ABSTRACT

The protozoan Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease,
which was initially restricted to the Americas, but has spread throughout the world,
reaching millions of individuals. During host infection, the different evolutionary forms
of the parasite face different scenarios: while the metacyclic forms are responsible for
the first contact with the host and must overcome the attack of the mammal's innate
immune system, the blood trypomastigotes (or, experimentally, the culture-derived
trypomastigotes) are responsible for the persistence of the infection and deal with an
acquired immune response. For successful infection, T. cruzi has different
mechanisms to evade the immune system and invade host cells, expressing different
molecules on its surface and releasing extracellular vesicles (EVs). EVs are small
nanoparticles composed of a lipid bilayer, with heterogeneous and dynamic size,
content and membrane composition. Currently, EVs comprise microvesicles and
exosomes, depending on their size and biogenesis. Our group showed that EVs
derived from the interaction between T. cruzi and host cells have the capacity to
inhibit the complement system and increase the invasion of metacyclic forms of T.
cruzi to mammalian cells. Since the different infective forms of the parasite face
diverse scenarios during infection and that EVs represent an important component of
cellular communication between pathogens and the host, the present project aimed
to characterize EVs derived from the interaction of tissue-derived trypomatigotes
forms of T. cruzi with host cells, in order to evaluate its role in modulating the immune
response and its influence on the dynamics of infection and intracellular permanence
of the parasite. For this, two strains with distinct genetic and virulence characteristics
were used (CL Brener and Dm28c), with Dm28c being more infective and having a
higher TCTs release rate from infected cells. We also showed that T. cruzi interacts
differently with myoblast cells and intestinal epithelial cells, which could simulate the
environments found by the parasite in the host. EVs derived from the interaction
between T. cruzi and myoblast or intestinal epithelium differ in their action during
infection and composition. Furthermore, we saw that EVs have a modulatory role on
dendritic cells and we showed initial results of the effect of EVs on in vivo infection.
Thus, these results can contribute to the understanding of the mechanisms of
virulence and persistence of the parasite, paving the way for advances in the
understanding of Chagas disease.

Keywords: Chagas Disease. Trypanosoma cruzi. Extracellular vesicles. Host-

pathogen interaction.
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1 INTRODUGAO

Trypanosoma cruzi € o protozoario causador da Doenca de Chagas,
parasitose considerada endémica em 21 paises da América Latina, com mais de 6
milhdes de infectados (PAHO, 2022). T. cruzi possui um ciclo biolégico heteroxeno
bastante complexo envolvendo insetos vetores da familia Reduvidae e hospedeiros
mamiferos. Diferentes aspectos tornam o estudo deste patdgeno mais complexo: a
biologia peculiar do parasito e as transformacdes que ele sofre com diferentes
estagios evolutivos, sua capacidade adaptativa em diferentes ambientes, os perfis
distintos das diferentes cepas existentes e a fisiopatologia deste sistema que
envolve uma fase aguda rapida (que pode passar inadvertida) e a persisténcia do
patdgeno por muitos anos no hospedeiro.

Durante a infecgao por T. cruzi, o parasito enfrenta diferentes cenarios no
hospedeiro. As formas metaciclicas participam apenas do primeiro contato com o
hospedeiro apds serem liberadas nas excretas dos vetores e, uma vez dentro das
células do hospedeiro, sofrem a diferenciagdo a amastigotas, se replicam e dé&o
origem entdo as formas tripomastigotas sanguineas. Essas serdo as formas
responsaveis pela disseminacdo da infec¢do no organismo, reinfectando novas
células por um longo periodo. As formas tripomastigotas metaciclicas e sanguineas
diferem entre si na expressao de diferentes moléculas e também no mecanismo de
invasdo utilizado para ganhar acesso as células do hospedeiro (Caradonna and
Burleigh, 2011; Pech-Canul et al., 2017).

