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Resumo

Sabendo-se que a matriz extracelular (MEC) regula o comportamento
das células, influenciando na proliferacdo, sobrevivéncia, morfologia, migracao
e diferenciacdo celular e sendo o colageno | (COL 1) um dos principais
componentes da MEC. InUmeras tentativas de cultivo celular utilizando esta
proteina como arcabouco vém sendo proposta. Esse arcabougo tem como
finalidade manter as células em seu ambiente mais préximo do real (natural), in
Vivo.

Um dos fatores a ser modificado durante a producédo de arcaboucos para
cultivo celular € a concentracdo do COL |, podendo esta variagdo ser
responsavel por modificacbes significativas na arquitetura e mecanica da
matriz. Com o intuito de observarmos as alteracdes morfologicas em células de
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c residentes submetidos ou
ndo a infeccdo com Trypanosoma cruzi, escolnemos como modelo de
arcabouco matriz de densidade de 1,5 mg/mL.

Avaliando o comportamento de células de macréfago peritoneais
residentes infectadas ou ndo sobre matriz de COL | na concentracdo ja
mencionada anteriormente, observamos alteracdes na morfologia, proliferacao,
capacidade de internalizacdo (migracdo) e carga parasitaria apos interacdo
célula-matriz. Modificagcbes na morfologia e carga parasitdria em células
cultivadas sobre a matriz foram significativamente diferentes quando
comparadas a células cultivadas em superficie rigida (placa), sendo observada
a morfologia mais alongada (mais espraiada) e a carga parasitaria exacerbada
e liberagdo precoce das formas tripomastigotas sanguineas. Também foi
constatado que células de macréfago cultivadas em superficie de matriz de
densidade de 1,5mg/mL se internalizam mais rapidamente devido a frouxura da
matriz.

Com isto podemos concluir que cultivo de células em matriz de COL |
alteram a morfologia, proliferacdo, capacidade de internalizacao e liberagéao de
carga parasitaria quando comparadas com cultivos de células em superficie

rigida (placa).
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Abstract

Knowing that the extracellular matrix (ECM) regulates cell behavior, influencing
the proliferation, survival, morphology, cell migration and differentiation and and
being the type I collagen (COL I) a major component of the ECM. Numerous
attempts to cell culture using this protein as a framework have been
proposed. This framework aims to keep the cells in its nearest real (natural), in
vivo enviroment. One of the factors to be modified during the production of
scaffolds for cell culture is the concentration of COL I, this variation may be
responsible for significant changes in the architecture and mechanics of
matrix. In order to observe morphological changes in cells from peritoneal
macrophages from BALB/c mice submitted or not to infection by Trypanosoma
cruzi, we chose as a model framework matrix density of 1.5 mg/mL.
Evaluating the behavior of cells infected or not on COL | matrix in peritoneal
macrophage concentration residents already mentioned, we observed changes
in morphology , proliferation, internalization (migration) and parasite load after
cell-matrix interaction. Changes in morphology and parasite burden in cells
grown on the matrix were significantly different when compared to cells cultured
in hard surface (plate), a (more sprawling) more elongated morphology and
excessive parasitic load and premature release of blood trypomastigotes was
observed. It was also found that cells cultured in macrophage surface of the
matrix density of 1.5 mg/ml are internalized more rapidly due to relaxation of the
matrix. On this way we can conclude that cultivation of cells on COL | matrix
alter their morphology, proliferation, internalization, and can release more

parasites when compared to cultures of cells on hard surface (plate)
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FESEM — Microscopio de varredura de emissdo de campo
LPS — Lipopolissacarideo

IFNy — Interferon y



1. INTRODUCAO

1.1-Doencas de Chagas e o Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Essa doenca foi descoberta por
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909 e representou um marco importante
na historia da ciéncia ja que ele descreveu ndo s6 as manifestacdes clinicas,
mas também o agente etioldgico, seu ciclo evolutivo, o inseto vetor e a
epidemiologia da doenga (Chagas, C. Nova tripanosomiase humana. Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 1:159-218).

Os vetores sdo insetos hematofagos pertencentes a ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, comumente conhecidos como
“barbeiros”. Os géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus sdo os mais

importantes na transmisséao da doenca (Moncayo,1997; Who, 2002).

O Trypanosoma cruzi apresenta-se com aspectos morfolégicos
diferentes, quando se encontra no hospedeiro vertebrado ou nos
transmissores. NoO inseto vetor sdo encontradas as formas epimastigotas
(estagio replicativo) e tripomastigota metaciclica (estagio infectante). Em
mamiferos encontramos as formas amastigotas (estagio replicativo) e
tripomastigotas sanguineos (forma infectante) (de Souza, 2002) (figuras 1, 2 e
3).



Figura 1. formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi retirado do site
www.fiocruz.br/chagas/

i

Figura 2: formas tripomastigotas metaciclicas (metaciclogénese in vitro) retirado do site
www.fiocruz.br/chagas/

Figura 3: Formas amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi retirado do site
www.fiocruz.br/chagas/



A infeccdo ocorre quando as tripomastigotas metaciclicas invadem a
corrente sanguinea e vao se disseminar para multiplos 6rgédos e tecidos. Apos
infectar macréfagos, musculo ou outros tipos celulares, as tripomastigotas
escapam rapidamente do vacuolo parasitéforo para o citoplasma,
transformando-se em amastigotas. Apos 5-6 dias as amastigotas transformam-
se em tripomastigotas infectivos e a célula hospedeira se rompe, liberando
assim, um grande numero de parasitas nos espacos intersticiais (Morris et al.,
1990). Quando o inseto pica novamente o hospedeiro vertebrado, ingerem as
formas tripomastigotas, estas se transformam em epimastigotas no estbmago
do inseto, migram para o0 intestino posterior do triatomineo onde se
transformam em tripomastigotas metaciclicas com capacidade infectiva. O ciclo
de vida do parasita se fecha quando o inseto pica hovamente outro hospedeiro

vertebrado transmitindo as formas tripomastigotas através de suas fezes.

Existem outros mecanismos que contribuem para a disseminacdo da
doenca, além da transmissdo natural (vetor/hospedeiro). Novos casos surgem
especialmente através de transfusdo sanguinea (Steindel,Dias & Romanha,
2005), via oral (ingestado de alimentos contaminados) (Nobuko Yoshida, 2008),
transplante de 6rgdos e transmissdo vertical (mae infecta filho durante a
gestacao) (Dias e Schofield, 1998).

A transformacdo de epimastigotas em formas tripomastigotas
metaciclicas que acontece no intestino posterior do inseto triatomineo pode ser
mimetizada in vitro de acordo com o método descrito por (Contreras e
colaboradores,1985). Eles s&o capazes de infectar camundongos téao
eficientemente quanto aos parasitos obtidos naturalmente da excrecdo de

triatomineos infectados (Contreras et al., 1985; Lopes et al.,1995).
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Figura 4: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (ciclo doméstico). Ciéncia Hoje 37(217): 32,
2005

O T. cruzi pode infectar diversos tipos celulares do hospedeiro
vertebrado independentemente de sua capacidade fagocitica. Inicialmente a
entrada do T. cruzi na ceélula acontece através da formacdo do vacuolo
parasitoforo. A interacdo desse vacuolo com endossomas e lisossomas da
célula do hospedeiro origina o fagolisossoma. Aproximadamente 2 horas
depois, o0 parasito destr6i a membrana do vacuolo e escapa para o citoplasma,
onde se diferencia em amastigota e se multiplica por divisdo binaria podendo
ocupar todo o citoplasma da célula. Esse processo de replicagdo € seguido de
uma nova fase de diferenciacdo em formas tripomastigotas. Pelo excesso de
parasitas essas formas rompem a célula hospedeira e infectam células vizinhas
ou alcancam a circulacdo sanguinea e infectam novas células. Os mecanismos
pelos quais o T. cruzi é reconhecido e interiorizado sdo complexos e podem
ocorrer por no minimo dois processos basicos: endocitose/fagocitose, no qual o

parasito € interiorizado passivamente através da via endocitica classica, ou por
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um processo ativo no qual o parasito € o agente da invasao. Os estudos iniciais
da interagcdo parasito-célula foram realizados com macréfagos uma vez que
essas ceélulas sdo uma das primeiras a serem infectadas durante a infeccgéo in

vivo (Romano et al., 2012).

O macréfago é uma célula muito ativa na movimentacdo ameboide, com
morfologia varidvel conforme seu estado funcional e sua localizagédo, nucleo
ovoide ou em forma de rim, com cromatina condensada (Gordon, 1999). Tem
importante papel na remocao de restos de células, de elementos extracelulares
que se formam nos processos involutivos fisiolégicos e de material extracelular
alterado. Influenciam a atividade celular e a homeostase em varios tecidos; séo
células apresentadoras de antigenos para o reconhecimento inicial e remocao
de células senescentes e providenciam uma linha frontal de defesa contra
antigenos invasores e células tumorais recém-formadas (Martin et al., 2014).
Além das moléculas envolvidas nos mecanismos microbicidas e citotoxicos, 0s
macrofagos secretam uma séria de citocinas regulatérias, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (ILs). Essas citocinas podem
exercer efeitos autécrinos ou paracrinos, controlando a proliferacéo,
diferenciacdo e funcdo efetora dos préprios macréfagos, linfocitos e outras

células envolvidas na resposta imune. (Miguel A, 2001).

Os macréfagos interagem com outras células e com a matriz
extracelular em diversas situacdes durante sua ontogenia e diferenciacao,
assim como em resposta a estimulos fisioldgicos apropriados. Sua habilidade
de interagir com moléculas da matriz extracelular, tais como colageno, laminina
e fibronectina, é um fator determinante para o desenvolvimento de suas
funcbes. Essa interagdo permite que as células possam aderir-se e espraiar-se
sobre a matriz e acontece via receptores especificos presentes na membrana

celular, entre os quais se destacam as integrinas (Jacob & Sudhakaran,2001).

