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RESUMO

O agente etioldgico causador da doenga Doenca de Chagas é o
Trypanosoma cruzi. Um dos mecanismos conhecidos de evasdo do
sistema imune que algumas cepas de T. cruzi utilizam é através da
enzima Trans-Sialidase (TS), que transfere o acido sidlico presente na
superficie das células do hospedeiro para incorporar na sua prépria
estrutura. Os &cidos sidlicos sdo um importante componente no
reconhecimento, adesdo e sinalizacdo celular. Os receptores Siglec
reconhecem carboidratos do tipo &cido sidlico através de dominios
extracelulares e sdo encontrados em sua maioria em células do sistema
imune como os neutréfilos. A hipétese do trabalho é que o T. cruzi (cepa
Tulahuén) infecta neutréfilos humanos através do reconhecimento de
receptores Siglec-5 e/ou -9. Os resultados mostraram que os neutréfilos
humanos isolados foram infectados pelas formas tripomastigotas de T.
cruzi tanto no MOI 1 (9,6 + 1 %) quanto no MOI 5 (25 £+ 1 %) e que 0
pré-tratamento com os anticorpos neutralizantes reduziu a porcentagem
de células infectadas tanto com anti-hSiglec-5/14 (47,75% z 4,36,
p<0,01) como anti-hSiglec-9 (43% * 6,7, p<0,01). Além disso, foi
observado que Siglec-9 (4,84%), mas ndo Siglec-5 (0,60%) se liga na
superficie do parasito. Os resultados de expressdo mostraram uma
diminuicdo dos receptores de Siglec-5 (1974 + 1137) (p=0,776) e um
aumento na expressdo dos receptores de Siglec-9 nos neutrdfilos ap6s a
infeccdo (1517 £ 395) (p=0,185). Concluindo, os neutréfilos humanos
isolados sdo infectados por formas tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi (cepa Tulahuén) in vitro por um possivel mecanismo dependente
do eixo acido sialico-Siglec.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Tulahuén, Siglec-5, Siglec-9,
Neutréfilo, Acido Siélico.






ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas’s disease. The use
of the Transialidase (TS) enzyme is one of the known mechanisms used
to evade immune system in vertebrates. This enzyme cleaves and
transfer sialic acid from the host cell to its own surface. Sialic acids are
crucial in vertebrate’s cell-to-cell communication, adhesion and cellular
signaling. Siglec family receptors play an important role in this context;
they recognize sialic acid on their extracellular domain to activate
endocytosis and activate inhibitory intracellular pathways. These
receptors are found mainly in immune cells’ surface such as neutrophils.
The hypothesis is that T. cruzi (Tulahuén strain) infects human
neutrophils through binding on Siglec-5 and/or Siglec-9 receptors. Our
results showed that isolated human neutrophils are infected by T. cruzi
(Tulahuén strain) in both MOI 1 (9,6 £ 1 %) and MOI 5 (25 + 1 %) and
the pre-treatment with neutralizing antibodies reduced the infection in
both anti-hSiglec-5/14 (47,75% = 4,36, p<0,01) and anti-hSiglec-9 (43%
+ 6,7, p<0,01). Additionally, we observed that Siglec-9 (4,84%) but not
Siglec-5 (0,60%) bind on Tulahuén strain’s surface. The expression of
Siglec-5 decreased (1974 + 1137) (p=0,776) and Siglec-9 increased
(1517 + 395) (p=0,185) in human neutrophils after infection. To
conclude, tripomastigotas forms of Tulahuén strain infect isolated
human neutrophils in vitro and this mechanism is suggested to be
dependent of sialic acid-Siglec axis.

ywords: Trypanosoma cruzi, Tulahuén, Siglec-5, Siglec-9,
Neutrophil, Sialic acid.
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas (DC) é considerada pela Organizagédo
Mundial de Saude (OMS) uma doenca negligenciada e acomete cerca de
6 a 7 milhdes de pessoas no mundo (WHO, 2017), sendo estas 3 milhdes
somente no Brasil (DIAS, 2006). Além do Brasil, as regiGes mais
afetadas pela doenga sdo paises da América do Latina como Colémbia,
Venezuela, México, Chile e Argentina (Figura 1) levando no total cerca
de 10.000 mortes/ano (WHO, 2017).