Pouco se sabe sobre os fatores que influenciam a persisténcia do parasito
em reservatérios no hospedeiro e de forma silenciosa (com baixa parasitemia),
enquanto a patologia é estabelecida e evolui-se para a forma crénica da infecgao.
Nesse contexto, vesiculas extracelulares (VEs) podem estar atuando como
comunicadores entre o parasito e células do hospedeiro, mediando o tropismo por
diferentes tecidos, facilitando a invasao, interferindo na taxa de replicagcdo do
parasito e modulando o sistema imune. Inicialmente, nosso grupo se dedicou a
entender o papel das VEs durante os momentos iniciais da infec¢do no qual a forma
metaciclica adentra o hospedeiro. Neste modelo, as VEs sao capazes de inibir a lise
do parasito pelo sistema complemento e aumentar sua invasao as células
hospedeiras, o que acontece nos primeiros momentos da infecgdo (Cestari et al,

2012). Neste projeto, objetiva-se caracterizar o momento posterior do contato das



formas metaciclicas com o hospedeiro, no transito entre a fase aguda e a fase
cronica. Analisaremos VEs derivadas da interagdo das formas tripomastigotas
derivadas de tecido de cultura de T. cruzi com linhagens celulares de mamiferos,
com intuito de avaliar o papel dessas estruturas na modulagdo do sistema imune e
sua influéncia na dindmica de invasao e persisténcia da infec¢cao. Acreditamos que o
conhecimento gerado podera abrir caminho para futuros aportes para melhoria do

tratamento, diagnostico e prevencgéo desta doenca.

1.1 JUSTIFICATIVA

As VEs tém ganhado atengdo por se mostrarem como uma forma de
comunicagao celular em diferentes modelos, tanto fisiolégicos quanto patoldgicos.
Durante a infec¢ao por T. cruzi, as VEs parecem criar um ambiente pré-parasitico,
facilitando a infecgdo, protegendo os parasitos da lise e modulando a resposta
imune do hospedeiro. O modelo biolégico da Doenca de Chagas é bastante
complexo em diferentes aspectos: a biologia peculiar do parasito e as
transformacdes que ele sofre com diferentes estagios, sua capacidade adaptativa
em diferentes ambientes, os perfis distintos das diferentes cepas existentes e a
compreensao da fisiopatologia deste sistema para persisténcia do patégeno por
muitos anos no hospedeiro (Osorio et al, 2012). Inicialmente, nosso grupo se
dedicou a entender o papel das VEs durante os momentos iniciais da infec¢ao no
qual a forma metaciclica adentra o hospedeiro. Neste modelo, as VEs s&o capazes
de inibir a lise do parasito pelo sistema complemento e aumentar sua invasao as
células hospedeiras, o que acontece nos primeiros momentos da infecgao (Cestari et
al, 2012). Uma vez dentro da célula, o parasito sofre uma série de transformacoes e
evolui em um ciclo intracelular sendo o tripomastigota sanguineo o responsavel pela
disseminagao da doenca e persisténcia da infeccdo no hospedeiro, que é liberado
das células e reinfecta novas células. Este estagio esta diretamente relacionado ao
estabelecimento da fase crbnica da doenga, na qual a infecgdo pode permanecer de
forma assintomatica por muito tempo e apresentar manifestagdes clinicas somente
apos 20-30 anos da infecgao (Perez-Molina e Molina, 2018). Pouco se sabe sobre
os fatores que influenciam a persisténcia do parasito em reservatérios por longos
anos de forma silenciosa no hospedeiro, enquanto a patologia é estabelecida. Sendo

assim, entender como as VEs secretadas por T. cruzi podem participar da viruléncia



e da interacao entre patégeno-hospedeiro pode colaborar para a compreensao deste
complexo organismo e assim abrir caminho para melhorias no manejo da Doenga de

Chagas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Caracterizar vesiculas extracelulares (VEs) derivadas da interacdo de
formas tripomatigotas de cultura celular de T. cruzi com células hospedeiras, com
intuito de avaliar seu papel na modulagao da resposta imune e sua influéncia sobre

a dindmica de infeccado e permanéncia intracelular do parasito.

1.2.2 Objetivos especificos

1 — Caracterizar o perfil de infectividade das cepas CL Brener e Dm28c de T.
cruzi sobre mioblasto e células intestinais

2 - Isolar VEs de interacado de diferentes cepas (CL Brener e Dm28c) de
tripomastigotas metaciclicos ou tripomastigotas derivados de cultura (TCT) de T.
cruzi e células de mioblasto e intestino.

3 — Separar e caracterizar populagdes de VEs em duas faixas de tamanho,
derivadas de diferentes cepas de T. cruzi e células mamiferas.