Para infectar a célula hospedeira e se multiplicar, moléculas na
superficie do T. cruzi precisam reconhecer e se ligar a moléculas na matriz
extracelular e/ou na superficie da célula hospedeira. Como o estagio
tripomastigota (metaciclico de barbeiro, metaciclico derivado cultura de
epimastigota, sanguineo, ou derivado da infeccdo de cultura de células) é
considerado a principal forma infectiva, e diferentes tipos de células do



hospedeiro séo passiveis de sofrer a invasédo, € razoavel pensar que haja
mecanismos moleculares distintos envolvidos em cada tipo de interacao

(http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=119). Nesse

sentido, citamos algumas moléculas presentes na membrana de
tripomastigotas metaciclicas importantes no processo de interagdo: gp82,
gp35/50 egp90. Entre as moléculas presentes na membrana
de tripomastigotas obtidas de cultura de células infectadas foram identificadas
a gp85, glicoproteinas do tipo mucinas, trans-sialidase e cruzipaina. J& na
membrana de tripomastigotas sanguineas foram encontradas moléculas da
superfamilia da gp85/TS, trans-sialidase que se liga aos componentes da
matriz extracelular (fibronectina/laminina) e mucina (revisto por Romano et al.,
2012).

Os macrofagos fazem parte do sistema imune inato, reconhecendo,
fagocitando e destruindo muitos patégenos em potencial, incluindo bactérias,
protozoarios e fungos (Curvinel W de M, 2010). A fagocitose inicia-se com o
espraiamento, caracterizado pela alteracdo da forma e redistribuicdo das
organelas citoplasmaticas. As alteracdes na forma da célula aumentam a area
de contato da membrana plasmatica do fag6cito com o substrato. Durante a
aderéncia ocorre a ativacado de receptores de membrana para moléculas de
adesdo, ocasionando o rearranjo do citoesqueleto celular (Trends in Cell

Biology)

A relacdo entre o T. cruzi e suas células hospedeiras € complexa: além
de atuarem como células alvo para a multiplicacdo dos parasitas, 0s
macréfagos atuam também como células efetoras na eliminacdo dos parasitas
intracelulares, ja que como células apresentadoras de antigeno, processam e
apresentam antigenos parasitarios para as células T, dando inicio a resposta

imune adquirida.

Experimentos in vivo e in vitro tém evidenciado que macrofagos
desempenham papel importante na resposta imune contra o T. cruzi. (Camargo
et al.,, 1997). O aumento dos niveis de citocinas inibe a replicacdo do parasito
em macrofagos e parece influenciar no resultado da infeccdo. O IFN-y € a
principal citocina da resposta Thl, com notavel capacidade de ativar

macréfagos e inibir replicacdo intracelular do parasito e a sua producéo se da

6
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logo ap0ls a adeséo e invasdo do parasito na célula hospedeira (Cardillo, 1996;
Aliberti et al., 2001). Outras citocinas como IL-4 (resposta Th2), TGF-$ e IL-10
possuem acdo anti-inflamatéria e sdo capazes de inibir a ativacdo dos
macrofagos induzidos por IFN-y, inibindo tanto a liberacdo dos metabdlicos
toxicos quanto a diferenciagdo de células Thl, caracterizando um parasitismo
sustentado (Abrahamsohn, 1998; Brodskyn et al., 2002).

1.2- A Matriz Extracelular (MEC) Animal

1.2.1- Defini¢do, composi¢cdo quimica e interagdes celulares.

7

A matriz extracelular € composta por proteinas e polissacarideos que
sdo secretados pelos diversos tipos celulares que compdem os tecidos. Os
diferentes tecidos ndo se caracterizam apenas em relagdo aos tipos celulares
constituintes, mas, também, pela composicdo quimica, estrutura e mecanica de
suas MECs. Tais propriedades, por sua vez, modulam as diversas funcodes
celulares. Tanto in vitro quanto in vivo, células e suas respectivas MECs estéo
em constante comunicacéo, onde o reconhecimento do ambiente extracelular
pelos receptores e co-receptores presentes nas superficies das células
desencadeiam modificacdes funcionais (Bissell & Barcellos-Holff, 1987; Schenk
& Quaranta, 2003; Vogel et al., 2001).

Desta forma, o monitoramento do ambiente extracelular criado por

células pro e eucaridticas € essencial a sobrevivéncia das mesmas.
Trés grupos de macromoléculas associam-se fisicamente para formar a

matriz extracelular: proteinas estruturais fibrosas, como os colagenos e as
elastinas, um grupo distinto de glicoproteinas adesivas, incluindo fibronectina e
laminina e um gel formado de cadeias de polissacarideos da classe
glicosaminoglicanas (GAGs), que sao em geral encontradas ligadas

covalentemente a proteinas na forma de proteoglicanas (Frantz et al, 2010).

Proteinas fibrosas sdo especialmente abundantes na MEC. Muitas

destas, tdo logo sdo secretadas se estruturam sob a forma de redes ou longas



fibrilas. A familia dos COLs é a forma mais abundante encontrada na rede
fibrilar dos tecidos animais (25% em mamiferos).

1.2.2- Colagenos (COLS)

Os COLs sao proteinas fibrosas de ocorréncia predominante no
ambiente extracelular e estdo envolvidos nao apenas na estrutura
supramolecular da MEC, mas, também, na modulacédo de diversos processos
biolégicos como adesdo, migracdo, crescimento, diferenciacdo e reparo

tecidual.

As fibras de colageno reforcam e ajudam a organizar a matriz. Os
colagenos sdo uma familia de proteinas fibrosas altamente caracteristicas,
encontradas em todos os animais multicelulares. Como componente principal
da pele e dos 0sso0s, eles sdo as proteinas mais abundantes nos mamiferos,
constituindo 30% da sua massa protéica total. A caracteristica principal de uma
molécula de colageno tipica é sua estrutura longa, rigida, de fita helicoidal, na
qual trés cadeias polipeptidicas de colageno, chamadas cadeias a, sao
enroladas umas nas outras, formando um tipo de corda supertorcida. A
conformacao helicoidal em cadeia a é estabilizada pela prolina, devido a sua
estrutura em anel, enquanto a glicina é espacada regularmente a cada dois

aminoacidos por toda a regiao central da cadeia a (Lee et al.,1999).

De acordo com sua estrutura e funcdo, o colageno pode ser classificado
em grupos: colagenos que formam fibrilas, colagenos associados a fibrilas,
colagenos que formam rede e colagenos de ancoragem. Pertencem ao grupo
de colagenos que formam fibrilas os tipos I, I, 1ll, V e Xl, sendo que o colageno
tipo | € o mais abundante do corpo humano, onde ocorre como estruturas
denominadas fibras colagenas, presentes nos o0ssos, dentina, tenddes,
capsulas de diversos oOrgaos, derme, etc. As moléculas dos colagenos
associados a fibrilas ligam as fibrilas colagenas umas as outras e também a
outros componentes da matriz extracelular; comp&em este grupo os colagenos
tipos 1X e Xll. O colageno cujas moléculas se associam para formar um feltro
ou rede tridimensional € o tipo IV, um dos principais componentes das laminas

basais, que tem papel de aderéncia e filtracdo. O colageno de ancoragem é do

8



tipo VII, que esta presente nas fibrilas de ancoragem, que prendem as fibras
coldgenas as laminas basais (Hay, 1981). Os principais aminoécidos
encontrados nos colagenos sao glicina (33,5%), prolina (12%), e hidroxiprolina
(10%).

Nos colageno tipo I, Il e Ill, as moléculas de tropocolageno se agregam
em unidades microfibrilares que se juntam para formar fibrilas. Estas unidades
fibrilares séo reforcadas por pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e
ligacdes covalentes. As fibrilas colagenas séo estruturas delgadas e alongadas,
com diametro variavel, geralmente entre 20 e 90 nm, com uma estriagdo
transversal caracteristica, determinada pela sobreposicdo das moléculas de
tropocolageno. Nos colageno tipo | e lll, as fibrilas formam fibras e no tipo |, as

fibras podem formar feixes (Minor, 1988).

Devido a vasta ocorréncia de COLs no ambiente extracelular. O
remodelamento de matrizes ricas em COL, que ocorre tanto em processos
normais quanto patoldgicos, gera diversos fragmentos de cadeias de COL as
quais induzem as MECs a apresentacdo de diferentes estruturas, quimicas e
supramoleculares (Ortega & Werb, 2002; Grant & Kalluri, 2005). Em
decorréncia, a dindmica do didlogo molecular células-MEC implica no
reconhecimento, por parte das células, de moléculas e seus fragmentos sob
diferentes configuracbes. Assim, gera-se grande espectro de proteinas e
mecanismos que as células possuem para reconhecer os diversos tipos de

COL e seus fragmentos ( Leitinger and hohenester, 2007).

1.2.3- Cultivo celular em ambientes 3D

Os materiais utilizados para o cultivo de células de mamiferos sao
constituidos de substratos rigidos e planares, feitos de vidro ou de plasticos
submetidos a tratamentos especiais. Nas Ultimas décadas, contudo, observa-se
na literatura cientifica um interesse crescente pelo cultivo de células de
mamiferos, em particular as humanas, em ambientes arcaboucos
tridimensionais (3D). Isto €, o cultivo celular com o uso de substratos rigidos ou

flexiveis/flutuantes estruturados em arcaboucos 3D. Esta tendéncia se deve



principalmente ao fato deste tipo de cultivo proporcionar um ambiente

mecanoquimico mais préximo aquele observado in vivo.

1.2.4- Modelos de MEC em 2D e 3D

Moléculas de MEC, isoladas ou ndo, sdo mais propicias ao
reconhecimento celular in vitro quando se encontram imobilizadas sobre um
substrato (vidro, polimeros, ceramico ou metais). Se devidamente imobilizadas
(Silva-Filho & Menezes, 2004; Freire & Coelho-Sampaio, 2000), tais moléculas
assumem configuracdes ativas e seus sitios de reconhecimento celular
mantém-se expostos. Quase a totalidade dos dados existentes sobre
interagbes ceélulas-MEC foi obtida utilizando-se matrizes em duas dimensdes
(2D); com componentes de MEC adsorvidos ou imobilizados em substratos
inertes. Para tais tipos de desenhos experimentais requer-se pouca quantidade
ou baixa concentracédo de ligantes. No entanto, nesta condicdo, somente uma
das faces da célula se encontra em contato com o ligante (Figura 5), o que é
geometricamente diferente do que ocorre in vivo, onde a célula se encontra
embebida na MEC.

