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Busca de biomarcadores de infecgdo aguda e cronica pelo Trypanosoma cruzi:
perfil de N-glicanas em proteinas séricas e glicofenotipos em leucocitos
LEONARDO ALEXANDRE DE SOUZA RUIVO
RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Alteracdes no perfil de glicosilacdo de proteinas, células e tecidos tém sido utilizadas como
marcadores bioldgicos para processos fisioldgicos e patologicos. Glicoconjugados contendo
0 acido sialico (Neu5Ac) estdo envolvidas em interacdes celulares e parasito-hospedeiro,
trafego de linfocitos e regulacdo do sistema imune. O Trypanosoma cruzi, agente etioldgico
da doenga de Chagas (DC), expressa em sua superficie e libera no plasma do hospedeiro,
uma enzima restrita ao género Trypanosoma, a trans-sialidase (TS). Esta é capaz de
transferir NeuSAc de moléculas doadoras e realoca-las em moléculas na superficie do
parasito ou sialilar glicoproteinas de células do hospedeiro. A molécula CD43 é um
importante aceptor de Neu5Ac em células T e um provavel sitio de acdo da TS. Na infeccdo
experimental pelo T.cruzi, as células T CD8" apresentam, majoritariamente, perfis
segregados (i) perforina® (Pfn*), com acéo citotoxica, ou (ii) interferon-gama* (IFNy"), com
perfil inflamatdrio. Estas células estdo diferencialmente compartimentalizadas e atuam de
forma antag6nica, enquanto as Pfn* se acumulam na inflamac&o cardiaca e contribuem para
a injuria tecidual, as IFNy" estdo majoritariamente na periferia (sangue e baco) e atuam de
forma benéfica. Neste trabalho, propomos que na infeccdo pelo T. cruzi ha alteracGes de
glicofendtipos em proteinas séricas e subpopulacées de linfécitos T CD8" funcionalmente
segregadas. Camundongos C57BL/6 foram infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi e
analisados clinicamente. O glicofenétipo de proteinas séricas foi analisado por
espectrometria de massas (MALDI-TOF) e o glicofenétipo de tecido cardiaco e de células
do baco foi analisado usando lectinas por histoquimica e citometria de fluxo,
respectivamente. Ndo detectamos modificacdo no perfil glicosidico em proteinas séricas em
animais infectados. Observamos, no tecido cardiaco, reduzida marcacdo para a lectina
Peanut agglutinin (PNA), aumento para Sambucus nigra (SNA) e ndo alteracdo para
Maackia amurensis (MAL) em células musculares e inflamatdrias. Notamos nas fases aguda
(42 dpi) e cronica (120 dpi) aumento na frequéncia de células PNA™ nas células T
CD8'CD43" e CD4'CD43", reducéo no percentual de células SNA™ nas células T CD8" e
CD4" e diminuicdo na proporgdo de células MAL" nas células T CD4" e CD8'CD4".
Células T CD8" totais ou CD8'PNA" apresentaram perfis semelhantes de ativagio
(CD44'CD62L"), migragdo (LFA-1"CCR5" ou LFA-1'CCR1") e funcionalidade (Pfn",
Pfn"IFNy" ou IFNy"). Em 120 dpi, detectou-se enriquecimento de células CD8"PNA'TFNy"
no bago. Assim, durante a DC experimental, células T CD8"PNA" apresentam-se ativadas e
com potencial de migrar e exercer atividade inflamatoria (IFNy"), contudo estas ndo foram
detectadas em tecido cardiaco. Resta-nos esclarecer se estas células ndo migram para este
tecido, acumulando-se na periferia, ou se ao entrarem no tecido cardiaco tém seu
glicofendtipo alterado ou morrem de modo seletivo. Embora nossos achados nao permitam
a identificacdo de biomarcadores de natureza glicosidica de progressao e/ou gravidade da
DC, abrem perspectivas para explorar outros modelos experimentais de infeccdo e para
estudos sobre a compartimentalizagdo de células fenotipicamente distintas e funcionalmente
relacionadas a prote¢do contra a injuria cardiaca na infeccao pelo T. cruzi.
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Searching for biomarkers of acute and chronic Trypanosoma cruzi infection: N-glycan
profile of serum proteins and glycophenotypes of leukocytes
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY
LEONARDO ALEXANDRE DE SOUZA RUIVO

Changes in glycosylation profile of proteins, cells and tissues have been used as biological
markers of physiological and pathological processes. Glicoconjugates containing sialic acid
(Neu5Ac) are involved in cell and host-parasite interactions, lymphocyte traffic and
regulation of the immune system. Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease
(CD), expresses on the surface and releases in the host plasma, a restricted enzyme to the
genus Trypanosoma, the trans-sialidase (TS). This enzyme transfers Neu5Ac from donor
molecules and relocates them on parasite surface molecules or sialylates glycoproteins of
the host cells. The CD43 molecule is a major acceptor of NeuSAc on T cells and a target site
for TS. In experimental T. cruzi infection, CD8" T cells have, mostly, segregated profiles (i)
perforin® (Pfn") with cytotoxic action, or (ii) interferon-gamma™ (IFNy"), with inflammatory
profile. These cells are differentially compartmentalized and play antagonistic roles, while
the Pfn™ cells accumulate in cardiac inflammation and contribute to tissue injury, the IFNy"
are, mostly, at the periphery (blood and spleen) and play a beneficial role. In the present
study, we propose that in T. cruzi infection there are glycophenotype changes in serum
proteins and subpopulations of functionally segregated CD8" T lymphocytes. C57BL/6 mice
were infected with the Colombian strain of T. cruzi and analyzed for clinical changes. The
glycophenotype of serum proteins was analyzed by mass spectrometry (MALDI-TOF) and
glycophenotypes of the cardiac tissue and splenic cells were analyzed using a lectin-based
immunohistochemistry and flow cytometry, respectively. In infected mice, we did not detect
changes in glycoside profile of serum proteins. In the cardiac tissue, we observed reduced
staining for the lectin Peanut agglutinin (PNA), increased for Sambucus nigra (SNA) and
no alterations for Maackia amurensis (MAL) in muscle and inflammatory cells. In the acute
(42 dpi) and chronic (120 dpi) phases, we noticed increased frequency of PNA™ cells among
CD8'CD43" and CD4"CD43" T cells, reduced percentage of SNA™ cells among CD8" and
CD4" T cells and decreased proportion of MAL" cells among CD4" and CD8'CD4" T cells.
Total and PNA" CD8" T cells showed similar profiles of activation (CD44'CD62L),
migration (LFA-1"CCR5" cells or LFA-1"CCR1") and functionality (Pfn*, Pfn"IFNy" or
IFNy"). At 120 dpi, there is an enrichment in IFNy" cells among splenic CD8"PNA". Thus,
in experimental CD PNA" CD8'T cells are activated and potentially able to migrate towards
heart tissue and show inflammatory profile (IFNy®); however, PNA" cells were not detected
in this tissue. It remains to be clarified whether these cells do not migrate to this tissue,
accumulating in peripheral tissues, or whether they enter the cardiac tissue but have their
glycophenotype modified or selectively dye. Although, our finds do not allow identifying
glycosidic biomarkers of progression and/or severity of CD, they open new pathways to be
explored using other experimental models of infection and studying the
compartmentalizationof phenotypically and functionally distinct cells associated with
detrimental or protective role in heart injury in T. cruzi infection.
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1. INTRODUCAO

Glicoconjugados sdo expressos por células de todos os organismos vivos até hoje
estudados. Desde a sua descoberta, estas moléculas tém sido alvo de intensa pesquisa a
respeito de sua distribuicdo, bioquimica e papel bioldgico (Varki, 2011). Os carboidratos
estdo presentes em bactérias e arqueobactérias, sdo secretados por células eucaridticas e
participam de diversos processos, tais como: interacdo parasito/hospedeiro, migragéo,
reconhecimento celular, além de modulacdo do sistema imune (Kannagi, 2002; Vimr &
Lichtensteiger, 2002; Pappu & Shrikant, 2004; Varki, 2007). A estrutura quimica dos
carboidratos é mais varidvel e diversificada do que a das proteinas e &cidos nucléicos
(Varki, 2011) e modificagdes em sua composicdo podem indicar presenga de anomalias
fisiolégicas como neoplasias (Reis et al., 2010) e doencas inflamatdrias crbénicas como
artrite reumatoide (Mastrangelo et al., 2015). Dessa forma, as alteragdes na composicao dos
carboidratos tém sido utilizadas como biomarcadores e ferramentas no diagndstico,
identificando alteracBes dos perfis de glicosilagio em proteinas sericas e superficies
celulares, auxiliando o controle de diversas patologias (Wagner & Pesnot, 2010). Desde a
sua formacéo no reticulo endoplasmatico até sua finalizacdo e empacotamento no complexo
de Golgi, glicoconjugados passam por varias etapas de adicdo e subtracdo de
monossacarideos em sua composicdo. O 4&cido sidlico (Neu5Ac) €é encontrado
exclusivamente na posicdo terminal de glicoconjugados. Moléculas oligossacaridicas
contendo Neu5Ac estdo envolvidas em interacdes especificas do tipo ligante-receptor
(Previato et al., 1985). NeubAc esta envolvido em diversos processos bioldgicos como o
processo de selecdo positiva de linfécitos T no timo (Amado et al., 2004), assim como a
maturacao, ativacdo e apoptose celular (Bi & Baum, 2009; Tatsuta et al., 2013). Patologias,
como céanceres, ja sdo descritas por apresentarem modificagdes na presenca ou auséncia
deste agUcar na posicao terminal dos glicoconjugados (Croci et al., 2014).

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas (DC), expressa em sua
superficie e libera no plasma do hospedeiro uma enzima unicamente encontrada no género
Trypanosoma, a trans-sialidase (TS) (Schenkman et al., 1991). Esta enzima é capaz de
promover a retirada do Neu5Ac da posigdo terminal de glicoconjugados e realoca-lo em sua
prépria superficie ou na superficie das células de hospedeiros (Freire-De-Lima et al., 2010).

A fase aguda da DC é caracterizada por parasitemia patente com 0 consequente

aumento da liberagdo de TS no plasma sanguineo. O aumento nos niveis plasméticos de TS



pode promover um desbalanco fisiologico com realocacdo de Neu5Ac presente em proteinas
plasméticas para células do sistema imunologico, como linfocitos T. Essa modificagdo no
perfil de sialilacdo de glicoproteinas pode modular a invasédo da célula hospedeira e/ou a
resposta das células do sistema imune na fase aguda da DC (Freire-De-Lima et al., 2010).

Com o desenvolvimento da resposta imunoldgica had o controle da parasitemia e do
parasitismo e os individuos entram na fase crénica da DC que pode perdurar por anos. Cerca
de 60-70% dos portadores da DC permanecem na forma indeterminada, enquanto 30-40%
dos individuos infectados desenvolvem as formas clinicas sintomaticas cardiaca, digestiva
ou cardiodigestiva (Rassi, Rassi & Marin-Neto, 2010). Nos portadores da forma cardiaca, é
proposto que a persisténcia do parasito e a resposta imune na fase cronica da infeccdo
determinem a presenca de um ambiente inflamatdrio causando danos ao tecido (Pereira et
al., 2014 a). Este ambiente inflamatério é composto principalmente por células
mononucleares, em sua maioria linfocitos T CD8" (Higuchi Mde et al., 1993; Reis Machado
et al., 2014). Na cardiomiopatia chagésica crénica (CCC) experimental foi demonstrado que
linfécitos T CD8" expressam um perfil funcional segregado e compartimentalizado,
encontrando-se majoritariamente células que reconhecem antigenos do T.cruzi e que
expressam interferon-gama (IFNy") em sangue periférico e células que expressam perforina
(Pfn*) em tecido cardiaco (Silverio et al., 2012). Neste estudo, 0s autores sugerem que €ssas
populagdes segregadas tém papéis antagbnicos, sendo células T CD8'IFNy" protetoras e
células T CD8'Pfn" associadas a lesdo de cardiomiocitos e alteracdes elétricas.

Em conjunto, os estudos acima sugerem que na infec¢do pelo T. cruzi ha modificacdo
no glicofendtipo de proteinas séricas e no perfil de sialilagdo de glicoproteinas em
linfocitos, que pode estar relacionado a sua capacidade funcional. Dessa forma, as alteragoes
de glicofenotipos causadas pela presenca do parasito e pela acdo da TS podem servir como

marcadores bioldgicos da DC.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Doenca de Chagas: Historico e Epidemiologia

Desde a sua descoberta por Carlos Chagas, a DC tem sido alvo de intensas pesquisas e
estudos. Como um marco na historia da ciéncia, Carlos Chagas foi o primeiro, e Unico,
cientista até hoje a descrever o agente etioldgico, hospedeiros invertebrado e vertebrado e a
desvendar o ciclo de vida e as formas de transmissdo desta patologia (Chagas, 1909;
Jungueira et al., 2010). Mais de cem anos ap0ds a descricdo da DC, esta continua atual e
relevante, pois atinge cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas ao redor do mundo, principalmente
na América Latina (WHO, 2015). Movimentos migratorios, facilidade de deslocagdo e
globalizagdo aumentam os numeros de portadores da DC e casos diagnosticados em &reas
ndo endémicas (Junqueira et al., 2010; Rassi, Rassi & Marin-Neto, 2010).

A DC tem como agente etiologico o Trypanosoma cruzi, um protozoario hemoflagelado
pertencente a familia Trypanosomatidae, capaz de infectar diversas espécies animais
vertebrados incluindo o homem (Junqueira et al., 2010). O T. cruzi é transmitido
classicamente por um inseto hemiptera, da familia Reduviidae que possui diversas espécies,
entre as mais comuns estdo o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus
megistus (Junqueira et al., 2010). CondicBGes de vida precéria, moradias inadequadas e
proximidade de casas ao habitat do inseto favorecem a inclusdo do homem no ciclo de vida
deste protozoéario (Hotez et al., 2013).

O T. cruzi possui um ciclo complexo envolvendo hospedeiros vertebrados e
invertebrados (Chagas, 1909). Ao ser sugado pelo inseto vetor as formas tripomastigotas
sanguineas do T. cruzi provenientes do sangue do hospedeiro vertebrado, se diferenciam na
forma epimastigota na por¢do média do intestino do vetor, se multiplicando neste local por
divisdo binaria. J& na por¢do do intestino posterior (ampola retal) pela acdo do ambiente
com formacdo de fezes e urina, o protozoario se diferencia na forma tripomastigota
metaciclica. Apos ou mesmo durante o repasto sanguineo, o inseto libera juntamente com as
fezes e urina a forma infectante do parasito, o tripomastigota metaciclico, que pode penetrar
por solucdo de continuidade da epiderme no local da picada ou as mucosas do hospedeiro
mamifero. Outras formas de infeccdo também j& foram descritas como a via oral, vertical
placentéria, transfusdo sanguinea e infecgdo acidental em laboratorio (Rassi, Rassi & Marin-
Neto, 2010).
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Figura 2.1: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. O T. cruzi é naturalmente transmitido pelo
inseto hemiptero (barbeiro) da familia Reduviidae. Durante o repasto sanguineo, o inseto deposita na
pele do hospedeiro vertebrado as fezes contendo a forma infectante do parasito (1). Em seguida, a
forma tripomastigota metaciclica alcanca o tecido subjacente e a corrente sanguinea do hospedeiro
através da picada do inseto, pelo espalhamento até &reas lesionadas ou pelas mucosas. Nos
hospedeiros mamiferos, formas tripomastigotas penetram em células locais (2) e se diferenciam em
amastigotas; que sdo formas intracelulares e reprodutivas do parasita (3). Ocorre uma nova
diferenciagdo para forma infectante tripomastigota sanguinea (4) causando o rompimento da célula e
liberag&o dos parasitos na circulagdo (5). Estes podem invadir novas células, ficar no sangue (6) ou
colonizar outros tecidos. Os hemipteros sdo infectados quando ingerem formas tripomastigotas
durante o0 seu repasto sanguineo (7). No hospedeiro invertebrado, as formas tripomastigotas
ingeridas evoluem para as formas epimastigotas (8), as quais se multiplicam intensamente ao longo
do tubo digestivo do inseto (9) e ao atingirem a ampola retal diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicos (10), que sdo formas infectantes para o hospedeiro mamifero (Criacdo Coletiva do
LBI/1OC).

Uma vez no sangue, o parasito pode atingir diversas partes do organismo infectando
células, no interior das quais se diferenciard na forma amastigota, que se multiplica por
divisdo binaria, diferenciando-se em tripomastigotas e rompendo a célula, podendo infectar
outras células ou ganhar a corrente sanguinea e assim, ser adquirido pelo inseto vetor em um
préximo repasto sanguineo, fechando o ciclo (Fig. 2.1) (Junqueira et al., 2010; Rassi, Rassi

& Marin-Neto, 2010). Dados recentes indicando a predominancia de novos casos por via



oral, vém a tona apds o controle da transmissdo via penetracdo do parasito pelo local da
picada ou por mucosa ocular, indicando a necessidade de novas estratégias para prevenir
esta forma de contagio, como a informacao sobre a necessidade de lavagem de frutas antes
do consumo e pasteurizacao de alimentos, como sucos, assim como informacdo e educacao

da populacdo em risco de contrair a infecgdo (Barbosa et al., 2015).