4 — Realizar a caracterizacdo protedmica das VEs de diferentes cepas em
contato com células de mioblasto e células intestinais.

5 - Determinar o efeito das VEs de TCTs no processo de invasao e
replicacao de T. cruzi em células hospedeiras.

6 — Avaliar o papel das VEs na dinédmica de infecgéo e liberagédo de TCTs as
células hospedeiras

7 - Determinar a ativagao e funcao de células dendriticas e macrofagos em
contato com VEs de diferentes cepas de T. cruzi

8 — Avaliar o efeito de VEs de interagdo das células hospedeiras e T. cruzi
sobre a parasitemia, tropismo celular e estabelecimento da resposta imune em

infeccdo experimental de Doencga de Chagas em animais experimentais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trypanosoma cruzi E A DOENCA DE CHAGAS

Trypanosoma cruzi € o protozoario causador da Doenga de Chagas (DC),
parasitose endémica em 21 paises da América Latina, com mais de 6 milhdes de
infectados, principalmente em regides pobres e rurais (PAHO, 2022, Ministério da
Saude, 2022). Estima-se que cerca de 70 milhdes de pessoas na América Latina
vivam em areas propensas a contaminacao pela doencga e que 70% dos infectados
nao saibam que estdo doentes (PAHO, 2022). O tratamento para DC é eficaz
somente em sua fase inicial, porém, como os sintomas podem ser gerais e
indiscerniveis de outras infec¢gdes (como febre e mal-estar), grande parte dos
pacientes infectados passam pela fase aguda sem diagndstico e s6 descobrirdo a
doencga décadas depois. Além da dificuldade de diagnostico da DC na fase aguda,
se soma outras complicagbes como o aumento de casos letais por infeccéo oral, a
carga permanente sobre os servigos de saude por ser uma doenga cronica e lenta e
o fato da disseminagédo para outras regides do globo por fluxo migratério (Bern,
2015). Esses fatores colocam a DC como uma pauta importante mesmo apds mais
de 110 anos da sua descoberta. De fato, a Agenda de Prioridades de Pesquisa
elaborada pelo Ministério da Saude em 2018 inclui como tema de importancia o
desenvolvimento e avaliacdo de estratégias para a ampliacdo da atencédo as
doengas negligenciadas (Ministério da Saude, 2018), o que abrange a DC. Tendo
em vista estes fatores, justifica-se mais estudos que contribuam para o
entendimento desta doenca.

Ao longo de seu ciclo biolégico heteroxénico, T. cruzi apresenta quatro
formas evolutivas que alternam entre hospedeiros invertebrados (o0 inseto-vetor) e
hospedeiros vertebrados: amastigota, epimastigota, tripomastigota metaciclico e
tripomastigota sanguineo. Os tripomastigotas metaciclicos séo liberados nas fezes
ou urina do vetor triatomineos apds o repasto sanguineo e infectam o hospedeiro
mamifero pela membrana mucosa ou pelas regides de descontinuidade no epitélio
(comumente lesdo cutanea devido ao prurido intenso no local da picada) (Jr and
Rassi, 2012). Uma vez dentro do hospedeiro, o parasito invade rapidamente uma
grande variedade de células de mamiferos. Durante a invaséao, ocorre a formagao de
um compartimento endocitico, o vacuolo parasitéforo, no qual o parasito se mantém

até haver acidificagcdo do ambiente (pela fusdo de lisossomos) e a ativagdo de



mecanismos parasitarios (como a liberacdo de hemolisina e a proteina Tc-Tox,
formadora de poros) que resultam no escape do parasito ao citoplasma (Albertti et
al.,, 2010; Ley et al., 1988). No citoplasma, os tripomastigotas metaciclicos se
diferenciam para a forma amastigota, onde se replicam e posteriormente sofrem a
diferenciacdo em tripomastigotas sanguineos, podendo reinfectar novas células e
reiniciar o ciclo a partir de uma nova picada do inseto vetor (Fig. 1). O modo de
transmissao natural da doenca é vetorial, sendo o0s principais hospedeiros
invertebrados os insetos-vetor hematéfagos da familia Reduviidae (subfamilia
Triatominae). Ainda existem outras formas de infeccao: oral (ingestdo de alimentos
contaminados com parasitos provenientes de triatomineos infectados), vertical (pela
passagem de parasitos de mulheres infectadas para seus bebés durante a gravidez
ou o parto), transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos de doadores infectados
a receptores sadios, ou acidental (pelo contato da pele ferida ou de mucosas com
material contaminado durante manipulagdo em laboratério ou na manipulagdo de
caca (Dias et al., 2016).