R T

-

- -
| e, e~ e |
— .\ :\ K

3D ECM

Current Opmion m Cell Balogy

Figura 5: Modelo esquematico sobre a disposicdo de moléculas de MEC em ambientes 2D e
3D, segundo Larsen et al., 2006.
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Portanto, o uso de matrizes tridimensionais (3D) é uma ferramenta
interessante e importante para se investigar as respostas celulares a
macromoléculas de MEC in vitro e relacionar tais respostas ao que aconteceria
in vivo (Grinnell, 2003). Células cultivadas em matrizes 3D experimentam, de
fato, um ambiente mais rico quimica e geometricamente daquele apresentado
por equivalentes em 2D (Figura 5). Devido a tal diferenca geométrica, as
respostas celulares podem, também, ser diferentes: em matrizes 3D a
migracdo celular, por exemplo, é completamente distinta daquela apresentada
por um mesmo eucarioto (protozoario e célula de mamifero) em 2D. Em 3D,
células de mamiferos ativam vias de sinalizacdo ndo observadas em 2D

(Ingber, 2005). A morfologia de fibroblastos, por exemplo, resultante da

interacdo da célula com o ambiente extracelular € completamente diferente em
modelos 2D e 3D (Figura 6).

Figura 6: Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal (reatividade de actina a faloidina)
de fibroblastos cultivados em redes de COL | constituidas em 2D (A) e 3D (B) (retirado de
Grinnell, 2003).

Células de mamiferos respondem, de fato, a mecanoquimica do
ambiente em que se encontram via reestruturacdo constante tanto dos seus
esqueletos quanto do ambiente, ao que parece na busca da forma mais
adequada termodinamicamente ou ergonémica. Tal fenbmeno conhecido por
tensegridade (Ingber, 1998) mostra a capacidade de células eucarioticas de
responderem a ambientes estruturados em 2D e 3D. Caracteristicas fisicas do
ambiente como tribologia (topografia + textura) e mecanoquimica podem
determinar entrada em mitose (Folkman & Moscona, 1978) e a diferenciagéo
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de células mesenquimais (Engler et al.,, 2006), ambas decorrentes de
mecanotransducédo (Ingber, 2006; Orr et al, 2006). O mecanismo de
mecanotransducdo mais estudado é aquele decorrente da resposta celular a
rigidez do substrato (Eastwood et al.,, 1998; Rhee & Grinnell, 2007). A
mecanotransducdo ndo é, obviamente, o Unico fenbmeno a influenciar o
comportamento celular em 2D e 3D, mas €, possivelmente, aquele
preponderante. Desta forma, os modelos de cultivo celular em 3D apresentam

0s atributos necessarios para estudos sobre mecanotransducao.

No caso de cultivos celulares em superficies 2D (plasticos ou vidros) os
substratos sao rigidos; isto é, ndo podem ser moldados por forgas impostas

Q-)’

pelas células. Consequentemente, a célula buscarda adequar sua forma
geometria da MEC secretada e posteriormente adsorvida ao substrato plano. E
fundamental frisar que o espalhamento celular € importante para a
sobrevivéncia da célula, posto que do contrario ela torna-se susceptivel a

apoptose (Chen et al.,1997).

Diversos estudos demonstraram como a rigidez da MEC influencia na
fisiologia celular. A taxia que diversos tipos celulares apresentam por
substratos mais rigidos € um exemplo emblematico da capacidade das células
de reconhecerem e se adaptarem a diferentes niveis de rigidez de seus
substratos. Modelos in vitro de matrizes 3D podem mimetizar a densidade
destes tipos de microambientes, de maneira a se adequarem a ensaios de
interacao ceélulas-MEC 3D (Stoitzner et al., 2002).

A rigidez do substrato é fator preponderante nas diferentes expressdes
do fendtipo celular observado em cultivos 2D e 3D, mas ndao é o unico. O
estudo em matrizes 3D se faz importante tanto no aspecto fisico quanto no
aspecto quimico relacionado a exposicdo de dominios de ligacdo presentes
nas moléculas da MEC. Desta forma, a organizacdo supra-estrutural
apresentada por moléculas de MEC em 2D ou 3D resulta em substratos de

adesao celular quimicamente distintos (Cukierman et al, 2001).
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1.2.5- Matriz 3D constituida por COL |

Como COL | é o tipo de colageno mais abundante dos tecidos de
mamiferos e, portanto, o de mais facil obtencdo em grande quantidade. MECs
constituidas por COL | e estruturadas em 3D (Figura 7) sdo os modelos mais
estudados, tanto no que diz respeito a mecéanica apresentada por COL | quanto

a sua interacdo com células eucariodticas.

Figura 7: Eletromicrografia por microscopia eletrdnica de varredura de matriz de COL |
(quimica) exibindo espessura (topografia) e porosidade (textura ou topologia) caracteristicas
(topografia + topologia = tribologia).

A dimenséo dos poros e o diametro das fibras de COL | podem ser
manipulados mediante alteracdes de pH e durante o processo de gelificacao,
apesar de alteragbes de pH serem limitadas quando se adicionam células a
solucdo (Roeder et al.,, 2002). Quando a solucédo de colageno gelifica, seus
mondémeros condensam e se associam lateralmente formando fibras.
Entretanto, a formacdo da matriz com caracteristica de gel ndo ocorre via
ligacbes covalentes entre as fibras, mas em decorréncia do entrelagcamento
destas (Guidry & Grinnell, 1985). O entrelacamento por ligagBes covalentes
pode ser realizado com o emprego de crosslinkers, principalmente
glutaraldeido (Saito et al., 2007; Weadock et al., 1983). Entretanto, todos os
crosslinkers utilizados até o momento revelaram-se citotoxicos, tanto in vitro
quanto in vivo (Hey et al., 1990; Speer et al., 1980), e o tempo de crosslinking
por acucares redutores pode demorar semanas (Girton et al., 1999). Os géis de
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COL | apesar de mecanicamente frageis sdo biologicamente compativeis,
podendo, assim, ser utilizados como ambientes celulares in vitro para estudos
de curto e longo prazo. Em matrizes de colageno o diametro das fibras e o
espacamento entre elas depende da concentracdo de COL | assim como do pH

e forga ibnica da solucéo a ser gelificada (Wood & Keech, 1960).

Os receptores de colageno | presentes na superficie de macrofagos sao
conhecidos como integrina alfa 1 e integrina alfa 2 (CD49a e CD49b). As
Integrinas constituem uma familia de receptores de superficie celular que
medeiam & adesdo entre as células, ou entre uma célula e a matriz
extracelular. Estas proteinas sdo heterodimeros compostos por duas
subunidades diferentes, alfa e beta. Integrinas sdo expressas nas ceélulas
hematopoiéticas, ndo hematopoiéticas e células tumorais. (Roberts Al et al,
1999).

A adesdo célula/matriz é mediada e regulada pelas mudancas na
afinidade do ligante com o agrupamento das integrinas. As integrinas alfa 1 e 2
formam um complexo com a subunidade beta comum 1 para formar as
integrinas alphalbetal e alpha2betal, que se liga a colageno tipo | e laminina.
Além disso, estudos sugerem que este complexo suprime a metastase no
cancer e participa de co-estimulacdo das células T ativando as vias MAPK e
PI3K. (Scott et al,2008).

Matrizes extracelulares (ECMs) criam barreiras a migracao celular. No
entanto, os macréfagos sdo capazes de passar através de mais, se nao todos,
os tecidos do corpo. Para chegar a diferentes locais, a transmigracdo ocorre
através da parede endotelial e é seguida pela migracdo através de membranas
basais e nos tecidos intersticiais. Matrizes de membrana basal depositado sob
epitélio e endotélio contém principalmente colagénio IV e laminina, que formam
redes poliméricas com elevada resisténcia. Matrizes estromais/intersticial
formam a maioria do tecido conjuntivo do corpo e Sdo compostas
principalmente de colagénio fibrilar | reticulado em uma malha estavel. A
estrutura fisica de matrizes intersticiais € heterogénea que varia de regides
fibrilares soltas de tecido conjuntivo a denso compacto com espagamento
“submicron” (Ortega & Werb, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

Embora o estudo de macréfagos em material de superficie rigida duas
dimensdes (2D), ja tenha sido bem avaliado, os mecanismos envolvidos na

interagdo macrofago/matriz (3D) ainda sé&o pouco documentados.

E sabido que os macréfagos interagem com a matriz de colageno |
através dos receptores de superficie VLA-1 e VLA-2, e com base nos nossos
resultados preliminares, acreditamos que essa interacdo ndo s6 favoreca a
replicacdo de parasitas intracelulares, mas também aumente a secrecdo ou
producdo de mediadores lipidicos, possivelmente pela producéo e liberacédo de
mediadores anti-inflamatorios. Sendo assim, pretendemos aprofundar os
estudos da interacdo macréfago/matriz de coldgeno e avaliar a participacéo

desta interacdo na infeccéo in vitro pelo T. cruzi.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Esta tese teve como objetivo central demonstrar a influéncia da matriz
de colageno | na replicagdo do T.cruzi em macréfagos murinos infectados in

vitro.

Objetivos especificos:

Em particular, este estudo pretendeu abordar as seguintes questées:

1) Verificar se existe diferenca morfolégica de macrofagos murinos cultivados
em diferentes superficies;

2) Avaliar se existem diferencas na replicacdo do T. cruzi nas diferentes
condicBes de cultivo dos macrofagos in vitro;

3) Verificar se a matriz de colageno | exerce algum efeito na secrecdo de
citocinas pro e anti-inflamatorias, e de mediadores lipidicos;

4) Avaliar se existe migracdo de macrofagos cultivados sobre superficie
revestida de colageno |
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Animais

Camundongos machos da linhagem BALB/c, com 6-8 semanas de idade
foram obtidos do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL),
Fiocruz/RJ, e mantidos em microisoladores, com racdo e agua ad libitum.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
normas para utilizacdo de animais de laboratério estabelecida pela Comissao
de Etica da UFRJ.

4.2 — Parasitos

O clone Dm28c do Trypanosoma cruzi (Contreras et al., 1988) foi
utilizado em todas as experiéncias. As formas epimastigotas foram cultivadas,
através de passagens sucessivas, em meio BHI (Difco/Becton & Dickinson
Laboratories, Detroit, USA) suplementado com hemina (25 mg/L, Sigma
Chemical Co.), acido félico (20 mg/L, Sigma Chemical Co.) e 10% de soro fetal
bovino inativado a 56 C (SFB, Gibco-Invitrogen), e mantidas em estufa BOD a
27 °C. As formas metaciclicas do clone Dm28c do T. cruzi foram diferenciadas
in vitro em meio TAU-P “Triatomine Artificial Urine” (190mM NaCl; 8 mM de
tampao fosfato de sédio, pH 6,0; 17 mM KCI; 2 mM CaCl,; 2 mM MgCly;
0,035% de NaHCOg3, com adicdo de 10 mM de L-prolina; todos da Sigma
Chemical Co.) segundo o protocolo descrito por Contreras et al. (1985).

