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RESUMO

O Trypanosoma cruzi possue em sua superficie proteinas pertencentes a familia das #rans-sialidases
(TS). Alguns membros dessa familia s3o enzimaticamente ativos (TSa), sendo capazes de hidrolisar ou
preferencialmente transferir unidades de 02-3- &cido sialico de glicoconjugados do hospedeiro para
moléculas do tipo mucina presentes na superficie do parasita, enquanto membros enzimaticamente inativos
(TSi) apresentam apenas propriedades lectinicas. A TSa tem sido implicada na patogénese da doenca de
Chagas, uma vez que sua administracdo em camundongos ndo infectados € capaz de induzir eventos
caracteristicos da fase aguda da doenga de Chagas, além de aumentar a parasitemia e proporgdes de
mortalidade em camundongos infectados. Entretanto, os mecanismos moleculares responsaveis por estes
fendmenos ainda sao objetos de estudo. Neste trabalho, nds estudamos os efeitos da TSi e TSa durante a
infecgdo pelo 7. cruzi. Em concordincia com o aumento da parasitemia, nds observamos um aumento do
numero de ninhos de amastigota e da concentracdo de DNA parasitario no tecido cardiaco de camundongos
infectados e tratados com TSa (ITSa), quando comparado aos camundongos infectados e tratados com TSi
(ITS1) ou camundongos infectados e tratados com PBS (INF). Todavia, quando a TSi foi co-injetada com a
TSa, os efeitos biologicos desencadeados pela atividade enzimética foram abolidos, confirmando que a
atividade enzimatica desempenhada por proteinas pertencentes a familia TS atuam como um fator de
viruléncia durante a infec¢do pelo 7. cruzi. Andlises realizadas por citometria de fluxo e imunohistoquimica
mostraram uma redu¢do no numero de ambas as populagdes de células T no tecido cardiaco de
camundongos ITSi. Em concordancia, houve uma redugdo significativa da atividade creatina cinase no soro
dos camundongos deste grupo. Nenhuma diferenca foi observada nesses quesitos entre camundongos INF e
ITSa. Esses resultados indicam que, embora TSi e TSa apresentem sitios conservados de ligacdo para o2-3-
acido sialico e PGalp, essas moléculas podem desempenhar fungdes distintas durante a patogénese da
doenca de Chagas experimental.

Durante a ativagao das células T, os clones sofrem uma remodelagem de superficie celular e suas
glicoproteinas passam a apresentar-se livres de 4cido silico, tornando-se PNA™". Entretanto, durante nossos
experimentos foi observado que células T CD8" de camundongos ITSa tornam-se PNA™, glicofendtipo
tipico de células T ndo ativadas. Aqui, n6s demonstramos pela primeira vez, que esse evento de re-sialilagdo
bloqueia interagdes intermoleculares entre células alvo e células T efetoras in vitro e in vivo, comprometendo
respostas imunes mediadas por células T CDS" durante a infecgiio pelo 7. cruzi. De maneira interessante,
células T CD8" de camundongos ITSi apresentaram alta positividade para PNA, indicando que a TSi
poderia competir iz vivo com a TSa nativa do parasita. Com base nesses resultados, propomos que esse
evento natural de re-sialilacdo que ocorre durante a fase aguda da doenga de Chagas possa ser um importante
mecanismo de evasao desenvolvido pelo 7. cruzi para mascarar respostas imunes especificas do hospedeiro

e assegurar a sobrevivéncia do parasita no individuo infectado.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi possesses cell surface proteins belonging to trans-sialidase (TS) family.
Some members of this family are enzimatically active (aTS), being able to hydrolyze or to
preferentially to transfer a2-3-linked sialic acids from host glycoconjugates to mucin-like molecules
present in the parasite surface, while enzimatically inactive (iTS) members present only lectinic
properties. aTS has been implicated in the pathogenesis of Chagas disease because its administration
to non-infected mice induces events that characterize the acute phase of Chagas disease, in addition to
increasing paraitemia and the mortality of infected mice. However, the possible molecular
mechanisms responsible for these phenomena are not elucidated. Here, we studied the effect of the
admninistration of iTS and aTS during 7. cruzi infection. In agreement with the increase in
parasitemia, we observed an increase in the number of amastigote nests and parasite DNA in the
cardiac tissue from infected mice treated with aTS (IaTS) when compared with infected mice treated
with iTS (IiTS) or infected mice treated with PBS (INF). Moreover, when iTS was co-injected with
aTS, the biological effects displayed by the active enzyme were abrogated, confirming that the
enzymatic activity displayed by TS proteins acts as a virulence factor during 7. cruzi infection.
Analyses by flow cytometry and immunohistochemistry showed a reduction in the number of both T
cell subsets in the cardiac tissue from IiTS group. In agreement, there was a significant reduction in
creatine kinase activity in the sera of this group. No difference was observed in these queries between
INF and IaTS groups. These results indicate that, although TS proteins share conserved sugar binding
sites, these molecules might play distinct roles during the pathogenesis of experimental Chagas
disease.

During T cell activation, T cell clones undergo cell surface remodeling and present sialic acid-

free glycoproteins at the surface, becoming PNAME!

. However, in ours experiments, we observed that
activated CD8" T cells from [aTS mice become PNA'Y, a glycophenotype found in resting T cells.
Here, we demonstrated for the first time that this re-sialylation event blocks intermolecular
interactions between target cells and effector CD8" T cells in vitro and in vivo, compromising
immune responses displayed by antigen specific CDS" T cells during 7. cruzi infection. Interestingly,
CD8" T cells from T cruzi-infected mice treated with iTS presented high staining to PNA, indicating
that iTS could compete in vivo with native aTS. We postulate that the re-sialylation event that

happens during the acute phase of Chagas disease can be an important evasion mechanism developed

by T. cruzi to attenuate specific immune responses to ensure parasite survival in the infected host.
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1. Introducéo

1.1. O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A doencga de Chagas ou tripanossomiase americana foi descoberta no inicio do
século 20 pelo Dr. Carlos Justiniano das Chagas, no interior de Minas. Em poucas
semanas de trabalho, o doutor Chagas descobriu a doenga, 0 mecanismo de transmissao
e identificou o agente etioldgico, o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (revisto
por Brener, 1973). Este parasita pertence a ordem Kinetoplastida e a familia
Tripanosomatidae (revisto por Brener, 1973). A infec¢do pelo 7. cruzi é transmitida por
diferentes espécies de insetos hematofagos pertencentes a familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae (revisto por De Souza, 2002). A transmissdo também pode
ocorrer por transplantes de 6rgaos (Phan et al., 2006), transfusdo de sangue (Dood et al.,
2002), por transmissdo congénita (Punukollu ef al., 2007), transmissdo oral (Cardoso et
al., 2006; Coura, 2006; Yoshida, 2008) ou de forma acidental em laboratorio (Prata,
1994). A infeccdo ¢ endémica em dezoito paises do continente americano. Entretanto,
no final da década de 90, grandes avancos foram obtidos a partir da redugdo da
transmissdo vetorial e transfusional, particularmente no cone Sul (Massad, 2007). No
dia 9 de junho de 2006, a Organizacdo Pan Americana de Satide (PAHO) presenteou o
Ministério de Saude do Brasil com um certificado internacional, devido a significativa
reducdo da transmissdo vetorial da doenca de Chagas no pais (Massad, 2007). Apesar
disso, a infec¢do aflige pelo menos 15 milhdes de individuos, acarretando grande
impacto econdmico e social, sendo ainda considerada importante problema de satde

publica (Moncayo, 2003).

A infecgdo pelo 7. cruzi ocorre, principalmente, por via vetorial. Durante o
repasto sanguineo, o hospedeiro invertebrado elimina, nas fezes e urina, as formas

tripomastigotas metaciclicas altamente infecciosas, que podem invadir praticamente



qualquer tipo de célula nucleada (Fig. 1) (Revisto por Tyler & Engman, 2001). Os
tripomastigotas metaciclicos invadem as células de mamiferos por um processo
complexo, provavelmente, iniciado pela interacdo de moléculas de superficies do
parasito e da célula do hospedeiro. O processo de sinalizagcdo reciproca resulta na
formag¢ao de um vactolo na célula hospedeira, contendo os parasitos. O vactolo funde-
se com lisossomos, dando origem ao vacuolo parasitoforo (Andrews, 1994; Andrews,

2002; Andrade & Andrews, 2005).

E proposto que devido a acidificagio do vactiolo parasitéforo, uma proteina do tipo
porina, produzida pelas formas tripomastigotas, auxilia o rompimento deste vacuolo, facilitando
o escape dos tripomastigotas para o citoplasma. No citoplasma, os tripomastigotas diferenciam-
se em amastigotas, um estagio replicativo intracelular encontrado exclusivamente no hospedeiro
mamifero. Apds varios ciclos de divisdo, os amastigotas diferenciam-se em formas
tripomastigotas, que rompem a célula hospedeira, podendo atingir a corrente sangiiinea e
alcancar novos sitios de infec¢@o ou serem ingeridas pelo inseto vetor durante seu repasto (Fig.
1) (HoareTyler & Engman, 2001).

Inicialmente, a infecc@o pela forma tripomastigota do 7. cruzi resulta em uma fase
aguda, cuja duracdo ¢ de poucas semanas e caracteriza-se por alta parasitemia. Apds esse
periodo, segue-se uma fase “indeterminada™ relativamente longa e assintomatica. A doenga
torna-se clinicamente evidente décadas ap6s a infecg@o inicial, afetando 30-40% dos individuos
infectados, os quais poderdo apresentar lesdes irreversiveis em Orgdos do sistema nervoso
periférico, digestivo e principalmente o coragdo, sendo evidenciados sinais clinicos como
cardite progressiva em cerca de 45% dos casos e, megaesdfago e megacolon em 11% e 3% dos
casos, respectivamente (Andrade, 1991). Os individuos que ndo desenvolvem sintomas sdo uma
ameaca aos bancos de sangue, pois podem transmitir a doenca a partir da doagdo de sangue

contaminado (Prata, 1994).
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Figura 1. Representagdo esquematica do ciclo de vida vida do 7. cruzi (Colli, 1993).



1.2. Glicobiologia da superficie do Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas do 7. cruzi podem invadir uma grande variedade de
células de mamiferos in vivo e in vitro incluindo fibroblastos, células epiteliais, células
endoteliais e neurdnios, mostrando preferéncia por células do sistema fagocitico
mononuclear e células musculares (Brener, 1992). Apesar dos mecanismos moleculares
responsaveis pela invasdo da célula do hospedeiro ainda ndo terem sido completamente
elucidados, ja se sabe, que moléculas de superficie do parasito funcionam como ligantes
ou receptores, em diferentes etapas do processo de infec¢do (Burleigh & Andrews,
1995). Devido a grande importancia médica e por ser um parasito com replicacao
intracelular obrigatdria, varios grupos de pesquisa tém concentrado seus estudos na
identificacdo e caracterizagdo dessas moléculas com o objetivo de determinar os
mecanismos moleculares que regulam a adesdo e a penetragdo do parasito nas
células hospedeiras, e suas possiveis atuagdes no escape do sistema imune do

hospedeiro.

Estudos de caracterizagdo molecular da superficie do parasito revelaram a
presenca de um glicocalice espesso contendo glicoproteinas e glicolipideos, cujas
estruturas predominantes sdo os glicoinositolfosfolipideos, as sialoglicoproteinas e

proteinas da superfamilia da trans-sialidase (TS) (Fig. 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica da distribuigdo das principais moléculas de

superficie do T. cruzi.

(1) Os glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) (Previato et al., 1990; Carreira et
al., 1996), primeiramente descritos como lipopeptideofosfoglicana (LPPG)
(Lederkremer et al., 1976), sdo glicolipidios expressos na superficie de varios
protozoarios parasitas de importincia médica, como Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi. Os GIPLs sdo da familia das moléculas
GPI ancoradas apresentando a sub-estrutura (core) conservada —Manal-
4GlcNal-6-fosfatidilinositol encontrada também em glicoproteinas sintetizadas
por células de animais, protozoarios e fungos (Ferguson, 1997). No T. cruzi, os
GIPLs sao encontrados em todos os estagios do parasito. No entanto, sio menos
abundantes nas formas tripomastigotas (10° moléculas de GIPL/célula) do que em
epimastigotas (10" moléculas de GIPL/célula) (Golgher ef al., 1993).

(i1) As sialoglicoproteinas (Previato et al., 1985; Schenkman et al., 1993;
Previato et al., 1994, 1995; Todeschini et al., 2001; Agrellos et al., 2003; Jones
et al., 2004; Buscaglia et al., 2006), sio denominadas moléculas semelhantes a
mucinas devido a grande quantidade de oligossacarideos O-ligados com unidades
terminais de dacido sidlico (AS), caracteristicas estruturais encontradas em

mucinas de mamiferos (Varki, 1992, 1997).



As O-glicanas representam mais de 60% da massa molecular das mucinas do
parasita, conferindo um forte carater hidrofilico a essas moléculas (Frasch, 2000;
Acosta-Serrano et al., 2001). O estudo dos genes que codificam a por¢do protéica das
mucinas revelou uma familia heterogénea de 500 a 850 membros com multiplas copias
dispersas ao longo de todo genoma, que codifica uma familia de proteinas chamada Tc-
MUC (Di Noia et al., 1996; Frash, 2000; Buscaglia et al., 20006).

(i1ii) As proteinas da superfamilia das frans-sialidases (TS), que sdo codificadas
por aproximadamente 700 genes, representando 1-2 % do genoma do parasito (Kim et al.,
2005). Em tripomastigotas, as TS sdo divididas em dois grandes grupos: (a) Proteinas da
familia TS; (b) Proteinas do tipo TS. As proteinas pertencentes a familia TS sado
codificadas por mais de 140 genes (Cremona et al., 1999), responsaveis pela sintese de
moléculas que variam de 60-200 kDa (Schenkman et al., 1991). Os genes que codificam
proteinas da familia TS apresentam similaridades estruturais com o sitio ativo de sialidases
virais ¢ bacterianas e estdo envolvidas na adesdo e invasdo de células do hospedeiro
(revisto por Colli, 1993). Alguns membros desta familia podem apresentar
atividade enzimatica (TSa) ou serem enzimaticamente inativos (TSi). Enquanto a

TSa apresenta na posigdo 342 uma tirosina (Tyr**

), a TSi apresenta uma histidina na
mesma posi¢do (His***) (Cremona et al., 1995). No entanto, foi demonstrado, que no
genoma do 7. cruzi ha o mesmo niimero de copias para a forma ativa e inativa da
enzima (Cremona et al., 1999).

As proteinas do tipo TS apresentam cerca de 30 % de similaridade com o
sitio ativo presente nas proteinas pertencentes a familia TS, abrangendo todas as
glicoproteinas gp85 e ASP-1 (Giordano ef al., 1999). No entanto, os membros sdo

enzimaticamente inativos e ndo ha evidéncias se tais proteinas apresentam

propriedades lectinicas.



A TSa pode apresentar atividade sialidasica ou frans-sialidésica (revisto por Colli,
1993). Esta dicotomia depende da presenca de moléculas aceptoras. Na presenca de um
aceptor contendo unidades terminais de galactopiranose [ ligada (BGalp) a TSa
preferencialmente catalisa a transferéncia do AS 02-3-ligado presente em glicoproteinas do
hospedeiro para moléculas do tipo mucina presentes na superficie do parasito, sintetizando
exclusivamente ligagdes ASa2-3Galf-x (revisto por Colli 1993). Na auséncia do aceptor, ha

uma reagao de hidrdlise, onde o AS € entdo transferido para moléculas de agua (Fig.3).
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Figura 3. Esquema representativo das reagdes catalisadas pela TSa do Trypanosoma

cruzi.



Em tripomastigotas, a TS ¢ formada por dois dominios distintos (Cazzulo &
Frasch, 1992; Campetella ef al., 1994; Schenkman et al., 1994) (Fig. 4):

i) O dominio N-terminal que contém o sitio catalitico da TS, apresenta
aproximadamente 680 amino 4cidos resultando numa massa molecular aproximada de
60 kDa (Schenkman et al., 1992; Campetella et al., 1994);

i1) O dominio contendo a por¢do C-terminal ¢ formado pela repeticdo de 12
amino acidos D-S-S-A-H-(S/G)-T-P-S-T-P-(A/V) denominado SAPA e ndo ¢
necessario para a atividade enzimatica (Pollevick et al., 1991; Cazzulo & Frasch, 1992).
A por¢do C-terminal da TS permite a oligomerizagao e a ligacdo da enzima a superficie
do parasita (ancora GPI) (Schenkman et al., 1994) e induz a produgdo de anticorpos na
fase aguda da doenca de Chagas (Cazzulo & Frasch, 1992).

A enzima encontrada em epimastigotas apresenta as mesmas especificidades e
propriedades cinéticas que a enzima expressa em tripomastigotas (Chaves et al., 1993),
porém, apresenta diferengas estruturais significantes. A enzima ¢ monomérica, nao

apresenta a por¢ao C-terminal e ¢ transmembranica (Chaves et al., 1993).
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Figura 4. Representagdo esquematica da estrutura protéica da trans-sialidase.