Distribuicdo de casos de infeccdo por Trypanosoma cruzi entre os anos de 2006 a 2009

o8an

vetorial
Palses seim transmissie vetorial

®  1000-99 999 [ Paises com transmissdo ustarial acidental
@ 100 000-995 999 [ Paises com transmissio vetorial

. ==1000 000

Sem casos oficialmenta registrados

Figura 1. Casos de infe¢cdo por Trypanosoma cruzi. Adaptado de:
WHO, 2010.

O agente etiolégico causador dessa doenca é o Trypanosoma
cruzi que inicia seu ciclo bioldgico quando o Triatomineo infectado
entra em contato com o hospedeiro humano. No momento em que o
inseto se alimenta de sangue do hospedeiro ele deposita fezes que
podem estar contaminadas com formas tripomastigotas metaciclicas de
T. cruzi (formas infectivas). A autoinfeccdo ocorre quando o
hospedeirse coca apds a picada do inseto e essas formas metaciclicas
acabam entrando no hospedeiro através das mucosas e chegam na
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corrente circulatéria onde o parasito pode infectar células nucleadas,
como mondcitos. No citoplasma da célula infectada o parasito se
diferencia para forma amastigota (replicativa) que por sua vez se
multiplicam por diviséo binéria. Ap6s replicacdo, ainda dentro da célula,
as formas amastigotas se diferenciam novamente para tripomastigotas e
acabam rompendo a célula do hospedeiro liberando maior contetido de
formas infectivas na corrente circulatéria. Esse processo favorece a
sobrevivéncia do parasito e a manutencdo do ciclo (BRENER et al.,
2000) (Figura 2).

tripomastigota passa & ferida nas fezes transformarm em sxaastigotas

No Triatomineo / L/\d’j 7

No Ser Humano

O insecto pica e defeca a0 mesmo terapo. O @9 Os tripomastigotas invader células onde se

Tranformam-se em tripomastigotas A c/\

(]

= §
ik

Os entéo ¥ dentro das
invadem novas células em células assexualmente

regiies diferentes do
corpo que invader e onde
se raultiplicar coro
araastigotas

Tripanomastigotas
sanguineos
o absorvidos por
— novo insecto em
Transformam se em nova picada

epimastigotas no

intestino do vecto %

e e /\ ~ @
AH

M\ ~Estigio infeccioso ge’] \_/

A\ ~Estigio diagnéstico triporaastigotas e destroera a célula
saindo para o sangue

Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Adaptado de:
dpd.cdc.gov

A doenca de Chagas se apresenta em duas fases. A primeira
delas é a fase inicial aguda que dura cerca de dois meses apds a
infeccdo. Durante essa fase um grande nimero de parasitos esta presente
na corrente circulatéria do hospedeiro humano. Na maioria dos casos,
esta fase se apresenta assintomatica ou branda e inespecifica. Cerca de
50% dos casos, na area da picada do inseto triatomineo pode apresentar
alguns sinais caracteristicos como o ‘“chagoma”, que facilita o
diagndstico médico precoce. Quando sintomaticos na fase aguda os
sinais mais comuns sdo febre, dores de cabeca, dor muscular, dor
abdominal e dores ao respirar. Durante a fase cronica, ocorre um
tropismo dos parasitos para 6rgaos como coragdo e trato gastrointestinal.
Cerca de 30% dos pacientes cronicos possuem complicacdes cardiacas e
10% de problemas intestinais como megacdlon, megaesdfago e
problemas neuroldgicos. Ao passar dos anos, o paciente infectado
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cronico pode falecer devido as arritmias e faléncia do musculo cardiaco
(MARIN-NETO et al., 1999; BRENER et al., 2000; WHO, 2017;)

O tratamento disponivel atualmente consiste em duas drogas
utilizadas na fase aguda. O benzonidazol e nifurtimox sdo o tratamento
de escolha para infecgbes na fase aguda da doenca. Se tomados logo
apos a infeccdo, as chances de eliminacdo do parasito chegam a quase
100% e essa eficacia diminui ao passo em que a parasitemia aumenta.
Apesar dos medicamentos surtirem um significativo efeito no
tratamento da doenca na fase aguda, cerca de 40% dos pacientes ainda
precisam lidar com os efeitos colaterais decorrentes do tratamento
(BERN et al 2007; WHO, 2017).