4.3 - Obtencé&o de colageno |

O colageno | (COL 1) utilizado nos modelos 2D e 3D foi isolado de cauda
de ratos Wistar através do seguinte processo: as caudas foram primeiramente
lavadas com detergente e imersos em acetona por 5 minutos, tendo sido
deixados em repouso em etanol até o dia da extragdo. Com ajuda de uma
pinca e de uma tesoura cada vértebra da cauda foi quebrada para a retirada

das fibras de colageno (figura 8).
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Figura 8: Extracdo de colageno da cauda de rato Wistar

As fibras retiradas foram colocadas em solucéo de acido acético 1% por
96h, a 4°C, para solubilizacdo. Posteriormente, a solugdo foi submetida a
ultracentrifugacdo a 30.000g, (BECKMAN COULTER, OPTIMA L-90) por 45
minutos, a 4°C, para o descarte das fibras ndo solubilizadas. O sobrenadante
foi conservado e dialisado em cloroférmio 1% por 1 hora para esterilizacdo da
solucdo (Habermehl, 2005). Em seguida, a solucdo foi dialisada em &cido
acético 0,02N estéril, por 3 dias, trocando-se a solucéo diariamente. Ao fim da
didlise o produto foi conservado a 4°C. A concentracdo de proteina foi

determinada pelo método do peso seco (Habermehl, 2005).

4.4 - Modelos de interacdo com COL |

O modelo 2D (biofilme) de interacdo dos macréfagos com COL | foi
obtido através do revestimento da superficie de placas de 24 pocos com 300
ML da solucédo de COL | a 50ug/mL, em DMEM, que foram incubadas em estufa
a 37°C por 1 hora. Em seguida, o excesso da solucéo foi aspirada e 1mL da
suspensao de macréfagos em meio DMEM completo foi adicionado aos pogos
(6x10° células/poco) (figura 9).

O modelo 3D foi obtido pela utilizagdo de COL | na concentragéo de 1,5
mg COL I/mL. Para a formacao dessa matriz, a solugao concentrada de COL |
foi diluida de acordo com o seguinte protocolo: do DMEM 5 vezes concentrado
foi retirada uma aliquota de 480uL, transferida para um tubo de 50 mL (Falcon)
e a essa aliquota foram adicionados 5120uL DMEM 1x, 189uL de NaOH e
2400puL de colageno 5 mg/mL, de tal forma que a concentragéo final da matriz
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correspondesse a 1,5 mg/mL e pH 7,0. Todo processo foi feito em gelo para

evitar que a gelificacdo ocorresse antes do tempo ideal. Aos poc¢os das placas

de 24 pocos foram adicionados 300uL da solucdo de COL I a 1,5 mg /mL e as

placas foram incubadas em estufa a 37°C por 1 hora, para finalizacdo do

processo de gelificacdo Em seguida, foi adicionado 1 mL da suspensao de

macréfagos na concentracdo de 6x10° células/mL (Figura 10).

Colageno/|
Modelo 2D

iE ¢
T ol T

J

Figura 9: Montagem da camada de biofilme (2D). As superficies de placas de 24 pocos
foram cobertas com 300 uL solucdo de COL | a 50ug/mL em DMEM. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 1 hora. Em seguida, o excesso da solugéo foi aspirado e 1 mL
da suspensao de macréfagos em meio DMEM completo (6x105 células/pocgo) foi distribuido nos

pOGoOS.
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Figura 10: Montagem da matriz de COL | (3D). Nesse modelo, 300 pL solucdo de COL I a 1,5
mg COL I/mL foram distribuidos nos pocos de placas de 24 pogos. Sobre a matriz gelificada
foram adicionados os macréfagos na concentracao de 6x10° células/pogo em 1mL.
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4.5 - Obtencdo de macrofagos e avaliagdo da carga parasitaria in vitro

Macrofagos peritoniais residentes foram obtidos de camundongos
BALB/c através do lavado da cavidade peritoneal com 5 mL de DMEM (Gibco-
Invitrogen) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 50uM de f
mercaptoetanol, 1mM de piruvato, 10ug/mL de gentamicina e 0,1 mM
aminoacidos ndo-essenciais (todos da Gibco-Invitrogen) e sem soro. As células
foram contadas em camara de Neubauer utilizando-se Azul de Trypan (Sigma)
para andlise da viabilidade celular, ajustadas na concentracdo de 6X10°
céls/mL em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1 mL dessa
suspensao foi distribuida em triplicatas em placas de 24 pocos para cultura de
células (Corning) contendo ou ndo uma camada de matriz de colageno | na
concentracdo de 1,5 mg /mL. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e
7% CO, por 3 horas para aderéncia dos macréfagos. ApGs esse periodo de
incubacdo, os macréfagos foram infectados com formas tripomastigotas
metaciclicas do T. cruzi diferenciadas in vitro nas proporcdes parasito: célula
de 1:1 (6x10° parasitos/poco), 3:1 (18x10° parasitas/poco) e 10:1 (60x10°
parasitas/poco). As placas foram incubadas ON a 37°C e 7% CO,. Apés esse
periodo, os pocos foram lavados com HBSS (Gibco-Invitrogen) sem soro para
remocdo dos parasitas nao interiorizados e, mantidos em meio DMEM
suplementado (Gibco-Invitrogen) contendo 1% de nutridoma (Roche). A
multiplicacdo dos parasitas foi avaliada apos sete e dez dias em cultura pela
contagem em camara de Neubauer das formas tripomastigotas e amastigotas
livres nos sobrenadantes. Em alguns experimentos a contagem das

tripomastigotas livres foi realizada 48 e 72 horas apos a infecgéo.

Em algumas experiéncias, os macrofagos peritoneais residentes de
camundongos BALB/c normais cultivados ou ndo sobre uma camada de matriz
de colageno na concentragcédo de 1,5 mg/mL, foram estimulados com 10 ug/ml
de lipopolisacarideo (LPS de Salmonella typhimurium, Sigma Chemical Co.) e
40 U/mL de IFN-y por 24horas. Os sobrenadantes destas culturas foram

coletados e estocados a 20 “C para dosagem de citocinas.
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4.6- Obtencdes de células B1

As células foram coletadas a partir do peritdonio de camundongos por
repetidas lavagens com meio RPMI-1640 (Gibco-Invitrogen) suplementado (2
mM de L-glutamina, 50uM de B mercaptoetanol, 1mM de piruvato, 10ug/mL de
gentamicina, 0,1mM de aminoacidos ndo essenciais), sem soro e incubados a
37 °C em atmosfera de 7% de CO, por 3 horas. Em seguida, os sobrenadantes
foram aspirados para eliminar as células ndo aderentes e foi adicionado meio
RPMI-1640, suplementado (2 mM de L-glutamina, 50uM de 8 mercaptoetanol,
1mM de piruvato, 10pg/mL de gentamicina, 0,1mM de aminoécidos néo
essenciais) contendo 10% de SFB. As culturas foram mantidas a 37 °C em
atmosfera de 7% de CO, durante 5 dias. Durante este periodo as células B-1

proliferam como células livres flutuantes.

4.7- Cytospin

Os macrofagos sobre o Gel foram submetidos a um processo de
digestdo enzimética com uma solugdo de colagenase 300 uL /poco (Tipo | A,
Sigma) a 1mg/mL. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 7% CO, por
20 minutos e em seguida as células obtidas apds esta digestdo enzimatica
foram ajustados para 1X10° células/200uL e citocentrifugadas a 6000rpm por 3
minutos em centrifuga (CT-2000 CIENTEC). Apés centrifugacdo as células
foram coradas utilizando-se o kit Instant Prov (LABORCLIN) e depois
observadas no microscopio o6tico (ZEISS, 100X).

4.8- Dosagem de citocinas por ELISA

As citocinas TNF-a e TGF- foram quantificadas nos sobrenadantes das
culturas de macrofagos coletados 48 horas ap0s a infeccdo, pelo método
imunoenzimatico do tipo “sandwich” (ELISA) utilizando-se o protocolo descrito
pelo fabricante. Os sobrenadantes foram mantidos a 20 °C até 0 momento da
utilizacdo. Para dosagem do TGF-B, os sobrenadantes foram previamente

acidificados com HCI 1N para ativagcdo dessa citosina e posteriormente
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neutralizados com uma solugdo de NaOH 12 N e Hepes 0,5M.
Resumidamente placas de 96 pocos para ELISA (Corning) foram sensibilizadas
com anticorpos monoclonais especificos para cada citocina a ser dosada
(50ul/pogo) diluidos em tampao carbonato pH 9,0 e incubadas “overnight” (ON)
a 4 °C. Em seguida as placas foram lavadas com solugdo tamponada com
fosfatos pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) (Sigma Chemical
Co.) em lavador automatico de placas (Skan Washer 400, Molecular Devices,
USA). Depois dessa etapa, 100uL de PBS suplementado com 10% de SFB,
foram distribuidos nos pocos e a placa incubada durante 2 horas a 37 °C. Apés
esse periodo, o PBS contendo 10% de SFB foi descartado e as diferentes
concentracfes das respectivas citocinas recombinantes e as amostras a serem
testadas (50 ul/poco), foram acrescentadas aos pogos em triplicatas. As placas
contendo as amostras e a curva-padrédo foram incubadas ON a 4°C. Em
seguida, as placas foram lavadas com PBS-T e os anticorpos secundarios
marcados com biotina e especificos para as citocinas foram acrescentados aos
pocos. As placas foram incubadas por 2 horas, a 37 °C e, entdo foram lavadas
com PBS-T. A reacdo foi revelada com fosfatase alcalina conjugada a
estreptoavidina (Southern Biotechnology Associates INC. Birmingham, AL)
usando paranitrofenol fosfato como substrato (Sigma Chemical Co.). A leitura
foi realizada por absorbancia em 405 nm através de um leitor de ELISA
(VERSAwax Microplate Reader, Molecular Devices, USA).