Apesar da His’*

comprometer a atividade enzimatica da TS, Todeschini e
colaboradores (2002), demonstraram que a TSi liga-se a unidades de AS a2-3-ligados a
unidades de BGalp, atuando como uma adesina. A interacdo com estes aguicares ocorre
de maneira orquestrada, a partir da exata ligagdo do sialosideo (ASa2-3BGalpl-x) a
proteina (TSi). Os autores sugeriram que tal ligacdo poderia desencadear uma mudanca
conformacional na enzima, criando um segundo sitio de ligacdo para o B-galactosideo
(Todeschini et al., 2004). A existéncia de dois sitios de ligagdo na TSi sugere que a enzima
seja capaz de ligar-se a duas moléculas na superficie da célula hospedeira (sialosideo e -
galactosideo) propiciando condi¢cdes para sinalizagdes celulares. Estudos anteriores
desenvolvidos pelo mesmo grupo (Todeschini et al., 2002) demonstraram que a TSa e
TSi sdo capazes de se ligar a sialomucina CD43 em linfocitos T, via o epitopo contendo
0 AS a2-3-ligado a unidades terminais de fGalp.

Os resultados obtidos por diferentes grupos (Scudder ez al 1993; Ribeirdo et al., 1997,
Cremona et al.,1999; Todeschini et al., 2004) demonstram que a TSa e a TSi sdo moléculas
aptas a reconhecer residuos de AS 02-3 e B galactosideos, encontrados comumente em

glicanas O-ligadas e N-ligadas, podendo desempenhar fun¢des imunomodulatérias durante a

infecgdo pelo 7. cruzi.

1.3. Atrans-sialidase e o ciclo de vida do T. cruzi

No 7. cruzi o AS foi primeiramente descrito na superficie de formas
epimastigotas através do uso de lectinas e métodos colorimétricos (Pereira et
al., 1980), sendo mais tarde comprovado por cromatografia em camada
delgada e cromatografia gas-liquida acoplada a espectometria de massa
(GC/MS) (Schauer et al., 1983). Em 1985, Previato ¢ colaboradores

descreveram a capacidade de formas epimastigotas de 7. cruzi incorporarem



em sua superficie o AS de sialoglicoconjugados exdgenos, sugerindo que a
aquisi¢cao do AS em sialoglicoproteinas da superficie do 7. cruzi ndo se dava pela rota
convencional em que o CMP-Neu5Ac ¢ doador desse acticar, mas através de uma nova
rota metabolica, envolvendo uma reagdo de trans-glicosilagao para AS. Posteriormente,
foi observada in vivo a incorporacdo do acido N-glicolilneuraminico na superficie de
tripomastigotas em camundongos infectados (Previato et al., 1990). Em 1991, a
atividade enzimatica de glicosilase para AS apresentada pelo 7. cruzi foi denominada
trans-sialidase (Schenkman et al, 1991), responsavel pela transferéncia do AS de
substratos exodgenos para glicoproteinas presentes na superficie do 7. cruzi formando o
epitopo Ssp-3 especifico de formas tripomastigotas (Andrews et al., 1987). Essa
atividade mostrou-se especifica para moléculas de AS ligadas na configuragdo 02-3 para
unidades terminais de BGalp, formando a subestrutura ASa2-3fGalpl-x (Scudder et al.,
1993). A atividade trans-sialidasica foi detectada principalmente em formas
tripomastigotas sanguineas, quando comparada a atividade da enzima presente em
epimastigotas de cultura. Na forma amastigota, a atividade TS nunca foi detectada

(Harth et al., 1987; Pereira et al., 1983).

1.4. Imuno-regulacdo por moléculas do T. cruzi durante a infeccdo chagasica

O T. cruzi ao infectar o mamifero, habitualmente s6 causa doenca em uma
parcela dos individuos infectados, sugerindo que o sistema imune ndo permite, na
maioria das vezes, a proliferagdo em grande escala dos protozoarios. Alguns trabalhos
sugerem que a permanéncia do 7. cruzi no hospedeiro se da em virtude do parasito
possuir mecanismos que lhe permite escapar das agressdes mediadas pelo sistema

imune (Minoprio, 2001).
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Muitos trabalhos tém demonstrado que molécula(s) de superficie e/ou secretadas
pelo parasito sdo capazes de regular a resposta imune do hospedeiro. Camargo e
colaboradores (1997) observaram que as mucinas da superficie do 7. cruzi sdo capazes
de induzir a secre¢do da citocina IL-12 por macrdéfagos via receptor Toll-2, e
propuseram que o dominio contendo a ancora GPI das mucinas, seria o responsavel por
esta ativagdo. As mucinas do 7. cruzi poderiam, assim, contribuir, indiretamente, para a
ativacdo linfocitaria e para a resposta inflamatoéria. No entanto, esses resultados ndo
foram confirmados por de Diego e colaboradores (1997) que observaram que a
molécula tipo mucina, Ag C10, de epimastigota de 7. cruzi, induziu a sintese de IL-1p,
mas nao de outras citocinas pro-inflamatorias como IL-12 ou TNF-a, sugerindo que a
inibi¢do da sintese dessas citocinas, pelo antigeno parasitario, poderia ser um dos
mecanismos responsaveis pela evasdo do parasito a resposta imunoldgica do

hospedeiro.

Outra molécula do 7. cruzi que vem sendo estudada, mas cuja fungdo na
infeccdo ainda ndo ¢ totalmente elucidada ¢ o GIPL. Gomes e colaboradores (1996)
demonstram que a por¢do lipidica do GIPL, purificado de 7. cruzi, foi capaz de
inibir o efeito proliferativo de linfécitos TCD4" e TCDS8", a secrecdo de IL-2 e
bloqueou a expressdo do receptor IL-2R quando co-injetado com o anticorpo
ativador anti-CD3. Por outro lado, em linfocitos B, a por¢ao oligossacaridica do GIPL
foi capaz de induzir a ativacdo e secre¢do de imunoglobulinas, in vitro (Bento et al.,
1996) e in vivo (Bilate et al., 2000), enquanto a por¢do ceramida, constituinte do
dominio lipidico do GIPL induziu uma intensa morte de macréfagos por apoptose
(Freire-de-Lima et al., 1998). Brodskyn e colaboradores (2002) demonstraram ainda,

que células dendriticas e macréfagos ativados com LPS, e tratados com GIPL de T.
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cruzi apresentaram reducao tanto na secre¢do de citocinas pro-inflamatorias (IL-8 e IL-

12) quanto na expressao de moléculas co-estimulatorias (CD80, CD86, CD40 e CD57).

Alguns autores tém apontado o GIPL como uma molécula fundamental durante
os estdgios iniciais da infec¢do, por induzir intenso recrutamento de neutréfilos para o
periténeo, sendo esse fendmeno dependente de Toll-4, visto que camundongos Toll-4”"
ndo apresentaram resposta inflamatoria local (Oliveira et al., 2004).

Uma proteina considerada como um fator de viruléncia do 7. cruzi na doenga
de Chagas ¢ a TS, seja por sua capacidade de proteger o parasito, impedindo sua
destrui¢do por proteinas séricas (complemento) direcionadas contra epitopos
parasitarios (Revisto por Colli, 1993); ou pelo estabelecimento do quadro infeccioso
(Frasch, 1994, Chuenkova & Pereira, 1995). Durante a fase aguda da infec¢do
chagésica ¢ possivel detectar no soro de pacientes infectados uma elevada
quantidade de TS circulante (Cazzulo & Frasch, 1992). A libera¢do da TS no soro
pode ser considerada um mecanismo utilizado pelo parasito para evadir a resposta
imunolégica do hospedeiro, uma vez que os anticorpos direcionados contra a TS sdo
produzidos, primeiramente, contra a regido C-terminal (SAPA). O C-terminal da TS
¢ mais imunogénico do que a por¢do N-terminal, que por sua vez contém a
sequéncia de aminoacidos responsavel pela atividade catalitica da enzima. Essa
estratégia evitaria a producdo de anticorpos produzidos precocemente contra a
regido N- terminal, ndo havendo a inibicdo da atividade enzimatica nos estagios
iniciais da infeccdo (Buscaglia et al., 1998, 1999). A presenga de seqiliéncias
repetitivas de aminoacidos no C-terminal da TS ¢é responsavel por sua elevada
imunogenicidade desencadeando uma forte resposta imunologica na fase aguda da

infec¢do (Cazzulo & Frash, 1992).
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Chuenkova e Pereira (1995) demonstraram que a TS € um potente fator de
viruléncia durante a fase aguda da doenca de Chagas. Os autores evidenciaram que o
tratamento de camundongos com a TSa promoveu o aumento da parasitemia e tornou os
animais mais suscetiveis, levando a morte precoce, em relacdo ao grupo de animais
controle. Além disso, os animais depletados de células T e B (SCID) mostraram-se
resistentes ao tratamento com a TSa, sugerindo que os linfocitos poderiam estar

envolvidos nesse processo.

A ativagdo policlonal de linfocitos T e B ¢ uma caracteristica de doengas
causadas por bactéria, virus e protozoarios (Reina-San-Martin et al., 2000). Esse
tipo de resposta contribui para a evasdo do agente infeccioso porque
mascara/desvia a resposta imune especifica contra o patdégeno e dificulta o
desenvolvimento de vacinas eficazes (Reina-San-Martin et al., 2000). Resultados
obtidos por Gao e colaboradores (2002) demonstraram que a por¢cdo C-terminal
de proteinas da familia TS foi capaz de ativar células B, induzindo a producdo de
anticorpos ndo especificos contra a enzima. No mesmo ano, resultados obtidos
em nosso laboratério (Todeschini et al., 2002) evidenciaram que a TSa e TSi
coestimulam linfocitos TCD4" in vitro e in vivo através do engajamento a
unidades de AS a2-3 na molécula CD43, levando a produgdo das citocinas IL-2 e
TNF-a. A interagdo da TS com o CD43 foi, ainda, capaz de proteger contra a
apoptose células TCD4" isoladas de camundongos infectados. Por outro lado,
Mucci e colaboradores (2002) demonstraram que a administracdo da TSa em
camundongos ndo infectados foi capaz de induzir a apoptose de timocitos e
células T maduras, um evento caracteristico da fase aguda da infeccdo chagasica
(Lopes et al., 1995). Em 2005, foi demonstrado que a molécula CD43 ndo ¢

necessaria durante tal processo (Mucci et al., 2005) e que os efeitos pro-
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apoptoticos restritos a forma ativa da TS estdo associados a re-sialilagdo de
glicomoléculas presentes em timocitos duplo negativas no cortex timico e células
T maduras (Mucci et al., 2006). Os resultados obtidos sobre os efeitos biologicos
mediados por proteinas da familia TS tém utilizado moléculas enzimaticamente
ativas. No entanto, recentemente foi observada a capacidade da TSi de se ligar a
unidades de AS presentes em células endoteliais, induzindo a ativagdo de NF-kB ¢
o aumento da expressdo de moléculas de adesdo, favorecendo a entrada do 7. cruzi
(Dias et al., 2008).

Os exemplos aqui descritos sugerem fortemente que o 7. cruzi explora a
glicosilagdo de moléculas expressas pelo hospedeiro para a evasdo da resposta

imune, perpetuando a infecgao.

1.5. Biossintese de cadeias N-ligadas em mamiferos

A TSa pode atuar sobre glicoproteinas expressas na superficie celular. Em
mamiferos, as glicoproteinas que carreiam unidades de AS podem ser O ou N
glicosiladas (Fuster & Esko, 2005; Berninsone, 2006; Varki, 2007).

A biossintese de glicoproteinas N-ligadas em mamiferos (Fig. 5), ocorre
no reticulo endoplasmatico (RE), apo6s a montagem da cadeia oligossacaridica
que ¢ iniciada pela incorporagdo de unidades monossacaridicas ao dolicol-fostafo
(DP), situado na membrana do RE (Jones et al. 2005). Duas unidades de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) e cinco unidades de manose (Man) sao
seqiiencialmente transferidas para o DP na face citoplasmatica do reticulo,
formando MansGIcNAc,-DP (Fig. 5A 1i). Posteriormente, a sub-estrutura ¢
transferida para o limen do RE (Fig. 5A ii), e mais quatro unidades de Man e trés

de glucose (Glc) sdo adicionadas formando a sub-estrutura GlcsManyGlcNAc;-
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DP (Fig. 5A iii). A porgdo oligossacaridica é entdo transferida em bloco para o
peptideo nascente por intermédio de uma oligossacaridiltransferase (OST) onde o
carbono 1 do agucar redutor (GIcNAc) serd ligado, por uma ligagdo amida, ao
nitrogénio da asparagina (GlcsMangGIlcNAc;,-Asn) (Fig. SA iv). O processamento
da cadeia oligossacaridica inicia-se no RE, com a remog¢ao de trés unidades de Glc
e uma unidade de Man, originando a sub-estrutura MangGIcNAc,-Asn, sofrendo
modificagdes posteriores no Golgi (Fig. SA). A sub-estrutura MangGlcNAc;-Asn
pode ou ndo ser modificada pela acdo de manosidases no Golgi, gerando o
substrato (MansGIlcNAc,-Asn) (Fig. 5B) para a diversificagdo das glicoproteinas
N-ligadas, que podem ser classificadas como high-manose, hibrida ou complexa
(Fig. 5B). O tipo hibrida no Golgi atua como substrato para manosidases, N-
acetilglucosaminil transferases e galactosil trasferases, proporcionando a formagao
de cadeias lineares de polilactosamina, que sdo comumente encontradas nas formas
hibridas e complexas das glicanas N-ligadas (Renkonen, 2000; Kotani et al., 2004).

As galactoses presentes na estrutura de cadeias N-ligadas podem ser
modificadas pela agdo de a2-3- (Fig. 1B ii) ou a2-6- (Fig. 1B i) sialiltrasferase
(ST), gerando sitios de ligagdo para diferentes lectinas. Exemplos: a lectina
Sambucus nigra agglutinin (SNA) (Fig. 5B 1) especifica para o dissacarideo ASa2-
6Gal, a Maackia amurensis 11 (MAA 1I) (Fig. 5B ii) que apresenta especificidade
para o trissacarideo ASa2-3Galf1-4GlcNAc. As figuras 5B iii e 5B iv representam
cadeias N-ligadas do tipo complexa presentes na superficie de células T ativadas.
A ativagdo de células T induz a diminuicdo das atividades 02-3- e a2-6-ST
(Comelli et al., 2006; Amado et al., 2004). Esse mecanismo gera sitios de ligagao
para a lectina Ricina I (RCA 1), que apresenta afinidade para unidades terminais de

Galp (Quian et al., 2007) (Fig. 5B iii) e para moléculas pertencentes a familia das
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galectinas, em especial galectina-1 (Fig. 5B iv) que apresenta especificidade para
cadeias lineares de polilactosamina (Galf1,4GlcNAcGalp1,4GlcNAc) (Zhou &
Cummings, 1993) encontradas em glicoproteinas, como, CD43, CD45 e CD7

(Brewer et al., 2002).
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Figura 5. Esquema representativo da biossintese de cadeias N-ligadas em mamiferos
(Jones et al., 2005). As setas (4 ), representam que as cadeias oligossacaridicas podem

futuramente ser alongadas pela acdo de outras glicosiltransferases.
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1.6. Biossintese de cadeias O-ligadas em mamiferos

Inicialmente, a O-glicosilagdo de glicoproteinas (Fig. 6) ocorre no RE, onde
unidades de N-acetilgalactosamina (GalNAc) sdo adicionadas a residuos de serina ou
treonina (Hattrup & Gendler, 2008). A sub-estrutura GalNAc-Thr/Ser atua como
substrato para diversas glicosiltransferases no Golgi que competem entre si, podendo
formar diversos cores oligossacaridicos (Fig. 6A) (Osinaga et al., 2002). Vérios
trabalhos que abordam a imunoglicobiologia dos linfécitos T tém dado atencdo aos
efeitos mediados pelos cores de mucinas I e II, que sdo formados a partir da competi¢ao
entre a a2-3 ST-e a B1-6-N-acetilglucosaminiltransferase (2 GnT) pelo substrato GalP1-
3GalNAcaThr/Ser (Fig. 6A, 6B). Esse dissacarideo ¢ gerado pela acdo da PB1-3
galactosiltransferase sobre o complexo GalNAc-Thr/Ser. Se o dissacarideo Galf1-
3GalNAcaThr/Ser for sialilado pela a¢do da a2-3-ST, o core 1 ¢é formado (Fig. 6B i).
Contudo, se o dissacarideo GalB1-3GalNAcaThr/Ser sofrer a agdo da 2 GnT, unidades
repetitivas de Gal e GIcNAc sao adicionadas, dando origem a cadeias lineares de
polilactosamina (core 2) (Fig. 6B ii). Posteriormente, a galactose terminal ligada na
configuragdo P1-4 a unidade de GIcNAc, assim como a galactose ligada na
configuragdo P1-3 ao acucar redutor GalNAc, podem sofrer a acdo da «2-3-ST,
comprometendo o sitio de liga¢do das lectinas RCA 1 (GalB1-4GlcNAc) (Fig. 6B iv) e
peanut agglutinin (PNA) (Galp1-3GalNAc) (Fig. 6B iii), assim como o sitio de ligagdo

da galectina-1 (Galp1,4GIcNAc) (Fig. 6B v).
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Figura 6. Esquema representativo da biossintese de cadeias O-ligadas em mamiferos

(Osinaga et al., 2002).
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1.7. Sialiltransferases e linfocitos T

Os eventos de diferenciagdo e ativacao de células T sdo acompanhados por uma
remodelagem programada de estruturas glicanas de superficie celular (Rudd et al.,
2001). No final da década de 70, as lectinas que apresentam dominios reconhecedores
de carboidratos (CRD) foram wusadas para separar sub-populacdes de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e de células tronco de acordo com o
glicofendtipo das glicoproteinas de superficie (Reisner er al., 1978). Desde entdo,
lectinas com diferentes especificidades vém sendo usadas, na tentativa de evidenciar a
importancia de epitopos sacaridicos envolvidos nas etapas do desenvolvimento celular.