Devido a grande variabilidade bioldgica, bioquimica e genética
de diversas cepas de T. cruzi surgiu a necessidade de realizar uma
classificacdo de acordo com estas caracteristicas. A primeira
classificacdo realizada em um encontro realizado em 1999 na Fiocruz
(Rio de Janeiro) foi determinada que as cepas de T. cruzi fossem
classificadas em dois grandes grupos: T. cruzi | e T. cruzi Il. Mais
recentemente, em Buzios, no ano de 2009, a classificacdo das cepas
entrou em um novo consenso e passaram a ser classificadas de acordo
com as DTU (do inglés, Discrete Typing Units) sendo seis DTU
diferentes de | a VI (Tabela 1) (ZINGALES, B 2009).

Tabela 1. Exemplos e classificagdo das cepas de T. cruzi e suas
respectivas DTUs. Adaptada de: Zingales, et al., 20009.

Cepa DTU Pais
Colombiana T. cruzi | Coldmbia
Y T. cruzi Il S&o Paulo/Brasil
M6241 c16 T. cruzi lll Para/Brasil
4167 T. cruzi IV Amazonas/Brasil
S03c15 T.cruzi V Bolivia
Tulahuén T. cruzi VI Chile

1.2 Acido Sialico

Os acidos sidlicos sdo categoricamente classificados como
carboidratos, porém possuem sua estrutura principal diferente dos
demais aclcares deste grupo. Ao invés de possuir um anel Poliol ([-
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CHOH-]n) comum de monossacarideos como glicose ou frutose, os
acidos sialicos podem apresentar moléculas substituintes como N-
glicanos, O-glicanos e proteinas ancoradas em glicofosfatidilinositol
(GPI). Outra diferenca que estes carboidratos tém dos demais acUcares €
gue eles ndo sdo fonte primaria de energia para a célula, mas atuam
como um importante componente no reconhecimento, adesdo e
sinalizacdo celular (VARKI, A. 2009).

A estrutura comum de todos os &cidos sialicos se baseia em
uma cadeia ciclica de nove carbonos sendo C1 um &cido carboxilico que
confere uma carga negativa intrinseca na molécula (Figura 3). Os
acidos sidlicos mais comuns encontrados sdo o 4&cido N-
acetilneuraminico  (Neu5Ac, NeuNAc ou NANA), é&cido N-
gliconeuraminico (Neu5Gc ou Neu5GIc) e acido N-acetil-9-O-
acetilneuraminico (Neu5,9Ac2) (VARKI, A., 2009). As estruturas dos
diferentes &cidos sidlicos podem ser formadas atraveés de modificagdes
nos carbonos C4, C7, C8 e C9 e no grupamento amina localizado no C5.
Além disso, os grupamentos hidroxilas dos carbonos C4, C7, C8 e C9
podem ser acetilados, fosforilados, sulfonados ou metilados (VARKI, A.
2009).

Figura 3. Estrutura dos 4&cidos sidlicos e exemplos. (a) &cido
neuraminico, (b) acido N-acetilneuraminico - Neu5Ac, (c) acido N-
gliconeuraminico - Neu5Gc e (d) &cido N-acetil-9-O-acetilneuraminico -
Neu5,9Ac,. Adaptado de: Freire-de-Lima, 2015.
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A sintese de &cido sidlico em organismos vertebrados ocorre no
interior da célula e possui cinco etapas. Inicialmente, o primeiro
substrato da rota Uridina 5’-difosfato-N-acetil-D-glucosamina
(UDPGIcNAC) é convertido pela enzima de atividade dupla UDP-
GIcNAc  2-epimerase/ManNAc-6-kinase (GNE) em  N-acetil-D-
manosamina (ManNAc). Em seguida, a kinase da enzima GNE fosforila
0 aglcar produzindo a molécula N-acetil-D-manose-6-fosfato
(ManNAc-6-P) para que em seguida essa molécula seja convertida para
0 precursor de &cido sidlico &cido acetilneuraminico-9-fosfato (NeuSAc-
9-P) através de uma reacdo de condensagdo de fosfoenolpiruvato (PEP)
e ManNAc-6-P pela enzima NeuAc-9-P sintetase (NANS). O precursor
Neu5Ac-9-P ¢ entdo defosforilado pela enzima Neu5Ac-9-P fosfatase
(NANP) para produzir o acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) (Figura
4A).