4.9- Dosagens de proatandides por ELISA-Quantificagdo de mediadores
lipidicos por Ensaio Imuno-Enziméatico (EIA)

Para a dosagem de prostandides, os macréfagos que foram cultivados
sobre matriz e foram submetidos a um processo de digestdo enzimatica ou
ndao, com uma solugcdo de colagenase 300 pL /pogo (Tipo I A, Sigma) a
1mg/mL. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 7% CO, por 20
minutos e em seguida o material resultante da digestdo enzimatica foi
transferido para um separador de células (cell strainer, FALCON). O

sobrenadante resultante foi estocado a 20 °C até o momento da analise.
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A quantificagdo de eicosanoides foi realizada a partir de sobrenadantes
obtidos de macrofagos infectados ou nao, utilizando kits de EIA de acordo com
as instrucdes do fabricante (Cayman Chemical). Resumidamente, em uma
placa sensibilizada e bloqueada foram adicionados amostras ou padrao, tracer
e anticorpos, e a placa foi incubada overnight, 4°C. Apés 5 lavagens, a reacéo
foi revelada adicionando o reagente Ellman's. A intensidade da coloracdo —
inversamente proporcional a quantidade de eicosandide contida na amostra —
foi quantificada em um comprimento de onda de 405 nm. Com os valores da
curva padrdo foi realizada uma regressédo néo linear no programa GraphPad
Prism 5 para determinacdo da concentracdo de eicosanoides presentes nas

amostras. Os resultados forma expresso como pg/ mL.

4.10 Microscopia Confocal

Para avaliacdo morfolégica do espalhamento dos macréfagos por
andlise dos filamentos de actina-F, com anticorpos fluorescentes as células
foram cultivadas sobre laminulas de 13 mm de didametro cobertas com COL |
no modelo 3D e infectados na proporcao de 1:1 ON em estufa a 37 'C e 7% de
CO,. A seguir os pocos foram lavados para remocgdo dos parasitos nao
interiorizados. As células foram lavadas com PBS, fixadas por 20 minutos a
temperatura ambiente em PBS contendo 4% de paraformaldeido. As amostras
fixadas foram lavadas 3 vezes em PBS por 10 minutos cada uma, bloqueadas
2 vezes com Cloreto de Amoénio 50mM em PBS pH 8,0 por 15 minutos cada,
em seguida lavadas 2 vezes com PBS por 10 minutos cada. As células foram
permeabilizadas 2 vezes por 15 minutos cada em tampao PBS contendo Triton
X-100 a 0,5%. Ao término da permeabilizacdo, as células foram incubadas a
temperatura ambiente por 1 hora com Fc block (1:100) diluido em tampé&o PBS-
5% BSA, 0,1% Triton X-100, 0,05% Tween-20, 0,01% gelatina e 10% soro de
cabra. Apds este periodo as células foram incubadas em tampdo PBS-BSA
(3%), gelatina 0,01%, Tween-20 (0,05%), Triton X-100 (0,1%) e anti-coldgeno
I/coelho Ab cam Rb Col | Ab2 1286 (Invitrogen) na diluicdo (1:250) overnight a
4 °C. As amostras foram lavadas 2x por 5 minutos em PBS-Tween-20 (0,25%),

lavadas 3x por 5 minutos cada com PBS-Triton X-100 (0,25%), incubadas com
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0 anticorpo secundario anti-Rabbit faloidina/Alexa 546 (1:100) (Invitrogen),
diluida em tampdo PBS-BSA 3%, Triton X-100 (0,1%), Tween-20 (0,05%),
gelatina 0,01% e soro normal de cabra 10%, incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente, lavadas 3x por 5 minutos com tampdo PBS-Triton
0,25%, incubadas com faloidina/Alexa 488 (1:50) (Invitrogen), diluida em PBS
por 15 minutos. Para remogcdo do excesso de faloidina as células foram
lavadas 3 vezes por 5 minutos cada com PBS.

As células também foram marcadas com dihidrocloreto 4°,6’ -diamidino-
2-fenilindole (DAPI; Sigma) diluido da seguinte forma: solugdo I: 5uL DAPI
(10mg/mL) em 995 pL em PBS, Solugéo Il (solugdo de trabalho) 10 pL de
solucdo | em 990 uL de PBS, para observacdo dos nucleos celulares.
Resumidamente, as células foram incubadas com DAPI por 3 minutos, lavadas
3x por 5 minutos com PBS, lavadas 4x com agua destilada e montadas em
Vectashield (Vector Laboratories). As imagens foram capturadas usando (Zeiss

LSM 510 meta) para avaliagcdo por microscopia confocal.

4.11 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Para a realizacdo da MEV, laminulas de 13 mm de diametro foram
distribuidas em placas de 24 pocos e as mesmas foram cobertas com uma
camada de COL | a 50ug/mL e 1,5 mg /mL, modelos 2D e 3D, respectivamente.
Depois da solidificacdo do COL | nas duas concentracdes, 1 mL da solugéo de
macréfagos na concentragéo de 6x10°/mL foi distribuida nos pogos e as placas
incubadas em estufa a 37°C e 7% CO,. Apds trés horas de aderéncia, as
monocamadas de macrofagos foram infectadas ou nd&o com formas
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi e as placas incubadas ON em estufa
37°C e 7% CO,. Apbs esse periodo 0s pocos foram lavados com HBSS sem
soro para remoc¢do dos parasitas ndo interiorizados. Apos 24 e 48 horas de
incubagéo as placas foram lavado com salina tamponada com fosfato (PBS -
0.15M NaCl + 0.01M tampao fosfato de sédio, pH 7.2) e fixado overnight em
tampdo Cacodilato de sodio 0,1M contendo glutaraldeido grau 1l (1%) e
paraformaldeido (1%) recém preparado. Em seguida, as amostras foram pos-

fixadas com tetroxido de ésmio (2%) e ferrocianeto de potassio (0,8%), ambos
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feitos em PBS por 40 minutos. ApoOs esse periodo as amostras foram lavadas 4
vezes em PBS, desidratadas em concentracdes crescentes de etanol que
variaram de 30%,50%,70%,90% e 100% por 10 minutos cada, e secas pelo
método do ponto critico, utilizando CO, como fluido de transicéo.
Posteriormente, as amostras foram metalizadas com uma camada de ouro de
20nm de espessura foi sobreposta as amostras, as quais foram observadas em

microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-5310).

4.12- Analises Estatisticas
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média

(SEM). As analises estatisticas foram realizadas no programa Prism 5 (Sigma)

para Windows utilizando o método “One-way ANOVA”.
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5. RESULTADOS

Neste estudo investigou-se a influéncia da matriz extracelular no
favorecimento da replicagdo do T. cruzi in vitro. Macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c normais foram cultivados sobre uma camada de
coldgeno | no modelo 3D ou diretamente na superficie de poliestireno das
placas de 24 pocos e infectados com formas tripomastigotas metaciclicas do
parasito. A figura 11 mostra que apos 7 dias em cultura houve um crescimento
acentuado do parasito quando os macréfagos foram plaqueados sobre o matriz
de COL |. Esse efeito significativo foi observado em todas as relagOes
parasito:célula testadas. Por outro lado, quando os macréfagos foram
cultivados diretamente na superficie de poliestireno a replicacdo do T. cruzi ndo
foi tdo acentuada apdés 7 dias de incubacdo. Nesse modelo, a maior replicacao

do T. cruzi ocorreu na proporcéo de 10 parasitos para um macroéfago.
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Figura 11: Exacerbacdo da replicacdo do T.cruzi em macréfagos cultivados sobre matriz de
colageno |. Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (3x105) foram cultivados em
triplicatas sobre matriz de COL | (1,5 mg/mL) ou diretamente sobre os pocos das placas de 24
pocos e infectados POR ----- HORAS com formas metaciclicas do T. cruzi clone Dm28c nas
proporcdes de 1:1 (6x10°), de 3:1 (18x10°) e de 10:1 (60x10°). Apds sete dias em cultura as
formas tripomastigotas livres nos sobrenadantes foram contadas em camara de Neubauer. Os
valores representam a média + erro padrdo da média. Resultado representativo de trés
experimentos realizados independentemente. P<0,05
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Com o objetivo de verificar se a replicacdo exacerbada do T. cruzi em
macrofagos murinos infectados in vitro estava relacionada com o efeito quimico
ou mecanico da matriz, foram utilizadas as seguintes variaveis: macrofagos
peritoneais cultivados e infectados com formas metaciclicas do T. cruzi sobre
camada de COL | na concentracdo de 50 pg/mL (biofilme), sobre camada de
matriz COL | a 1,5 mg/mL (3D) e diretamente na superficie de poliestireno de

placas de 24 pocos.

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram que no biofilme
(modelo 2D), o niumero de parasitas liberados é semelhante ao observado
quando macréfagos foram cultivados diretamente na placa, sugerindo que o
efeito € mecénico e ndo quimico. Como observamos em experiéncias
anteriores, o aumento acentuado na replicacdo do T. cruzi ocorreu na placa de
24 pocos que foram revestidas com COL | a 1,5 mg/mL (modelos 3D). Esses
resultados sugerem que o0s macrofagos cultivados em superficie 2D
comportam-se diferentemente daqueles cultivados em ambiente 3D. A
replicacdo exacerbada do parasito no modelo 3D pode estar associada as
alteracdes na forma da célula, que apresenta a area de contato da membrana
plasmatica do macréfago com o substrato (a matriz de COL ) aumentada, o
que estaria favorecendo a infec¢éo da célula pelo T. cruzi.
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Figura 12: Influéncia da matriz de colageno no favorecimento da replicagdo do T.cruzi.
Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x10°) foram cultivados sobre matriz de COL
| ou biofilme de COL | ou diretamente sobre os pogos das placas de 24 pocos. Apés 3 horas de
adesdo dos macréfagos nas diferentes superficies, as células foram infectadas com formas
metaciclicas do T. cruzi clone Dm28 nas relacdes parasito:célula de 1:1 (6x10°%), de 3:1
(18x105) e de 10:1 (60x105). ApOs sete e dez dias de infecgdo, as formas tripomastigotas
liberadas nos sobrenadantes das culturas foram contadas usando a cadmara de Neubauer.
Cada barra representa a média + SE de triplicatas de um experimento representativo. Os
experimentos foram repetidos trés vezes onde foram obtidos resultados semelhantes. Figuras:
A (sete dias p0s infecgdo), B (décimo dia pds infecgdo). P<0,05
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Considerando que estudos prévios mostraram que formas tripomastigotas
oriundas de cultura de células se diferenciam em amastigotas em meio de
cultura com ou sem soro a 37 °C ((Kanbara, 1990; Tomlinson, et al., 1995)),
nos decidimos investigar se essa diferenciacdo estava acontecendo em nosso
sistema. (Tomlinson, et al., 1995). Entdo avaliamos ndo s6 o0 numero de
tripomastigotas, mas também o numero de amastigotas nos sobrenadantes das
culturas de macroéfagos infectados e cultivados sobre camada de COL | 50
pg/mL (biofilme), sobre camada de COL | a 1,5 mg/mL (matriz) e diretamente
na superficie de poliestireno de placas de 24 pocos. Os resultados
apresentados na Figura 13 mostram que existe uma diferenca significativa do
namero de formas amastigotas nos sobrenadantes das culturas de macréfagos
cultivados sobre matriz COL | a 1,5 mg/mL quando comparado com as demais
variaveis. Nessa figura foi omitido o resultado do numero de formas
amastigotas obtidas nas culturas de macrofagos cultivados sobre matriz e
infectados na relacéo 10:1 porque a contagem obtida foi muito maior do que a
observada nas outras variaveis. Para facilitar a compreensdo e mostrar a
diferengca optamos por ndo mostrar no gréfico o resultado. Analisando esses
resultados e comparando-os com os da Figura 12, podemos sugerir que 0
menor numero de formas tripomastigotas observado no sétimo dia de
incubacdo, nas monocamadas de macréfagos cultivados sobre camada de
matriz e infectados com a maior relacdo parasito:célula (10:1) estava
relacionado com uma liberagcdo precoce das tripomastigotas e posterior