Figura 1. Ciclo biolégico de T. cruzi
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O ciclo biolégico de T. cruzi envolve um vetor triatomineo (painel esquerdo) e um hospedeiro
mamifero (painel direito). Durante seu ciclo, o parasito passa por 4 estagios evolutivos: epimastigotas,
tripomastigotas metaciclicas, amastigotas e tripomastigotas sanguineas.



O curso clinico da DC geralmente compreende uma fase aguda e uma fase
cronica. A fase aguda pode ser sintomatica ou assintomatica (de acordo com o
estado imunoldgico do hospedeiro). Os sinais clinicos da fase aguda, quando
aparente (entre 10-30% dos pacientes), sao: febre, dores musculares e reagao
inflamatoria no local da picada do inseto (chagoma) (Bonney, 2014; Rassi et al.,
2010). A mortalidade na fase aguda pode chegar a até 10% dos individuos
sintomaticos (Rassi et al., 2010). Outra caracteristica dessa fase, € que devido ao
alto grau de multiplicacéo dos parasitos, a parasitemia chega a ser suficientemente
alta que as formas sanguineas do parasito podem ser facilmente detectadas no
sangue através do exame microscopico do mesmo (Bonney, 2014; Dias et al., 2016).
A fase aguda se resolve espontaneamente e os pacientes permanecem infectados
cronicamente, caso nao tratados. Parte dos pacientes ndo manifestam sinais
patolégicos por toda a vida (correspondente a forma indeterminada da Doencga de
Chagas), mas entre 30 a 40% dos infectados podem desenvolver alteragdes como
megacardio, megaesdfago e megacolon apdés muitos anos da infecgdo (Simdes et
al., 2018).

Diferentes grupos tém investigado a variabilidade intraespecifica de T. cruzi
por diferentes técnicas. Ha uma grande diversidade genética e fenotipica de T. cruzi,
que refletem em sua viruléncia, infectividade, perfil antigénico, sensibilidade a
drogas, resisténcia ao sistema imune, e tropismo tecidual (Bradwell et al., 2018;
Domagalska and Dujardin, 2020; Herreros-Cabello et al., 2019; Kalem et al., 2018;
Lewis et al., 2016; Medina et al., 2018; Messenger et al., 2015). Assim, como uma
forma de uniformizar a literatura, as diferentes cepas que circulam em hospedeiros
vertebrados e/ou vetores foram classificadas entre sete Discrete Typing Units
(DTUs), chamadas de Tcl a Tc VI e TcBat, baseando-se nos padrdes genéticos,
bioquimicos ou marcadores biologicos destes parasitos (Zingales, 2017; Zingales et
al., 2009). As diferengas existentes entre as cepas continuam a ser estudadas por

diversos grupos dentro de suas linhas de pesquisa.

2.2 OS PARASITOS ENFRENTAM DIFERENTES CENARIOS DURANTE A
INFECCAO
Durante a infecgao por T. cruzi, o parasito enfrenta diferentes cenarios no
hospedeiro. As formas metaciclicas participam de um recorte temporal bastante

curto durante a infeccdo: sdo as responsaveis pelo primeiro contato com o



hospedeiro e pelas primeiras células infectadas. Uma vez dentro das células, o
parasito segue em seu ciclo intracelular, se replicando como amastigotas e dando
origem aos tripomastigotas sanguineos, que serdo o0s responsaveis pela
disseminagdo da infeccdo no organismo, reinfectando novas células e
silenciosamente evoluindo para a forma cronica da infecgdo. Nos momentos iniciais,
as formas metaciclicas precisam resistir ao sistema imune inato do vertebrado e
passar pelo momento crucial de invadir células para produzir a infeccdo, enquanto
as formas tripomastigotas sanguineas sdo alvo da resposta imune adquirida, que
necessitam superar para persistir no hospedeiro. Além disso, o parasito sofre
diversas transformacgdes morfolégicas, bioquimicas e na expressao de diferentes
moléculas (Caradonna and Burleigh, 2011; Pech-Canul et al., 2017). Enquanto as
formas metaciclicas empregam principalmente as moléculas gp82, gp90, gp35/50 e
mucinas para a infeccdo, os tripomastigotas sanguineos (ou tripomastigotas
derivados de cultura, possiveis de obter in vitro apds infecgdo de células) usam
majoritariamente Tc-85, mucinas e trans-sialidases (Yoshida, 2006; Yoshida et al.,
2000). Essas caracteristicas levam a um processo de invasao celular que difere para
cada uma das formas infectivas. Enquanto as formas metaciclicas recrutam
lisossomos para a superficie da célula imediatamente apdés o contato com a
membrana plasmatica e adentram se aproveitando da membrana doada pelo
fusionamento de lisossomos, os tripomastigotas de cultura e sanguineos invadem
em um mecanismo lisossomo-independente, no qual os lisossomos se fusionam