As células eucaridticas sdo recobertas por glicoproteinas, que sdo sintetizadas
por um conjunto de glicosiltransferases e glicosidades, que de maneira harmonica
remodelam a superficie celular, e determinam fung¢des especificas (Hart, 1992).

Dentre as glicosiltransferases, as ST, que sdo enzimas associadas 8 membrana do
Golgi, sdo responsaveis por sialilar unidades nao redutoras de fGalp nas cadeias O- e N
-ligadas. As ST apresentam ampla distribui¢do, sendo encontradas em diferentes 6rgaos
e tecidos, e utilizam como substrato, diferentes epitopos sacarideos (Harduin-Lepers et
al., 1995, 2001). At¢ o momento foram descritos mais de 15 tipos de ST capazes de
sialilar glicoproteinas e glicolipideos (Harduin-Lepers et al., 2001). Em mamiferos, o
AS encontra-se formando ligagdes do tipo a2-3- ou 02-6- com uma PGalp. Mais
raramente, pode ser encontrado ligado na configuragdo 02-6- a uma GalNAc.
Homopolimeros de AS com ligagdes do tipo a2-8- ou a2-9- ligados também sdo
descritos (Virm et al., 2004; Harduin-Lepers et al., 1995).

No desenvolvimento de linfocitos T, varios trabalhos demonstram a
importancia de ST em diferentes etapas do desenvolvimento celular.

~ y . hieh , . . ;y .
Notavelmente, a conversdo fenotipica de PNA™®", caracteristica de timocitos
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duplo positivos (DP) (CD4°CD8") para PNA'"Y, fenétipo tipico de timocitos
simples positivos (SP) (CD4" CD8 ou CD4CDS8") ¢ resultado do aumento da
atividade o2-3- ST durante o processo de selegdo positiva no cortex timico
(Priatel et al., 2000; Gillespie et al., 1993; Wu et al., 1997). Nessa etapa, a
galactose terminal do dissacarideo GalBf1-3GalNAcaThr/Ser esta substituida por
AS na configuracdo 02-3 (ASa2-3GalpB1-3GalNAcaThr/Ser), comprometendo o
sitio de ligacdo da lectina PNA, que como mencionado acima, apresenta
especificidade para o core-1 da glicoproteina tipo mucina (Galpl-
3GalNAcaThr/Ser).

A atividade a2-3- ST mostrou-se importante durante o desenvolvimento de
células T CD8" (Moody et al., 2003). Foi demonstrado que a cadeia B do co-
receptor CD8 precisa ser sialilada para adquirir a conformacdo adequada,
permitindo, a interagdo do CDS, presente na superficie do timocito, com a
molécula de MHC I expressa pelas células epiteliais do cortex timico. Durante a
selecdo timica, os timocitos que expressam um TCR ndo reativo ou com grande
afinidade pelo complexo MHC-peptideo proprio sdo eliminados por apoptose.
Por outro lado, os timocitos que expressam um TCR com baixa afinidade a esse
complexo, diferenciam-se em células T maduras, que sdo liberadas no sangue
periférico (Starr et al., 2003). De maneira surpreendente, apds a maturacao, as células T
perdem a sensibilidade para ligantes de baixa afinidade, tornando-se mais sensiveis a
interagdo com peptideos de alta afinidade (Lucas et al., 1999; Davey et al., 1998). Em
2001, Moody e colaboradores demonstraram pela primeira vez, que timocitos
apresentavam mais avidez ao complexo MHC-peptideo do que células T maduras.
Nesse trabalho foi sugerido, que esse fenomeno estaria relacionado aos diferentes graus

de sialilagdo observados entre os timocitos e células T maduras, uma vez que apods o
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tratamento das células T maduras com neuraminidase, liberando as unidades de AS, foi
possivel observar o aumento da avidez destas células pelo complexo MHC-peptideo.
Em 2003 a teoria de Moody e colaboradores (2001) foi comprovada, sendo
demonstrando que as diferengas observadas na formagao de conjugados APC/célula T
eram realmente devido ao aumento da atividade a2-3 ST em células T maduras (Starr et
al., 2003). Esses dados demonstraram que a atenuagdo do TCR por peptideos de baixa
afinidade em células T maduras estava relacionada aos diferentes niveis de sialilagdo
que s3o coordenadamente regulados durante o desenvolvimento e dinamicamente
mantidos por interagdes proprias continuas na periferia.

Apds a ativagio de populagdes de células T CD4" e T CDS", os linfocitos
passam a apresentar um glicofenotipo PNA™E" devido a redugdo das atividades a2-3 e
a2-6 ST (Comelli et al., 2006; Amado et al., 2004; Chervenak & Cohen, 1982). No
entanto, a reducdo da atividade 02-3 ST, em células T CD4", ocorreu somente em
células T helper 1 (Thl), mas ndo em T helper 2 (Th2) (Grabie et al., 2002), uma vez
que apenas as células Thl apresentaram baixos niveis de expressao de mRNA para esta
glicosiltransferase apos sua ativagdo. Grabie e colaboradores (2002) demonstraram
ainda, que as células Thl, ao contrario das células Th2 apresentavam altos niveis de
expressdo da glicoforma de alta massa molecular da sialomucina CD43 (130 kDa),
devido ao aumento da atividade 2 GnT. A atividade desta glicosiltransferase ¢ essencial
para a formagdo do core-2 das mucinas (Sperandio et al., 2001). O core-2 atua como
substrato para fucosiltransferases (FT) e ST no Golgi, contribuindo para a biossintese de
epitopos sacaridicos presentes em glicoproteinas leucocitarias, tal como o epitopo Sialil
Lewis X (SLe™), que sdo necessarios para a interagdo dos linfocitos com selectinas
presentes na célula endotelial ativada durante as respostas inflamatdrias (Lasky, 1994).

Em estudos mais recentes (Toscano et al., 2007), foi demonstrado que apds a
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polarizagdo de células Thl, Th2 e T helper 17 (Thl7) in vitro e in vivo, apenas as
células Thl e Th17 apresentaram caracteristicas glicofenotipicas semelhantes e foram
sensiveis a morte celular induzida pelo tratamento com galectina-1. Foi ainda
evidenciado, que esta susceptibilidade a galectina-1 foi ocasionada pela redugdo da
atividade 02,3, mas ndo a2-6 ST.

Apesar de varios trabalhos descreverem que os linfécitos T apds a sua ativacao
apresentam um fendtipo PNA™", Hernandez e colaboradores (2007) demonstraram, que
em células T CD4" ativadas foi possivel detectar o aumento da atividade a2-3 ST, que
se mostrou capaz de sialilar o dissacarideo Galfl1-3GalNAcaThr/Ser presente na
isoforma CD45RB da glicoproteina CD45. Apesar da importancia bioldgica deste
epitopo sacaridico ainda ser desconhecida em células TCD4" ativadas, esses resultados
mostraram pela primeira vez, que a remodelagem de glicoproteinas de superficie celular
em células T ndo sdo eventos celulares gerais, sendo consideradas
microheterogeneidades estruturais presentes em glicoproteinas especificas.

Em células TCDS8', a reducdo da sialilacio favoreceu as interacdes
intermoleculares mediadas entre o complexo MHC-peptideo ¢ o TCR, modulando
positivamente a cinética de ativagdo (Pappu & Shrikant, 2004) e a resposta citotoxica de
células TCDS" antigeno especificas (Akha et al., 2006). Esses eventos podem ser
explicados pelo aumento das interagcdes homo e heterotipicas ocasionadas pela auséncia
do AS, que por apresentar uma carga negativa muito elevada, atuaria como uma barreira
fisica no contato célula-célula.

Resultados recentes relacionaram, de maneira interessante o perfil de
glicosilacdo de células dendriticas imaturas e maturas (Bax et al., 2007). Nesse trabalho
foi demonstrado que a maturacdo de células dendriticas in vitro foi acompanhada pelo

aumento da atividade de sialiltransferases. Os autores concluiram que os diversos perfis
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de glicosilagdo observados em estruturas glicanas de diferentes tipos celulares podem
facilitar interagdes intermoleculares, que sdo requeridas na inducdo das respostas

imunolodgicas.

1.8. Resposta mediada por células T CD8"

Os mais importantes mediadores da resposta imune contra infecgdes causadas
por patdgenos, tais como virus, bactérias e parasitas sdo os linfocitos T CD8"
(Dzierszinski & Hunter, 2008; Zhou, 2007; Behar et al., 2007; Tarleton, 2007). Para
que tal resposta seja iniciada € necessaria a participacdo de células apresentadoras de
antigeno (APC) no processamento do antigeno derivado do patégeno e sua apresentagao
pelo MHC 1. Durante a infecgdo, a resposta mediada por células T CD8" pode ser
dividida em trés fases: (i) fase de expansdo (diferenciacdo/proliferacdo), (ii) fase de
contracdo e (iii) geragdo de memoria.

A ativagdo de células T ¢ desencadeada por uma série de eventos moleculares e
bioquimicos (Minoprio et al, 1986). A principal proteina envolvida na ativacdo do
linfocito T, por lhe conferir especificidade ao antigeno ligado ao MHC, ¢ o receptor de
antigeno denominado TCR. Moléculas acessorias e interagdes cognatas também
participam do processo de ativacdo, seja na adesdo dos linfocitos T aos APCs ou na
ativacdo de outras vias de sinalizagdo. Os co-receptores CD4 e CDS8 dos linfocitos
ligam-se respectivamente, ao MHC II ou MHC 1, presentes nas células alvo
transmitindo sinais através da por¢do intracitoplasmdtica de uma proteina tirosina
quinase (PTK) pertencente a familia src (p5S6lck). Ainda, CD2, LFA-1 e outras
integrinas linfocitarias interagem com seus ligantes LFA-3, ICAM-1 e ICAM-2,

exercendo fungdes de adesdo e co-estimulagdo (Clark & Ledbetter, 1994).

24



A producdo de componentes necessarios a proliferacao de células T exige dois
sinais distintos. Um ¢é desencadeado pelo engajamento do linfocito T ao seu ligante
natural, um antigeno, ou pelos anticorpos anti-TCR ou anti-CD3. Este processo leva a
sinalizacdo que envolve o complexo CD3, levando a ativagdo de tirosinas quinases,
elevagdo dos niveis de calcio e a ativagdo da proteina quinase C (PKC). O segundo
sinal, que ndo ¢ especifico ao antigeno foi denominado sinal co-estimulatorio, pois
embora essencial, ndo é capaz por si s6 de induzir resposta em células T (Alegre et al.,
2001). CD80/B7.1 ¢ CD86/B7.2 sao os ligantes de CD28 na superficie de células T. Tais
ligantes sdo expressos em niveis baixos em APCs em repouso (Alegre et al., 2001) e em altos
niveis apos a ativagdo de células T em um periodo que varia de 24 a 96 horas. Apds este
periodo os niveis declinam rapidamente (Hathcock et al, 1994; Lenschow et al, 1994).

A cinética de expansio de células T CD8" estd diretamente relacionada com o
tipo de microrganismo envolvido. Em infec¢des causadas por virus, bactérias ou
protozoarios, a expansao pode ocorrer entre os dias 4 e 8 pos-infec¢do. (Stambas et al.,
2007; Tzelepis et al., 2006; Pope et al., 2001; Sano et al., 2001).

Ap6s a eliminagio do patdgeno, as células T CD8" antigenos especificas passam
por um processo conhecido como fase de contragdo, onde cerca de 85-95 % das células
sdo eliminadas por apoptose. As células T CD8" que sobrevivem a fase de contragdo,
constituem uma populacao de “memoria imunoldgica” capaz de ser mantida na auséncia
do antigeno (Masopust & Ahmed, 2004). Esta “memoria imunologica” permite que o
sistema imune responda mais rapido aos patogenos que j& foram encontrados
previamente, ¢ reflete a preexisténcia de uma populacdo expandida de clones de
linfocitos antigeno-especificos (Harty & Badovinac, 2008). Ainda ndo se sabe como
esta “memoria imunoldgica” ¢ mantida, mas dois mecanismos sdo sugeridos: (i) A

“memoria” ¢ mantida por linfocitos de vida longa (até 15-20 anos), induzidos pela
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exposi¢do original e que persistem num estado de repouso até um segundo encontro
com o antigeno; (ii) A “memoria” ¢ mantida pela persisténcia do antigeno em pequenas
quantidades que sdo suficientes para re-estimular as células ativadas, mas nao para
disseminar a infeccdo para outras (Stemberger et al., 2007). Estas células de memoria
sdo divididas em 2 populagdes, que apresentam localizagdes anatomicas e marcadores
de superficie celular diferenciados. As células de memoria central (Tcum) sdo
caracterizadas por serem encontradas nos linfonodos e expressam CD62L e CCR7 e as
células de memoria efetora (Tgv), que ndo expressam selectinas e receptores de
quimiocinas, sendo encontradas comumente nos tecidos periféricos (Stemberger et al.,
2007).

Muitos trabalhos vém tentando explicar a relagdo entre estas duas populagdes de
células de memoria durante o desencadeamento da resposta imune protetora. Dentre os
modelos propostos, pode-se destacar o “modelo de diferenciagdo progressiva” e o
“modelo de diferenciagdo linear” (Lanzavecchia & Sallusto, 2000; Wherry et al., 2003).
No “modelo de diferenciagdo progressiva” ¢ sugerido que enquanto algumas células T
naive tornam-se c¢lulas T efetoras completamente diferenciadas durante a infecgdo,
outras param num estado intermediario de diferenciacdo. No fim da resposta primaria,
as células do estado intermediario de diferenciacdo dardo origem as células Tcwm, as
quais sofrerdo a diferenciagdo terminal apds o re-estimulo com o antigeno. Ja as células
T efetoras completamente diferenciadas permanecem vivas dando origem as células
Tewm, as quais serdo capazes de providenciar prote¢do imediata em um proximo contato
com o antigeno (Lanzavecchia & Sallusto, 2000). O “modelo de diferenciagdo linear”
sugere que apoOs 0 encontro com o antigeno, as células T naive diferenciam-se em Tgy.

Apds a eliminagdo do patdgeno, tais células diferenciam-se em Tcm. Contudo, numa
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segunda re-exposi¢do ao antigeno, as células Tcy convertem-se rapidamente em Tgy
proporcionando uma efetiva resposta protetora (Wherry et al., 2003).

Duas vias citototoxicidade mediada por linfocitos T CD8’, a mediada por
Fas/FasL e a mediada por exocitose de granulos (perforina/granzima). A estimulagdo do
TCR pode induzir a expressdao de Fas nas células T ativadas, que interage com o FasL
presente em células alvo. Esta interacdo provoca a ativagdo de caspases em células alvo,
resultando na clivagem de substratos apoptdticos adicionais que levam a fragmentagao
do DNA e a apoptose (revisto por Russel & Timothy, 2002).

A estimulagdo do TCR também pode levar a producdo de granulos citotdxicos
(perforina/granzimas) pelas células T ativadas. Quando esta célula reconhece uma
célula alvo e a ela se conjuga, a perforina (na presenga de célcio) polimeriza e forma
uma estrutura do tipo anel que aparentemente contém um poro central. Supde-se que
este canal permite a passagem de granzimas, as quais ativardo as caspases € induzirdo a

apoptose como descrito acima (revisto por Russel & Timothy, 2002).