transformacao em amastigotas in vitro.
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Figura 13: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x105) foram cultivados sobre
matriz de COL | ou biofilme de COL | ou diretamente sobre os pocos das placas de 24 pocos.
As monocamadas de macréfagos foram infectadas ap6s 3h de adesdo com formas
metaciclicas do T. cruzi do clone Dm28c nas relacdes parasito: célula de 1:1 (6x105), de 3:1
(18x10°) e 10:1 (60x10°). Apés sete e dez dias de incubagéo, as formas amastigotas liberadas
nos sobrenadantes das culturas foram contadas em a camara de Neubauer. Os resultados
(médias + SD de triplicatas) apresentados sdo de um experimento de representativos de trés
realizados separadamente.

Para verificar se o0s resultados apresentados nas figuras 12 e 13
estavam de fato relacionados com o liberacdo precoce de formas
tripomastigotas por macrofagos distribuidos sobre camada de COL | a 1,5
mg/mL (matriz), a contagem dos parasitos livres no sobrenadante das células
cultivadas em duas condigBes experimentais foi feita apdés 48 e 72 horas de
incubagédo a 37 °C. Como mostrado na Figura 14, com apenas 48 horas de
cultura no modelo 3D e na relacdo parasito:célula de 1:1, ja foi possivel contar
formas tripomastigotas nos sobrenadantes, tendo sido observado resultado
similar pela contagem apds 72 horas de cultivo. Esses resultados confirmam os
anteriores que mostram que a camada de COL | a 1,5 mg/mL favorece a
replicacdo dos parasitos quando comparado com o cultivo dos macréfagos
aderidos diretamente na placa ou no modelo 2D (biofilme). Com base nesses
resultados, as préximas experiéncias foram realizadas somente com as

relacdes parasito:célula de 1:1 e 3:1.
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Figura 14: Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x105) foram cultivados sobre
matriz de COL | ou diretamente sobre o0s pocos das placas de 24 pocos. As culturas celulares
foram infectadas apés 3h de adesdo com formas metaciclicas do T. cruzi do clone Dm28c nas
proporcdes de 1:1 (6x105), de 3:1 (18x105) e de 10:1 (60x105). ApOs 48,72h de infecgdo, as
formas tripomastigotas liberadas nos sobrenadantes das culturas foram contados usando a
camara de Neubauer. Os dados apresentados representam um experimento demonstrativo de
um n=3.Figuras:A (48h pos infeccao), B (72h pds infecgdo). P<0,05
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A atividade tripanocida dos macrofagos é mediada, principalmente,
através da producdo de oOxido nitrico (NO). Em macrofagos, o estimulo com
IFN-y, LPS ou ambos, promove a produgdo de grandes quantidades de NO
(Moncada, 1992). Para verificar se haveria alguma alteracdo na capacidade
dos macrofagos cultivados sobre camada de COL | (matriz) em exercer sua
atividade tripanocida quando comparado aos cultivados diretamente na
superficie de poliestireno da placa de 24 pocos, as células foram tratadas com
IFN-y e LPS por 24 horas e no sétimo de cultura o nimero de tripomastigotas
nos sobrenadantes foi avaliado. Os resultados apresentados na Figura 15
mostram que na presencga do IFN-y e LPS houve uma reducéo significativa das
formas tripomastigotas livres nos sobrenadantes nos pocos em que 0S
macrofagos foram cultivados sobre camada de Colageno | (matriz), quando
comparado com os macréfagos controle cultivados nas mesmas condicdes
mas que nao foram estimulados pelo IFN-y e LPS. Resultados similares foram
observados nos macroéfagos cultivados diretamente sobre a superficie da placa,
onde também observamos uma diminuicdo das tripomastigotas nos
sobrenadantes. Embora néo tenhamos analisada a producéo de nitritos dessas
culturas, nossos dados sugerem que nosso modelo de cultura 3D é funcional e

a presenca do Colageno | ndo exerceu nenhum efeito sobre a producéo de NO.
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Figura 15: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x10°) foram cultivados sobre
matriz de COL | ou diretamente sobre os pogos das placas de 24 pocos e incubadas por 3
horas para adesédo a 37 °C com 7% de CO,. As culturas celulares foram infectadas ON com
formas metaciclicas do T. cruzi do clone Dm28c nas proporcdes de 1:1 (6x105), de 3:1 (18x105)
estimulados com 10 ug/ml de lipopolisacarideo (LPS de Salmonella typhimurium, Sigma
Chemical Co.) e 40 U/mL de IFN-y por 24 horas. Apés 7 dias de infec¢do, os parasitas
liberados nos sobrenadantes das culturas foram contados usando a cAmara de Neubauer. Os
resultados (médias + SD de triplicatas) apresentados sdo representativos de trés experiéncias
realizadas separadamente.

Como ja foi mencionado, as formas amastigotas se dividem
intensamente no citoplasma da célula hospedeira, depois se diferenciam em
tripomastigotas e em seguida rompem a membrana da célula. Para uma
observacdo mais detalhada do macréfago cultivado sobre camada de COL |
(matriz, gel ??) e infectado pelo T. cruzi, setenta e duas horas apos a infeccéo
das células as mesmas foram submetidas ao processo de digestdo enzimatica
com Colagenase |. As suspensfes obtidas foram utilizadas no preparo de
laminas utilizando-se Citospin. A avaliacdo das laminas em microscopio Gtico
mostrou macrofagos intensamente parasitados e formas tripomastigotas

rompendo a membrana da célula hospedeira (Figura 16).
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Figural6: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x10°/pogo) foram distrubuidos
em pocos de placas de 24 pocos cobertos com a matriz de COL | e deixadas aderir por 3 horas
a 37 °C com 7% de CO,. As células foram infectadas ON com formas metaciclicas do T. cruzi
do clone Dm28c nas proporcBes de 1:1 (6x105), de 3:1 (18x105). Depois dessa incubacéo os
pocos foram lavados para remogdo dos parasitos ndo interiorizados. A digestdo enzimatica
com colagenase foi realizada 72 pos-infec¢@o e a suspenséo obtida foi utilizada na preparagdo
de laminas por Citospin. As laminas foram fixadas e coradas utilizando-se o kit Instant Prov
(LABORCLIN) e depois observadas no microscopio 6ético (ZEISS, 100X).

34



Com o objetivo de avaliar se as formas tripomastigotas liberadas pelas
células quando cultivadas sobre a matriz poderiam infectar outras células,
procedemos da seguinte forma: Macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c (6x10°) foram cultivados sobre Gel de COL e ap6s 3h de ades&o foram
infectados com formas metaciclicas do T. cruzi na proporcdo de 3:1 (18x10°)
por 24h. Apoés adicdo dos parasitos as placas foram lavadas para retirada dos
parasitos que nao interiorizados. Quando ja havia liberacdo de tripomastigotas
pelos macréfagos infectados previamente, ou seja 48h depois, foram
adicionadas células Bl isoladas a partir de lavado peritoneal e diferenciadas
pelo método Apdés um periodo adicional de 24h de interagdo, foi feito um
citospin e as laminas foram coradas por pandético rapido e foi verificado que o
parasito estava tentando infectar as células Bl e observamos também

formacéo de rosetas em torno das mesmas (Figura 17).
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Figural7: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x10°) foram cultivados sobre
matriz de COL | (A, B, e C). As culturas celulares foram infectadas ap6s 3h de adesdo com
formas metaciclicas do T. cruzi nas proporcdes de 1:1 (6x10°), 72h foi feito um citospin e as
laminas foram coradas por panético rapido. As laminas foram fixadas e coradas utilizando-se o
kit Instant Prov (LABORCLIN) e depois observadas no microscépio 6tico para quantificagdo das
formas amastigotas.
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Sabe-se que a citocina pro-inflamatéria TNF-a produzida pelos
macrofagos € essencial na resposta imune contra o T. cruzi. Como mostra a
Figura 18, ndo houve diferenca na producédo de TNF- a quando os macréfagos
foram cultivados e infectados sobre matriz de COL | a 1,5 mg/mL ou
diretamente na superficie de poliestireno da placa de 24 pocos apos 48 horas
de infeccdo. O pico de producdo de TNF-a foi observado na relagéo
parasito:célula de 3:1 nas duas variaveis experimentais. Por outro lado, o TGF-
B tem sido implicado como um importante mecanismo de escape do parasita.
No nosso modelo experimental, onde macrofagos foram distribuidos em placas
de 24 pocos que foram previamente cobertas ou ndo com COL | a 1,5 mg/mL e
depois infectados com formas tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi,
verificamos que a maior producdo de TGF-B foi observada quando os
macrofagos foram cultivados sobre a matriz e que ndo houve diferenca
significante nas duas relacbes parasito:célula testadas. Avaliamos também a
producdo de prostandides em nosso sistema. Além da quantificacdo nos
sobrenadantes obtidos ap6s 48 horas de incubacdo e para melhor
quantificacdo de prostandides apds esse periodo, os macréfagos cultivados
sobre matriz de COL | foram tratados com Colagenase tipo | A, Sigma e, em
seguida, o material passado no cell strainer para retencdo dos detritos e
obtencdo do sobrenadante. Este tratamento possibilitou a quantificacdo mais
precisa e mostrou uma producdo acentuada de prostandides nas duas relacdes
parasito:célula quando comparado aos sobrenadantes obtidos de macrofagos
cultivados em pocos cobertos com COL | sem digestdo enzimética ou

distribuidos diretamente na superficie de poliestireno das placas de 24 pocgos.
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Figura 18: Avaliacdo da producédo de TNF-a, TGF-B e Prostandides. Macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c (6x105) foram cultivados sobre a matriz de COL | ou sobre a superficie
de poliestireno das placas de 24 pogos. As culturas celulares foram infectadas ap6s 3h de
adesd@o com formas metaciclicas do T. cruzi nas propor¢des de 1:1 (6x105), de 3:1 (18x105) e
incubadas ON em estufa a 37 °C com 7% de CO,. ApGs 48h de cultura a producéo de TNF-a
(A), TGF-B (B) e prostandides (C) foi avaliada nos sobrenadantes. Resultados de um
experimento representativo de trés realizados. * acima de 1000pg/mL.