2.2. Patogenia da doenca de Chagas

Ap0s duas ou trés semanas da inoculacdo do T. cruzi por qualquer das vias de infecgéo,
ocorre um aumento consideravel do nimero de parasitos no sangue e tecidos do hospedeiro
vertebrado. Com a parasitemia e 0 parasitismo intensos, ha também ativacdo do sistema
imune com aumento da presenca de células T e B na corrente sanguinea (Junqueira et al.,
2010). Na fase aguda da DC, os sinais clinicos sdo brandos na maioria dos pacientes. Apesar
de parasitemia patente ser a principal caracteristica da DC aguda, além da esplenomegalia e
0 parasitismo intenso, somente 5-10% dos infectados apresentam miocardite e/ou
meningoencefalite aguda (Rassi, Rassi & Marin-Neto, 2010). Durante a fase aguda com a
ativacdo da resposta imune (inata e adaptativa) do individuo infectado, a parasitemia e o
parasitismo séo controlados (Junqueira et al., 2010). Cerca de 90% dos pacientes acabam
por controlar a infeccdo passando longos periodos sem nenhuma manifestacdo clinica
aparente. Destes, 60-70% nunca chegam a desenvolver sinais clinicos da DC (Rassi, Rassi
& Marin-Neto, 2010).

Apo6s 10-30 anos do controle dos sintomas iniciais, 30-40% desenvolvem alguma das
formas clinicas da DC: cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva (Rassi, Rassi & Marin-Neto,
2010). A forma digestiva € encontrada em 10-15% dos individuos e é caracterizada por
apresentarem diminuicdo na secrecdo de enzimas digestivas, irregularidade nos movimentos
peristalticos e absorcéo de nutrientes além de poder levar a hipertrofia do aparelho digestivo
com megaesofago e/ou megacdlon (Junqueira et al., 2010; Rassi, Rassi & Marin-Neto,
2010). Ja a forma cardiaca da DC € caracterizada principalmente por CCC, com o
aparecimento de infiltrados inflamatorios focais ou difusos no tecido cardiaco (Bilate &
Cunha-Neto, 2008) que podem levar a arritmias, tromboembolismo e insuficiéncia cardiaca
grave (Junqueira et al., 2010; Rassi, Rassi & Marin-Neto, 2010; Rassi, Rassi & Marcondes

De Rezende, 2012). E importante salientar que a forma cardiaca ¢ a mais séria e frequente



manifestacdo da DC, incapacitando o individuo e podendo levar a morte (WHO, 2015).

2.2.1. Cardiomiopatia chagasica crénica

Apos a fase aguda, os individuos recuperam-se, apresentando quadro aparentemente
saudavel. Entretanto, a miocardite focal ou difusa branda/moderada persiste, mantendo-se
durante anos. A intensidade da CCC varia de branda para grave, com presenca de
miocardite, alteracGes elétricas (arritmias, bloqueios atrio-ventriculares), alteracfes
estruturais (fibrose, reducdo de fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo), levando a morte
subita ou a insuficiéncia cardiaca cronica (Junqueira et al., 2010; Rassi, Rassi & Marin-
Neto, 2010; Rassi, Rassi & Marcondes De Rezende, 2012). Modelos experimentais murinos
e primatas ndo-humanos mimetizam aspectos da DC, incluindo alteracBes parasitoldgicas,
imunoldgicas, elétricas e estruturais do coracdo, como a fibrose (Carvalho et al., 2012;
Silverio et al., 2012). Embora em pacientes a presenc¢a do parasito ndo seja essencial para a
formacdo de infiltrados inflamatdrios, hoje € proposto que um desbalango imunoldgico,
principalmente de células T CD8", e mediadores inflamatorios como o fator de necrose
tumoral (TNF) e IFNy, sejam essenciais para a gravidade da doenga (Higuchi Mde et al.,
2003; Lannes-Vieira et al., 2009; Pereira et al., 2014 a).

2.2.2. Ativacdo e migracao celular na infeccdo chagasica

Durante processos infecciosos, na presenca de injdria tecidual ou agente estranho, o
acionamento de diversos componentes do sistema imune (inato e adquirido) sdo essenciais
para a formacdo e o controle do processo inflamatorio (Guerreiro, Santos-Costa & Azevedo-
Pereira, 2011). Tecido lesado e células do sistema imune passam a expressar moléculas que
indicam seu estado de inflamacao e ativagcdo que servem como quimioatraentes para o local
da lesdo (Guerreiro, Santos-Costa & Azevedo-Pereira, 2011). Na DC, apesar de essencial
para o controle da infeccdo a presenca constante do parasito, a permanéncia de células do
sistema imune com alta producdo de citocinas e quimiocinas sdo determinantes para a
progressdo da doenca e o estabelecimento da forma cardiaca cronica (Dos Santos et al.,
2001; Teixeira, Gazzinelli & Silva, 2002; Lannes-Vieira et al., 2009).

Em modelo experimental que mimetiza aspectos da CCC, a lesdo causada no miocardio



esta associada ndo somente a persisténcia do parasito, mas também a acdo de células
inflamatorias no tecido cardiaco (Pereira et al., 2014 a; Pereira et al., 2015). Este infiltrado
inflamatorio é composto principalmente por células T CD8", representando cerca de dois
tercos das células T encontradas nesse tecido em pacientes humanos (Reis et al., 1993;
Higuchi et al., 1997) ou em camundongos cronicamente infectados (Dos Santos et al.,
2001). Estudo analisando perfil de células T CD8" em sangue de portadores da DC, com e
sem comprometimento cardiaco, mostrou que a gravidade da doenca esta relacionada com o
perfil de memdria (CD27°CD28) e a capacidade de respostas dessas células (Albareda et al.,
2006). Por outro lado, mostramos que a presenca de células T CD8" que expressam Pfn no
tecido cardiaco de animais cronicamente infectados estéa associada a leséo de cardiomidcitos
(Silverio et al., 2010; Silverio et al., 2012). Em conjunto, esses dados sugerem o papel
crucial das células T CD8" na gravidade da CCC.

Diversos dados sugerem que durante a infegdo pelo T. cruzi um ambiente inflamatério
no tecido cardiaco, com presenca de IFNy e TNF (Abel et al., 2001; Kroll-Palhares et al.,
2008; Medeiros et al., 2009), induz a expressdao de quimiocinas por células do tecido
lesionado (Marino et al., 2004), molécula de adesdo celular vascular (VCAM)-1 no
endotélios dos vasos sanguineos (Michailowsky et al., 2004) e producdo de componentes da
matriz extracelular, como a fibronectina (FN) (Dos Santos et al., 2001). A infeccdo pelo
T. cruzi também resulta em aumento da expressdao de moléculas associadas a ativacdo e
migracdo celular, como CD44 (Grisotto et al., 2001), CCR5 (Marino et al., 2004; Medeiros
et al., 2009) e antigeno 1 associado a funcdo leucocitaria (LFA)-1 (Dos Santos et al., 2001;
Grisotto et al., 2001; Kroll-Palhares et al., 2008; Medeiros et al., 2009). A infeccéo pelo
T. cruzi resulta em aumento da frequéncia de células T CD8" expressando LFA1" no sangue
e na formacgdo de infiltrado celular rico em células CD8*LFA1" no tecido cardiaco (Dos
Santos et al., 2001). De modo relevante, VCAM-1, ligante de LFA-1, cuja expresséo no
endotélio dos vasos sanguineos do tecido cardiaco é aumentada na infec¢do pelo T. cruzi
(Dos Santos et al., 2001; Pereira et al., 2015), foi mostrado ser relevante para a migracéo de
celulas inflamatorias para o tecido cardiaco e para o controle da infeccdo neste tecido
(Michailowsky et al., 2004). A infecdo pelo T. cruzi resulta em aumento da ativacao celular,
como aumento da frequéncia de células ativadas, coexpressando CCR5 e LFA-1 na fase
aguda e cronica da infecgdo e principalmente entre as células T CD8" (Medeiros et al.,

2009; Silverio et al., 2012; Pereira et al., 2015). Também, utilizando-se um antagonista de



receptores CCR1 e CCR5 de camundongos, Met-RANTES, foi mostrado que o tratamento
de animais agudamente infectados pelo T. cruzi com este antagonista reduz a migragao
celular para o tecido cardiaco, com reducdo do nimero de células CCR5", e da leséo
tecidual, mas sem interferir no controle do parasito (Marino et al., 2004). J& na fase cronica
da infeccdo, ainda que ndo haja reducdo significativa da inflamagdo cardiaca, a
administracdo de Met-RANTES reduziu a lesdo de cardiomidcitos (Medeiros et al., 2009).
Durante a infeccao pelo T. cruzi, ha reducdo da frequéncia de células T periféricas que
apresentavam baixa expressdo de L-selectina (CD62L) e CD45RA (Dos Santos et al., 2001;
Grisotto et al., 2001; Pereira et al., 2015), moléculas expressas predominantemente por
células T ndo efetoras (Sallusto et al., 1999). Por outro lado, observa-se aumento da
frequéncia de células que apresentam expressao aumentada de CD44, LFA-1 e o antigeno
de aparecimento tardio (VLA)-4 (Dos Santos et al., 2001; Pereira et al., 2015), moléculas
estas que indicam estado ativado e propiciam a interacdo e o recrutamento de células para o
endotélio lesionado através de sua ligagdo com componentes da matriz extracelular e
moléculas presentes no tecido cardiaco (Dos Santos et al., 2001; Grisotto et al., 2001).
Nossos dados recentes indicam que na fase cronica da infecgcdo pelo T. cruzi o aumento da
proporcéo de células T CD8" LFA1'CCR5" ou CD44*CD62L™", com perfil de ativacéo
celular, assim como da ativacdo do endotélio cardiaco, com expressdao de VCAM-1, estdo
relacionados a gravidade da CCC experimental (Pereira et al., 2014 b; Pereira et al., 2015).
De modo altamente relevante, quando animais cronicamente infectados foram tratados com
o imunomodulador pentoxifilina, um inibidor da expressédo do receptor 1 de TNF (TNFR1),
estes perfis de ativacdo foram reduzidos, assim como a expressdo de VCAM-1 nos vasos
sanguineos do tecido cardiaco, foram parcialmente revertidos, resultando na melhora das

alteracOes elétricas e da fungdo cardiaca (Pereira et al., 2015).

2.2.3. Infiltrado inflamatdrio no tecido cardiaco: composicéo e papel funcional

Desde a descoberta da DC, os primeiros achados histopatolégicos mostravam o coragao
como 6rgao de tropismo para acdo do T. cruzi (Vianna, 1911). Distarbios clinicos e achados
de necropsia observados por Carlos Chagas e Gaspar Vianna ja demonstravam um intenso
parasitismo cardiaco, com focos inflamatorios que variavam de focais a difusos (Chagas,

1910; Vianna, 1911), além de anormalidades elétricas e arritmias em cerca de 50% dos



casos agudos (Laranja et al., 1956).

Durante o curso da DC, diversos tipos celulares mononucleares sdo encontrados nos
infiltrados inflamatorios cardiaco. Macrofagos e linfocitos B sdo encontrados em menor
frequéncia enquanto que neutrdfilos sdo apenas vistos durante a fase cronica (Dos Santos et
al., 2001). Por outro lado, a presenca de linfocitos T nesses infiltrados é marcante e embora
células T CD4" e CD8" estejam presentes, o componente predominantemente nesses focos é
composto por células T CD8" (Higuchi Mde et al., 1993; Higuchi et al., 1997; Dos Santos et
al., 2001).

Estudo recente de nosso laboratério demonstrou que durante a infecgdo pelo T. cruzi,
populagdes de células T CD8" encontram-se funcionalmente segregadas em células com
perfil citotoxico, que expressam Pfn e perfil inflamatério IFNy". Estas células estdo
compartimentalizadas, encontrando-se principalmente células T especificas para molécula
do parasito CD8'IFNy* em sangue periférico e células T CD8'Pfn" em tecido cardiaco.
Neste estudo, os animais deficientes nas células CD8", quando reconstituidos com células
CD8" de animais deficientes em IFNy apresentam acimulo de células Pfn" em tecido
cardiaco e aumento nos niveis da isoenzima MB da creatina quinase (CK-MB), um
importante indicador de lesdo cardiaca. Por outro lado, a reconstituicdo com células CD8"
de animais deficientes em Pfn revelou acimulo de células produtoras de IFNy e reducdo da
lesdo cardiaca. Esses dados levaram a propor que as populacBes segregadas tém papéis
antagbnicos, tendo células T CD8*IFNy" um papel protetor e as células T CD8"Pfn" papel
deletério na injuria cardiaca e nas alteracdes elétricas (Silverio et al., 2012).

Hoje é consenso que na infeccdo pelo T. cruzi, o parasito mobilize varios mecanismos
humorais e celulares da resposta imune inata e adquirida. Como consequéncia, varias
células e mediadores inflamatoérios da resposta imune sdo recrutados (Higuchi Mde et al.,
1993; Higuchi et al., 1997; Dos Santos et al., 2001). Essa resposta inflamatéria, na maioria
dos casos, consegue diminuir a multiplicacdo parasitaria. Contudo, o parasito persiste no
hospedeiro, assim como a resposta imune a ele dirigida (Dos Santos et al., 2001; Teixeira,
Gazzinelli & Silva, 2002). Essa persisténcia pode ser resultado da acdo de mecanismos
evolutivos, como a presenca da TS e a modificacdo de glicanas terminais das células, que
permitiram ao parasito subverter o sistema imune e perpetuar a infecgdo. Dessa forma,
conhecer as alteracfes decorrentes da interacdo do T. cruzi e suas moléculas com celulas e

moléculas do hospedeiro, decorrentes da resposta imune, tém grande relevancia para o



entendimento da patologia e representa algo promissor para 0 desenho de intervencao
terapéutica visando melhor progndéstico dos portadores da doenga de Chagas.

2.3. GLICOBIOLOGIA

2.3.1. Glicobiologia: histérico e evolugéo

Estudados desde o século XIll, os carboidratos ganharam espago e importancia na
biologia, de tal forma que hoje possuem uma parte reservada somente a busca de
conhecimento sobre sua quimica, bioquimica e biologia celular (Varki & Sharon, 2009).
Acucares, como sdo conhecidos pela maioria, deixaram de ser considerados apenas como
fonte de energia na cadeia alimentar e ganharam um papel essencial em praticamente todos
0s processos celulares: interacBes celulares, interacdo celula-parasito, maturacdo de
linfécitos, apoptose e ativacdo celular. Carboidratos também compdem a matriz estrutural
da célula e a matriz extracelular. Devido a sua distribuicdo e papel em fungdes bioldgicas
diversas, hoje tém sido propostos como candidatos a biomarcadores para diversas patologias
(Varki, 2007; Varki & Lowe, 2009; Varki & Schauer, 2009; Varki & Sharon, 2009).

Carboidratos tém estrutura quimica mais diversificada e variada que a das proteinas e
acidos nucléicos, apresentam formula basica (CH,0),, podem ter de trés a nove atomos de
carbono, sendo as hexoses as mais comuns, que tém a glicose como seu principal
representante. A construcdo de carboidratos em células segue um fluxo, desde o inicio da
sua formacdo no reticulo endoplasméatico onde o0s primeiros monossacarideos sdo
acrescentados em proteinas, passando pelo complexo de Golgi, havendo um refinamento na
construcdo das glicanas e a partir dai serdo finalmente empacotados e distribuidos pela
célula ou para o meio exterior. Também, no complexo de Golgi, oligossacarideos recebem
na posicdo terminal o &cido sialico, aglcar terminal envolvido em diversos processos de
interagdo celular (Figura 2.2).

Apesar de sua grande importancia em processos bioldgicos, pouco se sabia sobre a
bioquimica e estrutura de carboidratos devido as dificuldades de sequenciamento, que nao
podem ser preditas a partir de uma fita de acido desoxirribonucleico (DNA). Assim, grande
parte do estudo de carboidratos foi deixado em segundo plano até que a partir da década de
1970 o surgimento de novas técnicas de anélise e deteccdo de glicanas, como cromatografia,
eletroforese e espectrometria, permitiu ampliar o estudo desses compostos (Varki & Sharon,
2009)
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Figura 2.2: Esquema simplificado das etapas de adi¢do e subtracdo de monossacarideos desde o
Iimen do reticulo endoplasmatico até o complexo de Golgi. Retirado Biologia Molecular da Célula,
The Cell, Bruce Alberts, 52 Edicéo.

2.3.2. Glicobiologia: da fisiologia a alteracdes patoldgicas

As células dos organismos vivos estdo cobertas por uma densa camada de moléculas.
Esta é formada por proteinas e lipideos que atravessam a membrana plasmatica permitindo a
comunicacdo entre meio exterior e interior. Os lipideos e proteinas podem ou ndo carrear
estruturas glicanas (glicoproteinas e glicolipideos) que podem interagir com moléculas
existentes no meio ou em outras células e enviar informacfes para serem processadas no
ndcleo da célula.

A grande variedade e distribuicdo dos carboidratos ddo a estes um amplo espectro de
fungdes que vai desde a organizacdo estrutural e atividade moduladora da célula até o
reconhecimento especifico destas glicanas por outras moléculas, seja do préprio organismo
ou de agentes estranhos. Moléculas que se ligam especificamente a terminais glicidicos séo
chamadas de proteinas que se ligam a glicanas (GBPs) (Varki & Lowe, 2009). As GBPs sdo
divididas em dois grupos: as que reconhecem e se ligam a moléculas do préprio organismo
e as que reconhecem e se ligam a moléculas de organismos estranhos, como patégenos, ou
mesmo participam de interacbes simbidticas (Varki & Lowe, 2009). O perfeito
funcionamento destas interaces especificas proporciona aos organismos o estado de
homeostasia que mantém todos os sistemas funcionando.