1.9. Papel das células TCD8" na doenca de Chagas

O sucesso da sobrevivéncia do 7. cruzi no mamifero depende da sua capacidade
de invadir as células do hospedeiro, e penetrar e multiplicar-se no interior das células do
hospedeiro e evadir o sistema imunologico (Zambrano-Villa et al, 2002). A fase aguda
da doenca de Chagas ¢ caracterizada por uma ativagao policlonal linfocitaria (Minoprio
et al., 1986; DosReis et al., 2005). A resposta € iniciada quando o antigeno alcanga os
tecidos linféides, especialmente, a regido periarteriolar do baco e o paracortex do
linfonodo. O reconhecimento de antigenos nestes sitios, compostos basicamente de

linfocitos naive, desencadeia a ativagdo policlonal (Celli et al., 2008).
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O balango existente entre as duas subpopulagdes de linfocitos TCD4" ¢ TCDS,
certamente, exerce influéncia na evolugdo das lesdes presentes na infeccdo chagasica.
(Tarleton, 1995). A subpopulagio TCD4" Thl, mostra-se responsavel pela secredo de
citocinas de carater pro-inflamatorio, como IL-2, TNF-a, TNF-f3 e INF-y, apresentando um
efeito protetor; e TCD4" Th2 que secreta as citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13
(DosReis, et al., 2005), apresentando um efeito deletério durante a infec¢ao chagasica murina.
A subpopulagdo de células TCD4" apresenta, sem divida, grande relevancia na imunidade
contra a infecgdo, seja pela producdo de citocinas, que sdo requeridas para a ativagdo de
fagdcitos e também de linfocitos TCDS”, que reconhecem e destroem as células infectadas. A
auséncia de uma destas subpopulacdes de células T resulta em uma infec¢do nao controlada e
letal (Kumar & Tarleton, 1998; Tarleton et al., 1995).

como mencionado anteriormente, o . cruzi entra na célula hospedeira, escapa do
interior de um vacuolo parasitéforo pela agdo de uma proteina formadora de poros (tipo
porina), e ocorre a liberagdo dos parasitos para o citoplasma (andrews, 1994). em
células de mamiferos, todas as proteinas citoplasmaticas sdo sensiveis a degradagdo
mediada por enzimas do proteossoma, sendo os peptideos resultantes transportados para
o re. no re, os peptideos de seqii€éncias e tamanhos apropriados se associam as
moléculas de mhc i1 antes de serem expressas como complexos peptideo-mhc na
superficie celular. este fendmeno ocorre comumente em todas as células de mamiferos
para gerar amostras do contetido citoplasmatico para os linfocitos t cd8”. quando estes
peptideos sdo oriundos de proteinas codificadas por microrganismos invasores, como
por exemplo, o t. cruzi, os linfocitos t cd8” sdo capazes de reconhecé-los, e iniciam
rapidamente uma resposta protetora eliminando as células infectadas na tentativa de

neutralizar o crescimento exacerbado do parasito (tarleton, 2004).
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as primeiras evidéncias sobre a importancia dos linfocitos t cd8" na infecgio
experimental pelo 7 cruzi foi demonstrada através da infeccdo de camundongos
nocautes (ko) (cd8ko, B-2 microglobulina ko) ou tratados com anticorpos anti-cd8,
resultando em elevada parasitemia e susceptibilidade em relagdo aos animais controles
(tarleton et al., 1992; rottenberg et al., 1993 e tarleton, 1990). foi demonstrado ainda
que a importancia de células t cd8” ndo é restrita a fase aguda da infecgio, uma vez que
a deplecdo destas células em camundongos cronificados resultou no aumento da carga
parasitaria e resposta inflamatoria exacerbada (tarleton et al., 1994).

Embora exista pouca informagao sobre a biologia celular de formas amastigotas
e tripomastigotas de T. cruzi, bem como das moléculas que estas formas evolutivas
produzem e secretam no citoplasma da célula hospedeira e no soro de individuos
infectados, ¢ plausivel imaginar que durante os processos de diferenciacdo e replicagao,
proteinas parasitdrias entrem na via de processamento de MHC I em células infectadas.

Como observado em outros tripanossomatideos, no 7. cruzi, grande parte das
proteinas de superficie celular sdo ancoradas via GPI. Estas proteinas podem ser
liberadas ou secretadas pelo parasita e entrarem na via de processamento de MHC 1
(Tarleton, 2004). Este fenomeno foi demonstrado pela primeira vez por Garg e
colaboradores (1997), usando um peptideo de ovabulmina (OVA) de galinha expresso
no 7. cruzi como uma proteina citoplasmatica, secretada, ou ancorada por uma
seqiiéncia transmembrana ou GPI ancorada. Neste estudo foi demonstrado que células
infectadas com 7. cruzi, onde a OVA foi expressa como uma proteina secretada ou GPI
ancorada foi rapidamente reconhecida por células T CDS8" especificas para o peptideo
da OVA. No entanto, as células que foram infectadas com parasitas que expressavam a

OVA como uma proteina citoplasmatica ou transmembrana ndo foram reconhecidas.
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Subseqiientemente, varias proteinas secretadas ou ancoradas a superficie de
formas amastigotas e tripomastigotas tém sido identificadas como alvos potenciais de
respostas mediadas por células T CD8" (Rodrigues et al., 1999; Wizel et al., 1997).
Dentre tais moléculas, pode-se destacar proteinas pertencentes a superfamilia das TS,
uma vez que respostas mediadas por linfocitos T CD8" durante a infecgio pelo 7. cruzi
sdo, em grande parte, direcionadas contra epitopos presentes em proteinas pertencentes
a esta superfamilia (Martin et al., 2006). Um dos primeiros peptideos pertencentes a
esta superfamilia identificados como um alvo potencial de células T CD8" durante a
infecgdo pelo 7. cruzi foi o antigeno-1 de superficie de tripomastigotas (TSA-1), que
promoveu prote¢ao em camundongos infectados com uma dose letal do parasito (Wizel
et al., 1997). Estudos de imunizagdo utilizando este (Wizel et al., 1998), e outros
peptideos pertencentes a superfamilia da TS sob condi¢des capazes de induzir resposta
mediada por células T CDS", também foram capazes de proteger camundongos contra
uma infec¢do letal (Garg & Tarleton, 2002).

Trabalhos recentes tém descrito varios epitopos presentes em proteinas de
superficie celular nas formas amastigotas e tripomastigotas reconhecidos por linfocitos
T CD8" durante a infecgio com parasitas de diferentes cepas e em camundongos de
diferentes linhagens (Tzelepis et al., 2008; 2007, 2006; Martin et al., 2006). Estes
trabalhos permitiram o estudo da cinética de aparecimento de linfocitos T CDS8"
especificos contra tais peptideos, sendo demonstrado que a expansio inicia-se no pico
da parasitemia em camundongos infectados com a cepa Y do 7. cruzi, e atinge o pico no
15° dia apos a infecgdo (Tzelepis et al., 2006). Durante a infecgdo com outras cepas
menos virulentas foi observado que o pico da resposta de células T CDS8" especificas
variou do 14° ao 24° dia apds a infeccdo (Tzelepis et al., 2006). Estes trabalhos

1A . . L, . + o~ . .
reforgaram as evidéncias de que os linfocitos T CD8" sdo importantes e requeridos para
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a geracdo de resposta imune protetora durante a infec¢do pelo 7. cruzi. Além disso,
demonstram que peptideos encontrados em proteinas GPI ancoradas ou secretados pelo
parasito sdo alvos potenciais de tais respostas podendo ser usados como candidatos para
o desenvolvimento de vacinas, bem como ferramentas de estudo para o melhor

entendimento da funcionalidade destas células durante a infecc¢ao pelo 7. cruzi.
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2. Objetivos

2. Determinar os possiveis mecanismos moleculares que contribuem para que a TS atue
como fator de viruléncia durante a infec¢ao chagésica experimental.

2.1. Estudar os efeitos in vivo da TSa e TSi durante a infeccdo pelo 7. cruzi,
levando em consideracao os seguintes parametros:

2.1.1. Parametros parasitologicos
- parasitemia,
- histopatologia,
- PCR em tempo real,
- sobrevida.

2.1.2. Parametros celulares
- Imunohistoquimica,
- Citometria de fluxo.
2.2. Avaliar, especificamente, esses efeitos em linfocitos T:

2.2.1. Andlises glicofenotipicas das células T.

2.2.2. Avaliagdo do efeito citotoxico de células T CDS" antigeno especificas
in vitro € in vivo.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Camundongos

Foram utilizados camundongos selvagens machos da linhagem Balb/c e animais
deficientes para o ligante de FAS (gld) (FASL™) com 6-8 semanas. Os animais foram
mantidos no Laboratorio de Animais Trangénicos (LAT) da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, e manipulados de acordo de acordo com as novas regras do comité de

ética em experimentagdo animal.

3.2. Parasitas e Infeccéo

Os camundongos Balb/c foram infectados com a forma tripomastigota sanguinea
da cepa Y, mantida por passagens sucessivas in vivo. O sangue contendo os
tripomastigotas foi coletado através de pungdo cardiaca; e os parasitas isolados foram
diluidos em tampao fosfato-salina (PBS) e contados em camera de Neubauer para a
padronizagdo do nimero de parasitas para ser utilizado como inéculo intraperitonial nos
camundongos Balb/c. Todos os experimentos foram realizados com inéculos de 10*

parasitas/animal e os camundongos foram sacrificados no 8° ou 15° dia pds-infecgao

(dpi).
3.3. obtencéo da forma ativa (tsa) e inativa (tsi) da trans-sialidas

As trans-sialidases recombinates ativa (TSa) e inativa (TSi) foram obtidas a
partir de E. coli (MC 1061) eletrotransformada, contendo a construgdo do gene
completo da TSa (TSREP.C no vetorTrcHisA) ou TSi (Tyr342-His no vetor TrcHisA).
Os plasmideos foram gentilmente cedidos pelo Dr. C. A Frash, do Instituto de
Investigacdes Biotecnoldgicas, da Universidade Nacional de General San Martin,

Buenos Aires, Argentina. Inicialmente as bactérias foram cultivadas em meio Terrific
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Broth (TB, Difco) suplementado com 100 pg/mL de ampicilina a 37 °C. Ap6s 8 h, quando a
cultura atingiu uma densidade optica de 1.0 a 600 nm, a expressdo da enzima foi induzida
pela adi¢ao de 30 mg/L de Isopropil-B-D-thiogalactopiranosideo (IPTG, Sigma), e as células
foram incubadas overnigth sob agitagdo (100 rpm) a 28 °C. No dia seguinte, as bactérias
foram lisadas em solug@o contendo Tris-HCI 20 mM, lisozima, 2mg/mL; Triton X-100, 2 %;
PMSF, 0,1 mM; leupeptina, 5 mg/mL; iodoacetamida, 0,1 mM; e inibidor de tripsina, 1 mg/L.
Apos a lise, a DNAse-I (5 pg/ml) foi adicionada para a diminuicdo da viscosidade. A
suspensdo foi centrifugada a 15000 xg durante 10 minutos a 4 °C e o pellet descartado.
Ambas enzimas foram purificadas por cromatografia de quelagio com Ni2" (Buschiazzo et
al., 1996) e eluidas separadamente em um gradiente de imidazol (0-1M). A fragdo obtida foi
dializada em tampao Tris-HCIl, 20 mM pH 7,8 e submetida a cromatografia de troca i6nica
em colunas Mono-Q e Mono-S, apos eluicdio em um gradiente de NaCl (0-1M). A
homogeneidade das preparagdes enzimaticas foi verificada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (12 %) na presenca de SDS. Apo6s a purificacdo, a TSa e a TSi foram aplicadas
em uma coluna de polimixina-B imobilizada em agarose (Sigma), esterelizadas em filtros

(0,22 um) e estocadas em tampao Tris-HC1 20 mM pH 7,8 a4° C.

3.4. Tratamento de camundongos com TSa e TSi

Os camundongos Balb/c foram divididos em 8 grupos, contendo 7-10
animais/grupo. Grupo 1: camundongos normais (N); Grupo 2: camundongos normais
tratados com TSi (NTSi); Grupo 3: camundongos normais tratados com TSa (NTSa);
Grupo 4: camundongos infectados (INF); Grupo 5: camundongos infectados tratados
com TSi (ITSi); Grupo 6: camundongos infectados tratados com TSa (ITSa), Grupo 7:
camundongos infectados tratados com TSa e TSi (1:1). As enzimas foram administradas

na concentracdo de 30 ug por via endovenosa 1 h antes da infec¢do, assim como no 1° e
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2° dpi. Os grupos correspondentes aos controles (1 e 4) foram tratados com PBS, o
veiculo de administragdo das enzimas. Os camundongos foram sacrificados no 8° ou 15°
dpi. A secrecdo espontanea de citocinas por células T esplénicas, bem como as
caracteristicas fenotipicas das células T presentes no tecido cardiaco e bago de cada
grupo experimental, foram analisadas por ELISA, histopatologia, imunohistoquimica e

citometria de fluxo como descrito nos itens posteriores.

3.5 Ensaio da atividade trans-sialidasica no plasma de camundongos Balb/c

A reagdo de trans-glicosilagdo para acido sidlico foi determinada pela formacgao
de sialil-['*C-lactosamina] a partir da mistura reacional contendo 10 ul do plasma de
camundongos N ou NTSa e INF ou ITSa em 1 mM de sialillactose e 0,4 nM ['*C-
lactosamina] em 10 uL de Tris/HCI 20 mM pH 7,2. Apds incubacdo a temperatura
ambiente, a reacdo foi finalizada pela adigdo de 1 mL de agua destilada. O produto
radioativo sialilado foi purificado por cromatografia em coluna de 1 mL de DOWEX
1X8, equilibrada com 4gua destilada. '*C-lactosamina foi eluida com 20 mL de 4gua ¢ a
sialil-["*C-lactosamina] ligada a coluna foi eluida com 3 mL de acetato de amonio 0,8

M e quantificada por cintilagao liquida.

3.6. Coleta e marcacéao de linfocitos para citometria de fluxo

O coracgao coletado foi cortado com o auxilio de um bisturi, em fragmentos
de 1-2 mm em solugdo salina a 4 °C. Os fragmentos foram submetidos a 4 ciclos de
digestdo com colagenase IV, 0,2 % por 15 min em banho maria a 37 °C. As células
esplénicas foram obtidas ap6s maceracdao do baco com o auxilio de um émbolo de
seringa estéril. As células isoladas foram centrifugadas a 300 xg durante 10

minutos, e transferidas para R10 (RPMI suplementado com 2 mM glutamina, 10
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ng/ml gentamicina, I mM piruvato de sédio e 10 % de soro fetal bovino (SFB)). Apos
estas etapas, as células foram incubadas em RPMI, suplementado com 10 % de
soro de camundongo e 3 % de SFB inativado, durante 15 min em banho de gelo
para o bloqueio de receptores para a por¢ao Fc de imunoglobulinas G (FcyR).
Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2, seguindo-se
de anticorpos monoclonais fluorescentes. Para as analises fenotipicas, foram feitas
marcacgoes triplas nos esplendcitos totais, sendo os anticorpos direcionados contra
ambos subsets (0-CD4'-PE e a-CD8'-APC) incubados em associacdio com o
marcador de ativagdo a-CD44-FITC a 4° C durante 30 minutos. Para as analises
glicofenotipicas, as células T foram marcadas com os anticorpos direcionados
contra ambos co-receptores (a-CD4 -PE e a-CD8 -APC), em associagdo com as
lectinas peanut agglutinin (PNA) ou Maackia amurensis 1 (MAA 1), que reagem
respectivamente, com o0s epitopos sacaridicos (Galpfl,3GalNAc-x) e
(SA02,3Galp1,4GlcNAc). Para monitorar os eventos apoptoticos das células T, os
esplendcitos de camundongos Balb/c selvagens (WT) ou gl/d (deficientes para o ligante
de FAS) foram incubados com os mesmos anticorpos direcionados contra células T
descritos acima (a-CD4"-PE ¢ a-CD8"-APC) em associagdo com Anexina-V-FITC
durante 20 min a 4° C em solucdo salina contendo 5 mM de CaCl,. As células que
foram marcadas com anticorpos (aCD4, aCDS8, aCD44) e/ou com as lectinas
(PNA, MAA 1) fluorescentes foram lavadas 2 vezes em PBS e fixadas em
paraformaldeido 1 %. J4 as células que foram tratadas com Anexina V-FITC, foram
imediatamente analisadas por citometria de fluxo ap6és o tempo de incubagdo. As
c¢lulas foram adquiridas em FACScalibur (Becton e Dieckson) e as analises feitas
em regides morfoldgicas especificas, definidas através das marcacdes celulares e

fenotipicas desejadas. Todos os anticorpos monoclonais utilizados foram obtidos
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da Pharmingen (BD PharMingen, San Jose, CA, USA). As lectinas utilizadas para
verificar o perfil glicofenotipico dos linfocitos T foram obtidas da Vector (Vector,

USA). Os dados foram analisados no programa WinMDI versao # 2,8.

3.7. Histopatologia

O coragdao foi removido, embebido em meio de congelamento tissular
(Tissue Tek, USA), secionado com o auxilio de um criostato em cortes de 6 pum,
que foram colocados em laminas contendo poli-L-lisina e fixados durante 20 min
em formol tamponado pH 7,2. As laminas foram coradas com hematoxilina e
eosina (H&E) e analisadas em microscopio Optico de campo claro para a avaliagdo
de parametros parasitologicos (dos Santos et al., 2001). Foram analisados, pelo
menos, 100 campos de quatro animais em cada grupo (1 campo = 0.159 mm?®) em
microscopio de campo claro, num aumento de 400x, sendo quantificado o numero

de células inflamatdrias, bem como o nimero de ninhos de amastigota por campo.