diretamente ao vacuolo parasitéforo (Cortez et al., 2016) (Fig. 2).



Figura 2. As formas infectivas de T. cruzi enfrentam diferentes cenarios na infec¢éo
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Os tripomastigotas metaciclicos sdo responsaveis pelo primeiro contato com o hospedeiro e devem
resistir ao sistema imune inato, os tripomastigotas sanguineos e tripomastigotas derivados de cultivo
sao responsaveis pela persisténcia no hospedeiro e lidam com a resposta imune adquirida. As
moléculas empregadas durante a invasao e, consequentemente, 0 modo de invasdo também diferem:
metaciclicos usam principalmente as moléculas Gp82, Gp90, Gp35/50 e mucinas e seu contato com
a célula mamifera recruta lisossomos para a superficies, enquanto os tripomastigotas sanguineos
empregam Tc85 e trans-sialidases e ndo requerem lisossomos periféricos para sua entrada.

2.3 AS ESTRATEGIAS DE T. CRUZI PARA EVADIR AO SISTEMA IMUNE DO
HOSPEDEIRO

Para superar a resposta imune do hospedeiro e persistir na infec¢ao, T. cruzi
possui um arsenal de estratégias de evasdo, que alternam conforme as formas
proliferativas intracelulares e tripomastigotas extracelulares infectantes. Diferentes
componentes e glicoproteinas de membrana de T. cruzi sao criticos para diminuir a
imunidade protetora do hospedeiro. A superficie do parasita &€ coberta por moléculas
semelhantes a mucina, denominados de aceptores de acido sialico, devido a receber
residuos de acido sialico que sao transferidos dos glicoconjugados do hospedeiro
pela trans-sialidase do parasita (Schenkman et al, 1992).

Durante os momentos iniciais da infeccdo, os mecanismos do sistema
imune mais relevantes contra os parasitos sdo a imunidade inata humoral (sistema
complemento) e a celular (células natural killer e macréfagos, por exemplo). Ao

detectar a presenca de patdogenos, estas células liberam citocinas para atragao de



células de outras células e ativacédo da resposta imune (Kayama and Takeda, 2010).
Além disso, células dendriticas que patrulham os tecidos sdo ativadas e coordenam
a apresentacdo de antigenos e a montagem de uma resposta contra o patdégeno
(Cardoso et al., 2016).

O sistema complemento consiste no principal mecanismo de defesa inata
humoral dos vertebrados. O sistema complemento de mamiferos consiste em um
conjunto de proteinas que sdo ativadas em cascata na presenga de um estimulo,
resultando na formacdo de um poro na membrana de patdégenos, provocando sua
lise (Lidani et al., 2017). O sistema complemento pode ser ativado por meio de trés
vias diferentes (Via Classica, Via das Lectinas e Via Alternativa), que convergem
para uma via comum, gerando, por fim, um poro na membrana e a lise do patdégeno
(Evans-Osses et al., 2013).

Ao contrario do que se tinha como um “paradigma” cientifico, ja foi mostrado
que o sistema complemento é capaz de lisar formas tripomastigotas de T. cruzi em
variados graus de suscetibilidade conforme a cepa (Cestari and Ramirez, 2010). Ja
foi demonstrado que, embora haja a ativagao das trés vias do sistema complemento,
0 processo € parcialmente inibido devido a expressao de proteinas reguladoras do
complemento pelo parasito, como calreticulina, o T-DAF (Trypomastigote-Decay
Accelerating Factor), o CRP (Complement Regulatory Protein), o CRIT (Complement
C2 Receptor Inhibitor Trispanning) e a Gp58/68 (Ramirez-Toloza e Ferreira, 2010;
Lidani et al., 2017).