38



Para avaliar as mudancas morfologicas dos macréfagos foram utilizadas
diferentes técnicas de microscopia. Inicialmente, cultivamos macréfagos
peritoneais de camundongos normais num sistema amplamente utilizado que é
sobre a superficie de poliestireno de placas de 24 pocos. Depois de aderidas,
as células infectadas ON com formas tripomastigotas metaciclicas do clone Dm
28c do T. cruzi ou ndo (grupo controle). As Figuras A e B mostram que 0s
macréfagos do grupo controle nao infectados estavam arredondados em
relacdo aos macréfagos infectados, que estavam um pouco mais alongados.
Quando os macréfagos foram cultivados sobre uma camada de COL | a 1,5
mg/mL, as células apresentaram-se de forma espraiada, com prolongamentos

(Figura 19 e 20) quando comparada com as células controle que apresentaram

uma morfologia arredondada.

Figura 19: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x10°) foram cultivados sobre
placas de 24 pogos. Apos 48h de infec¢@o as imagens foram registradas (aumento 400x). As
imagens foram obtidas de campos aleatoriamente escolhidos em cada po¢o com uma camera
digital (SONY) acoplada ao microscépio invertido de campo claro (OLYMPUS [X70). Figura A
(células controle em placa), B (células infectadas em placa).
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Figura 20: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x10°) foram cultivados
diretamente sobre uma camada de matriz de COL I. Ap6s 48h de infecgé@o as imagens foram
registradas (aumento 400x). As imagens foram obtidas de campos aleatoriamente escolhidos
em cada poco com uma camera digital (SONY) acoplada ao microscopio invertido (OLYMPUS
IX70). Figura A (células controle sobre matriz), B (células infectadas sobre matriz).
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O citoesqueleto de actina é o determinante principal da forma,
fornecendo a base estrutural para a motilidade, contratilidade e transporte
intracelular. N6s marcamos o citoesqueleto de actina com Faloidina conjugada
com Alexa Fluor 488 de macrofagos cultivados sobre laminulas na presenca de
COL | a 1,5 mg/mL e infectados com T. cruzi. As imagens obtidas por
microscopia confocal mostram que os macréfagos cultivados sobre matriz de
colageno | apresentam-se com finas extensfes e é possivel observar contatos

célula-célula (Figura 21).

A

Figura 21: Avaliagcdo morfolégica dos macrofagos por microscopia confocal: As monocamadas
de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (6x10° /mL) cultivados em laminulas
revestidas com Matriz de COL | e incubadas por 3 horas para adesdo das células. Os
macréfagos foram infectados ON com formas metaciclicas do T.cruzi do clone Dm28c na
proporcéo de 1:1 (6x105) e apos esse periodo os parasitas ndo interiorizados foram removidos.
As células foram fixadas, marcadas com DAPI para visualizagdo do nucleo (azul; A) e F-actina
com faloidina conjugada a Alexa Fluor® 488 (verde; B) 48h apods infeccdo. Em C as
sobreposi¢cfes das imagens. As imagens representativas de microscopia confocal.
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Para exploramos ainda mais as altera¢cdes morfologicas e a adesdo dos
macréfagos realizamos a andlise por microscopia eletrénica de varredura de
células cultivadas sobre matriz de COL | (modelo 3D) ou em condicbes 2D,
gquando os macréfagos sdo cultivadas sobre superficie rigida, realizamos a
andlise por microscopia eletronica de varredura. As imagens obtidas mostraram
que as células cultivadas diretamente sobre superficie de poliestireno da placa
de 24 pocos apresentavam-se arredondadas ou estelares, um pouco maiores
e, mais espalhados quando infectados pelo T. cruzi, sugerindo um efeito direto
da infeccdo pelo parasito no espraiamento dos macrofagos (Figura 22). Nos
macrofagos cultivados sobre camada de COL 1 a 1,5 mg/mL (matriz)
observamos alteracdo do formato das células, que passaram do formato
esférico para a forma espraiada, apresentando prolongamentos semelhantes a
filopédios (Figura 23). Entretanto, experiéncias adicionais com marcadores
especificos sdo necessarias para nos certificarmos que esses prolongamentos
sdo de fato filopddios. As imagens também mostram o contato célula-célula,
com sobreposicdo dos prolongamentos (detalhe marcado em vermelho) e o
“ancoramento” dos prolongamentos na matriz de colageno | (detalhe em
vermelho).

A Figura 25 mostra que o macréfago infectado esta se “embrenhando” e
remodelando a malha de colageno | para seu deslocamento. Como mostrado
por MEV, as formas tripomastigotas livres na cultura também aderem e migram

através da malha de coladgeno | (Figura 26)
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Figura 22: Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) de Macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c (6x105 /mL) cultivados sobre superficie rigida (A e B). As culturas
celulares foram infectadas ap6s 3h de adesdo com formas metaciclicas do T.cruzi do clone
Dm28c nas proporc¢des de 1:1 (6x105), as imagens foram registradas 48h apds infeccgéo.
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Figura 23: Morfologia e adesdo de macréfagos cultivados sobre matriz de colageno I.
Microscopia eletronica de varredura de Macréfagos peritoneais de camundongos BALBI/c
(6x105/pogo) cultivados sobre matriz de colageno | (modelo 3D). Apés trés horas de adeséo
dos macréfagos ao substrato, as culturas foram infectadas com formas metaciclicas do T.cruzi
do clone Dm28c na propor¢cdo parasito:célula de 1:1. As imagens foram obtidas 48h apds
infeccdo. Nas figuras A e B observam-se 0 contato e o ancoramento do macré6fago no modelo
3D.
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Figura 24: Adesdo e morfologia de macréfagos cultivados sobre matriz ou gel de colageno |I.
Microscopia eletrénica de varredura de Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
(6x105/pogo) cultivados sobre matriz de colageno | (modelo 3D). Apds trés horas de adesao
dos macrofagos ao substrato, as culturas foram infectadas ON com formas metaciclicas do
T.cruzi do clone Dm28c na proporcéo parasito:célula de 1:1. As imagens foram obtidas 48h
apos infeccdo. No detalhe das figuras A e C o contato entre as células e em B e D em maior
magnitude.
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Figura 25: Adeséo e morfologia de macréfagos cultivados sobre matriz ou gel de colageno I.
Microscopia eletronica de varredura de Macréfagos peritoneais de camundongos BALBI/c
(6x105/pogo) cultivados sobre matriz de colageno | (modelo 3D). Apés trés horas de adeséo
dos macrofagos ao substrato, as culturas foram infectadas ON com formas metaciclicas do
T.cruzi do clone Dm28c na propor¢cdo parasito:célula de 1:1. As imagens foram obtidas 48h
apos infeccdo observamos macrofagos migratérios remodelando a malha para seu
deslocamento (A) aumento de 200X. (B) aumento de 1400x.
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Figura 26: Microscopia eletronica de varredura de cultura de macréfagos infectados pelo
T.cruzi do clone Dm28c mostrando uma forma tripomastigota liberada da célula e “penetrando”
por entre a malha de Colageno I. As imagens foram obtidas 48h ap0s infeccao.
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Figura 27: gréafico da contagem de macrofago migratorio apés 48h poés-infecgéo.
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6. DISCUSSAO

A cultura celular em monocamada (2D) é caracterizada por permitir a
manutencao de células vivas em laboratério independente do organismo que a
originou. A utilizacdo desta técnica possibilitou a melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares da célula permitindo importantes avancos cientificos
nos diferentes areas de pesquisa. Entretanto, as repostas obtidas em cultura
de células 2D nem sempre sdo totalmente satisfatérias uma vez que o
comportamento das células em monocamadas quase sempre difere daquele
observado in vivo, considerando-se a falta de interacbes célula-matriz ou
célula-célula nestes tipo de protocolo experimental como limitagdo do método.
A cultura de células em 3 dimensdes (3D) derivou-se inicialmente da cultura de
células em monocamadas. O diferencial da cultura 3D é permitir que as células
explorem as 3 dimensdes do espago, aumentando assim as interacdes entre as
células e com o ambiente. Entdo, a utilizacdo de modelos 3D como suporte
fisico composto de polimeros sintéticos ou materiais naturais, como o
colageno, laminina, fibronectina, entre outros, serve como estrutura padréo que
mimetiza as condi¢cdes espaciais as quais as células estdo sujeitas in vivo.
(Jacob & Sudhakaran, 2001, Cukierman et al. 2001, Maltman & Przyborski,
2010). A utilizacéo de culturas de células em modelos de 3D tem propiciado
estudos de infeccdo com bactérias e virus que refletem o processo de infeccdo
natural. Esses modelos podem ser adaptados para o estudo de outros agentes
infecciosos como por exemplo parasitas (Nickerson et al., 2007).

Um possivel fator que contribui para a modulagcdo da atividade celular
pela matriz € a forma da célula. Ja foi demonstrado que as propriedades
mecanicas da matriz extracelular regulam a organizacdo do citoesqueleto de
actina, determinantes para a forma e motilidade da célula. O processo de
polimerizacdo da actina € relevante para mudancas morfoldégicas dos
macréfagos, in vivo, durante o extravasamento, migracdo e diferenciacédo

destes.

Em condigbes naturais de infec¢do, provavelmente, os macréfagos

constituem as primeiras células do hospedeiro vertebrado invadidas pelo T.