3.8. Imunohistoquimica

As andlises imunohistoquimicas foram realizadas como descrito por
Gongalves ¢ colaboradores (2006). O coragdao foi removido, embebido em meio
de congelamento tissular (Tissue Tek, USA), secionado com o auxilio de um
criostato em cortes de 6 um. Os cortes foram colocados em laminas contendo
poli-L-lisina e fixados com acetona durante 20 min. Posteriormente, os cortes
foram lavados 5 vezes com PBS e bloqueados com Fc block (PBS suplementado
com BSA, 5 % final) durante 20 min. As laminas foram incubadas overnight com
anticorpos monoclonais anti-mouse direcionados contra marcadores de células T

(a-CD4" ¢ a-CD8" - BD PharMingen, San Jose, CA, USA). Posteriormente, as
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laminas foram lavadas com PBS-Tween, 0,25 % e incubadas com anticorpos
biotinilados anti-IgG de rato (Vector, USA) por 60 min. Apds 10 min de lavagem
com PBS foi feita a incubagdo por 45 minutos com estreptoavidina conjugada a
peroxidase (Vector, USA), seguido-se de lavagem com PBS por 10 minutos. A
revelagdo foi feita com diaminobenzidina (DAB). As analises imunohistoquimicas
foram realizadas como descrito acima, pela contagem de células T CD4" ¢ T CD8"
infiltrantes do tecido cardiaco em todos os grupos experimentais decritos no item

3.4.

3.9. Parasitemia e mortalidade

A contagem de tripomastigotas sanguineos em todos os experimentos foi
realizada do 6° ao 10° dpi, pelo método de Pizzi-Brenner, sendo observada e
quantificada, diariamente, a mortalidade cumulativa dos camundongos durante a

infec¢do (Saraiva et al., 2002).

3.10. Bioquimica sérica

Utilizamos a atividade da creatina quinase sérica, isotipo cardiaco (CK -
MB) como indicativo da destruicdo de fibras cardiacas (de Souza et al., 2000). A
enzima catalisa a fosforilagdo da creatina, gerando fosfocreatina e ADP além de
outros produtos finais como D-ribose-5-Fosfato, CO, e NADPH. O aumento dos
niveis de NADPH foi determinado em espectrofotometro num comprimento de
onda de 340 nm. As leituras foram feitas com 5 pl de plasma de cada
camundongo associado a 125 pul do reagente de trabalho fornecido pelo fabricante

(Merck Labs). O plasma dos animais foi coletado no 8° e 15° dpi, e o grau da
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lesdo no tecido cardiaco dos animais infectados foi determinado pelo aumento da

atividade CK quando comparado a atividade obtida nos animais normais.

3.11. PCR em tempo Real

A quantificacdo do DNA de 7. cruzi no tecido cardiaco de camundongos Balb/c
infectados foi realizada utilizando-se a técnica de PCR em tempo real conforme descrito
anteriormente (Cummings & Tarleton, 2003). As curvas-padrao foram confeccionadas
utilizando-se o0 DNA de 7. cruzi (American Type Culture Collection - 30266D).

O DNA gendmico foi obtido a partir da digestdo de fatias finas (2 mm) do tecido
cardiaco dos animais infectados. O tecido foi dissolvido com 150 ul de tampao de lise
alcalina (NaOH 25 mM, Na, -EDTA 2 H,0 0,2 mM) apos aquecimento a 95 °C por 1 h.
Posteriormente, o material foi resfriado durante 20 min a 4 °C, sendo adicionado 150 pl
do tampao de neutralizacdo (Tris-HCl 40 mM) para cada amostra. As amostras foram
centrifugadas a 8500 xg durante 20 min e o sobrenadante contendo o DNA total foi
dosado em espectrofotdometro GeneQuant RNA/DNA Calculator (Biochrom, RU) a 260
e 280 nm, ap6s diluicdo 1:1000. As reacdes foram feitas utilizando-se 0,1 pug de DNA

total de cada amostra, calculadado a partir da seguinte equagao:

[DNA]= leitura em 260nm x 50 x fator de diluicdo = pg/pl
1000

As reagdes foram realizadas em placas de 96 pocos- MicroAmp® Optical 96-
Well Reation Plate with Barcode, cobertas com adesivos Opticos- Optical adhesive
Covers (Applied Biosystems, RU) e processadas pelo ABI Prism 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, RU) do Departamento de Bioquimica e

Imunologia/ICB-UFMG.
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As curvas—padrao atuaram como controles positivos de cada placa e dois pogos
contendo agua destilada ao invés de DNA de 7. cruzi foram os controles negativos.

As condigdes o6timas da PCR foram as seguintes: uma desnaturacao inicial a
95°C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de 95° C por 15 seg € 60° C por 1 minuto
(Murta et al., 2006). Ao final das reacdes, a temperatura da maquina foi elevada
gradualmente, até que todas as fitas duplas de material amplificado se dissociassem.

As reagdes foram feitas em um volume final de 25 pl contendo: 5 ul de DNA
total (0.1 pg); 2,5 ul de Syber buffer 10x; 3 pl de MgCl, 25 mM; 2 pl de dNTP (10
mM) e 0,1 pl de AmpliTaq Gold® 5 U/ul, 1,0 ul dos primers forward e reverse,
especificos para mini-circulos de 7. cruzi. (Applied Biossystems, RU). O volume final
foi completado com 4gua livre de RNAse/DNAse. Os primers utilizados foram os
seguintes: Forward (GCTCTTGCCCACAMGGGTGC), sendo M = A ou C (S35-
forward) e reverse (CCAAGCAGCGGATAGTTCAG) (S36-reverse).

Para a quantificagdo do nimero de moléculas de cDNA nas amostras em estudo,
foi usado o programa Sequence Detection System, que determina para cada poco o
numero de ciclos em que a fluorescéncia cruza uma linha limiar arbitraria chamada
threshold (Ct). Por comparacao ao Ct das amostras com concentragdes conhecidas da
curva-padrdo, o programa automaticamente calcula o nimero de moléculas nas

amostras desconhecidas.
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3.12. Ensaio de citotoxicidade in vitro

A indugdo e quantificagdo da atividade citotoxica in vitro foi realizada utilizando
células T CD8" especificas para o peptideo IYNVGQVSI, presente em proteinas
pertencentes a familia da TS, que sabidamente apresenta uma imunodominancia durante
a infeccdo chagasica experimental (Martin et al., 2006). Este peptideo foi gentilmente
cedido pelo professor Mauricio Martins Rorigues da Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP). As células T CD8" foram purificadas de acordo com as instru¢des descritas
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) a partir de esplenocitos totais de camundongos
Balb/c infectados ou ndo com o 7. cruzi (cepa Y). No 15° dpi, os eritrocitos foram
depletados utilizando o tampdo de lise (0.15M NH4Cl, ImM KHCO;, 0.1IMm Na
EDTA, pH 7.2-7.3). Fragdes enriquecidas de células T foram obtidas a partir da
passagem de esplendcitos de camundongos infectados ou ndo em colunas de nylon
como descrito previamente (Freire-de-Lima et al., 2000). As células T CD4" e os
linfocitos B foram depletados por selecdo negativa usando a-CD4 " e a-B220" marcados
com FITC (BD PharMingen, San Jose, CA, USA) em associacdo com particulas
magnéticas conjugados com a-FITC (Miltenyi Biotec). As células T CD8" foram entdo
purificadas da fragdo ndo ligada por selegdo negativa. O grau de pureza foi superior a 98
%, sendo quantificado por citometria de fluxo como descrito no item 3.5 utilizando o
anticorpo monoclonal a-CD8-APC. Parte das células T CD8 (2,0 x 10) purificadas de
camundongos infectados (PNA"") tornaram-se PNA"Y a partir da resialilagio usando
fetuina (0.1 mg/mL") como molécula doadora de 4cido sidlico na presenga de 0.05
unidades da TSa durante 30 min a 37° C. Ap0s a incubagdo, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e o glicofenoétipo foi verificado por citometria de fluxo utilizando a

lectina PNA como descrito acima.

41



Células da linhagem A20J foram utilizadas como células alvo. Tais células
foram divididas em 2 popula¢des e marcadas com o corante vital CFSE (Molecular
Probes) nas concentragdes de 1,0 e 10 uM durante 15 minutos a 37° C em PBS pré-
aquecido. A populacdo marcada com 10 uM tornou-se populacdo alvo apos ser pulsada
com 2,0 uM do peptideo [IYNVGQVSI por 40 min a 37° C. As células pulsadas com 1,0
uM foram utilizadas como populagdo controle. Tais células foram incubadas em placas
de 24 pogos em R10 numa concentracdo de 2 x 10° células por pogo (1 x 10° CFSE""/1
x 10° CFSE™") durante 24 horas na presenca de células T CD8" de camundongos ndo
infectados (PNAoy), infectados (PNA™E") ou resialilados (PNA'Y). O volume final de
cada poco foi de 0,5 mL™'. Este experimento foi realizado utilizando diferentes
proporg¢des de células alvo (10 pM CFSE + peptideo) e células T CDS8" respondedoras
(1:1; 1:10; 1:20 e 1:30). Ap6s 20 h, as células foram coletadas e fixadas com PFA 1%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apds uma lavagem com PBS, as células
foram entdo ressuspensas em PBS suplementado com 3% de SFB. As populagdes de
linfocitos CFSE™ e CFSE™®" foram detectadas via citometria de fluxo, usando o
FACScalibur (Becton e Dieckson) e analisadas com o software WinMDi versado # 2,8.
A porcentagem de lise especifica para o peptideo foi calculada utilizando a seguinte
formula: % de lise = 1 — (%CFSE™" infectado /%CFSE"" infectado) / (%CFSE™¢"

normal /%CFSE™" normal) x 100.

3.13. Ensaio de citotoxicidade in vivo

O ensaio de citotoxicidade in vivo foi realizado conforme descrito previamente
(Tzelepis et al., 2008). Suspensdes de células foram preparadas do bago de
camundongos Balb/c normais. Os eritrocitos foram lisados usando tampao de lise

(0.15M NH4Cl, ImM KHCO;, 0.1IMm Na EDTA, pH 7.2-7.3). Depois de duas
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lavagens com RPMI, as células foram ressuspensas em R10. A viabilidade das células
foi avaliada utilizando o corante Azul de Tripan (0.01% final) como discriminante entre
células vivas e mortas. A concentragdo das células foi estimada em camara de

low

Neubauer. Metade dos esplenocitos foram corados com 1 uM (CFSE™") e a outra

metade com 10uM (CFSE"®") de CFSE (Molecular Probes) como descrito no item
anterior. Apos centrifugagdo, as células foram ressuspensas em R10 e as células alvo
(CFSE"") foram pulsadas com 2,0 pM do peptideo [YNVGQVSI como descrito acima.
Ambas populagdes de CFSE foram misturadas na concentragdo de 1:1, centrifugadas a
270 xg, ressuspensas em RPMI e injetadas intravenosamente (via retro-orbital) em
camundongos BALB/c infectados e tratados ou ndo com a Tsa e TSi, numa
concentragdo de 1-2 x10” células/camundongo. Depois de aproximadamente 20 h, o
baco dos camundongos que receberam as células marcadas foi retirado e as suspensodes
de células fixadas em PBS contendo paraformaldeido 1% por 5 min. Apds uma lavagem
com PBS, as células foram adquiridas usando o FACScalibur (Becton e Dieckson) e
analisadas com o software WinMDi versdo # 2,8. A porcentagem de lise especifica para

o peptideo foi determinada como descrito acima

3.14. Elisa para deteccdo de IL-4 e INF-y em culturas de células T esplénicas

Placas de 96 pogos (Nunc) foram sensibilizadas com 100 pl/ pogo (4 pg/mL) dos
anticorpos de captura (Santa Cruz) e incubadas overnight a 4° C. Os pogos foram
lavados 2 vezes com PBS pH 7,2; TWEEN-20 0,025 % (PBS/ TWEEN) e bloqueados
com PBS suplementado com 10% de SFB (PBS/ 10 % SFB) num volume de 200 pl/
poco. As placas foram deixadas em repouso por 2 h a 37° C e lavadas 3 vezes com PBS/
TWEEN. Posteriormente, foram adicionados aos pogos, os padroes diluidos em PBS/

10% SFB e 50 ul dos sobrenadantes das culturas de células T esplénicas dos grupos N,
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INF, ITSi, ITSa, ITSa/ITSi (1:1) e ITSa/ ITSi (1:3), que foram purificadas como
descrito previamente (Freire-de-Lima et al., 2000). As placas foram cobertas e
incubadas overnight a 4° C. Apds lavar as placas 4 vezes com PBS/ TWEEN, 100 ul (4
ug/ mL), os anticorpos de deteccdo (Santa Cruz) foram adicionado aos pogos. As placas
foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente ¢ lavadas 6 vezes com PBS/
TWEEN. Posteriormente, foram adicionados em cada pogo 100 pl de estreptoavidina-
fosfatase alcalina (1 pg/mL) diluida em PBS suplementado com 10% de SFB. As placas
foram incubadas por 3 h a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram
lavadas 8 vezes com PBS/TWEEN e foram adicionados em cada poco, 100 pl da
solucdo 1,0 mg/mL do substrato 4cido bis-azina etil benzotiazolino sulfonico (Sigma)
diluido em em Tris 20 mM, MgCl, 100 mM. As leituras foram realizadas em leitor

Beckman Coulter AD 340 com filtro de 405 nm.
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4. Resultados

4.1. Obtencao das formas ativa (TSa) e inativa (TSi) da trans-sialidase do T. cruzi

Os efeitos da TS em células T foram estudados utilizando ambas as formas da
enzima recombinante contendo a por¢do SAPA no C terminal, obtidas a partir de E. coli
(MC 1061) eletrotransformada, contendo o gene da TSa (TSREP.C no vetorTrcHisA)
ou da TSi (Tyr342-His no vetor TrcHisA). A figura 7 mostra a pureza das proteinas
recombinantes, sendo observada uma banda caracteristica de 90 kDa referente as

enzimas, em gel de poliacrilamida 12 % sob condi¢Ges desnaturantes.

TSi TSa

. <— 90 kDa

Figura 7. SDS-PAGE da TSa e TSi recombinante. A enzima foi purificada conforme
descrito em materiais e métodos, e 10 pg de proteina foi submetido a eletroforese em
SDS-PAGE 12 % e corada com Coomassie Blue. P: padrio de massa molecular, as
setas indicam os marcadores de massa molecular.
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4.2. Efeitos da TSa e TSi na parasitemia e sobrevida de camundongos infectados
pelo T. cruzi

Visando avaliar o efeito da TSa e TSi durante a infec¢do pelo 7. cruzi,
camundongos Balb/c foram tratados com a TSa (ITSa) ou TSi (ITSi), e infectados com
10* tripomastigotas sanguineos (cepa Y). O grupo somente infectado (INF) recebeu
PBS, que foi o veiculo de administracdo da enzima por via endovenosa. A figura 8
mostra que no 8° dia pds infec¢do (dpi) foi observado um aumento significativo no
numero de tripomastigotas sanguineos no grupo ITSa (Fig. 8A, barras pretas), quando
comparado ao grupo INF (Fig. 8A, barras brancas). Nao foi observada nenhuma
diferenca significativa entre os grupos INF e ITSi (Fig. 8A, barras riscadas). Além
disso, camundongos ITSa apresentaram morte precoce quando comparado aos
camundongos do grupo INF (Fig. 8B). De maneira surpreendente, os animais do grupo
ITSi apresentaram a meia vida aumentada em relacdo ao grupo INF (Fig. 8B). Em 1995,
Chuenkova & Pereira, também demonstraram que a administracdo de anticorpos
monoclonais direcionados contra a por¢cdo N-terminal, onde estd localizado o dominio
catalitico da enzima diminuiu, significativamente, a invasdo do parasita além de
aumentar a sobrevida dos camundongos infectados. Desta maneira, os resultados
obtidos com a TSi (Fig. 8, barras riscadas) estdo de acordo com os dados descritos por
Chuenkova e Pereira (1995), confirmando que a atividade enzimatica de proteinas
pertencentes a familia TS estd diretamente relacionada a sua viruléncia.