A fase aguda da DC é caracterizada por forte inibicdo da resposta imune do
hospedeiro pelos fatores de viruléncia do T. cruzi, que s&o cruciais para criar uma
infeccao persistente e estabelecer a doenga crbnica. Nos momentos iniciais da
infeccdo, o hospedeiro passa por um estado de imunossupressao, envolvendo a
indugao de células dendriticas regulatorias (Overtvelt et al, 1999; Poncini et al, 2008)
e anergia e delecdo clonal no compartimento de células T. Além da respostas
limitadas das células T, ocorre uma extensa expansao policlonal dos linfécitos das
células B, porém, grande parte delas secretam anticorpos com baixa afinidade para
antigenos do parasito. Assim, o parasito passa pela fase aguda da infec¢do e se
dissemina no organismo, onde ira se manter como formas amastigotas intracelulares
(Cardoso, Reis-Cunha e Bartholomeu, 2016).

Nesses momentos posteriores da infecgdo, no qual T. cruzi passara a maior

parte do tempo como formas amastigotas em seus hospedeiros e apenas



transientemente como tripomastigotas sanguineos para reinfectar outras células, as
células T CD8+ capazes de reconhecer células infectadas por T. cruzi sao
essenciais para o controle da infecgao (Padilla, Bustamante e Tarleton, 2009). Em
momentos cronicos da infeccdo, a capacidade do hospedeiro de controlar a infeccao
por T. cruzi limita a circulacdo dos parasitos, porém é parcialmente eficaz, pois sao
incapazes de eliminar completamente a infecgdo. Dessa maneira, T. cruzi tem
sucesso em sua infec¢do, se mantendo por longos anos no hospedeiro de maneira
silenciosa.

A virtual auséncia de parasitas no coracdo de individuos cronicamente
infectados tem estimulado uma discussdo sobre a patogénese da Doenca de
Chagas crbnica. Diferentes cepas do parasita tém sido associadas a resultados
clinicos distintos de infeccdo em modelos experimentais. Varios mecanismos
distintos foram propostos para explicar as variagdes clinicas da Doenca de Chagas:
lise das células pela entrada e saida dos parasitos, dano resultante da exposi¢cao a
respostas imunes especificas contra o parasita, dano celular devido aos efeitos de
respostas imunes n&o especificas no microambiente local, microvasculopatia
levando a isquemia e inflamacgao, e autoimunidade e comprometimento do sistema
nervoso central e autbnomo (Lopez, Tanowitz e Garg, 2018). Determinar as
contribui¢des de um ou outro mecanismo é extremamente dificil, ja que € aceito que
multiplos mecanismos podem estar operando em conjunto (Bonney e Engman,
2015).

Ainda n&o se sabe muito bem se a presenca do parasito é fundamental para
produzir a doenca cronica. Por muito tempo se levantou hipoteses de que haveria
componentes de autoimunidade (Kaplan et al, 1997; Motran et al, 2000, Cunha-Neto
et al, 2006) baseados em auto-antiocorpos que reconheceriam o tecido cardiaco e
também o sistema nervoso (Avila, 1992; Van Voorphis et al, 1993). Alguns indicios
mostram que determinadas cepas podem ter um maior tropismo para o coracio e
pouco foi visto de cepas que teriam destino ao sistema gastrointestinal.
Recentemente os grupos do Dr. Tarleton e do Dr. Kelly colocaram dois conceitos na
literatura. O grupo de Tarleton mostrou que uma forma do parasito persistir poderia
ser o estado de dorméncia (Sanchez-Valdez et al, 2018). O grupo de Kelly usando
parasitas bioluminiscentes mostrou que em um comecgo a infeccao € pantropica
(atinge diversos 6rgaos), no entanto na fase cronica os parasitas estariam restritos

ao trato gastrointestinal (Lewis et al, 2016).



Estes conjuntos de evidéncias deixam em aberto questdes fundamentais na
definigdo da Doenca de Chagas, como que fatores determinam o tropismo das
cepas por alguns o6rgaos ou talvez predilegdo por o6rgaos imunologicamente
privilegiados e como os parasitos persistem no organismo até definir a doenca
cronica, talvez usando a dorméncia para persistir no organismo ou outros

mecanismos.