Por outro lado, hoje ja se sabe que pequenas modificacdes na estrutura das glicanas
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podem indicar sérias anomalias como canceres (Croci et al., 2014) ou mesmo impedir uma
efetiva resposta do sistema imune contra agentes externos, seja ela celular, diminuindo a
citotoxicidade de células T CD8" (Freire-De-Lima et al., 2010), ou humoral, influenciando
0 reconhecimento e especificidade de imunoglobulinas (Fokkink et al., 2014; Lu et al.,
2015).

Modifica¢bes no padrdo de glicosilacdo das células tém sido extensivamente estudados
em modelo de canceres. Terapias como bloqueadores do fator de crescimento endotelial
vascular acabam nao tendo eficacia, pois logo ap06s o término da terapia os tumores voltam a
se desenvolver (Ebos, Lee & Kerbel, 2009). Estudos revelaram que o padréo de glicosilagéo
diferenciado em alguns individuos pode determinar uma maior resisténcia a terapias
convencionais bem como uma maior propensdo ao surgimento de metastases (Croci et al.,
2014). Com isso, o uso de ferramentas que reconhecam especificamente terminais

glicosidicos, como as lectinas, podem ser fortes candidatos a marcadores bioldgicos.

2.3.3. Lectinas como marcadores bioldgicos em diversas patologias

Lectinas sdo proteinas que se ligam especificamente em terminal sacaridico, estejam
eles ligados em lipideos ou proteinas. Foram descobertas, em 1888, por Hermann Stillmark
(Moreira et al., 1991), ao perceber que um extrato de semente de mamona (Ricinus
communis) continha proteinas capazes de aglutinar células vermelhas do sangue (Bies, Lehr
& Woodley, 2004; Varki et al., 2009). Porém, apenas a partir da década de 1950 que o
estudo sobre as lectinas avangou mais rapidamente, com uso de ferramentas utilizadas para
diferenciacdo dos grupos sanguineos (Boyd & Shapleigh, 1954; Bies, Lehr & Woodley,
2004).

Mais tarde com estudos envolvendo a diferenga de ligagdo de lectinas entre células
normais e tumorais e a descoberta da interacdo de patdgenos e células hospedeiras
utilizando-se terminais glicidicos, tornou estas proteinas uma promissora ferramenta para o
estudo diagndstico e molecular de interacdo célula-célula e célula-patégeno (Boyd &
Shapleigh, 1954; Aub, Sanford & Cote, 1965). O influenza virus, foi o primeiro patdgeno a
ser descoberto por utilizar GBPs como mecanismo de interacdo com o hospedeiro utilizando
sialidase numa relacdo dependente de Neu5Ac (Schauer, 2000; Nicholls et al., 2008). A

partir deste achado, ndo demorou muito para que lectinas fossem utilizadas como
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ferramentas de diagnostico em histopatologia e como marcadores de malignidade tumoral
(Inbar, Ben-Bassat & Sachs, 1972; Sharon & Lis, 1972). De fato, lectinas exdgenas podem
ser usadas para a deteccdo de modificagdes qualitativas e/ou quantitativas de glicanas
presentes em fluidos ou na superficie de células, podendo servir como ferramentas para
diagndstico e prognostico em diferentes patologias.

As GBPs estdo presentes ndo apenas em plantas, mas também em animais e podem
servir como fator de prognostico para algumas enfermidades como canceres. Até o
momento, sabe-se que galectinas, as GBPs encontradas em animais, participam de processos
de selecdo positiva e negativa de células T no timo e apoptose celular (Wu et al., 1996;
Amado et al., 2004). Nas ultimas décadas, as GBPs também tém sido utilizadas como
marcadores de malignidade em tumores (Inbar, Ben-Bassat & Sachs, 1972; Sharon & Lis,
1972; Bies, Lehr & Woodley, 2004; Toscano et al., 2007; Bi et al., 2008; Earl, Bi & Baum,
2010). Apesar de fazerem parte da fisiologia normal dos organismos, participando de
processos regulatdrios, a presenca aumentada de galectinas no sangue normalmente esta
associada a algum tipo de patologia. Em pacientes diagnosticados com cancer, por exemplo,
a presenca de elevados niveis de galectina-1, que se liga especificamente em terminais
Galp1-4GIcNAc (lactosamina), pode indicar uma maior predisposicdo a angiogénese e
formacdo de metéstases, além de apresentarem resisténcia a tratamentos comumente
utilizados (Croci et al., 2014). Galectina-1 e -9 também agem em processos de morte
celular, porém reconhecendo diferentes terminais e agindo por diferentes vias (Bi et al.,
2008).

Galectinas também tém sido estudadas como fator essencial em processos inflamatorios
em tecido cardiaco (Seropian et al., 2013). Na infeccdo chagasica, galectina-3, que se liga
em terminais do tipo -galactose, esta envolvida na adesdo do T. cruzi ao componente da
matriz extracelular laminina e a células musculares da vasculatura cardiaca (Moody,
Ochieng & Villalta, 2000; Kleshchenko et al., 2004), sugerindo que esta galectina tenha
papel ndo benéfico, favorecendo a infeccdo. Aumento nas concentragBes de galectina-3
também esta associada a formagdo de tecido fibrotico, agravamento da miocardite e
remodelamento da matriz extracelular, com aumento na deposicdo de coldgeno tipo 1
(Ferrer et al., 2014). Dados mais recentes sdo ainda mais interessantes pois revelam que
camundongos deficientes em galectina-3 apresentam reduzido numero de celulas

inflamatdrias em tecido cardiaco, como macréfagos e linfocitos T CD4 e CD8, menor
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intensidade de fibrose e de producdo de mediadores inflamatérios, como TNF e IL-1
(Pineda et al., 2015). Recentemente foi mostrado que concentracOes de galectina-1 no soro
estdo mais elevados em portadores da DC comparados a individuos ndo infectados.
Também, galectina-1 reduz a infeccdo de células musculares in vitro e camundongos
deficientes em galectina-1 sdo mais suscetiveis a infec¢do pelo T. cruzi, apresentando maior
parasitemia e aumento do numero de células inflamatdrias no tecido cardiaco (Benatar et al.,
2015). Estes dados sugerem que galectina-1 tem papel protetor e galectina-3 um papel

deletério na injuria cardiaca causada pela infeccdo do T. cruzi.

2.3.4. Acido sialico, Trypanosoma cruzi e trans-sialidase

A molécula de acido siadlico (Neu5Ac ) foi descrita pela primeira vez em 1936 (Blix,
1936), foi extraida de moléculas do tipo mucinas da saliva (do grego sialos = saliva) de
onde recebeu este nome: componente &cido derivado da saliva ou acido siélico (Du et al.,
2009). NeubSAc € um aclcar de nove carbonos e esta presente em uma ampla variedade de
organismos vivos (Varki & Gagneux, 2012). Neu5Ac, é usualmente um acgucar de posicao
terminal possuindo duas formas isoméricas, quando a hidroxila presente no carbono 2 (C-2)
esta orientada axialmente (para cima), por convengao se refere a forma o, enquanto que o
contrario se refere a forma f. A forma C-2 a-hidroxila estd frequentemente ligada ao C-3
ou C-6 de uma galactose ou N-acetilgalactosamina pré-terminal, formando ligacdes do tipo
a-2,3-x e a-2,6-X respectivamente (Varki & Schauer, 2009). Outra forma, menos comum, de
ligacdo encontrada esta associada ao carbono 8 (C-8), esta ocorre em cadeias formadas por
moléculas de NeuSAc gerando ligagdes do tipo a-2,8-x (Varki & Schauer, 2009;
Pshezhetsky & Hinek, 2011; Freire-De-Lima et al., 2012).

Células eucariotas e algumas bactérias sdo capazes de sintetizar Neu5Ac, enquanto que
T. cruzi € incapaz de produzir tal agtcar (Frasch, 2000; Freire-De-Lima et al., 2015). Desde
a descoberta de moléculas de NeuSAc na superficie da forma epimastigota do T. cruzi
(Pereira et al., 1980) criou-se a hipoOtese da existéncia de uma molécula com acédo
enzimatica capaz de transferir NeubAc do organismo hospedeiro para moléculas do tipo
mucinas presentes na superficie do parasito.

A transferéncia de moléculas de NeuSAc ocorre através da acdo de enzimas

denominadas neuraminidases ou sialidases. Este tipo de enzima ja foi descrito em diversos
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organismos como virus, bactérias, fungos, protozoarios, aves e mamiferos (Pshezhetsky &
Hinek, 2011).

Em meados da década de 80 Previato e colaboradores demonstraram que a presenca de
Neu5Ac em glicoconjugados na superficie de epimastigotas do T. cruzi, era decorrente de
moléculas sialiladas encontradas no meio e que a transferéncia das moléculas de NeuSAc
era catalisada por componente presente no parasito (Previato et al., 1985) e que mais tarde
foi denominada de trans-sialidase (TS) (Schenkman et al., 1991). Esta € uma exo-sialidase
(Achyuthan & Achyuthan, 2001) membro da familia glicosideo hidrolase (GH)-33

(http://www.cazy.org/GH33.html) e sua estrutura possui trés porcdes: uma porcdo N-

terminal com funcéo enzimética que catalisa preferencialmente a transferéncia de Neu5Ac a
partir de moléculas doadoras contendo Neu5Aca-2,3GalpB1-x para unidades terminais de
Galp-p-ligadas, formando exclusivamente ligagdes a-2,3-x (Frasch, 2000; Dc-Rubin &
Schenkman, 2012; Freire-De-Lima et al., 2012). A segunda porgéo, C-globular com
organizacdo estrutural tipo lectina, e a terceira porcdo C-terminal, formada por uma
sequéncia de repeticdo de 12 aminoacidos denominada antigeno liberado em fase aguda
(SAPA, shed acute phase antigen). Esta ultima por¢do ndo esta presente em TS encontrada
na superficie de epimastigotas, forma presente no inseto vetor (Frasch, 2000; Dc-Rubin &
Schenkman, 2012). A presenca da porgdo SAPA em TS aumenta sua meia vida e induz a
producdo de anticorpos que agem sobre a porcao enzimatica da proteina (Buscaglia et al.,
1998; Frasch, 2000; Dc-Rubin & Schenkman, 2012; Freire-De-Lima et al., 2015). Por
altimo, moléculas de TS estdo fixadas na superficie do parasito através de ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) que ao serem hidrolisadas, liberam a TS para 0 meio (Frasch,
2000; Dc-Rubin & Schenkman, 2012).

A atividade da TS é independente de citidina monofosfato acido N-acetil neuraminico
(CMP-Neu5Ac), ou seja, ela é capaz de utilizar moléculas de Neu5Ac livres do meio,
podendo sialilar glicoproteinas O-glicosiladas (sialoglicoproteinas ou moléculas tipo
mucinas) presentes na superficie do parasito (Previato et al., 1985; Mendonca-Previato et
al., 2013) ou, de forma semelhante, sialilar glicoproteinas presentes na superficie de células
do hospedeiro mamifero (Freire-De-Lima et al., 2010). Essas modificacbes no perfil de
sialilacdo de glicoproteinas do hospedeiro, ocasionados para a a¢ao da TS, podem modular a
invasdo de parasitos na célula hospedeira e/ou a resposta das células do sistema imune e

servir como biomarcador de infecgéo na patologia de Chagas.
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2.3.5. Alteracdes glicosidicas na doenca de Chagas

Com a utilizacdo de metodologias mais sensiveis, espectrometria de massas,
cromatografia liquida e gasosa e uso de lectinas foi possivel identificar mudangas nos
padrdes fisioldgicos e patoldgicos para a detecgdo do perfil glicosidico presente no T. cruzi
e nas células do organismo hospedeiro (Pereira et al., 1980; Freire-De-Lima et al., 2010;
Mendonca-Previato et al., 2013). O T. cruzi tem a capacidade de infectar qualquer tipo
celular (Freire-De-Lima et al., 2015). Para que isto ocorra se faz necessario uma interagéo
entre moléculas presentes na superficie do parasito e da célula hospedeira (Oliveira et al.,
2014; Freire-De-Lima et al., 2015). Durante a fase aguda da DC, que ocorre entre duas a
trés semanas ap0Os a exposicdo ao parasito, ha intensa parasitemia e parasitismo e maior
liberacdo de TS no soro do organismo hospedeiro. A interacdo parasito/hospedeiro é
possivel devido a acdo da TS. A presenca da TS na superficie do T.cruzi € uma das
caracteristicas evolutivas que permitiu ndo apenas a infeccdo, mas também a perpetuacao
deste parasito por longos periodos no interior das células do organismo hospedeiro (Freire-
De-Limaet al., 2012; Shenkman et al., 1991).

Em condigdes fisiologicas, células T CD8" maduras selecionadas positivamente no
timo, sdo liberadas na corrente sanguinea com um perfil PNAY. A lectina Peanut
agglutinin, Arachis hypogaea (PNA) se liga especificamente ao terminal pré-sidlico Galp1-
3GalNAcal-Ser/Thr, o mesmo terminal de acio para TS. Quando as células T CD8" séo
apresentadas a antigenos, passam a expressar o perfil PNA"®" mostrando que um perfil
ativado indica perda do &cido sialico dessas celulas (Amado et al., 2004). Estudo utilizando
anticorpo S7 mAb, que reconhece epitopos contendo NeubAc em CD43, demonstrou que
esta molécula é um importante aceptor de Neu5Ac em células T (Jones et al., 1994). O uso
deste mesmo anticorpo em camundongos deficientes em ST3Gal-I sialiltransferase, mostrou
que a molécula de CD43 pode ser um provavel sitio de agdo da TS (Freire-De-Lima et al.,
2010). Células T CD8" oriundas das infeccdo pelo Plasmodium berghei, protozoario que
ndo expressa TS, apresentam fendtipo PNA"". Por outro lado, o cultivo de células T CD8"
de camundongos infectados com a cela Y do T. cruzi ou infectados e tratados com a forma
ativa recombinante de TS (aTS) induziu fenétipos PNA™™ (intermediario) e PNA"Y,

respectivamente, sugerindo que a Tsa é capaz de sialilar a superficie das células T CD8"
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(Freire-De-Lima et al., 2010). De modo interessante, células T CD8" que perdem a
expressdo para ligantes de PNA, ap0s re-sialilacdo pela TS, demonstraram reducdo da agao
citotoxica em ensaios in vitro e da atividade de reconhecimento antigénico e citotoxicidade
in vivo, esta pode ser uma estratégia para subverter a resposta imune do hospedeiro (Freire-
De-Lima et al., 2010).

Como dito anteriormente, modificacGes no glicofenétipo de células do sistema imune
sd0 essenciais para a efetivacdo de ativacdo destas células, em especial as células T CD8"
(Amado et al., 2004), ao longo dos anos estudos tém demonstrado que durante a infeccao
pelo T. cruzi, a presenca da TS é essencial para a patogénese e perpetuacdo do parasito no
organismo hospedeiro (Dias et al., 2008; Freire-De-Lima et al., 2010; Dc-Rubin &
Schenkman, 2012). O uso de um inibidor NeuNACFNP (2-difluoromethyl-4-nitrophenyl-
3,5-dideoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid acid) da porcdo enzimatica da TS,
através da ligacdo covalente deste entre Arg245 e Asp247, causa diminui¢do da infeccdo de
células de mamiferos (Carvalho et al., 2010). Assim, a infec¢cdo com um microrganismo que
possui mecanismo molecular que resulta na modificacdo do perfil glicosidico da superficie
de células pode favorecer uma estratégia que permita identificar ferramentas para uso como
diagndstico de fases aguda e crbnica, assim como presenca de alteracbes glicosidicas
associadas a alteracBes funcionais em células na DC.

3. Hipotese
O cenério de dados apresentados nos levou a propor que durante a infeccdo pelo T. cruzi
ha alteracbes de glicofenotipos em proteinas séricas e em subpopulacBes de linfécitos T

CD8" funcionalmente segregadas.
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4. OBJETIVO GERAL
Identificar glicofendtipo de N-glicanas de proteinas séricas e em células T de
camundongos infectados pelo T. cruzi, procurando identificar biomarcadores de fases aguda

e cronica da DC experimental.

4.1.  Objetivos Especificos
(1) Realizar analise molecular de N-glicanas de proteinas do soro de camundongos
infectados experimentalmente pelo T. cruzi, através de espectrometria de massas;
(2) Analisar as N-glicanas de proteinas do tecido cardiaco no curso da infecgéo
experimental, através de ensaios histoquimicos usando lectinas;
(3) Buscar associacio de glicofenétipo de células T CD8" com o perfil de funcionalidade

inflamatoria (IFNy") e citotoxica (Pfn®).
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5. MATERIAIS E METODOS

51.  Animais

Com o objetivo de mimetizar aspectos clinicos da DC, utilizamos o modelo
experimental com fémeas de camundongos com 4-8 semanas de idade, da linhagem
C57BL/6 (H-2°). Cerca de 40 animais foram usados em cada experimento de fase aguda e
cronica. Esses animais sdo reproduzidos no Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio
(CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), chegam ao Biotério do Pavilhdo Cardoso
Fontes/IOC e sdo mantidos em adaptacdo por 10-14 dias em condices livres de patdgenos
especificos (SPF). Os animais sdo acondicionados em gaiolas de polipropileno dentro de
estantes ventiladas ou microisoladores e recebem ragdo e 4gua ad libitum durante todo curso
do ensaio. Os procedimentos experimentais foram realizados e aprovados segundo as
normas da Comissdo de Etica de Uso de Animais da Fiocruz - CEUA/Fiocruz (LW 10/14).
Os experimentos que compdem esta dissertacdo estdo registrados e os dados descritos nos
Livros de Experimentagdo do LBI/IOC #53 e #57.