TSa e TSi apresentam sitios conservados de ligagdo para a2-3 AS e BGalp
(Cremona et al., 1999; Todeschini et al., 2004), sugerindo que ambas proteinas
poderiam competir in vivo pelos mesmos sitios de ligagdo durante a infec¢do chagasica
experimental. Para testarmos esta possibilidade, analisamos os efeitos biologicos

desencadeados quando a TSa e TSi sdo administradas juntamente durante a infec¢do
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pelo T. cruzi in vitro e in vivo. Como pode ser observado na figura 9, quando a TSi foi
co-injetada na mesma concentragdo que a TSa (1:1), o efeito bioldgico desencadeado
pela atividade enzimatica observado anteriormente (Fig. 8 A) foi comprometido (Fig. 9
A). Além disso, no 8° dpi, a secrecdo espontanea de citocinas (IL-4 e INF-y) por células
T esplénicas no grupo tratado com TSi e TSa (1:1) retornou ao padrdo normal

observado no grupo INF.
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Figura 8. TSa aumenta a viruléncia do T. cruzi em camundongos Balb/c infectados.
Grupos de 10 animais foram tratados com 30 pg de TSi (barras riscadas) ou TSa (barras
negras) 1 hora antes da infec¢@o, assim como nos dias 1 e 2 pos-infeccdo. O grupo nao
tratado (barras brancas) recebeu 100 ul de PBS por via endovenosa, uma vez que este
foi o veiculo de administragdo das enzimas. (4) A parasitemia foi quantificada pelo
método de Pizzi e Brener do 6° ao 10° dia (*, valores significativos em relacdo aos
grupos INF e ITSi, p < 0.05). Figura representativa da média de 5 camundongos por
grupo. (B) A sobrevida dos camundongos INF (Q), ITSi (O) e ITSa (®) foi
acompanhada até o 30° dpi. Figura representativa de 10 camundongos por grupo.
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Figura 9. A TSi reverte os efeitos induzidos pela TSa. Camundongos Balb/c foram
infectados e tratados com PBS (INF) ou com TSi (ITSi) ou TSa (ITSa) como descrito nos
materiais € métodos. (4), A parasitemia foi realizada do 6° ao 10° dpi (* valores significativos
em relagdo aos grupos INF e ITSi, p < 0.05); (**, valores significativos em relagdo ao grupo
ITSa, p < 0.05). Figura representativa da média de 6 camundongos por grupo. (B), No 8° dpi,
parte dos camundongos foi sacrificado e a secregdo espontanea de citocinas (IL-4 e INF-y) por
células T esplénicas foi acessada por ELISA (*, valores significativos em relagdo ao grupo N, p
< 0.05); (** valores significativos em relagdo aos grupos INF e ITSi, P < 0.01); (***, valores
significativos em relacdo ao grupo ITSa, p < 0.01). Figuras representativas da média de 3
camundongos por grupo.
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4.3. Efeitos da TSi e TSa na carga parasitaria do tecido cardiaco de camundongos
infectados pelo T. cruzi

Os ensaios histopatologicos revelaram que o tratamento de camundongos
normais com a TSa (NTSa) e TSi (NTSi) ndo comprometeu a viabilidade do tecido
cardiaco. Nestes grupos, o tecido cardiaco de cada animal apresentou sua caracteristica
tipica, com a presenca de raros leucocitos infiltrantes (dados ndo mostrados). Contudo,
entre os grupos infectados (Fig. 10 A) foi possivel observar um aumento significativo
no numero de ninhos de amastigota (setas) por area (0,159 mm?) no grupo ITSa, quando
comparado aos camundongos dos grupos INF e ITSi (Fig. 10 A). O grafico embutido na
figura 10 A ilustra o numero de ninhos de amastigota quantificados no tecido cardiaco
dos grupos experimentais. Como pode ser observado (grafico, Fig. 10 A), o tecido
cardiaco do grupo ITSa (barras pretas) apresentou 3,6 vezes mais ninhos de amastigota,
do que o grupo INF (barras brancas). Nenhuma diferenca significativa foi observada
entre os grupos INF (barras brancas) e ITSi (barras riscadas). As analises realizadas pela
técnica de real time PCR corroboraram os dados de parasitemia e histopatologia, sendo
observado uma maior concentragdo de DNA parasitario no tecido cardiaco dos animais
ITSa (Fig. 10 B, barras pretas). Nao houve diferenga significativa entre os grupos INF

(Fig. 10 B, barras brancas) e ITSi (Fig. 10 B, barras riscadas).
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Figura 10. Camundongos infectados e tratados com TSa apresentam um aumento no
numero de ninhos de amastigota por area e maior concentracdo de DNA do T. cruzi
no tecido cardiaco. Camundongos Balb/c foram infectados, e tratados com PBS (INF) ou
com TSi (ITSi) ou TSa (ITSa) como descrito nos materiais € métodos. (4) No 15° dpi,
metade do tecido cardiaco foi processado para a realizagdo de andlises histopatologicas,
visando quantificar o nimero de ninhos de amastigota (setas) (*, valores significativos em
relacdo aos grupos INF e ITSi, p < 0.05) Figura representativa da média de 7 camundongos
por grupo. (B) A outra metade do tecido cardiaco foi digerida com solugdo de lise alcalina
para a obtencdo do DNA gendmico total, que foi utilizado em reagdes de real time PCR
para quantificar a concentracdo de DNA parasitario no tecido cardiaco de cada grupo
experimental (*, valores significativos em relacdo ao grupo N, p < 0.05) (**, valores
significativos em relacdo aos grupos INF e ITSi, p < 0.01). Figura representativa da média
de 3 camundongos por grupo.
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4.4. Avaliacao dos efeitos da TSa e TSi no trafego de células T in vivo

Visando evidenciar os efeitos desencadeados pela TSa e TSi no trafego de
células T para o tecido cardiaco, camundongos Balb/c normais e infectados foram
tratados com PBS (N, INF) ou com TSi (NTSi, ITSi) ou TSa (NTSa, ITSa), e o grau de
infiltragdo de ambas as populacdes de células T foi avaliado por imunohistoquimica
utilizando anticorpos monoclonais direcionados contra células T CD4" e T CD8". A
figura 11 A ilustra as marcagdes para células T CD4" e T CD8" nos grupos INF, ITSi e
ITSa. Como pode ser observado, o tecido cardiaco do grupo ITSi, mas ndo ITSa
apresentou uma redugdo marcante no niumero de células T CD4" ¢ T CD8" quando
comparado aos grupos INF e ITSa (Fig. 11 B). Esses valores foram obtidos a partir da
contagem de 100 campos (0,159 mm?) de cada animal em cada grupo experimental.
Nenhuma alteracao foi observada entre os camundongos dos grupos N, NTSi e NTSa
(dados nao mostrados). A hipotese de que a TSi estaria comprometendo o trafego de
células T para o tecido cardiaco de camundongos infectados foi fortificada pelos dados
obtidos durante as analises realizadas por citometria de fluxo (Fig. 12), uma vez que, o
grupo ITSi apresentou uma redu¢ao marcante do nimero absoluto de ambas populagdes
de células T infiltrantes no tecido cardiaco (Fig. 12 B e 12 C). Esse fendmeno pode ser
observado com mais clareza na figura 11 D, onde se observa uma reducao consideravel
do nimero de células presentes na regido especifica de linfocitos no grupo ITSi, quando
comparado aos grupos INF e ITSa (Fig. 11 D). Contudo, nenhuma alteracio no
percentual de células T CD4" e T CDS8" foi observada entre os grupos estudados (Fig.

12 A).
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Figura. 11: A TSi compromete o trafego de células T CD4" e T CD8" para o tecido
cardiaco de camundongos infectados. Camundongos Balb/c foram infectados e
tratados com PBS (INF) ou com TSi (ITSi) ou TSa (ITSa). (4) No 15° dpi, o tecido
cardiaco dos animais de cada grupo experimental foi processado para a realizacdo de
analises imunohistoquimicas, utilizando anticorpos monoclonais direcionados contra
células TCD4" ¢ TCDS". (B) Média de células TCD4" e TCDS8" obtidas a partir da
contagem de 100 campos (0,159 mm?) capturados de maneira aleatoria (*, valores

significativos em relagdo aos grupos INF e ITSa, p < 0.05).
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Figura 12. Camundongos ITSi apresentam uma reducdo do numero absoluto de
células T infiltrantes no tecido cardiaco. Camundongos infectados foram tratados
com PBS (INF) ou com TSi (ITSi) ou TSa (ITSa). No 15° dpi, os animais foram
sacrificados e o tecido cardiaco digerido com colagenase IV (0,2 %) para a obtencao
dos leucdcitos infiltrantes. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais
fluorescentes direcionados contra células T CD4" e T CDS8", sendo o percentual (4) e o
nimero absoluto de células T CD4" (B) e T CD8" (C) determinados por citometria de
fluxo. As células foram adquiridas em FACScalibur (Becton e Dieckson) e as analises
feitas em regides morfologicas especificas, definidas através das marcacgdes celulares
desejadas. A figura D ilustra a regido de linfocitos (R1) referente aos grupos infectado
(INF), infectado tratado com TSi (ITSi) e infectado tratado com TSa (ITSa).
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4.5. Efeito da TSi e TSa no dano de fibras cardiacas em camundongos infectados

Na tentativa de avaliar o grau de destruicdo das fibras cardiacas, camundongos
Balb/c foram divididos em 6 grupos (N, NTSi, NTSa, INF, ITSi e ITSa), e a atividade
plasmatica da creatina cinase (CK) foi verificada no 8° ¢ 15° dia experimental. No §°
dpi, ndo foi possivel detectar nenhuma diferenca na atividade CK entre os grupos
normais (N, NTSi e NTSa) e infectados (INF, ITSi e ITSa) (dados ndo mostrados).
Todavia, como pode ser observado na figura 13, no 15° dia, o grupo ITSi apresentou
uma reducdo marcante desta atividade quando comparado aos grupos INF e ITSa,
justificando os resultados obtidos durante as andlises realizadas por citometria de fluxo
(Fig. 12) e imunohistoquimica (Fig. 11), onde foi observado uma reducdo do nimero de
células T CD4" ¢ T CD8" infiltrantes no tecido cardiaco dos camundongos ITSi. Apos
15 dias de tratamento, nenhuma diferenga significante da atividade CK foi observada

entre os grupos N, NTSi e NTSa (Fig. 13).
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Figura 13. Camundongos Balb/c infectados apresentam uma diminuicdo da
atividade plasmatica da CK apds o tratamento com TSi. As analises obtidas por
citometria de fluxo e por imunohistoquimica revelaram que camundongos infectados
tratados com a TSi apresentaram uma redu¢do do niimero de células inflamatdrias no
tecido cardiaco quando comparado aos grupos I e ITSa. Para validar esta hipdtese, o
aumento da atividade CK (indicativo da destruicdo de fibras cardiacas) foi verificado
nos grupos: normal (N), normal tratado com TSi (NTSi), normal tratado com TSa
(NTSa) infectado (INF), infectado tratado com TSi (ITSi) e infectado tratado com TSa
(ITSa). No 15° dpi os camundongos de cada grupo experimental foram sacrificados ¢ o
plasma, obtido apds a centrifugacdo (1500 xg) do sangue coletado por puncdo cardiaca,
foi utilizado para a realizagdo das reagdes em espectrofotdmetro num comprimento de
onda de 340 nm. As leituras foram feitas com 5 pl de plasma de cada camundongo
associado a 125 pl do reagente de trabalho fornecido pelo fabricante (Merck Labs). O
grau da lesdo no tecido cardiaco dos animais infectados foi determinado pelo aumento
da atividade CK quando comparado a atividade obtida nos animais normais. (*, valores
significativos em relagdo aos grupos N, NTSi, NTSa e ITSi, p < 0.01). (**, valores
significativos em relagdo aos grupos N, NTSi e NTSa, p < 0.05). Grafico representativo
da média de 7 camundongos por grupo.
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4.6. Avaliacdo dos efeitos pro-apoptoticos da TSa em células T de camundongos
deficientes para o ligante de FAS (FASL™)

Visando analisar o perfil de células T esplénicas nos grupos estudados (N, NTSi,
NTSa, INF, ITSi e ITSa), as populagdes de leucdcitos esplénicos foram marcadas com
anticorpos direcionados contra células T CD4" ¢ T CD8" e analisados por citometria de
fluxo. Os resultados obtidos demonstraram que apds 15 dias, ndo ocorreu alteragdo no
percentual de ambas as populagdes de células T (CD4/CDS8") entre os grupos normais
(N, NTSi e NTSa) e infectados (INF, ITSi e ITSa) (Fig. 14 A), corroborando os dados ja
descritos na literatura (Gao et al., 2002). Contudo, a inje¢ao de TSa em camundongos
normais (NTSa) promoveu a de-sialilagdo das glicomoléculas de superficie em células
T, uma vez que tais células apresentaram-se mais sensiveis a marcacdo com PNA (Fig.
14 B) quando comparado as células T de camundongos nao tratados (N). Como descrito
previamente (Leguizamon et al., 1999; Mucci et al., 2002, 2005, 2006), apds trés dias
de tratamento, a TSa induziu a apoptose de células T esplénicas em camundongos
Balb/c selvagens (WT) (Fig. 15), um evento caracteristico da fase aguda da infec¢do
chagasica (Lopes et al., 1995). Este fendmeno mostrou-se dependente da via classica
(FAS/FASL), uma vez que camundongos deficientes para o ligante de FAS (gld)

mostraram-se resistentes ao tratamento com TSa (Fig. 15).
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Figura. 14: TSi e TSa ndo alteram a percentagem de celulas T esplénicas em
camundongos normais e infectados. Camundongos normais e infectados foram
tratados com TSi (NTSi e ITSi) ou TSa (NTSa e ITSa). Os grupos controles (N, INF)
foram tratados com PBS, que foi o veiculo de administracao das enzimas. No 15° dia, os
camundongos foram sacrificados, os bagcos macerados e os leucocitos esplénicos totais
obtidos apds a lise das hemacias por choque hipotonico. Os leucdcitos totais foram
marcados com anticorpos monoclonais fluorescentes direcionados contra células T
CD4" e T CD8" em associacdo com PNA como discriminte de células de-sialiladas. (4),
percentual de células T em camundongos normais (N, NTSi e NTSa) e infectados (INF,
ITSi e ITSa) tratados (NTSi e NTSa) ou ndo (N e INF) com TSi e TSa. (B),
sensibilidade de células T CD4" e T CD8" de camundongos normais tratados (NTSa) ou
nao (N) com TSa. As células foram adquiridas em FACScalibur (Becton e Dieckson) e as
andlises feitas em regides morfologicas especificas, definidas através das marcagdes
celulares e fenotipicas desejadas.
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Figura 15. TSa induz a apoptose de células T CD4" e T CD8" esplénicas em
camundongos Balb/c selvagens, mas ndo em animais deficientes para o ligante de
FAS. Camundongos Balb/c selvagens (WT) ou deficientes para o ligante de FAS (gld)
foram tratados com TSa (WT TSa, gld TSa) ou PBS (WT, gld) como descrito nos
materiais € métodos. Apos 72 horas de tratamento os camundongos foram sacrificados,
os bacos macerados e os leucocitos esplénicos totais obtidos apos a lise das hemacias
por choque hipotdnico. A morte de células T CD4" e T CD8" foi quantificada por
citometria de fluxo, apdés a marcagdo dos esplendcitos totais com anticorpos
monoclonais fluorescentes direcionados contra células T CD4" e T CDS8" associados a
Anexina-V-FITC, como discriminante de células apoptoticas. As células foram
adquiridas em FACScalibur (Becton e Dieckson) e as andlises feitas em regides
morfoldgicas especificas, definidas através das marcacdes celulares e fenotipicas
desejadas. A percentagem de células positivas para Anexina-V em cada grupo
experimental estdo indicadas no respectivo quadrante. Figura representativa de 2
experimentos realizados com 3 camundongos por grupo.
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4.7. Células T CD8" de camundongos infectados e tratados com TSa apresentam
um glicofenétipo PNA""

Nos ultimos anos, tem sido demonstrado que apos a ativacao de células T, os
linfocitos passam a apresentar um glicofenétipo PNA™E"  devido a reducdo das
atividades a2-3 e a2-6 ST (Comelli et al., 2006; Amado et al., 2004; Chervenak &
Cohen, 1982). Baseado nestes dados seria plausivel imaginar, que as
asialoglicoproteinas presentes na superficie de células T ativadas poderiam atuar como
aceptores de AS numa reagdo catalisada pela TS do 7. cruzi presente no soro de
individuos infectados. Como pode ser observado na figura 16, tanto no 8° (Fig. 16 A)
quanto no 15° dpi (Fig. 16 B), enquanto grande parte da populagio de células T CDS"
de camundongos INF apresentavam um glicofenétipo PNA™" (histogramas pretos), as
células T CD8" de camundongos ITSa (histogramas cinzas) apresentavam niveis
similares de marcagio para PNA, quando comparados as células T CDS8" de
camundongos ndo infectados (N) (PNA™) (histogramas tracejados). Esse possivel
fendmeno de re-sialilagdio mostrou-se especifico para células T CD8", uma vez que
nenhuma diferenga marcante foi observada comparando os niveis de marcacdo para
PNA entre células T CD4" de camundongos INF e ITSa.