I.’/UDP-GIcNAc E\\ I Neu5Ac |

‘ UDP-GIcNAc-2-Epimerase/

ManNAc-6-kinase (GNE) CMP-Neu5Ac Sintetase

v (CMAS)
ManNAc v
UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ CMP-Neu5Ac
ManNAc-6-kinase (GNE) \ )
' AN Niicleo
ManNAc-6-P P —
NeuSAc-9-P Sintetase (NANS); ;-/ \.‘
Fosfoenolpiruvato (PEP) CMP-Neu5Ac
ARt Sialiltransferase (ST)
NeuS5Ac-9-P Fosfatase (NANP)
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Figura 4. Rota de sintese de acido sialico em células eucariotas.
Formacdo de Neu5Ac no citosol (A), sintese de substrato doador no
nucleo (B) e ligagdo de compostos glicanos ao Neu5Ac no complexo de
Golgi (C).

Apo0s a etapa de sintese de NeubAc, um substrato é adicionado
na estrutura para que uma molécula de oligossacarideo seja incorporada
na no acido sialico. A molécula de NeuSAc é transportada do citosol
para o nucleo da célula eucariota onde é adicionado uma molécula de
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citidina 5’-monofosfato (CMP) pela enzima CMP-NeuAc sintetase
(CMAS) formando a molécula CMP-Neu5Ac (Figura 4B). Apds este
processo, CMP-Neu5Ac é transportado para o complexo de Golgi para
gue seja incorporado a oligossacarideos por enzimas sialiltransferases
(ST). A acdo da ST resulta em ligacdes especificas de glicosideos
(02—3, 02—6, ou a2—8) em aceptores monossacarideos localizados
nos &cidos sialicos (Figura 4C) (VARKI, A. 2009).

Os &cidos sidlicos desempenham um papel biol6gico importante
em mamiferos. Ja foi demonstrado que a delecdo do gene que codifica a
enzima UDP-N-GIcNAc 2-epimerase em camungongos é incompativel
com a vida fazendo com que ndo ocorra desenvolvimento na fase
embrionaria (SCHWARZKOPF, M., et al. 2002). Além disso, foi
demonstrado que a suplementacdo com acido sialico na dieta €
necesséria para desenvolvimento neuronal em mamiferos (WANG, B.,
2009). Em nivel de sistema imune inato em vertebrados, o
reconhecimento dos acidos sialicos da propria célula pelos receptores do
tipo Siglec em sua superficie (ligagdes “cis”) sdo descritos como
mecanismos de reconhecimento de células préprias e impedem o ataque
de macréfagos ou outras células do sistema imune (VARKI, A &
ANGATA, T., 2006). A perda do &cido siélico terminal pela acdo de
enzimas sialidases expdem os receptores Siglec que ficam disponiveis
para serem alvo de ligacdo de acidos sialicos oriundos de uma outra
célula ou de outros patogenos (ligagdes “trans™).

Existem diversos patdgenos como virus, bactérias e
protozodrios que utilizam o acido sialico como estratégia para infectar
células e escapar do sistema imunoldgico. Algumas bactérias como
Streptococcus agalactie e Neisseria meningitidis, sdo capazes de
sintetizar 4cido N-acetilneuraminico como mecanismo de evasdo do
sistema imunologico mimetizando compostos glicanos sialilados.
(MIZANUR, R.M. & POHL, N.L., 2008). Além disso, parasitos como o
Plasmodium falciparum utilizam hemaglutininas que se ligam ao
Neu5Ac para infectar eritrécitos humanos (GAUR et al., 2007).
Adicionalmente, um dos mecanismos conhecidos de evaséo do sistema
imune que a maioria das cepas de T. cruzi utiliza ¢ uma enzima chamada
de trans-Sialidase (TS) (BURLEIGH & WOOLSEY, 2002). Essa
enzima transfere o &cido sialico presente na superficie das células do
hospedeiro e incorpora nas mucinas presentes em sua superficie na
conformagdo 02,3 (LEDERKREMER & AUGUSTI, 2009). Estes
eventos podem facilitar a aderéncia e invasdo de formas tripomastigotas
nas células hospedeiras (SCHENKMAN et al., 1993) e também proteger
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0s parasitos da acdo de anticorpos liticos devido a forte carga negativa
na superficie devido a presenca do acido sialico (PEREIRA-
CHIOCCOLA et al., 2000).

