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Objetivos

Trypanosoma cruzi € o0 agente
etiolégico da Doenca de Chagas (DC), uma
doenca que afeta, sobretudo, pessoas de baixa
renda nas Américas (1). Nesse continente, a DC
€ endémica em 21 paises, com cerca de 6
milhGes de pessoas infectadas, e 12 mil mortes
por ano (2). O tratamento da DC (realizado
predominantemente pelo farmaco benznidazol)
ainda é um desafio, principalmente devido a
baixa chance de cura na fase crénica da doenca
e aos efeitos colaterais ligados a toxicidade do
benznidazol (3). Além disso, T. cruzi pode
resistir ao tratamento (4), podendo permanecer
no hospedeiro por anos em um estado
quiescente (dorméncia) (5). Dessa forma, é
evidente a necessidade de refletir sobre novas
abordagens terapéuticas.

Com base em achados aparentemente
paradoxais em células cancerigenas (6;7),
hipotetizamos que células com maiores taxas de
replicacdo sofrem mais danos no DNA. Assim, a
estimulacdo mitogénica poderia ser uma
estratégia para ativar formas dormentes do
parasita, tornando-as suscetiveis a tratamentos
combinados que inibem o reparo do DNA,
potencialmente levando a sua eliminacéo.
Nesse sentido, o0 objetivo central deste projeto é
investigar os efeitos genéticos e fenotipicos
decorrentes dessa estimulagdo, bem como

avaliar a infectividade e a viruléncia do parasita
em resposta ao tratamento mitogénico.

Métodos e Procedimentos

Para acessar as consequéncias da
estimulacdo  mitogénica em T. cruzi,
selecionamos dois agentes: o LB-100 — um
inibidor competitivo da proteina fosfatase 2A
que vem sendo explorado no tratamento de
canceres — e o0 Fator de Crescimento
Transformador alfa (TGF-a) — um polipeptideo
evidenciado agente mitogénico para T. cruzi.
Para avaliar a melhor concentracdo do
mitdgeno, duragéo do tratamento e realizar uma
caracterizagdo fenotipica, realizamos ensaios
cinéticos. Estes ensaios basearam-se em
curvas de crescimento, ensaios de viabilidade
celular pelo método do MTT, andlises de
contetido de DNA utilizando citometria de fluxo,
analise de dano de DNA por imunofluorescéncia
indireta utilizando a-yH2A, verificagdo de taxa
de replicagéo intracelular a partir da infec¢éo de
cardiomiécitos humanos (AC16) e analise por
microscopia de fluorescéncia.

Resultados

O LB-100 ndo € capaz de estimular a
multiplicagdo de formas epimastigotas de T.
cruzi em concentragbes menores que 5 uM.
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Figura 1. Influéncia do LB-100 em formas epimastigotas de T.
cruzi. A. Efeito de diferentes concentragdes de LB-100 na viabilidade
de epimastigotas de T. cruzi, evidenciando que o agente néo é toxico
em concentragbes até 5 pM. B. Curva de crescimento de
epimastigotas durante 8 dias consecutivos. O LB-100 foi adicionado
nas diferentes concentrages no dia 3. C. Andlise do contetdo de
DNA dos epimastigotas 24, 48 e 72 h ap6s tratamento.
Aparentemente, o tratamento ndo causa efeito na progresséo do ciclo
celular de epimastigotas de T. cruzi.

O LB-100 é téxico para cardiomidcitos em
concentracbes acima de  5uM. Em
concentracdes inferiores, ndo causa diferenca
no nimero de amastigotas intracelulares.
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Figura 2. Influéncia do LB-100 em formas intracelulares de T. cruzi.
A. Efeito de diferentes concentragdes de LB-100 na viabilidade de
cardiomiécitos humanos (AC16). B. Cardiomidcitos foram infectados
por tripomastigotas de cultura de tecidos (TCTs) com MOI 1:10 e
lavados apés 4 h de infec¢do. O LB-100 foi adicionado 24 h ap6s
infec¢do. Quantificamos o nimero de amastigotas em 100 células
infectadas até 72 h apés o tratamento. C. Imagens representativas
do ensaio de infec¢ao obtidas ap6és 72 h de tratamento, evidenciando
o citoesqueleto de actina dos cardiomiécitos e seu ntcleo, bem como
as organelas contendo DNA das formas amastigotas de T. cruzi
(ndcleo e kinetoplasto).

Conclusodes

A analise dos resultados preliminares
mostra que as diferentes concentracfes de LB-
100 testadas ndo sao capazes de induzir
diferengas significativas no fenétipo de
epimastigotas e amastigotas de T. cruzi durante
0 tempo avaliado. Hipo6teses estdo sendo
levantadas para explicar o fendmeno
observado, bem como andlises da expressao da
PP2A nas diferentes formas do parasita serdo
feitas. Os préximos passos envolvem a
utilizacdo do TGF-a . Os autores declaram nao
haver conflito de interesses.
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