2.4 AS VESICULAS EXTRACELULARES

Nas ultimas décadas, as vesiculas extracelulares (VEs) tem sido descritas
como um importante componente dos fendbmenos de comunicacado celular. VEs
compreendem um grupo heterogéneo de nanoparticulas envoltas por bicamada
lipidica secretado por todos os tipos celulares (Raposo and Stahl, 2019). Antes
vistas apenas como “debris” celulares, atualmente essas estruturas compde linhas
de pesquisas em diferentes areas, dada sua importancia em condigdes fisioldgicas e
patologicas (Buzas et al, 2023). A designacao “vesiculas extracelulares” foi sugerida
em 2011 como um termo coletivo para particulas que hoje compreendem as
microvesiculas e os exossomos, que se distinguem por sua biogénese (Gyorgy et al,
2011).

Os exossomos sao vesiculas intraluminais (ILVs) formadas pelo brotamento
interno da membrana endossomal durante a maturacdo dos endossomos
multivesiculares (MVEs) com participagdo do complexo ESCRT (que envolve um
conjunto de mais de 30 proteinas que participam das vias de formagéao de corpos
multivesiculares), sendo secretados apés a fusdo dos MVEs com a superficie
celular. A outra rota basica da biogénese de EV ¢é a partir do brotamento externo da
membrana plasmatica, que envolve diferentes estimulos que provocam uma
mobilizacdo de calcio intracelular com participacdo de calpaina, clivagem de actina,
ativacdo de scramblase e inibicdo de flipases e flopases, desencadeando a
formagdo de microvesiculas. Apesar de derivarem de vias distintas, ndo ha
marcadores moleculares definitivos e exclusivos de microvesiculas ou exossomos.
Por essa razédo, a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV —
International Society for Extracellular Vesicles) sugere o uso de termos operacionais
para distinguir os tipos de EV com base em suas propriedades biofisicas ou

bioquimicas, como tamanho ou densidade (Théry et al, 2018).



As VEs podem variar amplamente em termos de composicdo e podem
transportar proteinas, lipidios, acidos nucléicos e outras biomoléculas. Uma vez
liberadas no espago extracelular, as VEs podem atingir as células receptoras e
entregar seu conteudo para eliciar respostas funcionais e promover alteragbes
fenotipicas, atuando como unidades sinalizadoras. As interagbes das vesiculas
extracelulares com as células receptoras podem ter varios efeitos na célula-alvo, por
exemplo disparando vias de sinalizagao, dependendo do modo de interacdo e do
destino intracelular das vesiculas no caso de sua captacao (French et al, 2017).

A comunicacdo intercelular mediada por VEs requer ancoragem na
membrana plasmatica, seguida pela ativacdo de receptores de superficie e
sinalizagao, internalizagdo de vesiculas (endocitose) ou sua fusdo com células-alvo.
O processo de interacdo da VE com a superficie celular € complexo e dependem
tanto da origem das vesiculas extracelulares como do estado e tipo das células
receptoras. A acao das VEs sobre células receptoras, sua captagao e trafego
intracelular geralmente se da por alguma destas vias: ligagcdo com receptores de
superficies, fusdo de membranas, endocitose, macropinocitose. As VEs podem
permanecer ligadas a superficie, desencadeando vias de sinalizagao intracelular ou
podem ser internalizadas, atingindo endossomos multivesiculares (MVEs) e sendo
degradadas. Ainda, as VEs podem fundir-se diretamente com a membra da célula
receptora, liberando seu cargo diretamente no citoplasma (Fig. 3) (Mathieu et al,
2019).