48



cruzi. O estabelecimento da infeccdo pelo T. cruzi depende de uma série de
eventos envolvendo interacbes entre moléculas do parasito e do hospedeiro
(Yoshida, 2006). Esse processo tem sido extensivamente estudado in vitro com
linhagens de células de mamiferos ou macréfagos peritoneais residentes em
monocamadas aderidas em superficies rigidas, como por exemplo, o
poliestireno de placas de 24 pocos tratadas para cultura de células (modelo 2D)
(Silva-Filho & Menezes, 2004; Freire & Coelho-Sampaio, 2000).

No presente estudo, decidimos avaliar as alteracdes morfologicas dos
macrofagos peritoneais residentes infectados pelo T. cruzi e a replicacdo do
parasito em células cultivadas sobre matriz de Colageno | no modelo 3D. Vale
ressaltar que, num levantamento da literatura, ndo encontramos estudo

semelhante ao nosso.

Utilizando a técnica de cultivo de macréfagos peritoneais residentes num
substrato de matriz de coladgeno | (modelo 3D) que cria uma camada mais
espessa, demonstramos 0 aumento significativo do numero de formas
tripomastigotas nos sobrenadantes das culturas apdés sete e dez dias de
incubacdo. Em contraste com os resultados obtidos pela utilizacdo do sistema
convencional de cultura quando os macréfagos foram cultivados diretamente

nos pocos das placas de 24 poc¢os ou sobre o biofilme, modelos 2D.

Considerando que no caso dos macréfagos, a maior parte dos parasitos
€ interiorizada via mecanismo do tipo fagocitico, envolvendo polimerizacédo de
filamentos de actina necesséaria a formacdo de projecbes de membrana,
chamadas pseudopodos (Nogueira e Cohn, 1976; Rosestolato et al., 2002,
Barrias et al., 2013), observamos, pela marcacdo da actina com foloidina-
Alexa 488 e analise por microscopia confocal, que os macrofagos infectados e
cultivados sobre matriz de COL | apresentavam prolongamentos e havia
contato entre as células. O colageno | pode estar induzindo uma reorganizacao
no citoesqueleto de actina nos macrofagos infectados em nosso sistema, o que
favoreceria a formacdo das projecdes observadas e consequentemente
facilitaria a infeccéo das células. E importante mencionar que a faloidina se liga
somente aos filamentos de actina e que o T. cruzi ndo possui esses filamentos
(De Souza, 2002).

49



No presente estudo confirmamos os resultados obtidos por microscopia
confocal com a utilizagdo da microscopia eletronica de varredura, mostrando
que os macrofagos cultivados e infectados pelo T. cruzi sobre matriz de COL |
apresentavam-se espraiados, com prolongamentos finos, que havia contato
célula-célula. Além dessas observacbes, também verificamos que o0s
prolongamentos dessas células estavam “ancorados” na matriz e que havia
migracdo dos macrofagos através do substrato de COL I. Ndo observamos as
mesmas alteracdes morfologicas em monocamadas de macrofagos cultivados
sobre laminulas distribuidas em placas de placa de 24 pocos ou quando as
células foram cultivadas tendo o biofilme como substrato (resultados néo

mostrados).

O cultivo dos macréfagos sobre a matriz de colageno favoreceu a
formacao de células migratorias (macrofagos migratérios). Este fendbmeno foi
observado nos macrofagos infectados pelo T. cruzi. Matrizes extracelulares
criam barreiras fisicas para a migracao celular. No entanto, os macréfagos sao
capazes de atravessar a maioria, se ndo todos, os tecidos do corpo. Para
alcancar os sitios tissulares, os macréfagos fazem a transmigracao através da
parede endotelial, em seguida ocorre a migracado através de membranas basais
e nos espacos intersticiais (Ley et al, 2007; Van Goethem et al, 2010). Embora
a migracdo de macréfagos em duas dimensdes tenha sido exaustivamente
estudado (Doyle et al, 2009), o mecanismo envolvendo a migracdo em modelos
3D tem sido pouco explorado. O nosso modelo demonstra pela primeira vez a
presenca dessas células migratérias em um modelo de infec¢do por parasitas.
Pelo fato de apresentarem um numero maior de macréfagos migratorios nas
culturas de macréfagos infectados sobre a matriz de colageno I, estas células
podem estar envolvidas na sinalizacdo celular favorecendo a exacerbacao da
resposta imunitaria. Os dados apresentados nesta dissertacdo sobre a
presenca dos macroéfagos migratérios sdo preliminares, outros experimentos
serdo realizados futuramente, na tentativa de desvendar a importancia destas
células para a infeccdo. Por exemplo, a microscopia de transmissdo para
“tentar” encontrar amastigotas no interior da célula. Poderiamos também,
avaliar a velocidade e/ou distancia percorrida pelos macrofagos infectados e
nao infectados. Acreditamos que com este modelo de estudo, o papel dos
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macréfagos podem contribuir para elucidar a interacdo dessas células com o

agente infeccioso em outros modelos de infecgéo.

Desde os primeiros trabalhos sobre o processo de invaséo e replicacao
do T. cruzi na célula do hospedeiro sabe-se que cerca de 2 horas apés a
invasdo, ocorre a fragmentacdo da membrana do vacuolo parasitéforo e a
liberagdo do parasito para o citoplasma (Burleigh e Andrews, 1998; Brener et
al.,, 2000). Uma vez no citoplasma, as formas amastigotas permanecem
quiescentes de 24 a 44 horas, posteriormente inicia-se 0 processo de divisdo
(Brener et al., 2000). O tempo de geracdo dos amastigotas pode variar de 8 a
15 horas, dependendo da cepa e a citocinese ocorre em 20 a 30 minutos (Hyde
e Dvorak, 1973). O processo de transformacdo das formas amastigotas em
tripomastigotas ocorre apos 2-5 dias, sendo necessario para ocorréncia da

ruptura celular (Brener et al., 2000).

De forma intrigante, verificamos em nosso estudo que 48 horas apos a
infeccdo ja foi possivel quantificar formas tripomastigotas nos sobrenadantes
de macrofagos cultivados e infectados sobre matriz de COL I. Esses parasitos
ndo sado remanescentes da infeccdo inicial dos macrofagos e que
permaneceram aderidos a matriz de colégeno, uma vez que nos poOgos
controle, em que distribuimos o COL | e as tripomastigotas metaciclicas
diferenciadas in vitro, mas nao adicionamos macréfagos, ndo observamos
nenhuma forma evolutiva do T. cruzi nas culturas apés a lavagem dos poc¢os
para remocao dos mesmos (resultados ndo mostrados). Uma hip6tese para
explicar a replicagcdo e liberacdo precoce das formas tripomastigotas em
macrofagos cultivados no substrato de COL | é que o contato da célula
hospedeira com a matriz esteja modulando a atividade de moléculas chave do
hospedeiro, como receptores de superficie, proteinas do citoesqueleto ou
proteinas de sinalizac&o celular. Outra possibilidade é que no sistema 3D, onde
0s macroéfagos cultivados estdo embebidos no substrato pode estar havendo a
retencdo de fatores secretados pelas células, o que contribuiria para o

favorecimento da replicagéo intracelular do T. cruzi.

As formas tripomastigotas ao serem fagocitadas por macréfagos se
diferenciam em formas amastigotas, tendo a sua sobrevivéncia determinada

pelo estado de ativacdo do macrofago. Macrofagos ativados por IFN-y sdo
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capazes de destruir parcialmente os parasitos (Gutierrez et al., 2009). Os
resultados obtidos em nosso estudo corroboram os estudos prévios, uma vez
gue a presenca da matriz de COL | ndo alterou a ativacdo dos macréofagos pelo
IFN-y e LPS, que foram capazes de controlar a replicacdo intracelular do T.

cruzi.

Outro resultado surpreendente observado em nosso trabalho, foi a
capacidade dos tripomastigotas liberados pelos macréfagos cultivados sobre a
matriz de colageno em infectar (ou tentar infectar) células ndo aderentes.
Acreditamos que estas células sejam linfocitos peritoneais. E comum aparecer
na cultura de macréfagos provenientes do peritbnio células ndo aderentes que
possuem a capacidade de replicacdo, mesmo sem estimulo. Ja foi descrito que
muitas dessas células sdo células B-1 (Ferreira et al, 2003). A infeccdo de
linfécitos por T. cruzi ja foi descrita anteriormente por Velge e colaboradores
(1989 e 1991). Neste trabalho foi observado a infeccao de linfécitos T pelo T.
cruzi. Os nossos dados sugerem que o cultivo de macréfagos infectados sobre
a matriz de colageno, favoreceu a liberacdo de formas infectivas com um perfil
“mais agressivo”. Esse dado sera analisado mais detalhadamente por nosso
grupo em experiéncias in vivo. Nesse sentido, camundongos BALB/c (cepa
susceptivel) e C57BL/6 (cepa resistente) serdo infectados com formas
tripomastigotas liberadas por macréfagos infectados sobre a placa (2D) ou
sobre a matriz de coldgeno (3D), serdo avaliados parametros como
parasitemia, mortalidade e parasitismo tecidual.

O suporte fisico (estrutura 3D) proporcionado pela camada de matriz de
COL | utilizado em nosso sistema pode contribuir com informacgoes relevantes
para o melhor entendimento do processo de invasdo do T. cruzi, onde
interagem varias moléculas do parasita e da ceélula hospedeira, ativando vias
de sinalizac&o bidirecionais que promovem a internalizacdo do parasito. Nessa
primeira etapa do nosso trabalho estabelecemos a técnica 3D de cultivo de
macrofagos sobre camada de matriz de COL |. Experimentos mais detalhados
utilizando esse sistema sao necessarios para compreender os resultados

obtidos até o momento.
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7. CONCLUSOES

Baseado nos resultados do presente trabalho, podemos

concluir que:

1. A adesdo das células na superficie de matriz de Col | alterou a
morfologia dos macréfagos;

2. A replicacédo acentuada do T. cruzi foi observada em macrofagos
guando cultivados sobre matriz de COL |;

3.Foi constatado o contato célula-célula e o “ancoramento” dos
macrofagos infectados na matriz de COL |

4.Houve producdo de TGF-B e prostanoides nos macréfagos

cultivados sobre matriz de COL | e infectados pelo T. cruzi;

Cultivo de macréfagos infectados pelo T.cruzi sobre matriz de

colageno I:

a) Alterou a morfologia dos macroéfagos infectados;

b) Favoreceu a liberacdo de formas tripomastigotas 48h, 72h e 7
dias pos infeccéo;

c) Induziu a producdo de mediadores anti-inflamatorios (TGF-B) e
prostanoides totais;

d) Favoreceu a diferenciacdo de macréfagos migratérios.
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