Na tentativa de determinar se a incorporagdo do AS ocorre na superficie de
células T CDS8" ativadas, células T CDS" de camundongos N, INF e ITSa foram
purificadas no 15° dpi por sele¢@o negativa como descrito no item 3.12 dos materiais e
métodos, e incubadas com a lectina fluorescente MAA II e com o anticorpo monoclonal
fluorescente direcionado contra o marcador de ativacdo CD44. Como esperado,
enquanto as células T CD8" de camundongos do grupo N apresentaram uma elevada
marcagdo para a lectina MAA (66,09 %) e uma baixa expressdo do marcador de

ativagdo CD44 (25,03 %) (Fig. 17 A), as células T CD8" de camundongos do grupo INF
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apresentaram um aumento na expressao de CD44 (53,70 %) e uma redugdo consideravel
da marcagdo para MAA (21,80 %) (Fig. 17 A). Entretanto, corroborando os resultados
obtidos pela marcagdo com a lectina PNA no 15° dpi (Fig. 16 B), os niveis de marcagao
para MAA em células T CD8" de camundongos ITSa foram similares (69,51 %) aos
observados em células T CD8" de camundongos N (66,09 %). Além disso, continuaram
expressando altos niveis de CD44 (51,46 %) (Fig. 17 A), um indicativo de que as
células foram re-sialiladas e permaneceram ativadas.

Visando determinar um possivel aceptor de AS na superficie das células T CD8"
de camundongos ITSa, foi utilizado o anticorpo monoclonal aCD43, clone S7, que
reage com a isoforma de baixo peso molecular (115 kDa) sialilada com o a2-3- AS. De
maneira surpreendente, enquanto a marcagio para oCD43 em células T CD8" de
camundongos INF foi reduzida no 15° dpi (Fig. 17 B, histograma preto), os niveis de
marcacdo para a sialomucina CD43 em células T CD8" de camundongos ITSa foi
restaurado (Fig. 17 B, histograma cinza), apresentando niveis de marcacdo semelhantes
as células T CD8" de camundongos ndo infectados (Fig. 17 B, histogramas

pontilhados).
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Figura 16. Glicomoléculas em linfécitos T CD8" ativados de camundongos 1TSa
apresentam um glicofenétipo PNA"". Camundongos Balb/c foram infectados
(histogramas pretos e cinzas) ou nao (histogramas pontilhados) e tratados com TSa
(histogramas cinzas) ou PBS (histogramas pretos). No 8° (4) e 15° (B) dpi, os
camundongos foram sacrificados, os bagos macerados e os leucdcitos esplénicos totais
obtidos apds a lise das hemacias por choque hipotonico. O glicofendtipo das células T
CD4" e T CDS8" foi acessado por citometria de fluxo utilizando anticorpos monoclonais
fluorescentes direcionados contra ambas as populagdes de células T (CD4/CDS") em
associacdo com a lectina PNA-FITC, como discriminante de glicomoléculas de-sialiladas.
As células foram adquiridas em FACScalibur (Becton e Dieckson) e as andlises feitas em
regides morfologicas especificas, definidas através das marcacgdes celulares e fenotipicas
desejadas. Histogramas pontilhados (N); Histogramas pretos (INF); Histogramas cinzas
(ITSa).
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Figura 17. A TSa re-sialila células T CD8" ativadas durante a infeccio pelo T.
cruzi. Camundongos Balb/c foram infectados (INF) ou ndo (N) e tratados (ITSa) ou
ndo com TSa. No 15° dpi, os animais foram sacrificados e as células T CD8" foram
purificadas por selegdo negativa como descrito nos materiais € métodos. (4) As células
T CD8" purificadas foram marcadas com a lectina fluorescente MAA II, que reage com
0 02-3 AS, com o marcador de ativagdo fluorescente CD44, (B) e com um anticorpo
direcionado contra a sialomucina CD43 (aCD43-FITC, clone S7), que reage
especificamente com a glicoforma de baixo peso (115 kDa), sialilada com o a2-3 AS.
As células foram adquiridas em FACScalibur (Becton e Dieckson) e as andlises feitas
em regides morfologicas especificas, definidas através das marcagdes celulares e
fenotipicas desejadas. (B) Histogramas pontilhados (N); Histogramas pretos (INF);
Histogramas cinzas (ITSa).
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4.8. A TS nativa do T. cruzi re-sialila glicomoléculas de superficie celular em
células T CD8" ativadas durante a infeccdo chagasica experimental

Estudos recentes tém demonstrado que apds a injecdo da enzima recombinante
por via endovenosa em diferentes concentragdes (0,5; 1,0; 5,0 e 10 pg) foi possivel
detectar a atividade trans-sialidasica no soro dos camundongos até 72 - 96 horas apos o
tratamento (Tribulatti et al., 2005). Visando avaliar se os efeitos descritos anteriormente
(Fig. 16 e 17) estariam sendo mediados pela TSa recombinante, a atividade trans-
sialidasica foi verificada pela quantificagdo da transferéncia do AS para o aceptor (C'*-
lactosamina) por cintilagcdo liquida, utilizando camundongos N, NTSa, INF e ITSa.
Como poder ser observado na figura 18, no 4° dia apds o primeiro tratamento (NTSa-4),
foi possivel observar uma redu¢do marcante (63,88 %) da atividade trans-sialidésica no
soro dos camundongos tratados quando comparado ao grupo NTSa-2 (2° dia apds o
primeiro tratamento). No 8° dia apds o primeiro tratamento, ndo foi possivel detectar
atividade enzimatica no soro dos camundongos normais tratados (NTSa-8). De maneira
surpreendente, no pico da parasitemia foi possivel observar um aumento significativo da
atividade trans-sialiddsica no soro de camundongos ITSa (ITSa-8), quando comparado
ao grupo INF (INF-8), sugerindo que os efeitos bioldgicos descritos anteriormente (re-
sialilagio de células T CD8") poderiam estar sendo mediados pela TS nativa do

parasito, em decorréncia do aumento da parasitemia.
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Figura 18. Quantificacdo da atividade trans-sialiddsica no soro de camundongos

B

normais e infectados com o T. cruzi. Camundongos Balb/c foram (INF e ITSa) ou ndo
(N-2, NTSa-2, N-4, NTSa-4, N-8 ¢ NTSa-8) infectados ¢ tratados (NTSa-2, NTSa-4,
NTSa-8 e ITSa-8) ou ndo (N-2, N-4, N-8 e INF) com TSa como descrito nos materiais e
métodos. No 2° (N e NTSa-2), 4° (N e NTSa-4) e 8° (N e NTSa-8, INF-8 e ITSa-8) dia
apOs o primeiro tratamento, a atividade trans-sialidasica no soro dos camundongos foi
determinada pela formagéo de sialil-["*C-lactosamina] a partir da reagdo contendo 10 pl
do soro de cada camundongo pré-incubado por 60 minutos com o substrato doador
sialillactose (1 mM) e o aceptor '*C-lactosamina (0,4 nM) em 10 pL de Tris/HCI 20
mM pH 7,2. Ap6s incubagdo a temperatura ambiente, a reacdo foi finalizada pela adi¢do
de 1 mL de agua destilada. O produto radioativo sialilado foi purificado por
cromatografia em coluna de 1 mL de DOWEX 1X8, equilibrada com agua destilada. O
aceptor ndo sialilado ('*C-lactosamina) foi eluido com 20 mL de 4gua, e o produto da
reacdo (sialil-['*C-lactosamina]) ligada a coluna foi eluida com 3 mL de acetato de
amonio 0,8 M e quantificada por cintilagao liquida. (*, valores significativos em relagdo
ao grupo NTSa-2, p < 0.001); (**, valores significativos em relacdo ao grupo N-8, p <

0.05); (***, valores significativos em rela¢ao ao grupo INF, p < 0.05).
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4.9. A re-sialilagdo de células T CD8" compromete a atividade citotdxica in vitro

Os AS sdo caracterizados por apresentarem carga negativa (Varki & Varki,
2007), e alguns trabalhos tem especulado que sua presenga na superficie celular
dificulte a interagdo célula-célula devido a repulsdo por carga (Suzuki et al., 2004).
Seria possivel portanto especular, que a re-sialilagio de células T CD8", como resultado
do aumento da atividade trams-sialidasica no soro de camundongos ITSa poderia
comprometer a atividade citotoxica mediada por células T CD8" antigeno especificas.
Para confirmar essa hipotese, células T CD8" de camundongos INF foram
bioquimicamente re-sialiladas (INFR) in vitro usando fetuina como molécula doadora
de AS e TSa como fonte enzimatica (Fig. 19 A). Células T CD8" de camundongos ndo
infectados (N) foram utilizadas como controle negativo. O efeito citotdxico in vitro foi
determinado por citometria de fluxo, como descrito no item 3.12 dos materiais e
métodos pelo desaparecimento da populacdao alvo incubada com o peptideo sintético
IYNVGQVSI. Como pode ser observado na figura 19 B, no grupo INF foi possivel
observar um aumento gradativo da lise das células alvo em todas as proporcdes (células
alvo: células efetoras) utilizadas. Contudo, na presenca de células T CD8" re-sialiladas,
a lise das células alvo foi significativamente reduzida, demonstrando que a re-sialilagao
de células T CD8" antigeno especificas compromete sua atividade citotoxica. A figura
19 C ilustra o percentual de lise das células alvo na propor¢ao 1: 30 (células alvo:

células efetoras) nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 19. Células T CD8" antigeno especificas re-sialiladas in vitro apresentam
atividade citotdxica reduzida. Camundongos Balb/c foram infectados com 7. cruzi (INF),
e no 15° dpi, as células T CD8" esplénicas foram purificadas por sele¢do negativa e
utilizadas como células efetoras. (4) Parte das células T CD8" dos animais infectados foram
re-sialiladas (INFR) ou nao (INF) usando fetuina como molécula doadora de acido sialico e
TSa como fonte enzimatica. Células T CD8" de camundongos ndo infectados (N) foram
utilizadas como controle negativo. Cé¢lulas da linhagem A20J foram utilizadas como
células estimuladoras e marcadas com 1,0 ou 10 uM do corante vital CFSE. A populagio
marcada com 10 uM tornou-se populagdo alvo apds incubacdo com o peptideo sintético
IYNVGQVSI. Ambas as populagdes foram contadas e ajustadas antes de serem plaqueadas
em diferentes proporcdes (c€lulas alvo: células efetoras, 1:1; 1:10, 1:20 e 1:30). A resposta
antigeno especifica foi monitorada por citometria de fluxo apds 20 horas de incubagao, pelo
desaparecimento da populagao alvo (10 uM CFSE + peptideo sintético). (B) Percentual de
lise das células alvo nas diferentes proporcdes (células efetoras: células alvo) utilizadas. (C)
Percentual de lise obtido nos pogos contendo 30 células efetoras para 1 célula alvo. As
células foram adquiridas em FACScalibur (Becton e Dieckson) e as andlises feitas em
regides morfoldgicas especificas, definidas através das marcagdes celulares desejadas (*,
valores significativos em relagdo ao grupo N, p < 0.001); (**, valores significativos em
relagdo aos grupos N e INF, p < 0.05).
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4.10. A TS nativa do T. cruzi re-sialila células T CD8" in vivo e compromete sua
atividade citotoxica

Sustentado pelo ultimo experimento, onde foi observado que a atividade
citotoxica de células T CDS8" foi comprometida apds a re-sialilagdo in vitro, associado
com os resultados apresentados na figura 15, onde células T CDS8" de camundongos
ITSa apresentaram um glicofenotipo PNA" no 15° dpi, um possivel comprometimento
da atividade litica de células T CD8" in vivo foi avaliado utilizando o mesmo peptideo
sintético descrito acima em associagdo com o protocolo de citotoxicidade in vivo
descrito no item 3.13 dos materiais ¢ métodos. A figura 19 A ilustra a lise das células
alvo nos diferentes grupos experimentais pelo desaparecimento da populacdo marcada
com 10 uM de CFSE e pulsada com o peptideo sintético. Enquanto no grupo ndo
infectado (N) foi possivel observar as duas populagdes celulares (1,0 e 10 pM), nos
grupos INF e ITSi a populagdo alvo (10 pM) desapareceu devido a lise mediada por
células T CD8" antigeno especificas (Fig. 20 A). Entretanto, a resposta antigeno
especifica mediada por células T CDS" de camundongos ITSa foi aparentemente
reduzida (Fig. 20 A). Esse fendmeno pode ser observado com mais clareza na figura 20
B, onde nos grupos INF e ITSi foi possivel detectar mais de 90 % de lise da populagdo
alvo. Todavia, no grupo ITSa, a lise caiu para 68 % (Fig. 20 B). Com o objetivo de
verificar as caracteristicas glicofenotipicas de células T CD8" nos grupos estudados, os
esplendcitos de cada grupo experimental foram marcados com aCD8 e PNA e
analisados por citometria de fluxo. Como pode ser observado na figura 20 C, enquanto
parte (46,5 %) das células T CD8" do grupo INF apresentaram-se positivas para PNA
(PNA™E"), as células T CD8" do grupo ITSa apresentaram niveis de marcagdo para PNA
(PNA'"") semelhantes as células T CD8" de camundongos néo infectados (N) (Fig. 20

C). De maneira surpreendente, a adminsitragdo de TSi recombinante em animais
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infectados proporcionou um aumento consideravel da marcagdo para PNA em células T
CDS8" (Fig. 20 C), sugerindo que a enzima inativa por apresentar propriedades lectinicas
possa estar se associando a unidades terminais de a2-3 AS e competindo com a TS
nativa do parasito, comprometendo um fendomeno natural de re-sialilacdo que ocorre

durante a infec¢do pelo 7. cruzi.
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Figura 20. Células T CD8" de camundongos ITSa apresentam atividade citotoxica
reduzida. Camundongos Balb/c foram ou nao (N) infectados com 7. cruzi, e tratados com
PBS (INF), ou com TSi (ITSi), ou TSa (ITSa). No 14° dpi, c€lulas esplénicas de animais
singeneicos foram marcadas com 1,0 ou 10 uM de CFSE. A populagao marcada com 10 uM
tornou-se populacdo alvo apds incubagido com o peptideo sintético [YNVGQVSI. Ambas as
populacdes foram contadas e ajustadas antes do inoculo por via endovenosa contendo 2,0 x
107 células (1,0 x 10" — 1,0 pM/ 1,0 x 10" — 10 pM) em camundongos recipientes normais
(N), infectados (INF), infectados e tratados com TSi (ITSi) e infectados e tratados com TSa
(ITSa). (4) Resposta antigeno especifica monitorada por citometria de fluxo pelo
desaparecimento da populagao alvo (10 uM CFSE + peptideo sintético). (B) Percentual de lise
obtido em cada grupo experimental (*, valores significativos em relacdo ao grupo N, p <
0.001); (**, valores significativos em relacdo aos grupos N e INF, p < 0.05). (C) Analise
glicofenotipica das células T CDS" dos grupos experimentais estudados usando a lectina PNA
como discriminante de glicomoléculas de-sialiladas. As células foram adquiridas em
FACScalibur (Becton e Dieckson) e as analises feitas em regides morfologicas especificas,
definidas através das marcacdes celulares desejadas.
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5. Discusséo

Em células de mamiferos, os glicoconjugados de superficie celular controlam
uma variedade de eventos bioldgicos, incluindo diferenciacdo celular, trafego de células
inflamatorias para tecidos especificos, adesdo celular, interagdo parasito/célula
hospedeira e respostas imunologicas (Mahal, 2008). Na ultima década, um novo ramo
da ciéncia denominado imunoglicobiologia tem chamado a aten¢do dos glicobiologistas
e imunologistas, que tentam entender a funcionalidade destas glicomoléculas, baseado
nas suas caracteristicas estruturais, bem como nas suas propriedades imunobiolédgicas.
Por sua expressao diferencial (Fig. 21) em diferentes estagios de desenvolvimento das
células T, a importancia do AS em eventos criticos, incluindo a maturagdo de timocitos
(Moody et al., 2001; Moody et al., 2003; Marino et al., 2008), reconhecimento
antigénico (Akha et al., 2006; Brennan et al., 2006), ativacao (Pappu & Shrikant, 2001;
Hernandez et al., 2007) e sobrevivéncia (Peter et al., 1995; Suzuki et al., 2003; Mucci et
al., 2006; Van Dyken et al., 2007) e infeccdo (Galvan et al., 1998) tém sido estudada.
No entanto, ndo existem estudos sobre o impacto da sialilacdo em células T na resposta
a infeccdo pelo 7. cruzi, que libera grandes quantidades de trans-sialidase no soro de
individuos infectados (revisto por Colli, 1993).