Figura 3. VEs participam da interagédo parasito-hospedeiro
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Fonte: Gavinho et al. (2018)

As VEs derivadas de T. cruzi comegaram a ser exploradas em 1979 (Silveira
et al.,, 1979) e continuam sendo estudadas até o presente. Diversos estudos
sugerem que as VEs desempenham um papel importante na dinamica das células
parasitas-hospedeiras e na fisiopatologia da Doenca de Chagas. Nos estagios
iniciais da infecgdo, o contato de T. cruzi com as células do hospedeiro na corrente
sanguinea promove a liberagcdo de VEs capazes de inibir o ataque do sistema
complemento (Cestari et al., 2012) e aumentar a infecgao de parasitas as células do
hospedeiro (Cestari et al., 2017; Garcia-Silva et al., 2014; Moreira et al., 2019). Foi
visto que a inoculagao 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 reacdo inflamatoria intensa e um maior numero de ninhos de
amastigotas (Torrecilhas et al.,, 2009). Alguns trabalhos apresentam resultados
contraditorios a respeito da cepa-especificidade das VEs: Wyllie e Ramirez (2017)
mostraram que os fendmenos de resisténcia a lise pelo complemento e invasdo em
células eucariotica sdo cepa-especifico em formas metaciclicas (Wyllie e Ramirez,

2017), enquanto Ribeiro et al (2018) demonstraram que VEs derivadas de TCTs de



uma cepa podem afetar a taxa de infectividade de outra cepa de T. cruzi (Ribeiro et
al., 2018).

Analises transcriptémicas e protedbmicas mostraram que as VEs de T. cruzi
sdo enriquecidas em proteinas envolvidas no metabolismo, sinalizagao, ligagdo de
acidos nucleicos e sobrevivéncia do parasito e viruléncia, sendo o conteudo de
exossomos e microvesiculas diferentes (Bayer-Santos et al.,, 2013; Gaur and
Chaturvedi, 2016; Ribeiro et al., 2018; Prescilla-Ledezma et al, 2022). De fato, foi
encontrada uma imunorreatividade de soros de pacientes chagasicos com proteinas
presentes nas VEs (Bautista-l6pez et al., 2017; Cestari et al., 2017). A avaliagao do
conteudo de acidos nucléicos presentes nas VEs de T. cruzi mostraram que os
RNAs presentes nas VEs das diferentes formas de parasitas sao diferentes e que
também se diferem dos encontrados em sua célula de origem (Bautista-lopez et al.,
2017; Bayer-Santos et al., 2014), indicando um direcionamento especifico desses
RNAs (Fernandez-Calero et al., 2015). Além disso, destaca-se o fato de que VEs do
parasito foram capazes de alterar a expressdo génica em células de mamiferos
(Garcia-Silva et al., 2014) e induzir a produgé&o de citocinas (Chowdhury et al., 2017;
Nogueira et al., 2015).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares Vero (epitelial — macaco), C2C12 (mioblasto —
camundongo), Caco-2 (epitélio intestinal — humano) e THP-1 (mondcito — humano)
foram mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), a
37°C com 5% CO2. Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, cepas CL Brener
(DTU TcVI) e Dm28c (DTU Tcl) foram mantidas em meio LIT a 28 °C. Formas
tripomastigotas metaciclicas foram obtidas de fase estacionaria apos
metaciclogénese induzida em meio TC100 (aproximadamente 8 a 10 dias) e
purificadas em coluna de troca idbnica DEAE-celulose equilibrada em tampéao fosfato,
pH 8,0. Formas tripomastigotas derivadas de tecido (TCT) foram obtidas do
sobrenadante de células Vero apos 4-5 dias da infeccdo das células com TCTs
(mantidas com trocas diarias de meio RPMI 5% SFB). Para iniciar a obtencéo de
TCTs, foi realizada a infeccdo com formas metaciclicas, na qual os parasitos foram
diferenciados e foi utilizado 2x107 metaciclicos para infectar células Vero em
garrafas de 75 cm?. O meio foi substituido todos os dias usando RPMI 5% SFB e os

parasitos no sobrenadante foram contados em camara de Neubauer.

3.2 ENSAIO DE LISE PELO SISTEMA COMPLEMENTO

Parasitos (tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas de cultura) foram
lavados com RPMI sem SFB e a cultura ajustada para 5x108 parasitos/ml. Entéo,
100 ul de parasitos foram misturados com 100 ul de soro normal humano (SNH) por
30 minutos, resultando em uma concentragao de 50% SNH. Os parasitos foram
incubados por 30 min a 37°C e entao foi adicionado 800 ul de RPMI sem SFB para
parar a lise, e entdo foi realizada a contagem de parasitos sobreviventes e calculado

o percentual de parasitos sobreviventes baseando-se nos controles (0% SNH).

3.3 INDUCAO DA 