5.2. Infeccdo experimental pela cepa Colombiana do T. cruzi

Para o presente trabalho, camundongos da linhagem C57BL/6, foram infectados pela
via intraperitoneal com um inéculo de 100 formas tripomastigotas sanguineas da cepa
Colombiana do T. cruzi, suspensos em 0,2 mL de tampdo salina estéril. As formas
tripomastigotas utilizadas foram isoladas de um portador da DC crénica (Federici,
Abelmann & Neva, 1964; Andrade, 1974), atualmente classificada como T. cruzi | (Zingales
et al., 2009) e mantida por passagens seriadas em camundongos isogénicos a cada 35-45
dias, no Laboratorio de Biologia das Interagdes (LBI/IOC), a fim de avaliar a suscetibilidade
desses animais a infecgdo. Animais controles, ndo infectados (NI) de mesma idade e sexo,
receberam salina e foram mantidos sob as mesmas condicbes no Biotério de

Experimentagcdo Animal do Pavilhdo Cardoso Fontes/IOC.
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5.3.  Curvas de parasitemia, mortalidade e acompanhamento clinico

Para determinar o curso da infeccdo, com identificacdo das fases aguda e cronica, a
parasitemia foi determinada semanalmente através do método de Brener (1962). Este
consiste em colocar 5uLL de sangue obtido da cauda do animal, entre lamina microscépica e
laminula (22x22 mm). Foram observados 100 campos microscopicos utilizando a objetiva
de 40x, sendo determinado o nimero de parasitos/mL de sangue (ver formula abaixo para
calculo da parasitemia). A parasitemia foi utilizada como pardmetro para definicdo dos
varios estagios da infeccdo experimental pelo T. cruzi. De acordo com as observacdes
realizadas previamente em nosso laboratério (Talvani et al., 2000; Dos Santos et al., 2001),
os animais infectados apresentam um primeiro estagio caracterizado pelo raro encontro ou
mesmo auséncia do parasito na corrente sanguinea e um segundo pelo crescimento
exponencial deste, que culmina entre os 42°-49° dia pos-infeccdo (dpi). Finalmente, um
terceiro estagio, no qual o nimero de parasitos decresce na corrente sanguinea até a
negativagdo da parasitemia ou encontro de raros parasitos no sangue circulante. Portanto,
consideramos que a partir do 30° dia ap6s a negativacdo ou diminuicdo marcante da
parasitemia 0s animais encontram-se em fase crdnica, considerada a partir do 90° dpi
(Camandaroba et al., 2006). O estado clinico dos animais foi analisado semanalmente,
assim como registros de morte.
Célculo da parasitemia = n° de parasitos em 100 campos x 3111"

10*

*Nimero de campos em uma laminula de 22x22 mm

Para acompanhamento clinico, além da observacdo das condi¢des fisicas externas, 0s
animais foram pesados usando balanca prépria para pesagem de roedores (balanca Sartorius,
ED623S-OCE; EUA) e a temperatura retal foi aferida usando termdmetro retal (DT-610B
Thermocouple Thermometer) semanalmente. Além disso, 0s animais foram analisados
quanto as alteragdes elétricas. Para isto, em 14, 42 e 120 dias pds-infecgdo os animais foram
tranquilizados com diazepam (10mg/kg) e os transdutores foram colocados
subcutaneamente na derivacdo DII. Os tracados foram registrados por 2 minutos usando o
sistema digital Power Lab 2/20 conectado a um bio-amplificador a 2 mV por 1 segundo
(PanLab Instruments, Espanha). Os filtros foram padronizados entre 0,1 e 100 Hz e os
tracados analisados usando o software Scope software for Windows V3.6.10 (PanLab

Instruments, Espanha). Os parametros do eletrocardiograma (ECG) analisados foram:
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frequéncia cardiaca, duracdo de onda P, intervalos, PR, QRS e QT corrigido (QTc), como
anteriormente descrito (Silverio et al., 2010). Também, mostramos a frequéncia de animais
com arritmias, com bloqueio atrio-ventricular de segundo graus (BAV2) e de animais que

apresentam qualquer alteracéo elétrica.

5.4. Obtencédo de soros e preparos de amostras para andlise de perfil de N-
glicanas em proteinas séricas

Para avaliar o perfil de N-glicanas contido em proteinas séricas, sangue total foi obtido
através de puncdo pelo seio retro-orbital, apos anestesia local dos animais (cloridrato de
proximetacaina 0,5%), com o auxilio de pipeta Pasteur sem anticoagulante, seguido de
morte dos animais por deslocamento cervical e posterior retirada do coracdo e baco,
segundo delineamento experimental. O sangue foi acondicionado em tubos de 1,5 mL, tipo
Eppendorf, e deixados para coagular por um periodo ndo superior a duas horas a uma
temperatura de 4°C (quatro graus célsius). Apos este periodo o sangue foi centrifugado em
microcentrifuga (Thermo Electron Corporation — IEC — Micromax RF — Refrigerated
Microcentrifuge, EUA) por 10 minutos a uma velocidade de 1000 g e uma temperatura de 4
°C. O soro foi separado, com o auxilio de pipetas, para tubos limpos de 0,5 mL, tipo
Eppendorf, e congelados a temperatura de -80 °C até 0 momento do preparo das amostras.

5.5.  Espectrometria de massas por MALDI-TOF

5.5.1. Extracéo de N-glicanas

Para o preparo das amostras de soro e posterior leitura em espectrdmetro de massas tipo
MALDI-TOF (Voyager DE.str; PerSeptive Biosystems Inc, EUA) e avaliacdo do perfil de
N-glicanas em proteinas presentes no soro, este foi descongelado a temperatura ambiente e
50 pL de cada amostra foi transferida para tubos de vidro de 2 mL, imediatamente
congeladas a -80 °C e postas para liofilizar em liofilizador (VirTis, BenckTop K, EUA) por
um periodo minimo de 12 horas. Apos este periodo as amostras foram ressuspensas em 500
pL de NH4HCO3-50mM e desnaturadas em 12,5 uL de tampdo de desnaturagdo SDS
(sodium dodecil sufate) + s -mercapto etanol e fervidas a 100 °C por 20 minutos em banho-

maria. As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e adicionadas de 500 pL de
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NH4HCO3-50 mM mais 50 pL de um agente detergente Nonidet™-P40 (Sigma-Aldrich,
EUA) e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Foram adicionados, em cada
amostra, 5 UL de enzima PNgase F solution (Roche™, EUA), que cliva especificamente
glicanas N-ligadas e postas para incubar em agitador por periodo minimo de 12 horas. As
proteinas presentes nas amostras foram entdo precipitadas com etanol gelado, -20 °C por 15
minutos e 4°C por 30 minutos, apds este periodo as amostras foram centrifugadas a 1000 g
por 10 minutos. Os sobrenadantes foram concentrados em evaporador até um volume final
de aproximadamente 500-1000 pL, &gua ultrapura foi adicionada para que as amostras
fossem congeladas e liofilizadas por periodo minimo de 12 horas. Colunas de C18 foram
lavadas com 10 mL de metanol (#322415 Sigma-Aldrich, EUA) e primadas com quatro a
seis volumes da coluna com uma solucdo de acetonitrila (ACN) 5 % e acido trifluoracético
(TFA) 0,1 %. As amostras reconstituidas com 500 pL de uma solucdo de TFA 0,1 % foram
adicionadas as colunas sem exercer pressdo e eluidas com 6 mL da solucdo 5 % ACN / H,O
/ 0,1 % TFA, todas as amostras foram congeladas a -80 °C e postas para liofilizar por
periodo minimo de 12 horas. Colunas de grafite foram lavadas seis vezes com cada uma das
solugdes: ACN 75 % / ACN 50 % / ACN 25 %, quando entdo foram aplicadas as amostras
reconstituidas com solucdo de TFA 0,1 % sem exercer pressdo. As colunas foram lavadas
com solugdo de TFA 0,1 % e as amostras eluidas a seguir com 3 mL de ACN 50 % e 3 mL
de ACN 25 %, todas foram congeladas e liofilizadas com periodo de 12 horas.

5.5.2. Permetilacéo

As amostras liofilizadas do processo de extracdo de glicanas foram ressuspensas em 400
pL de sulféxido de dimetilo (DMSO) e 200 pL de iodeto de metila (CH3l) acrescido de uma
pequena quantidade de hidroxido de sédio (NaOH) e postas em sonicador (20.000 Hz) por 2
horas. Apds esse periodo foi acrescentado a cada amostra um volume de 2 mL de
cloroférmio e 1 mL de solugéo saturada de Tiossulfato de sodio (ponto de saturacdo: 701
g/L). A seguir, foram feitas dez lavagens por centrifugacdo 800 g por 2 minutos das
amostras, acrescentando e descartando 6 mL de agua ultrapura em cada lavagem. O produto
final foi seco em tubos de vidro em nitrogénio gasoso, ressuspenso em 500 pL de agua

ultrapura que foi congelada a menos 80 °C e liofilizados por periodo de 12 horas.
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5.6. Imunoistoquimica (IHS)

Visando diferenciar cortes de tecidos seriados entre animais ndo infectados e infectados,
para observacdo de infiltrados inflamatorios e alteragcdes glicosidicas nos cortes a andlise
imunoistoquimica foi feita através do método de imuno-peroxidase, modificado por Lannes-
Vieira e colaboradores (Lannes-Vieira, Dardenne & Savino, 1991). Para a realizagdo desta
metodologia, o tecido cardiaco e parte do bago foram retirados, incluidos em
carboximetilcelulose (Tissue Tek OCT Compound, Miles Inc., EUA) e armazenados em
nitrogénio liquido até sua utilizagdo. Cortes seriados de Sum foram feitos em criostato
(Reichert-Jung Cryocut 1800, Alemanha) a —25 °C e aderidos a laminas lisas de vidro
(previamente lavadas, desengorduradas com solucdo alcool etilico-éter etilico 1:1 e
revestidas com solucdo aquosa de Poli-L-lisina a 0,005 % p/v (P-1524 Sigma, EUA). Ap06s
secagem por 1h a temperatura ambiente, os cortes foram fixados com acetona gelada
(mantida a —20 °C) durante 10 minutos, lavados 2 vezes durante 5 minutos com PBS (pH
7,2-7,4) e os receptores Fc foram blogueados com soro normal de cabra 1/50 diluido em
PBS-BSA 1%, azida sédica 0,1%, durante 30 minutos em camara umida. Em seguida, foram
adicionados os anticorpos primérios purificados (Tabela 5.1) durante um periodo de 12
horas em camara Umida a temperatura de 4°C. Seguindo incubacéo, os cortes foram lavados
3 vezes com PBS durante 5 minutos cada e foram adicionados os anticorpos secundarios
ligados a biotina (Tabela 5.1) durante 40 minutos em camara Umida. Seguiram-se 3
lavagens de 5 minutos cada com PBS e entdo os cortes foram incubados com o revelador
estreptoavidina-peroxidase (Amershan) durante 40 minutos em camara Umida. Apds 3
lavagens com PBS durante 5 minutos, os cortes foram revelados em solucéo de revelacao:
50 pL 9-amino 3-etil carbazol 0,8 % (Sigma, EUA), 5 uL perdxido de hidrogénio 3 % em
950 pL de tampéo acetato de sodio (Sigma, EUA) 0,1 M pH 5,2. Esta solucdo foi colocada
sobre os cortes previamente banhados com tampdo acetato de sdédio e as laminas foram
colocadas em camara escura para revelagdo acompanhada periodicamente ao microscépio
optico. A fim de parar a revelacdo, as laminas foram imersas em &gua, em seguida 0s cortes
foram contra-corados com hematoxilina de Mayer (DAKO, EUA) durante 5 minutos e
depois contrastados em agua durante alguns minutos também com observacdo ao
microscopio optico. As laminas foram secas e cobertas com meio de montagem aguosa

Faramount (DAKO, EUA) e sobrepostas por laminula. Os cortes foram analisados ao
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microscopio 6ptico (Nikon, Japdo), fotografados e analisados utilizando o programa NIS-
Elements (Nikon, Japao).

Tabela 5.1: Anticorpos utilizados na técnica de imunoistoquimica

Anticorpos Clone/Origem/Fornecedor Diluicao
anti-FN (purificado) Policlonal, coelho, Gibco-BRL 1/800
Anti-lg de coelho-biotina Amersham 1/500
estrepto-avidina-peroxidase Amersham 1/100
Lectina PNA conjugada a biotina L-6135, Sigma-Aldrich 1/200
Lectina SNA conjugada a biotina FL-1301 Vector Laboratdries 1/200
Lectina MAL conjugada a biotina B-1265 - Vector Laboratéries 1/100

5.7. Obtencéo de celulas mononucleares isoladas do baco

O baco foi retirado e macerado em meio Hanks (Hank’s Balanced Solution #BR30015-
05, Sigma, EUA) em homogeneizador de tecido do tipo Potter. A suspenséo celular obtida
foi lavada em 5mL de Hanks e centrifugada a 800 g durante 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular ressuspenso em tampéo para lise de
hemacias (Red Blood Cell Lysing Buffer, R7757, Sigma, EUA), durante 5 minutos a
temperatura ambiente e com agitagdo ocasional. Seguindo esta incubacdo, foram
adicionados 10 mL de solucdo de Hanks gelado e as suspensdes celulares centrifugadas a
800 g durante 5 minutos a 4 °C. Apoés descarte do sobrenadante, outra lavagem com solucao
de Hanks foi realizada a 4 °C. O precipitado celular foi ressuspenso em 1 mL de solucéo
PBS contendo 2 % de soro bovino fetal (SBF) e 0,1 % NaNj; para ensaios de citometria de
fluxo ou em meio RPMI suplementado (2mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sodio,
0,1 mM de aminoécidos ndo-essenciais, 10 pg/mL de penicilina/estreptomicina, 5x10° M
de B-mercaptoetanol, 10 mM de Hepes e 1% de soro normal de camundongo) para ensaios
de estimulacdo celular. As células foram quantificadas em camara de Neubauer com azul de

Trypan 0,04 % e as suspensdes celulares com viabilidade >95 % foram utilizadas.
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5.8. Marcagdo extra e intracelular de esplendcitos por citometria de fluxo
(FACS)

Inicialmente, as suspensdes celulares foram blogueadas em solugdo de soro normal de
camundongo a 2 % em solucdo de PBS-SBF 2 % e NaN3 0,1 % durante 30 minutos a 4 °C.
A seguir, cerca de 1x10° células/100 pL/pogo foram distribuidas em placas de poliestireno
de 96 pocos (Falcon 3911, EUA). Para realizarmos a marcacao de superficie, 20 puL dos
anticorpos (Tabela 5.2) diluidos em solucdo de PBS-SFB 2 % e NaN3 0,1 % foram
adicionados as células e incubados durante 40 minutos a 4 °C. Seguindo a incubacéo, foram
realizadas lavagens com 150 uL de PBS-SBF 2 % e NaN3 0,1 % /poco durante 5 minutos a
600 g a 10 °C e fixacdo em solucdo de PBS-formaldeido a 1 %.

Com relacdo a marcacdo intracelular, as suspensfes celulares foram previamente
deixadas em cultura na presenca de proteina inibidora de transporte intracelular, Monensina
(BD Golgi Stop™ Cat 554724, EUA) na relacdo de 4 pL de solucéo estoque para cada 6 mL
de meio, durante 4 horas a 37 °C em ambiente contendo 5 % CO,. Inicialmente foi realizada
a marcacdo extracelular, como descrito anteriormente, e logo apds a fixacdo em
paraformaldeido (PFA) a 1 % as células foram lavadas e permeabilizadas em solucdo de
permeabilizacdo (PBS-SBF 2% NaN;3; 0,1 % contendo saponina 0,1 %). Apo6s, 20ul dos
anticorpos diluidos em solucdo de permeabilizacdo foram adicionados as células e
incubados durante 40 minutos a 4 °C. Por fim, as células foram fixadas em PBS-
formaldeido 1 % e mantidas a 4 °C até a leitura em citémetro de fluxo (Beckman Coulter -
CyAn 7 Color flow cytometer, EUA), sendo adquiridos 200.000-300.000 eventos por
amostra. Para leitura consideramos 0s seguintes parametros: desvio frontal (FSC) e lateral
(SSC) do laser e intensidade de fluorescéncia e as analises dos dados foram feitas no

programa Summit 4.3.
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Tabela 5.2: Anticorpos utilizados para citometria de fluxo.