O objetivo do presente estudo foi determinar possiveis mecanismos moleculares
que contribuem para que a TSa do parasito atue como um fator de viruléncia durante a
infeccdo chagasica experimental. Nossos resultados iniciais corroboraram dados ja
descritos na literatura (Chuenkova & Pereira, 1995, Leguizamon et al., 1999; Mucci et
al., 2002, 2005, 2006; Risso et al., 2006), sendo demonstrado por diferentes
experimentos (parasitemia, indice de sobrevivéncia, histopatologia e real time-PCR) que
somente a TSa atua como um fator de viruléncia durante a infeccdo pelo 7. cruzi, uma

vez que o perfil da infecgdo em camundongos ITSi foi semelhante ao dos camundongos
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INF. Esses dados comprovam que a viruléncia induzida por proteinas pertencentes a
familia TS ¢ mediada pela atividade catalitica da TS e ndo pelo SAPA localizado na
porgdo C-terminal como foi sugerido por Saavedra e colaboradores (1999), uma vez
que camundongos infectados com 7. cruzi e tratados com a TSi apresentaram o mesmo
perfil de infeccdo dos camundongos controle. A TSi atua como uma lectina
apresentando sitios de ligacdo para AS a2-3- e BGalp, podendo mediar a interagdao do
parasito com células hospedeiras (Dias et al., 2008). Neste trabalho demonstramos que
quando a TSi foi co-injetada com a TSa, os efeitos bioldgicos (aumento da carga
parasitaria e secre¢do de citocinas por células T esplénicas) induzidos pela forma ativa
foram inibidos. Como a TSi interage com seus ligantes com a mesma especificidade que
seu andlogo ativo (Cremona et al., 1999; Todeschini et al., 2002, 2004), podemons
sugerir que a TSi possa competir in vivo com a TSa por unidades de AS a2-3- e B-Galp
presentes em glicoproteians séricas ou de superficie celular, comprometendo os efeitos
biologicos desencadeados pela atividade enzimatica.

Os resultados obtidos durante as analises imunohistoquimicas e por citometria
de fluxo revelaram que a administragdo da TSi reduziu, de forma marcante, o numero de
ambas as populagdes de células T infiltrantes no coragdo quando comparado aos
camundongos do grupo INF. Baseado nas propriedades lectinicas da forma inativa
(Cremona et al., 1999; Todeschini et al., 2002, 2004) podemos sugerir que a TSi possa
se associar a epitopos sialilados, presentes por exemplo, na sialomucina CD43, que
além de desempenhar um papel importante no trafego de células T para tecidos alvo
(Baum et al., 1995; Zhang et al., 1997; McEvoy et al., 1997; Ostberg et al., 1998;
Onami et al., 2002; Ford et al., 2003; Stockton et al., 1998; Fuhlbrigge et al., 2005) foi
proposto ser um possivel ligante da TSi em células T (Todeschini et al., 2002).

Resultados obtidos em nosso laboratério demonstraram que a TSi quando injetada por
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via endovenosa, foi capaz de comprometer o trafego de neutrdfilos para sitios alvos
durante estagios iniciais da inflamagao. Além disso, foi demonstrado, que tal fendmeno
foi mediado pela interacdo da TSi com a sialomucina CD43 na superficie dos
neutrofilos (Faragasso et al., dados ndo publicados). Desta maneira, tais interagdes
podem mascarar epitopos sialilados biologicamente importantes no processo de
transmigracao leucocitaria.

O genoma do parasito apresenta 0 mesmo numero de copias para TSi e TSa
(Cremona et al., 1999). Contudo, nenhum trabalho confirmou se durante diferentes
estagios da infeccdo, as duas enzimas sdo expressas em niveis semelhantes ou ha uma
expressdo diferencial da TSi ou TSa. Certamente, tais estudos contribuiriam para o
melhor entendimento do papel das proteinas da familia TS durante a fase aguda da
infeccdo pelo 7. cruzi.

Investigando os efeitos pro-apoptdticos das proteinas pertencentes a familia TS,
obtivemos resultados que estdo de acordo com os dados ja descritos na literatura, uma
vez que a TSa, mas ndo a TSi, foi capaz de induzir a apoptose de células T esplénicas
quando injetada em camundongos ndo infectados. Neste trabalho, mostramos que a
administracio da TSa em camundongos normais induziu a morte de células T CD4 e T
CDS8" por um mecanismo dependente da via FAS, ja que camundongos deficientes para
FASL (gld) mostraram-se resistentes ao tratamento. Resultados publicados a partir do
final da década de 90 tém demonstrado que a administracdo da TSa em camundongos
ndo infectados induz a morte de timocitos e células T maduras por apoptose
(Leguizamoén et al., 1999; Mucci et al., 2002, 2005, 2006). Recentemente foi proposto
um possivel mecanismo responsavel por este fendmeno, a re-sialilacio de
glicomoléculas de superficie em timocitos e células T maduras pela TSa (Mucci ef al.,

2006). Apesar dos mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos pro-apoptéticos da
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TSa ainda ndo serem conhecidos, os nossos resultados e os descritos na literatura nos
permitem elaborar as seguintes hipoteses:

(a) Pelo fato do AS apresentar uma elevada carga negativa, muitos trabalhos tém
demonstrado sua importancia no controle das interagdes intermoleculares. Suzuki e
colaboradores (2003) demonstraram que a remo¢ao de unidades de AS presentes em
glicoconjugados de superficie celular favoreceu as interagdes intermoleculares
(FAS/FASL), contribuindo para a apoptose de células T Jurkat. Como demonstrado na
figura 14 B, a injecdo da TSa em camundongos ndo infectados promoveu a de-sialilagao
de glicoproteinas de superficie em células T ndo ativadas, uma vez que tais células
passaram a apresentar um glicofenotipo PNA™" Desta maneira, nossos resultados
sugerem, que em glicomoléculas de células T naive (PNA'Y), a TSa desempenhe
propriedades sialidasicas a partir da remog¢ao de unidades de AS «2-3, facilitando as
interacdes intermoleculares e contribuindo para a apoptose de ambas populagdes de
células T.

(b) Outras moléculas conhecidas como galectinas também vém sendo
estudadas por seus efeitos pro-apoptoticos. As galectinas constituem uma familia
conservada de proteinas definida pela presenca de um CRD com especificidade para B-
galactosideos (Barondes ef al., 1994). Hoje, 15 tipos de galectinas em mamiferos ja sao
conhecidos (Rabinovich ef al., 2007), no entanto a galectina-1, que foi a primeira a ser
descoberta em células de mamiferos, ¢ a mais estudada (Cooper, 2002). A galectina-1
esta envolvida em inimeros processos biologicos como a adesdo celular (Baum et al.,
1995), migragdo (Camby et al., 2002) e na inducdo da apoptose em timocitos e células
T maduras (Baum et al., 1995, 1996, 2002; Perillo et al., 1995, 1997). Na tentativa de
entender os mecanismos pro-apoptoticos induzidos pela galectina-1, alguns grupos

definiram possiveis moléculas em células T que funcionem como seus ligantes. Foi
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demonstrado que o dissacarideo GalB31-4GIcNAc ¢ capaz de se associar a galectina-1,
contudo, esta lectina apresentou maior especificidade para cadeias oligossacaridicas
contendo seqiiéncias lineares de polilactosamina (Zhou & Cummings, 1993). Como
lactosaminas estdo presentes em glicanas N e O-ligadas, possiveis contra-receptores
presentes em glicoproteinas expressas em células T sdo potenciais ligantes para
galectina-1, tais como, CD2, CD3, CD4, CD7, CD43 e CD45 (Pace et al., 1999; Walzel
et al., 2000, 1999). Em O-glicanas, a adi¢do de seqiiéncias de polilactosamina ¢
controlada basicamente pela atividade da enzima B1-6-N-acetilglucosaminiltransferase
(2 Gnt), que transfere unidades de GIcNAc para unidades terminais de GalNAc no core-
1, criando o core-2 (Srivastava & Hindsgaul, 1992). Subseqilientemente, unidades
repetitivas de Gal e GlcNAc podem ser adicionadas a este core (Maemura & Fukuda,
1992). Em glicanas N-ligadas, a enzima B-1,6-N-acetilglucosaminiltransferase (Gnt V)
regula a formacdo de cadeias lineares de polilactosamina a partir da transferéncia de
GlcNAc para a unidade terminal de manose do core trimanosil em cadeias N-ligadas
(Shoreibah et al., 1993), criando condi¢des para a adicdo de unidades repetitivas de Gal
e GIcNAc nas estruturas GIcNAcB1-2Man ou GlcNAcB1-6-Man (Ujita et al., 1999). Na
tentativa de avaliar o nimero de seqiiéncias de lactosamina (Gal-GIcNAc) em glicanas
N ou O-ligadas que poderiam regular a susceptibilidade celular a morte induzida por
galectina-1, Galvan e colaboradores (2000) demonstraram que a linhagem celular que
expressa a enzima 2 Gnt ¢ altamente suscetivel ao tratamento com galectina-1, quando
comparada a linhagem que ndo expressa esta glicosiltransferase. Estes resultados
comprovaram que a apoptose de células T induzida por galectina-1 ocorre
preferencialmente a partir de um ligante expresso em cadeias O-ligadas, gerado pela
acdo da enzima 2 Gnt e ndo pela Gnt V em cadeias N-ligadas. Como ilustrado na figura

21, ap6s a seleg@o negativa na medula timica, as glicoproteinas de superficie em células
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T maduras encontradas em 6rgaos linfoides secundarios, tal como o bago, passam a
apresentar um glicofendtipo PNA'®Y, em conseqiiéncia do aumento da atividade ST
(Moody et al., 2003). Baseado nestes dados, seria possivel imaginar que a TSa poderia
de-sialilar cadeias lineares de polilactosamina em glicomoléculas de superficie dos
linfocitos ndo ativados, gerando sitios de ligagdo para proteinas pertencentes a familia
das galectinas, em especial a galectina-1, que tem seu efeito pro-apoptotico bem
estabelecido em células T. Em 2004, foi demonstrado que os mecanismos moleculares
que regulam a morte celular induzida por galectina-1 sdo distintos daqueles envolvidos
na via classica (FAS/FASL), ndo havendo ativacdo de caspases e alteragdo do potencial
de membrana mitocondrial (Hahn et al., 2004). Entretanto, Matarrese e colaboradores
(2005) demonstraram que a morte de células T induzida por galectina-1 foi dependente
da interacdo desta lectina com o receptor FAS, promovendo alteragdo do potencial de
membrana mitocondrial e ativagdo de caspase-8. Apesar de tais conflitos, ¢ possivel
propor, com base no que ¢ descrito na literatura, que a galectina-1 ndo participa na
morte de células T induzida pela TSa, uma vez que nossos resultados demonstraram que
o ligante do receptor de morte FAS (FASL) ¢ determinante na indu¢do da apoptose.
Contudo, ndo se pode descartar a hipotese de que outras moléculas pertencentes a esta
familia estejam envolvidas neste processo.

(c) Estudos recentes t€ém documentado as propriedades pré-apoptdticas dos
“siglecs”, que sdo capazes de funcionar como receptores de superficie celular
reconhecendo epitopos sialilados (Crocker, 2005). Foi demonstrado que a incubagao de
neutrofilos com anti-siglec 8 (Nutku et al., 2005) foi capaz de ativar a via das caspases,
além de induzir a perda do potencial de membrana mitocondrial das células. Apesar de
nenhuma evidéncia experimental descrever as propriedades pro-apoptoticas desta classe

de moléculas em linfocitos, ndo se pode descartar a hipdtese de que tal processo exista,
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uma vez que outros membros desta familia, tais como o siglec-7 (Ikehara et al., 2004) e
o siglec-3 (Hernandez-Caselles et al., 2006) sdo expressos em células T. Além disso, o
siglec-9, que apresenta propriedades pro-apoptéticas em neutrdfilos (Von Guntem et al.,
2005) também esta presente em ambas as populagdes de linfécitos T. No entanto, nos
observamos durante nossos experimentos, que células T de camundongos ndo
infectados e tratados com a TSa foram de-sialiladas e passaram a apresentar o
glicofenotipo PNAME" (Fig. 14 B). Desta maneira, seria dificil imaginar que algum
siglec poderia estar participando dos eventos pré-apoptdticos induzidos pela TSa, uma
vez que moléculas pertencentes a esta familia dependem de epitopos sialilados para sua
interacao.

Resultados publicados a partir do final da década de 90 (Nunes et al., 1998;
Freire-de-Lima et al., 2000; Suzuki et al., 2003) podem ser utilizados para explicar
como a apoptose de células T esplénicas induzida pela TSa aumenta a parasitemia em
camundongos infectados. Nunes et al (1998) demonstraram que o co-cultivo de
macrofagos infectados com células T CD4" apoptoticas foi capaz de exacerbar a
replicagdo do 7. cruzi in vitro. Os mecanismos moleculares responsaveis por este
fenomeno foram descritos posteriormente por Freire-de-Lima e colaboradores (2000),
sendo evidenciado que a intera¢do de macrofagos infectados com células T apoptdticas
promoveu a secre¢do de TGF-B, prostaglandina E, e poliaminas pelos macrofagos,
contribuindo para o aumento da carga parasitaria. Estes resultados sugerem que a
apoptose induzida pela TSa e a fagocitose de células T apoptoticas por macréfagos tém

um papel critico na persisténcia do 7. cruzi no hospedeiro infectado.
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Figura 21. Esquema representativo dos estdgios de maturacdo de ambas as
populacBes de células T, definidas por mudancas na expressao dos co-receptores
CD4" e CD8" e pela sensibilidade a marcacdo com PNA. Adaptado de Moody e
colaboradores (2003). DN - Duplo negativos; DP - Duplo positivos; SP - Simples
positivos.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram, que células T CD8"
ativadas de camundongos ITSa, ao contrario dos animais INF, passaram a apresentar um
glicofenétipo PNA'Y, sugerindo que a trans-sialidase do parasita no soro de individuos
infectados possa estar re-sialilando asialoglicoconjugados de superficie em células T CD8"
ativadas. Este fendmeno foi mais evidente em células T CD8" quando comparado as células
T CD4". Isso pode ser explicado pela maior expressdo de glicoconjugados altamente O-
glicosilados na superficie das células T CD8" quando comparado as células T CD4" (Pace et
al., 1999; Walzel et al., 2000). Além disso, foi observado, que as células T CD8" de
camundongos ITSa re-sialiladas apresentaram niveis de expressao para CD44 semelhante aos
detectados em células T CD8" de camundongos INF, um indicativo de que tais células apesar
de re-sialiladas permaneceram apresentando fenotipo de células T ativadas. Também foi
demonstrado, que a sialomucina CD43 na superficie de tais células (T CD8") atua como um

aceptor de AS durante a infeccdo pelo 7. cruzi, uma vez que os niveis de marcacao para o

anticorpo aCD43 (S7), que reage com a glicoforma de 115 kDa sialilada com o AS a2-3- foi
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restaurado, apresentando niveis de marcagdo semelhante aos detectados em células T CD8"

de camundongos N.

Muitos trabalhos tém demonstrado a importancia da sialilagio de células T CD8"
em diferentes etapas de seu desenvolvimento. Entre tais trabalhos, podem-se destacar os
resultados in vitro publicados por Pappu e Shrikant (2004) e Akha e colaboradores (2006),
onde foi demonstrado respectivamente, que a manipulacdo do estado de sialilacdo de
células T CDS8" promoveu alteracdes na cinética de ativacdo, bem como na resposta
citotoxica destas células. Entretanto, at¢ o momento nenhuma descri¢do do impacto da
sialilagdo de células T CD8" em resposta para microrganismos infecciosos, especificamente
o T. cruzi foi documentada. No presente trabalho foi demonstrado, utilizando o peptideo
sintético IYNVGQVSI, que a re-slialilacdo de células T CD8" antigeno especificas in vitro
e in vivo reduziu significativamente a resposta citotoxica mediada por estas células. Além
disso, foi observado, que a administragdo da TSi em camundongos infectados aumentou os
niveis de marca¢do para PNA. Tal fendmeno pode ser explicado pelo fato da TSi ter a
capacidade de se associar a epitopos sialilados presentes em glicoproteinas séricas e
comprometer um fendmeno natural de re-sialilacdo que ocorre durante a infecgdo pelo 7.

cruzi.

Resultados preliminares obtidos em nosso laboratério reforgam a hipoétese de que
unidades de AS presentes em glicomoléculas de superficie atuem como uma barreira fisica
no contato célula T CD8" /célula alvo durante a infec¢io pelo 7. cruzi, uma vez que a lise
de células alvo mediada por células T CD8" de camundongos deficientes para a molécula
CD43, que sabidamente atua como uma barreira fisica no contato T CD8" /célula alvo em
outros modelos de infeccdo (Manjunath et al., 1995), foi maior quando comparado a lise
mediada por células T CD8" de animais selvagens (Alisson-Silva et al., dados ndo

publicados).
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Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir, que
a TSi e a TSa apresentam distintos efeitos durante a infec¢do chagasica experimental, e que
as propriedades pro-apoptoticas induzidas pela TSa em células T ndo ativadas (PNAY)
ocorre a partir da de-sialilagdo de glicomoléculas de superficie dos linfocitos favorecendo
interagdes intermoleculares, como por exemplo, a interacdo do receptor de morte FAS com
seu ligante natural FASL. Alem disso, nos demonstramos pela primeira vez, que a re-
sialilacio de células T CD8" ativadas (PNA"®") pela TS do 7. cruzi compromete
importantes interacdes intermoleculares, como por exemplo, TCR/MHC 1. Sendo assim, tal
fenomeno (re-sialilagdo) pode ser considerado um novo e importante mecanismo de evasdo
do T. cruzi durante a fase aguda da infeccdo, impedindo a lise de células alvo e

proporcionando o escape e perpetuagdo do parasito no hospedeiro infectado.
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