Anticorpos Clone/Origem/Fornecedor Diluicao

anti-CD4 conjugado a PercP GK1.5, 1gG2a, rato, anti-mouse, BD 1/400
PharMingen

anti-CD8a conjugado a APC 53-6.7, 19gG2a, rato, anti-mouse, BD 1/15
PharMingen

anti-CD8a conjugado a PercP 53-6.7, rato, anti-mouse, BD 1/100
PharMingen

anti-CD4 conjugado a FITC Mouse regulatory T cell Staining Kit, 1/80
eBioscience

Anti-TCRp conjugado & PE H57-597, hamster anti-mouse, BD 1/200
PharMingen

anti-CD62L conjugado a PE MEL-14, IgG2a, rato, Caltag 1/20

anti-CD44 conjugado a PE IM 7, rato, anti-mouse, BD PharMingen | 1/100

anti-CD45RA conjugado a PE 14.8, anti-mouse, BD PharMingen 1/30

anti-CCR7 conjugado a PE-Cy7 4B12, CD197, EBI-1, anti-mouse, 1/10
eBiosciense

anti-CCR5 conjugado a PE CD195, rato, anti-mouse, BD 1/10
PharMingen

anti-CCR1 conjugado a PerCp sc-6125, lote # E0809, Santa Cruz 1/10

Biotechnology

anti-LFA-1 conjugado a PE-Cy7 2D7, rato, anti-mouse, BD Bioscience 1/10

anti-IFNy conjugado a PE-Cy7 XMG1.2, rato, anti-mouse, BD 1/10
PharMingen

anti-Pfn conjugado a FITC mAb(CB5.4), mouse, Enzo Life 1/5
Sciences
anti-Pfn conjugado a APC eBioOMAK-D, anti-mouse, 1/8

eBioscience

Estrepto-avidina conjugado a APC eBioscience 1/200

Lectina PNA conjugada a FITC L-7381, Sigma-Aldrich 1/200

Lectina SNA conjugada a FITC FL-1301 — Vector Laboratories 1/200

Lectina MAL conjugada a biotina B-1265 - Vector Laboratories 1/100
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6. RESULTADOS

6.1. Parasitemia e sobrevivéncia

Inicialmente, caracterizamos o modelo experimental de infeccdo a ser usado em nossos
estudos. Os animais da linhagem C57BL/6 apresentaram parasitos circulantes a partir de 14
dias pds-infeccdo (dpi), o pico de parasitemia ocorreu entre 42-45 dpi. Raros parasitos
foram encontrados no sangue circulante apds 90 dpi, caracterizando a fase crénica da
infeccdo (Figura 6.1A). Cerca de 70% dos camundongos sobreviveram a fase aguda, sem

tratamento tripanossomicida, e desenvolveram a fase cronica da infeccdo (Figura 6.1B).

6.2.  Parametros clinicos: peso, temperatura e alteracdes elétricas

Durante toda a cinética da infeccdo experimental pelo T. cruzi, os animais foram
acompanhados semanalmente quanto ao seu peso, expresso em gramas (g) e a sua
temperatura expressa em graus Célsius (°C). Nao detectamos alteracGes significativas na
variacdo de peso durante o periodo de experimentagdo ao se comparar animais ndo
infectados com infectados (Figura 6.2A). Por outro lado, houve variacdo na temperatura
retal entre os experimentos. No experimento mostrado na Figura 6.2B, observamos
diminuigdo na variacdo da temperatura retal nos dias 21 a 56 e em 120 dpi nos animais
infectados quando comparados animais ndo infectados pareados quanto a idade e sexo
(Figura 6.2B). A andlise de ECG revelou que, comparados a animais ndo infectados
pareados por idade e sexo, em 14 dpi 0s animais ndo apresentam alteraces de ECG. Em 42
dpi, os animais apresentam bradicardia, aumento da duracdo da onda P e dos intervalos PR,
e QTc. Na fase cronica (120 dpi), todos os animais apresentam alteracbes no ECG, com
bradicardia, aumento da duracdo da onda P e dos intervalos PR, e QTc, em comparagdo com
animais ndo infectados e pareados por idade e sexo. A sintese dos dados revelou que
arritmia se estabelece na fase aguda (42 dpi) em todos os animais e persiste na fase crénica
(120 dpi). As alteracdes de BAV2 sdo observadas em 60% dos animais na fase aguda (42
dpi) e em 100% dos animais na fase crénica (120 dpi). Todos os animais apresentaram
alteracOes elétricas de naturezas variadas (BAV1, BAV?2, arritmia) na fase aguda (42 dpi) e
cronica (120 dpi), quando comparados a animais ndo infectados pareados por idade e sexo
(Figura 6.3A-H).
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Figura 6.1: Curvas de parasitemia e sobrevivéncia de camundongos da linhagem
C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados
com 100 formas tripomastigotas de sangue e acompanhados semanalmente para avaliagcdo
(A) do nivel de parasitemia e (B) taxa de sobrevivéncia. Dados mostram média + desvio
padrdo. Gréaficos representativos de 3 experimentos com grupos formados por 3-4 animais

nédo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.2: Curvas de variacdo de peso e temperatura de camundongos da linhagem
C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados
com 100 formas tripomastigotas de sangue e acompanhados semanalmente para avaliagdo
(A) do peso dos animais, expresso em gramas (g), e (B) variacdo de temperatura retal
expressa em graus Célsius (°C). Dados mostram média £ desvio padrdo. *, p < 0,05; **, p <
0,01; *** p < 0,001. Graficos representativos de 3 experimentos com grupos formados por

3-4 animais néo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.3: Alteragdes elétricas em camundongos da linhagem C57BL/6 infectados
pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados com 100 formas
tripomastigotas de sangue e acompanhados semanalmente para avaliacdo dos seguintes
parametros: (A) Frequéncia cardiaca (FC; bpm, batimentos por minuto), (B) duracdo de
onda P, (C) intervalo PR, (D), intervalo QRS, (E) intervalo QTc. A sintese dos dados
mostra a porcentagem de animais que apresentam (F) qualquer alteracdo de ECG, (G)
arritmia e (H) bloqueio atrio-ventricular . Dados mostram média + desvio padrdo. **, p <
0,01; *** p < 0,001. Graficos representativos de 3 experimentos. com grupos formados por

3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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6.3. Perfil de N-glicanas em proteinas séricas através do ensaio de

espectrometria de massas por MALDI-TOF

Usando o ensaio de espectrometria de massas por MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization), fizemos a analise de N-glicanas extraidas de proteinas do soro de
camundongos néo infectados e infectados pelo T. cruzi, trabalhando com pool de soros e
individuais. A comparagdo dos animais ndo infectados com idade de 6 a 7 (pareados a 14
dpi), 10 a 11 (pareados a 42 dpi) e 20 a 21 (pareados a 120 dpi) semanas de vida revelou que
com o envelhecimento dos animais ndo ha variacdo dos padrGes de glicosilacdo das
proteinas dos soros (Figura 6.4A-C). No espectro completo, que mostra uma relacao
massa/carga (m/z), observamos a presenca de glicanas bi e triantenarias. Para facilitar a
interpretacdo dos dados, dividimos o espectro em trés regides. Na faixa do espectro que
varia de 1500 a 2500 m/z, observamos o predominio de glicanas biantenérias ricas em
manose e algumas com terminais pré-sialicos e presenca de fucose. Na faixa do espetro que
varia de 1500 a 3500 m/z, detectamos uma maior frequéncia de glicanas triantenarias com
presenca de terminais sidlicos e fucose. Na faixa do espectro que varia de 3500 a 4000 m/z,
observamos uma menor frequéncia de glicanas, sendo as encontradas do tipo triantenéria
com presenca de terminal siélico e fucose (Figura 6.4A-C).

A anélise das N-glicanas presentes em soro de camundongos infectados com a cepa
Colombiana do T. cruzi ndo revelou diferencas significativas quando comparados com
animais ndo infectados. Contudo, observamos uma diminuicdo da frequéncia de glicanas na
faixa do espectro de 1500 a 2500 m/z, sendo estas do tipo biantenaria com presenca de
terminal sialico. Também, detectamos a presenca de glicanas enriquecidas em manose
encontradas apenas nos animais infectados na fase aguda (14 dpi) e persistindo na fase
cronica da infeccdo (120 dpi). Nas faixas 1500 a 3500 e 3500 a 4000 m/z ndo observamos

diferencas quanto a frequéncia e aos tipos de glicanas encontradas (Figura 6.4A-C).
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Figura 6.4: Espectro de N-glicanas de proteinas séricas de camundongos da linhagem
C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados
com 100 formas tripomastigotas de sangue e nos pontos indicados soros foram obtidos e
analisados por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF. S&o mostrados espectros
representativos de pool de soros de animais infectados em diferentes momentos da infec¢éo
(A) 14 (B) 42 e (C) 120 dias p0s infeccdo (dpi), pareados a controles ndo infectados de igual
idade e sexo. Dados representativos de 2 experimentos com grupos formados por 3-4
animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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6.4. Perfil de ligacdo de lectinas no tecido cardiaco na infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi

Inicialmente, para comprovar a existéncia de alteracfes histopatologicas ja descritas na
literatura (Dos Santos et al., 2001), investigamos em nosso modelo, a presenca da deposicéo
de fibronectina em tecido cardiaco no curso da infeccdo. No tecido dos animais ndo
infectados, detectamos discreta deposicdo de fibras de fibronectina (Figura 6.5). N&o
observamos alteracdo na deposicdo de fibronectina, no tecido cardiaco, em momento
precoce da infeccdo (14 dpi). Contudo, detectamos aumento na deposicdo deste componente
da matriz extracelular em 42 e 120 dpi (Figura 6.5).

Ap0s, visando o estudo dos ligantes de lectinas em tecido, usamos cortes histologicos de
baco para padronizacdo dos ensaios. Foi possivel detectar a presenca da ligacdo de PNA,
SNA e MAL em células de tecidos esplénicos criopreservados de animais ndo infectados e
infectados (Figura 6.6). Assim, validamos o uso das lectinas como ferramentas para revelar
a presenca dos terminais glicosidicos em estudo no tecido cardiaco.

A andlise da expressao dos ligantes para a lectina PNA revelou um padrdo difuso de
ligacdo no tecido cardiaco dos animais ndo infectados. Em comparacédo a estes, observamos
diminuicdo na expressdo de ligantes da lectina PNA em tecido cardiaco de animais
infectados, em todos os pontos analisados (Figura 6.7; Figura 6.10). O estudo da expressao
dos ligantes para a lectina SNA mostrou um padrédo difuso no tecido dos animais néo
infectados, independente dos pontos analisados. Por outro lado, em animais infectados,
observamos aumento da ligacdo da lectina SNA em fibras cardiacas e em células
inflamatorias infiltrando o tecido cardiaco, em todos os pontos analisados (Figura 6.8;
Figura 6.10). A analise da ligacdo da lectina MAL revelou a presenca de seus ligantes de
forma semelhante em animais ndo infectados e infectados, em todos os pontos analisados,
com marcagdo em fibras e células inflamatorias infiltrando o tecido cardiaco (Figura 6.9;
Figura 6.10).
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Figura 6.5: Cortes histologicos e marcagdo de fibronectina em tecido cardiaco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue e nos pontos
indicados, cortes histoldgicos foram feitos em criostatos e marcados para fibronectina
através do ensaio de imunoistoquimica. S80 mostradas fotos representativas de animais
infectados nos pontos 14, 42 e 120 dias pos infeccdo (dpi), pareados a controles nédo
infectados de igual idade e sexo. Barra, 50 pum. Dados representativos de 3 experimentos
com grupos formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo

T. cruzi.
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Figura 6.6: Cortes histologicos e marcagdo para ligantes de lectinas em baco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue e nos pontos
indicados, cortes histol6gicos foram feitos em criostatos e marcados com lectinas através do
ensaio de imunoistoquimica. Sdo mostradas fotos representativas de animais infectados nos
pontos 14 e 120 dias pos infeccdo (dpi), pareados a controles ndo infectados de igual idade e
sexo. Barra, 100 um. Dados representativos de 3 experimentos com grupos formados por 3-

4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.

38



N3o infectado T. cruzi

120

Dias pos-infecgio
42

Figura 6.7: Cortes histologicos e marcagdo da lectina PNA em tecido cardiaco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue e nos pontos
indicados, cortes histologicos foram feitos em criostatos e marcados com PNA através do
ensaio de imunoistoquimica. Sdo mostradas fotos representativas de animais infectados nos
pontos 14, 42 e 120 dias p6s infeccdo (dpi), pareados a controles ndo infectados de igual
idade e sexo. Barra, 50 pm. Dados representativos de 3 experimentos com grupos formados

por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.8: Cortes histologicos e marcacdo da lectina SNA em tecido cardiaco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue e nos pontos
indicados, cortes histologicos foram feitos em criostatos e marcados com SNA através do
ensaio de imunoistoquimica. Sdo mostradas fotos representativas de animais infectados nos
pontos 14, 42 e 120 dias pos infeccdo (dpi), pareados a controles ndo infectados de igual
idade e sexo. Barra, 50 pum. Dados representativos de 3 experimentos com grupos formados

por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.9: Cortes histologicos e marcacdo da lectina MAL em tecido cardiaco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.

Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue e nos pontos

Dias pés-infecgéo
42

120

indicados, cortes histoldgicos foram feitos em criostatos e marcados com MAL através do
ensaio de imunoistoquimica. Sdo mostradas fotos representativas de animais infectados nos
pontos 14, 42 e 120 dias pos infeccdo (dpi), pareados a controles ndo infectados de igual
idade e sexo. Barra, 50 pum. Dados representativos de 3 experimentos com grupos formados

por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.10: Anélise quantitativa da marcagdo de lectinas em tecido cardiaco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue e nos pontos
indicados, cortes histolégicos foram feitos em criostatos e marcados com (A) PNA, (B)
SNA e (C) MAL através do ensaio de imunoistoquimica. As imagens de se¢Oes de tecidos
foram analisadas pelo programa NIS-Elements (Nikon-Japdo). Dados mostram média +
desvio padréo. *, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,001; ", p < 0,01; comparagdo do NI (14)
com NI (120) Graficos representativos de 3 experimentos com grupos formados por 3-4

animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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6.5. Frequéncia de células T esplénicas durante a infeccdo experimental pelo
Trypanosoma cruzi

Antes de analisarmos o perfil glicosidico das células T CD8", investigamos o percentual
de células T em tecido esplénico nos diferentes momentos de infeccdo. Inicialmente,
mostramos a sequéncia de andlise e dot plots representativos para obtencdo das populacdes
de células T CD8" e CD4". Doublets foram excluidos e singlets selecionados (R1), a analise
do volume e granularidade celular (FS-linear x SS-linear) permitiu a selecdo de células
viaveis (R2). Estas foram analisadas quanto a presenca das moléculas em estudo (Figura
6.11). Na Figura 6.12A mostramos a reducdo da frequéncia de células CD3*CD8" na fase
aguda da infeccdo (14 e 42 dpi) em relacdo aos animais néo infectados. Na fase cronica (120
dpi), os percentuais de células CD3"CD8" foram semelhantes em animais ndo infectados e
infectados, pareados por idade e sexo (Figura 6.12A). Nos diversos pontos analisados, as
proporcdes de células CD3"CD4" no bago de animais infectados foram semelhantes aquelas
encontradas em animais ndo infectados (Figura 6.12B). Por outro lado, observamos aumento
na frequéncia de células T duplo-positivas CD8'CD4" nos animais infectados em relagio

aos seus controles (Figura 6.12C).
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Figura 6.11: Sequéncia representativa da analise de citometria de fluxo de amostras de
células de baco de camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa
Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas
de sangue, células foram obtidas e marcadas com anticorpos especificos para as moléculas
em estudo, adquiridas em citdmetro (Beckman Coulter CyAn 7 Color) e analisadas
utilizando o programa Summit 4.3. Singlets foram selecionados (FS-Linear x FS-Area; R1),
analisados quanto a viabilidade e ao tamanho e granularidade (FS-Linear x SS-Linear; R2).
A sequéncia dos gates subsequentes foram feitas para analise das populacdes em estudo,
como exemplo, CD3"CD8" e CD3"CD4". Dot plots obtidos em analises de amostras de 14
dias pos infeccdo e representativos de 3 experimentos com grupos formados por 3-4 animais

nédo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.12: Frequéncia de células T em baco de camundongos da linhagem C57BL/6
infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados com 100
formas tripomastigotas de sangue, células foram obtidas e marcadas com anticorpos
especificos. Processamento descrito na Figura 6.X. Os graficos mostram a frequéncia de
células (A) CD3'CD8", (B) CD3'CD4" e (C) CD3"CD8"CD4" no bago dos animais ndo
infectados (NI) ou infectados (Tc) nos diferentes pontos de analise. Dados mostram media +
desvio padrdo. *, p < 0,05; **, p < 0,01. Graficos representativos de 3 experimentos com

grupos formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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6.6. Frequéncia de células esplénicas que expressam ligantes para lectinas
durante a infecgdo experimental pelo Trypanosoma cruzi

Nosso proximo passo foi estudar se a infeccdo pelo T. cruzi leva a alteracbes na
expressao de ligantes para lectinas em células do baco. Trés tipos de lectinas foram usadas
como ferramentas para determinar presenga ou auséncia de terminais sialicos em células
esplénicas totais: PNA, SNA e MAL. Primeiramente, mostramos a sequéncia de analise e
dot plots representativos para obtencdo das populacdes de células esplénicas (Figura 6.13A).
Em histogramas mostramos o perfil de expressdo das trés lectinas em células totais (Figura
6.13B). A andlise da frequéncia de células que expressam ligantes para lectina PNA,
mostrou um aumento na propor¢do da subpopulacdo que apresenta maior densidade dessas
moléculas em sua superficie em animais infectados quando comparados a animais nao
infectados (Figura 6.13C). Por outro lado, observamos diminui¢do na proporc¢do de células
que expressam ligantes para a lectina SNA (Figura 6.13D e nenhuma modificacdo foi
observada no percentual das células esplénicas que expressam ligantes para a lectina MAL
(Figura 6.13E).
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Figura 6.13: Expressdo de ligantes de lectinas em células de baco de camundongos da
linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos
foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue, células foram obtidas em 120
dpi e marcadas com lectinas conjugadas a fluorocromos. (A) Dot plot de células singlets e
viaveis (R1 e R2). (B) Histogramas mostram o padrdo de expressao dos ligantes para as
lectinas PNA, SNA e MAL em células totais do bago de animais ndo infectados (azul) ou
infectados pelo T. cruzi (vermelho). Frequéncias de células totais (C) PNA®, (D) SNA" e (E)
MAL". Dados mostram média + desvio padrdo. *, p < 0,05. Dados representativos de 3
experimentos com grupos formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais

infectados pelo T. cruzi.
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6.7.  Perfil de glicosilacdo de linfocitos T CD8" e CD4" durante a infeccdo
experimental pelo Trypanosoma cruzi revelados pela ligagdo das lectinas
PNA, SNA e MAL

Para determinar se a infeccdo pelo T. cruzi resulta em alteracBes glicosidicas em
terminais possiveis de acdo para TS, investigamos a expressdo de ligantes para as lectinas
PNA, SNA e MAL em células T (CD3") CD8", CD4" e CD8'CD4" de baco (Figura 6.14A).
Os histogramas representativos da analise da expressdo dos ligantes das lectinas em
subpopulacdes de células T, mostram que ha uma diferenca no padréo da frequéncia dessas
células entre animais ndo infectados e infectados (Figura 6.14B-D).

Quando analisamos a frequéncia de subpopulagdes de células T que expressam ligantes
para as lectinas estudadas, observamos diminuicdo significativa no percentual de células
SNA" em todas as subpopulacdes de células T em animais infectados, quando comparadas
as células de animais ndo infectados (Figura 6.15A). Ao analisarmos o perfil glicosidico em
subpopulacdes celulares com densidades para expressao intermediaria (int) e alta (high) de
ligantes destas lectinas, detectamos aumento na frequéncia de células CD3'CD8" e
CD3'CD4" que expressam altas densidades de ligantes para a lectina PNA. Também,
observamos diminuico no percentual de células CD3"CD8*, CD3'CD4" e CD3'CD8"CD4"
que expressam altas densidades de ligantes para a lectina SNA. Ao analisarmos a expressao
de ligantes para lectina MAL, observamos diminuicdo da proporcio de células CD3'CD4" e
CD3'CD8'CD4" (Figura 6.15B).
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Figura 6.14: Padrdo representativo da expressdo de ligantes de lectinas em
subpopulac@es de células T de bago de camundongos da linhagem C57BL/6 infectados
pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados com 100 formas
tripomastigotas de sangue, células foram obtidas em 120 dpi e marcadas com anticorpos
especificos. (A) Singlets foram selecionados (FS-Linear x FS-Area; R1), analisados quanto
a viabilidade e ao tamanho e granularidade (FS-Linear x SS-Linear; R2). A sequéncia dos
gates subsequentes foram feitas para analise das populacdes em estudo: CD3" (R3), CD4"
(R4), CD8'CD4" (R5) e CD8" (R6). Os histogramas mostram o padrdo de expressdo dos
ligantes para as lectinas (B) PNA, (C) SNA e (D) MAL em células CD3"CD8", CD3"CD4"
e CD3'CD8'CD4" do bago de animais ndo infectados (cinza) ou infectados pelo T. cruzi
(linha colorida). Dados representativos de 3 experimentos com grupos formados por 3-4

animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.15: Frequéncia de células expressando ligantes de lectinas em subpopulages
de células T de baco de camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa
Colombiana do T. cruzi. Dados obtidos a partir dos histogramas descritos na Figura 6.15,
mostrando (A) células totais (R7) e células expressando densidades intermediarias (int) e/ou
altas (high) dos ligantes de lectinas (R8) em células CD3'CD8*, CD3'CD4" e
CD3'CD8CD4" do baco de animais ndo infectados ou infectados pelo T. cruzi. Dados
mostram média + desvio padrdo. *, p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Graficos
representativos de 3 experimentos com grupos formados por 3-4 animais nédo infectados
(N1I) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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6.8. Expressdo de CD43 e ligantes para lectina PNA em linfocitos T durante a
infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi

Conforme mostrado na Figura 16A, observamos um aumento na frequéncia de células
CD3'CD8" e CD3'CD4" que expressam simultaneamente CD43"**A° e |igantes para a
lectina PNA em animais infectados, em comparacdo a animais ndo infectados pareados por
idade e sexo. Este aumento foi observado a partir do pico de parasitemia (42 dpi) e persistiu
na fase cronica da infeccdo (120 dpi). Perfil semelhante de alteracdo da frequéncia de
células CD43N"A°PNA* em animais infectados foi observado em células CD3*CD4"
(Figura 16B).

Observamos também aumento na densidade de moléculas que ligam para a lectina PNA
e de CD43""™A¢ na superficie de células T nas fases aguda (42 dpi) e cronica (120 dpi) da
infeccdo (Figura 16C e D). Aumento na densidade de ligantes para PNA e de CD43V"**¢ ng
superficie das células T foi detectado em animais ndo infectados envelhecidos, controles de
120 dpi, em relagdo aos animais mais jovens, controles de 42 dpi, (Figura 16C e D).
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Figura 6.16: Percentual de células CD43"PNA" e densidade de moléculas ligantes de
PNA e de CD43 em células T de baco de camundongos da linhagem C57BL/6
infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram infectados com 100
formas tripomastigotas de sangue, células esplénicas foram obtidas e marcadas para as
moléculas em estudo. (A) Dot plot representativo (B) Frequéncia de células CD3'CD8" e
CD3'CD4" que sdo CD43" e expressam ligantes para a lectina PNA. (C) Densidade de
moléculas com ligantes para a lectina PNA na superficie de linfécitos T. (D) Densidade de
3Neu5AC

moléculas CD4
* p < 0,05 ** p <0,01; *** p < 0,001; ###, p < 0,001. Graficos representativos de 3

na superficie de linfocitos T. Dados mostram média + desvio padrao.

experimentos com grupos formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais

infectados pelo T. cruzi.
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6.9.  Perfil de ativagdo de linfocitos T CD8" que expressam ligantes para a lectina
PNA durante a infeccéo experimental pelo Trypanosoma cruzi

No tecido cardiaco de pacientes e camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi a
populacdo majoritaria é constituida por células T CD8" (Reis et al., 1993; Higuchi et al.,
1997; Dos Santos et al., 2001). Este enriquecimento em células CD8" no tecido cardiaco é
associado a presenca diferencial de moléculas que marcam ativacdo e capacidade de
migragado das células T CD8" presentes em tecidos periféricos, sangue e baco (Dos Santos et
al., 2001; Marino et al., 2004; Medeiros et al., 2009; Pereira et al., 2015). Diante dos nossos
dados mostrando auséncia de células mononucleares PNA" infiltrando o tecido cardiaco dos
animais infectados, investigamos se as células PNA™ presentes em bago apresentavam perfis
de ativacdo, migracdo e funcionalidade.

Corroborando dados da literatura (Grisotto et al., 2001), observamos que 0s animais
infectados pelo T. cruzi apresentaram menor frequéncia de células esplénicas naive (CD44
CD62L") quando comparados aos animais ndo infectados (Figura 6.17A e B). De modo
contrario, os animais infectados apresentaram uma maior frequéncia de células com perfil
ativado (CD44"CD62L") em todos os pontos analisados (Figura 6.17B). Com o intuito de
buscar se as células T CD8'PNA" apresentam alteracido no perfil de ativacdo celular,
analisamos a frequéncia de células naive e ativadas nesta populagdo (Figura 6.18A).
Independente do status de infeccio, existe predominio de células CD44"CD62L" em células
CD8'PNA" (Figura 6.18B). Contudo, observamos em animais ndo infectados uma relacio
naive : ativada de ~1:5 células, enquanto nos animas infectados esta relacdo é de 1:10-20

células, mostrando enriquecimento de células CD8'PNA" ativadas em animais infectados.
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Figura 6.17: Expressdo de CD44 e CD62L em células CD8" de baco de camundongos
da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos
foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue, células foram obtidas e
marcadas com anticorpos especificos para as moléculas em estudo. (A) Sequéncia
representativa da obtencdo de gates para analise dos dados. Singlets foram selecionados
(FS-Linear x FS-Area; R1), analisados quanto a viabilidade e ao tamanho e granularidade
(FS-Linear x SS-Linear; R2). O histograma mostra a selecdo da populagio CD8" (R3), e 0s
dot plots para identificagdo das subpopulagdes CD44 CD62L" (R4), CD44"CD62L" (R5) e
CD447CD62L" (R6). Dados mostram média + desvio padrdo. **, p < 0,01; *** p < 0,001.
Gréficos representativos obtidos em analises de amostras de 14 dias p6s infeccdo (dpi) e de
3 experimentos com grupos formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais

infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.18: Expressdo de CD44 e CD62L em células CD8'PNA" de baco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue, células foram
obtidas e marcadas com anticorpos especificos para as moléculas em estudo. (A) Sequéncia
representativa da obtencdo de gates para analise dos dados. Singlets foram selecionados
(FS-Linear x FS-Area; R1), analisados quanto a viabilidade e ao tamanho e granularidade
(FS-Linear x SS-Linear; R2). Os dot plots mostram a sele¢éo da populacio CD8'PNA" (R3)
para identificacdo das subpopulagdes CD62L"CD44" (R4), CD62L"CD44" (R5) e CD62L
CD44" (R6). Dados mostram média * desvio padrdo. *, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p <
0,001. Gréficos representativos obtidos em andlises de amostras de 14 dias pos infecgdo
(dpi) e de 3 experimentos com grupos formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5

animais infectados pelo T. cruzi.
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6.10. Perfil de migragdo de linfocitos T CD8" que expressam ligantes para a
lectina PNA durante a infecgdo experimental pelo Trypanosoma cruzi

Durante processos inflamatérios, células do sistema imune passam a expressar em sua
superficie moléculas de adesdo celular e receptores de quimiocinas que permitem essas
celulas chegarem ao local da lesdo e 14 desempenharem seu papel bioldgico, dentre essas
moléculas estdo LFA-1, CCR5 e o CCR1 (Muller, 2015). Na fase aguda da infeccdo (14 e
42 dpi), observamos aumento na frequéncia de células CD8" que so LFA-1"CCR5" e LFA-
1"CCR1" em comparagio aos percentuais encontrados em animais n3o infectados (Figura
6.19A e B). De forma semelhante, observamos aumento na frequéncia de células
CD8'PNA" que sio LFA-1"CCR5" em 14 e 42 dpi. Observamos aumento na frequéncia de
células CD8'PNA" que sio LFA-1"CCR1" restrito a 42 dpi (Figura 6.20A e B). Assim,
mostramos que células CD8"PNA" expressam moléculas de adesdo celular e receptores de

quimiocinas que, potencialmente, as capacitam de migrar.
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Figura 6.19: Expressdo de LFA-1 e CCR5/CCR1 em células CD8" de baco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue, células foram
obtidas e marcadas com anticorpos especificos para as moléculas em estudo. (A) Sequéncia
representativa da obtencdo de gates para analise dos dados. Singlets foram selecionados
(FS-Linear x FS-Area; R1), analisados quanto a viabilidade e ao tamanho e granularidade
(FS-Linear x SS-Linear; R2). O histograma mostra a selecdo da populagio CD8" (R3), e 0s
dot plots para identificagdo das subpopulacdes CCR5'/CCR1" (R4), LFA-1"CCR5 */LFA-
1"CCR1" (R5) e LFA-1" (R6). Dados mostram média + desvio padrdo. *, p < 0,05; **, p <
0,01; *** p < 0,001. Gréaficos representativos obtidos em anélises de amostras de 14 dias
pos infecgédo (dpi) e de 3 experimentos com grupos formados por 3-4 animais ndo infectados

(N1I) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.20: Expressdo de LFA-1 e CCR5/CCR1 em células CD8'PNA" de baco de
camundongos da linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi.
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue, células foram
obtidas e marcadas para as moléculas em estudo. (A) Sequéncia representativa da obtencao
de gates para analise dos dados. Singlets foram selecionados (FS-Linear x FS-Area; R1),
analisados quanto a viabilidade e ao tamanho e granularidade (FS-Linear x SS-Linear; R2).
Os dot plots mostram a selecdo da populagdo CD8'PNA™ (R3) para identificacdo das
subpopulagdes CCR5'/CCR1" (R4), LFA-1"CCR5 */LFA-1'CCR1" (R5) e LFA-1" (R6).
Dados mostram media + desvio padrdo. **, p < 0,01; *** p < 0,001. Graficos
representativos obtidos em andlises de amostras de 120 dias pos infeccdo (dpi) e de 3
experimentos com grupos formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais

infectados pelo T. cruzi.
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6.11. Perfil funcional de linfécitos T CD8" que expressam ligantes para a lectina
PNA durante a infeccéo experimental pelo Trypanosoma cruzi

Para determinar se células T CD8" funcionalmente segregadas (Silverio et al., 2012)
apresentam perfil glicosidico diferenciado, investigamos a expressao de IFNy e/ou Pfn neste
tipo celular. Inicialmente, mostramos a sequéncia de andlise e dot plots representativos para
obtencdo das populacdes de células CD8'TCR™ e CD8'PNA". Doublets foram excluidos e
singlets selecionados (R1), a analise do tamanho e granularidade celular (FS-linear x SS-
linear) permitiu a selecdo de células viaveis (R2). Estas foram analisadas quanto a presenca
das moléculas em estudo (Figura 6.21A e B).

A analise da frequéncia de células CD8"TCR™ e CD8'PNA", em bago de camundongos
C57BL/6 infectados pelo T. cruzi, mostrou que ndo héa alteracdo das frequéncias de células
Pfn" e IFNy'Pfn* (Figura 6.22A e B), quando comparados a animais n&o infectados. Porém,
observamos enriquecimento significativo em células expressando IFNy nas populag@es de
células CD8'TCR" e CD8'PNA" no bago dos animais infectados (120 dpi), em relagio aos
ndo infectados (Figura 6.22A e B).
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Figura 6.21: Sequéncia representativa da obtencao de gates para analise do padrao de
funcionalidade de células CD8'TCR" e CD8'PNA" de baco de camundongos da
linhagem C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Camundongos foram
infectados com 100 formas tripomastigotas de sangue, células foram obtidas e marcadas
para as moléculas em estudo. (A) Sequéncia representativa da obtencdo de gates para
analise dos dados. Singlets foram selecionados (FS-Linear x FS-Area; R1), analisados
quanto a viabilidade e ao tamanho e granularidade (FS-Linear x SS-Linear; R2). Os dot
plots mostram a sele¢do das subpopulagdes CD8*TCR" e CD8'PNA" (R3). (B) Dot plots
para identificacdo das subpopulacdes de células T CD8 que expressam perfil de
funcionalidade Pfn* (R4), IFNy'Pfn" (R5) e IFNy" (R6). Dados representativos obtidos em
andlises de amostras de 14 dias pos infeccdo (dpi) e de 2 experimentos com grupos

formados por 3-4 animais ndo infectados (NI) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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Figura 6.22: Frequéncia de células CD8"TCR" e CD8"PNA" com perfil funcional Pfn”,
IFNy"Pfn" ou IFNy" em baco de camundongos da linhagem C57BL/6 infectados
pela cepa Colombiana do T. cruzi. Dados obtidos a partir dos histogramas descritos na
Figura 6.21, mostrando (A) frequéncia de células CD8'TCR" que expressam perfis
funcionais Pfn*, IFNy'Pfn" ou IFNy" e (B) células CD8"PNA" expressando perfis funcionais
Pfn*, IFNy'Pfn" ou IFNy" do bago de animais ndo infectados ou infectados pelo T.
cruzi. Graficos representativos de 2 experimentos com grupos formados por 3-4 animais ndo

infectados (N1) e 3-5 animais infectados pelo T. cruzi.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, buscamos associar perfis diferenciados de glicosilacdo em proteinas
séricas, tecido cardiaco e células T com o quadro clinico, utilizando o modelo da DC
experimental em camundongos da linhagem C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana
do T. cruzi. Observamos alterages elétricas (como bradicardia e aumento do intervalo QTc)
ja estabelecidas em 42 dpi, que persistem na fase crbnica. Ndo achamos diferencas
qualitativas e quantitativas em N-glicanas de proteinas séricas na fase aguda ou cronica da
infeccdo. O estudo dos perfis de glicosilagdo em tecido cardiaco utilizando as lectinas PNA,
SNA e MAL revelou, respectivamente, reducdo, aumento e ndo alteracdo no padrdo da
expressdo de seus ligantes na fase aguda e cronica da infeccdo. Observamos aumento na
frequéncia de células totais que expressam ligantes para a lectina PNA e diminuicdo no
percentual de células que expressam ligantes para lectina SNA. Observamos aumento na
frequéncia de células PNA™"9" e diminuicdo do percentual de células SNA™" e MAL""
em células T CD8" e CD4". O estudo dos perfis de ativagdo, migracio e funcionalidade das
células T CD8 totais, reproduz achados da literatura. As células esplénicas CD8'PNA"
apresentaram perfis de ativacdo, migracdo e funcionalidade semelhantes as células T CD8
totais. A populagdo CD8'PNA", assim como as células T CD8" totais, € enriquecida em
células que expressam IFNy. Assim, 0 presente estudo traz resultados preliminares que
sugerem ndo haver alteracdo no perfil de glicosilacdo em proteinas séricas, trazendo a
perspectiva de busca de modelos de infeccdo mais apropriados (com infeccdo e quadros
clinicos mais graves). A auséncia de células mononucleares PNA" na inflamac&o em tecido
cardiaco e o enriquecimento em células CD8*PNA" ativadas, com potencial de migracéo e
com perfil IFNy"Pfn"® no bago nos abrem a perspectiva de estudar se as células PNA" néo
migram, acumulando-se na periferia, ou se migram e ao entrarem no tecido cardiaco sao
induzidas a morte ou tém seu glicofenotipo alterado.

Desde a descricdo da tripanossomiase americana por Carlos Chagas (Chagas, 1909),
muito ainda resta a saber sobre os mecanismos que levam determinados individuos a
desenvolverem as formas indeterminada, cardiaca, digestiva ou mista desta enfermidade
(Rassi, Rassi & Marin-Neto, 2010; Rassi, Rassi & Marcondes De Rezende, 2012). Quando
pensamos apenas na forma cardiaca, a mais grave manifestacio da DC, mais
questionamentos sdo levantados acerca dos fatores que determinam a gravidade levando a

progressdo da doenga, que pode culminar em insuficiéncia cardiaca e morte.
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Para melhor entender e explorar os mecanismos que levam as diferentes manifestagoes
da DC, nosso grupo de pesquisa tem contribuido com modelos experimentais que
mimetizam aspectos desta patologia (Dos Santos et al., 2001; Marino et al., 2004; Medeiros
et al., 2009; Silverio et al., 2012; Pereira et al., 2015). Conforme estudos anteriores
realizados em nosso laboratorio (Silverio et al., 2012; Pereira et al., 2015), o presente
trabalho avaliou os aspectos da DC utilizando a cepa Colombiana do T.cruzi em
camundongos da linhagem C57BL/6. Reproduzimos achados caracteristicos deste modelo
como parasitemia, que alcangou pico em 42 dpi (fase aguda) e controle ap6s 90 dpi (fase
cronica), quando raros parasitos sdo encontrados no sangue circulante (Silverio et al., 2012).
A sobrevida dos animais foi superior a 70% (Silverio et al., 2012; Vilar-Pereira, Ruivo &
Lannes-Vieira, 2015). Aspectos clinicos também foram avaliados, como variagdo no peso e
temperatura dos animais. Grave perda de peso corporal (cerca de 20-30%) foi observada em
camundongos da linhagem C3H/He na fase aguda (12 -30 dpi) da infeccdo com a cepa Tipo
VI RA (Cazorla et al., 2015) e na infeccdo aguda (21- 30 dpi) de camundongos BALB/c
pela cepa Tipo Il Y (Silva et al., 2012). Ndo detectamos variacdo de peso corporal dos
animais C57BL/6 durante o periodo de acompanhamento da infeccdo pela cepa Tipo |
Colombiana. Estes diferentes achados quanto a perda de peso corporal observados nos
estudos, podem ser ocasionados pelo uso de diferentes linhagens de camundongos e cepas
do T. cruzi, refletindo as diferentes relagdes entre parasito e hospedeiro. A marcante perda
de peso corporal, refletindo caquexia, foi associada a altas concentrac@es de TNF circulante,
sendo atenuada com uso de anti-TNF (Truyens et al., 1995). Camundongos C57BL/6
infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi apresentaram manifestacdo moderada da
forma cardiaca e menores concentracfes de TNF circulante quando comparados a animais
C3H/He infectados com a mesma cepa (Pereira et al.,, 2014 a), reforcando que
caracteristicas do hospedeiro sdo determinantes para as manifestagdes clinicas da DC
experimental.

Diminuicdo de temperatura foi observada na infecgdo de camundongos BALB/c
infectados com a cepa Y na fase aguda e associada a perda de peso, caquexia e alteragdes
comportamentais precedendo a morte (Silva et al., 2012). No presente estudo, reducdo na
temperatura retal foi observada em diferentes momentos no estudo cinético de infeccdo, de
forma dissociada da perda de peso corporal, ndo caracterizando a presenca de

comportamento associado a doenca (sickness behavior) e, assim, corroborando dados
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anteriores (Vilar-Pereira, Ruivo & Lannes-Vieira, 2015). Estas caracteristicas podem
contribuir para que, de modo relevante, em nosso estudo a maioria dos animais infectados
(~ 70%) sobreviva a infeccdo aguda e desenvolva a forma crénica da DC.

Alteracdes elétricas ndo foram observadas em 14 dias po6s-infeccdo, momento em que
foram observados os primeiros parasitos circulantes. No pico de parasitemia (42 dpi), as
alteracOes elétricas tais como bradicardia, arritmias e bloqueios atrio-ventriculares estavam
presentes. Na fase cronica (120 dpi), quando a parasitemia ja estava controlada, todos os
animais apresentavam alteracdes elétricas. Estudo anterior utilizando o mesmo modelo
mostrou uma relacdo direta entre a parasitemia e o parasitismo cardiaco (Silverio et al.,
2012), sugerindo que as alteracdes elétricas ndo estdo diretamente relacionadas a carga
parasitaria no tecido cardiaco. Como revisto anteriormente, a carga parasitaria aumentada na
fase aguda é controlada a medida que a resposta imune se estabelece e ndo estd,
proporcionalmente, relacionada a evolugéo clinica da DC (Junqueira et al., 2010). De fato,
publicacdo recente mostrou que a carga parasitaria, revelada por deteccdo de DNA do T.
cruzi em soro, foi semelhante nas formas clinicas indeterminada, digestiva e cardiaca da DC
(Melo et al., 2015). Também, o estudo BENEFIT, no qual portadores crénicos da forma
cardiaca da DC foram tratados com Benznidazol, mostrou que a reducéo na carga parasitéria
ndo impactou de forma significativa na deterioracdo clinica dos pacientes (Morillo et al.,
2015). Em conjunto, os dados apresentados suportam que o modelo que adotamos reproduz
aspectos importantes da DC, como a cinética de parasitemia, apresentando manifestacdes
clinicas moderadas da forma cardiaca e alta taxa de sobrevivéncia, permitindo o uso deste
modelo para explorar as perguntas especificas do presente trabalho.

A interacdo entre moleculas de superficie presentes nos organismos patogénicos e
hospedeiros é a principal forma que microrganismos possuem para se estabelecer e
perpetuar a infec¢do (Cascioferro, Cusimano & Schillaci, 2014). Proteinas e lipideos sdo as
principais moléculas encontradas na superficie das células e servem como “pontes” de
interacdo entre meio extra e intracelular. Frequentemente, essas moléculas possuem ligadas
a sua cadeia, oligossacarideos que ficam expostas no meio, formando o glicocalix. E através
da ligacdo de moléculas presentes na superficie de microrganismos e moléculas do
glicocalix das células do hospedeiro que a interagdo acontece. Proteinas presentes no soro
dos organismos vivos, tais como as imunoglobulinas, também podem possuir

oligossacarideos ligados a sua estrutura (Komatsu et al., 2016). Diversas doencas como
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canceres, diabetes e doencas inflamatdrias apresentam modificagdes no padrdo de
glicosilag&o de proteinas encontradas no soro dos pacientes (Bunn, Gabbay & Gallop, 1978;
Gornik & Lauc, 2008; Mechref et al., 2012). O estudo das formas de glicosilacdo aberrantes
encontradas no soro, tem sido promissor para ser utilizado como biomarcador de
diagnostico e prognostico em céancer (Saldova et al., 2008), doencgas inflamatdrias como
artrite reumatoide (Collins et al., 2013) e, at¢é mesmo, em doengas congénitas (Van
Scherpenzeel, Willems & Lefeber, 2016).

Algumas metodologias, como a espectrometria de massas por MALDI-TOF, tém sido
utilizadas como ferramentas para caracterizacdo da estrutura de oligossacarideos presentes
em proteinas (Harvey, 1996). Esta metodologia permite que a estrutura de diversos
componentes seja analisada através de uma relacdo massa/carga (m/z). Apos um longo e
complexo processo de preparo das amostras, extraindo as N-glicanas presentes em proteinas
séricas, as moléculas sdo dissociadas através de feixes de laser (MALDI), a partir dai os ions
de diversas massas sdo acelerados juntos através de uma coluna e se separam pelas
diferencas de massa e carga, atingindo o segundo ponto em diferentes tempos (TOF)
(Kaufmann, 1995).

A presenca de um organismo patogénico como o T. cruzi, as alteracGes fisioldgicas
provindas da sua persisténcia e a acdo da TS, uma enzima capaz de realocar o0 NeuSAc em
terminais sacaridicos do parasito e do hospedeiro (Frasch, 2000; Dc-Rubin & Schenkman,
2012; Freire-De-Lima et al., 2012), poderiam causar alteracdes marcantes nas proteinas
séricas do hospedeiro. Esse conjunto de dados da literatura no levou a fazer o estudo das N-
glicanas presentes no soro dos camundongos infectados pelo T. cruzi, apresentando a forma
cardiaca da DC experimental. Para tal, coletamos soro de camundongos infectados com a
cepa Colombiana, em diferentes momentos da infec¢do 14 dpi (precede pico de parasitemia
e sinais clinicos), 42 dpi (pico de parasitemia e sinais clinicos ja estabelecidos) e 120 dpi
(ap6s controle da parasitemia e com evolucdo de sinais clinicos). Contudo, a analise do soro
usando espectrometria de massas por MALDI-TOF, ndo revelou alteragdes quantitativas
nem qualitativas nas glicanas. Embora nédo significativo, observamos apenas um ligeiro
aumento em glicanas na faixa do espectro (1500-2500), no qual normalmente sdo
encontrados oligossacarideos presentes em imunoglobulinas (Zauner et al., 2013).

Camundongos da linhagem C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana, apresentam

aumento da concentracdo de imunoglobulinas especificas para antigeno do parasito no pico
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de parasitemia (42 dpi), que persiste na fase cronica (Silva et al., 2010). A auséncia de
alteracbes nas glicanas de proteinas séricas de camundongos da linhagem C57BL/6
infectados, ainda que frustrante, talvez seja explicada pelo fato destes animais nao
apresentarem niveis elevados de imunoglobulinas totais (Silva et al., 2010), o que
caracteriza auséncia de ativacdo policlonal nestes animais (Minoprio et al., 1986). Outro
fator que poderia explicar a auséncia de alteracdes nas glicanas de proteinas séricas seria 0
fato destes animais apresentarem forma moderada da cardiomiopatia chagasica cronica
(Pereira et al., 2014 a).

Resta-nos buscar novos modelos que permitam testar a ideia que as alteracOes de
glicosilagdo das proteinas séricas possam ser utilizadas como biomarcadores de infeccdo ou
de quadro clinico. Neste contexto, uma possibilidade seria 0 uso de camundongos da
linhagem C3H/He infectados com a cepa Colombiana, que apresentam maiores
concentragcdes de imunoglobulinas totais no soro, além de apresentarem a forma grave da
cardiomiopatia chagasica cronica (Silva et al., 2010; Pereira et al., 2014 a). Contudo, a
auséncia de alteracdes nas glicanas de proteinas séricas no modelo que estudamos pode
refletir uma caracteristica bioldgica da infeccdo pela cepa Colombiana do T. cruzi. Para
testar esta ideia, temos como proposta o estudo utilizando camundongos da linhagem
C57BL/6 e C3H/He infectados com baixo e alto in6culos da cepa Y do T. cruzi.

Entre os monossacarideos que formam a estrutura das glicanas, o agucar frequentemente
encontrado na posicdo terminal de oligossacarideos presentes no glicocalix das células é o
NeubAc. Assim, ndo é de se estranhar que este mesmo aclcar esteja envolvido em
processos de interacdo célula-célula e célula-patégeno (Varki & Schauer, 2009). Mesmo
estruturas basicas como virus se utilizam de modificagdes no perfil de glicosilagdo para
interagir com formas de vida mais complexas. O virus influenza, por exemplo, foi o
primeiro microrganismo descrito a utilizar-se de uma sialidase, enzima capaz de remover
Neu5Ac de oligossacarideos, para invadir a células dos organismos hospedeiros (Schauer,
2000; Nicholls et al., 2008). Outras enfermidades, como canceres também tém sido
exaustivamente estudadas acerca da presencga ou auséncia de NeuS5Ac como marcador de
malignidade e resisténcia a drogas (Croci et al., 2014).

Nos ultimos anos, lectinas se tornaram uma importante ferramenta que permite a
identificacdo de terminais glicosidicos. A lectina PNA (Peanut agglutinin, Arachis

hypogaea) se liga a terminal pré-sialico (GalB1-3GalNAcal-Ser/Thr), enquanto que a
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lectina SNA (Elderberry lectin, Sambucus nigra), se liga ao terminal sidlico NeuS5Aca2-
6Gal(NAc)-R e a lectina MAL (Maackia amurensis leukoagglutinin, Maackia amurensis)

reconhece terminal sialico NeuSAcGce2-3Galf1,4Glc(NAc). O uso destas lectinas permite

identificar especificamente diferentes formas de ligacdo do Neu5Ac a seus terminais.
Auséncia ou presenca de NeubAc em terminais glicosidicos, podem evidenciar maturacao
celular de linfdcitos no timo (Amado et al., 2004), angiogénese e resisténcia a drogas em
tumores (Croci et al., 2014) e subversdo do sistema imune por agentes patogénicos como o
T. cruzi (Freire-De-Lima et al., 2010). A capacidade de lectinas se ligarem a areas
especificas de tecidos tem sido utilizada para investigar a presenca ou auséncia de Neu5Ac,
principalmente como marcador de malignidade e metastases em tumores (Horii et al., 2012;
Dos-Santos et al., 2014). Assim, nosso proximo passo foi identificar se durante a infeccédo
pelo T. cruzi havia alteracdes glicosidicas que levariam a modificacdes no perfil de ligacao
das lectinas em tecido cardiaco e em células mononucleares do sistema imune, que sdo 0s
principais componentes dos infiltrados inflamatdrios encontrados neste tecido (Reis et al.,
1993; Higuchi et al., 1997; dos Santos et al., 2001).

Uma das caracteristicas que denotam a presenca de lesdo em tecido cardiaco é a
presenca de fibrose (Andrade et al., 1991; Higuchi Mde et al., 2003). Entdo, antes de
analisarmos as marcacOes para lectinas nesse tecido, estudamos a diferenca na deposicao de
fibronectina entre animais ndo infectados e infectados. O aumento no depoésito de
fibronectina em tecido cardiaco indica a presenca de fibrose na infeccdo cronica pelo T.
cruzi em camundongos (Andrade, Grimaud & Stocker-Guerret, 1989) e pacientes (Higuchi
et al., 1999). Observamos em cortes de tecido cardiaco de animais infectados uma maior
intensidade na marcacao para fibronectina, nas fases aguda e crénica da infeccdo, quando
comparados aos animais ndo infectados pareados por idade e sexo, corroborando achados
anteriores (Andrade & Grimaud, 1986; Dos Santos et al., 2001). Mais recentemente, a
intensidade da deposicéo de fibronectina em tecido cardiaco foi diretamente relacionada a
gravidade da CCC experimental (Pereira et al., 2014 a). Assim, mostramos que além de
alteracbes elétricas, estes camundongos apresentam alteracGes histopatoldgicas que
caracterizam presenca de fibrose e sdo compativeis com lesbes cardiacas encontradas em
pacientes da DC (Higuchi et al., 1999).

Para validar o ensaio e a marcacdo para lectinas em tecido cardiaco, cortes de baco

foram feitos simultaneamente aos de coracdo dos respectivos animais e analisados para
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presenca ligantes para as lectinas PNA, SNA e MAL. Fraca marcacdo para a lectina PNA e
DBA (Dolichos biflorus agglutinin), esta ultima que se liga a terminais o-N-
acetilgatactosamina, foi observada em diferentes tecidos como pulméo, baco, rim, figado,
cérebro e tecido muscular, porém a marcacdo para a lectina PNA se restringiu a fascia
muscular (Watanabe et al., 1981). Cortes de tecido esplénico de camundongos BALB/c
mostraram ténue marcacdo para a lectina PNA em estruturas fibrilares, linfocitos e polpa
branca (Watanabe et al., 1981). A pouca marcacao para lectina PNA em baco e outros
tecidos, pode ser um indicador da forte presenca de NeuSAc em terminais glicosidicos
nestes tecidos. Em nosso estudo, ainda que ndo tenhamos caracterizado as areas do bago
para cada lectina estudada, em todos os cortes de baco, incluindo tecidos de animais
infectados e ndo infectados, observamos células marcadas para as lectinas PNA, SNA e
MAL validando o uso de lectinas para o estudo de tecido cardiaco.

A anélise dos cortes de tecido cardiaco submetidos a marcacdo para as lectinas
estudadas, demonstrou diferenga entre animais ndo infectados e infectados, nos diferentes
pontos analisados. No tecido cardiaco dos animais infectados, detectamos marcacao para
ligantes da lectina MAL de forma semelhante a encontrada em animais ndo infectados,
revelando a presenca de sialilagbes do tipo a-2,3-x em componentes do tecido cardiaco e
nas células inflamatérias. Por outro lado, observamos aumento na marcacdo para SNA,
indicando enriquecimento nas sialilacdes do tipo o-2,6-x em fibras cardiacas e em células
inflamatdrias infiltrando o tecido cardiaco. Esta forte presenca de padrdo de marcacéao
compativel com a presenca de sialilagbes do tipo a-2,3-x e a-2,6-x em celulas cardiacas,
células inflamatérias mononucleares invadindo o tecido e, possivelmente, componentes da
matriz extracelular estaria relacionada a baixa expressédo de terminais pre-sialicos a-2,3-x, 0
que explicaria a reducdo de marcacéo para a lectina PNA no tecido de animais infectados.

A lectina SNA reconhece o &cido sialico ligado de forma Neu5Aca-2,6, diminui¢do na
presenca de silalilagdo do tipo a-2,6, reconhecida por esta lectina, em células cardiacas e
mononucleares invadindo o tecido cardiaco, pode indicar, indiretamente, uma maior acéo de
seu ligante enddgeno galectin-1, o que poderia contribuir para a morte de células de perfil
inflamatdrio Thl e Th17 (Toscano et al., 2007). Em estudo anterior em nosso laboratério,
mostramos que a medida que a infecgé@o pelo T. cruzi se cronifica, ha reducdo do nimero de
células IFNy" no tecido cardiaco e progressdo da CCC (Silverio et al., 2012). Este achado

nos leva a ter como perspectiva o estudo do perfil funcional relacionado a expresséo de
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citocinas e moléculas efetoras em celulas SNA na infecgdo pelo T. cruzi.

A lectina PNA se liga de forma especifica em terminais pré-sialicos Galp1-3, ou seja,
terminais passiveis de receber a molécula de Neu5Ac na posi¢édo terminal (Freire-De-Lima
et al., 2010). Esta lectina € uma ferramenta essencial para o estudo de como microrganismos
podem se utilizar de NeuSAc para subverter o sistema imune. A utilizagdo de anticorpo S7
mAb que reconhece especificamente a molécula de CD43 que expressa terminal Neu5Ac,
demonstrou ser CD43 uma das principais moléculas aceptoras deste monossacarideo em
células T (Jones et al., 1994). Durante a infeccdo experimental pelo T. cruzi, usando este
anticorpo (S7 mAb), revelamos ndo apenas aumento da frequéncia de células T CD8" e
CD4" co-expressando a molécula CD43""*¢ ¢ ligantes da lectina PNA como também
aumento na densidade dessas moléculas na superficie de células T. Linfocitos T maturados
no timo ganham a circulacdo sanguinea com perfil PNA"Y. Estas mesmas células quando
apresentadas a antigenos passam a expressar perfil PNA"" indicando o estado de ativacéo
dessas células (Amado et al., 2004). Aumento na frequéncia de células expressando o perfil
CD43Y™A¢ " em animais ndo infectados (controles em 120 dpi), pode indicar maior
resisténcia a agentes infecciosos com o envelhecimento animal. Embora animais infectados
pelo T. cruzi, por volta das quatro semanas de vida, tenham apresentado perfil PNA"" em
120 dpi, este ndo conferiu maior resisténcia no curso da infeccdo. Ha a necessidade de
estudos complementares e infeccdo de animais envelhecidos, onde ja observamos possuirem

maior frequéncia de células com maior densidade da molécula de CD43N#°

para
confirmar esta ideia. Infeccdo causada pelo protozoario parasito Plasmodium berghei
resultou em maior frequéncia de células T CD8" expressando ligantes para a lectina PNA,
quando comparada a infeccdo pelo T. cruzi (Freire-De-Lima et al., 2010). A maior
frequéncia de células CD43“"**PNA* bem como a maior densidade de CD43"****¢ indica
que outra molécula pode estar perdendo o terminal sialico além de CD43, ja que o anticorpo
utilizado S7 mAb é especifico para epitopos sialilados desta molécula (Jones et al., 1994).

Por outro lado, 0 aumento na densidade de CD43Ne">A¢

na superficie das células T, mesmo
entre animais ndo infectados pode sugerir que a senescéncia talvez deixe o sistema imune
mais rapido em responder a infec¢Ges. Assim, maior frequéncia de células T expressando a
molécula de CD43“*¢ indica menor estado de ativacdo destas células. Também
observamos menor frequéncia de celulas expressando ligantes para a lectina SNA no bago

dos animais infectados. Galectina-1 se liga a diferentes terminais do tipo galactose-f31-4-N-
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acetilglucosamina (Stowell et al., 2004). A perda da expressdo de ligantes para a lectina
SNA deixa as células mais susceptiveis a acdo de galectina-1 que promove apoptose celular
(Toscano et al., 2007). A acdo de sialiltransferases do hospedeiro, durante a infec¢éo pelo T.
cruzi, diminuindo a frequéncia de células T CD8" expressando ligantes para a lectina SNA,
talvez deixe essas células mais expostas a acdo de galectina-1. Em conjunto, nossos dados
indicam que as células presentes no bago de animais infectados estariam, teoricamente, mais
expostas a atividade de galectinas que induzem apoptose celular (Toscano et al., 2007; Earl,
Bi & Baum, 2010). Por outro lado, a maior frequéncia de células T CD8" expressando

moléculas de CD43NewA

, nos faz questionar o aumento na frequéncia de células
expressando ligantes para PNA. Apesar de a molécula de CD43 ser um expressivo aceptor
para NeubAc, a superficie das células T esta densamente preenchida pela glicoproteina
CD45. De fato, estima-se que cerca de 10% das moléculas presentes na superficie dos
linfocitos sejam formados por CD45 (Earl, Bi & Baum, 2010). Esta molécula é, também,
uma das principais glicoproteinas presentes na superficie de células T contendo terminais
sialicos e pode sofrer acdo de enzimas que atuem sobre ligacGes tanto do tipo a-2,3-x como
a-2,6-x (Earl, Bi & Baum, 2010). Contudo, na infeccdo cronica de camundongos pelo
T.cruzi, foi anteriormente descrito aumento na frequéncia de células T CD8°" com
significativa reducdo na densidade de CD45 (RA, RB e RC) (Grisotto et al., 2001). Assim, 0
conjunto de nossos dados pode indicar que apesar de aparentemente mais ativadas, as
células T CD8" se encontram menos responsivas na infecgdo pelo T. cruzi.

Dados da literatura mostram que células T CD8" ndo ativadas apresentam fenétipo
CD44™"CD62L", indicando que estas células ainda nio entraram em contato com
antigenos. Por outro lado, o fenétipo CD44"™9"CD62L 7" indica células em estado ativado
e primadas a antigenos (Sallusto et al., 1999). De fato, observamos nos animais infectados,
diminuicdo da frequéncia de células naive (CD44"°"CD62L*""9") e aumento da frequéncia
de células com perfil ativado (CD44"M"CD62L"""), em momento muito precoce da
infeccéo, precedendo o pico de parasitemia (14 dpi), e persistindo na fase cronica (120 dpi).
Nossos dados sdo sustentados por dados da literatura que mostram que animais em fase
cronica de infecgdo apresentam maior frequéncia de células T CD8" com perfil efetor
CD44""CD62L"" e menor frequéncia de células com perfil naive CD44"°"CD62L"" (Dos
Santos et al., 2001; Grisotto et al., 2001; Pereira et al., 2015). Também as células
CD8'PNA" apresentaram menor frequéncia de células com perfil naive e maior proporgéo
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de células com fenétipo ativado CD44"M9"CD62L""°", em todos os pontos analisados.
Independente do estado de infeccdo, detectamos na populagdo de células CD8'PNA*
aumento na frequéncia de células ativadas, corroborando dados da literatura (Amado et al.,
2004, Jones et al., 1994).

De forma muito semelhante as células CD8 totais observamos, precedendo ao pico de
parasitemia (14 dpi), aumento na frequéncia de células CD8'PNA’ expressando as
moléculas de adesdo e migracdo celular (LFA-1, CCR5 e CCR1). Durante a infeccao pelo T.
cruzi observa-se aumento na expressdo de ICAM-1, ligante para LFA-1, em endotélio e
células cardiacas, e de moléculas quimioatraentes (CCL2/MCP-1, CCL3/MIPla,
CCL4/MIP1pB e CCL5/RANTES) para células que expressam CCR1 e/ou CCR5, no tecido
cardiaco (dos Santos et al. 2001; Marino et al., 2004; Michailowsky et al. 2004; Medeiros et
al., 2009). Estudos anteriores, mostraram a participacdo destas moléculas na migracdo de
células T CD8" e CD4" para o tecido cardiaco e de sua agdo no controle da infeccio
(Michailowsky et al. 2004) e na injaria no tecido cardiaco (Marino et al., 2004; Medeiros et
al., 2009). O aumento na frequéncia de células esplénicas CD8'PNA" expressando
moléculas que potencialmente permitam sua migracao para o tecido cardiaco é paradoxal a
auséncia de células PNA" neste tecido. A ndo detecgdo de células PNA™ em tecido cardiaco
pode indicar que esteja ocorrendo acUimulo destas células também em outros
compartimentos, como 0 sangue, 0 que precisa ser explorado.

Durante a infeccdo experimental de camundongos da linhagem C57BL/6 pela cepa
Colombiana do T. cruzi, células T CD8" encontram-se fenotipicamente segregadas em IFNy
e Pfn*. Células especificas ao epitopo VNHRFTLYV da molécula ASP2 do parasito, restrito
ao contexto H-2K®, que expressam IFNy encontram-se majoritariamente em baco e tecido
sanguineo, enquanto células Pfn* especificas a este epitopo encontram-se preferencialmente
em tecido cardiaco, mostrando-se diferencialmente compartimentalizadas (Silverio et al.,
2012). De modo interessante, este trabalho também mostrou que as células T CD8'IFNy" e
T CD8'Pfn* séo funcionalmente antagbnicas, tendo as IFNy" um papel protetor e as Pfn*
um papel deletério quanto a injdria cardiaca e alteragdes elétricas (Silverio et al., 2012).
Observamos no presente trabalho, um enriquecimento de células IFNy" entre as células T
CD8" totais e as PNA" em bago dos animais em fase cronica da infecgdo (120 dpi). Embora
ndo tenhamos estudado a especificidade das células, o aumento na frequéncia de células T

CD8'PNA" que expressam IFNy em bago, poderia ser explicado pelo acimulo de células T
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CDS8'IFNy" e células T CD8'IFNy" especificas para VNHRFTLV em tecidos periféricos,
respectivamente, sangue e baco (Silverio et al., 2012). Deste modo, o0 acumulo das células T
CD8'PNA'IFNy* em baco, poderia explicar, pelo menos em parte, a ndo detecgdo de células
PNA" em tecido cardiaco de animais cronicamente infectados e com sinais de CCC
(alteracBes elétricas e aumento da deposicdo de fibronectina). Aparentemente, estamos
diante de algum mecanismo capaz de impedir a chegada de células PNA™ ao tecido alvo das
principais alteracdes clinicas de fase crénica neste modelo experimental da DC, o que se
constitui um desafio a ser compreendido. Este dado torna-se mais relevante considerando a
possivel ndo entrada de células T CD8"PNA" ativadas, potencialmente capazes de migrar e
benéficas a injdria cardiaca. Por outro lado, ndo podemos excluir a possibilidade das células
T CD8'PNA" migrarem, chegaram ao tecido e neste receberem o terminal sialico de forma
a-2,3-x, perdendo assim a capacidade de ligar com a lectina PNA, o que explicaria 0s
achados no estudo por imunoistoquimica em cortes de tecido cardiaco. Por outro lado, ndo
se pode excluir que as células T CD8'PNA" migrarem, chegaram ao tecido sofram morte
celular. De fato, durante processo de insuficiéncia cardiaca ha aumento na expressao de
galectina-3, que se liga ao mesmo terminal reconhecido pela lectina PNA (Ferrer et al.,
2014; Pineda et al., 2015; Wu et al., 2015). Na DC experimental, a presenca de galectina-3
esta associada a gravidade da fibrose e inflamacdo (Pineda et al., 2015; Wu et al., 2015).
Assim, podemos pensar que células T CD8"PNA'IFNy", sejam ativadas, migrem para o
tecido cardiaco e 14 sofram morte celular, o que explicaria a auséncia de células PNA" na
marcacgdo por imunoistoguimica. Assim, se este for um processo real, explicaria a auséncia
de células T CD8'IFNy" especificas ao epitopo VNHRFTLV da molécula ASP2 em tecido
cardiaco dos animais infectados pelo T. cruzi (Silverio et al., 2012), o que precisa ser
explorado.

Por outro lado, achados em fase crénica como a diminuicdo da frequéncia de celulas T
SNA®, em tecido esplénico, precisam ser melhor analisados e estudados quanto a
funcionalidade dessas celulas. Em nossos experimentos, mostramos baixa frequéncia de
células Pfn* entre as células T CD8" totais e PNA™ em baco dos animais cronicamente
infectados. Podemos especular que as células Pfn* possuam um glicofenétipo diferenciado,
com expressdo de ligantes de SNA e que estes achados estejam relacionados a baixa
frequéncia de células SNA™ em tecido periférico e presenca de células mononucleares SNA”

que infiltram o tecido cardiaco. Se estas expressarem Pfn, também explicaria o
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enriquecimento relativo em células Pfn” e, particularmente, T CD8'Pfn” especificas ao
epitopo VNHRFTLV da molécula ASP2 em tecido cardiaco dos animais infectados pelo
T. cruzi na fase cronica da infeccdo (Silverio et al., 2012), o que também precisa ser
investigado.

Nosso estudo, ndo permitiu a identificagdo de biomarcadores de natureza glicosidica
que reflitam a infeccdo e/ou gravidade da forma cardiaca da DC experimental. Contudo,
abre novas perspectivas para estudos em outros modelos de infec¢cdo, buscando marcadores
de glicosilacdo em proteinas séricas, e sobre a compartimentalizacdo de células
fenotipicamente distintas e funcionalmente relacionadas a protecdo de lesdo e/ou a injuria

cardiaca na infeccéo pelo T. cruzi.
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8. CONCLUSOES

O conjunto desses dados nos permitem concluir que:

v

No modelo em estudo e nos tempos analisados (14, 42 e 120 dpi), ndo
identificamos alteracdes no perfil de N-glicanas em proteinas séricas;

O aumento da expressdo para ligantes da lectina SNA em tecido cardiaco e em
células mononucleares que infiltram o tecido sugere aumento na sialilacdo do
tipo a-2,6-x em componentes do tecido cardiaco e em células inflamatorias, em
todos os pontos analisados;

A presenca de alteragdes glicosidicas em células vidveis totais e nas
subpopulacdes de células T de baco de animais infectados, com aumento da
frequéncia de células PNA" e diminuicio da frequéncia de células SNA®, assim
como a auséncia de células inflamatérias PNA" e acimulo de células SNA™ em
tecido cardiaco sugere uma compartimentalizacdo diferenciada que poderia ser
relacionada ao glicofendtipo dessas células;

A diminui¢do de marcagéo para ligantes da lectina PNA em componentes do
tecido cardiaco e em células inflamatérias que nele se infiltram, pode indicar a
ndo chegada de células inflamatorias PNA™ no tecido cardiaco, a diminuicdo na
expressdo de terminais Galpl-3 ou a morte células PNA" na infecgdo
experimental pelo T. cruzi;

A presenca de células T CD8"'CD43""**PNA* no baco de animais infectados
pelo T. cruzi indica que outra molécula, além de CDA43, é alvo de alteragdo
glicosidica expondo terminais a-2,3-x que permitem a ligacdo da lectina PNA;

O actmulo de células T CD8*PNA" ativadas, potencialmente capazes de migrar
(CD44*"™"cpg2L™"  LFA-1'CCR5" e LFA-1'CCR1") e com perfil
inflamatdrio (IFNy") em bago de animais infectados, poderia explicar a auséncia
dessas celulas em tecido cardiaco;

A retencdo de células T CD8"PNA’IFNy Pfn", potencialmente protetoras, no
baco de animais cronicamente infectados poderia explicar o agravamento da
injuria cardiaca e das alteracOGes elétricas encontradas na fase crbnica da

infeccéo.
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9. PERSPECTIVAS

Os achados aqui apresentados e discutidos a luz da literatura nos trazem as seguintes

perspectivas:

v Desafiar nossa ideia da existéncia de biomarcadores glicosidicos em proteinas
séricas em modelos da doenca de Chagas experimental que cursem com forma
cardiaca mais grave da infeccdo, como infeccdo aguda por alto in6culo de parasitos
da cepa Y e infeccdo cronica de camundongos C3H/He pela cepa Colombiana;

v ldentificar os mecanismos que levam ao acumulo/retencdo de células T
CD8'PNA'IFNy'Pfn"™Y, potencialmente protetoras, no baco dos animais infectados;

v Esclarecer os mecanismos celulares e moleculares que levem a auséncia da
expressdo de ligantes para a lectina PNA em componentes do tecido cardiaco e em
células inflamatorias que infiltram este tecido na infec¢éo experimental pelo T. cruzi.

v Identificar a funcionalidade, IFNy ou Pfn, das células SNA"™ em tecido periférico e

cardiaco
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