1.3 Neutrdfilos

Os neutrofilos sdo células do sistema imunoldgico e geralmente
sdo a primeira linha de defesa ao combate de organismos patogénicos no
hospedeiro. Sdo células sanguineas brancas mais abundantes em
humanos (50 - 70%), participam da reposta inflamatdria aguda e
possuem uma resposta eficaz na eliminagdo de patégenos e quaisquer
outros debris celulares no local (NATHAN, 2006; AMULIC et al.,
2012; MAYADAS et al., 2013).

Os neutrdéfilos humanos sdo células de vida relativamente curta,
tendo aproximadamente tempo de vida entre 8 — 12h em condic¢des
fisiol6gicas normais (SHI, 2001), podendo chegar a 24h horas em
infeccBes bacterianas in vitro (KINKEAD, L.C. et al., 2018). Os
granulécitos sdo produzidos na medula dssea constantemente e quando
necessarios sdo facilmente recrutados para a corrente circulatdria
(SADIK, KIM & LUSTER, 2011). Os principais reservatorios desta
célula sdo, além da medula éssea, o figado, baco e, em maior
guantidade, nos pulmdes (SIBILLE e MARCHANDISE, 1993).

Um dos principais mecanismos de defesa frente a patdgenos
dessa célula é a fagocitose. Este processo consiste no reconhecimento
dos patdgenos opsonizados pelo sistema complemento pelos receptores
Fc e os engloba para seu interior na forma de vesiculas onde ocorre a
eliminacdo do patdgeno por liberacdo de lisoenzimas e espécies reativas
de oxigénio (FIERRO et al.,, 1999; BROWN et al., 2006), ou ainda
através do mecanismo de liberacdo de proteinas bactericidas, contidas
em granulos citoplasmaticos (SEGAL, 2005). Outro mecanismo de
defesa dos neutréfilos recentemente conhecido é a liberacdo de seu
contetido nucleico em forma de fibras ou redes denominadas NET (do
inglés, neutrophil extracelular traps). As NET sdo eficazes na
eliminacdo dos patdgenos por imobilizacdo, permitindo que sejam
fagocitados por outras células e contribuindo, portanto, no controle da
infeccdo (BRINKMANN et al., 2004; PHILLIPSON & KUBES, 2011;
NAUSEEF & BORREGAARD, 2014).

Os neutrofilos desempenham um papel importante na resposta
contra infecgdes ao T. cruzi em organismos vertebrados. Ja foi bem
demonstrado que formas epimastigotas de T. cruzi cepas Y e Tulahuén
sdo susceptiveis a lise e fagocitose de neutrofilos isolados de murinos e
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de humanos (LOPEZ, AF. et al., 1978; SANDERSON & SOUZA,
1979; RIMOLDI, M.T. et al.,, 1981). Além disso, também ja foi
demonstrado que outras espécies de Trypanosoma spp. COmo O
Trypanosoma dionisii sdo reconhecidos e fagocitados por neutrofilos e
mondcitos humanos (THORNE et al., 1979). Alguns anos apos, foi
relatado por Cardoni e colaboradores o envolvimento de respostas
metabdlicas de polimorfonucleares isolados de humanos, como espécies
reativas de oxigénio (ERO) e mieloperoxidases (MPO), associadas a
eliminagdo de formas epimastigotas de Tulahuén de T. cruzi
(CARDONI, R.L. et al., 1982). Um estudo conduzido por Chen e
colaboradores em 2001 mostrou um papel importante dos neutréfilos na
sobrevida de camundongos infectados com formas tripomastigotas de
Tulahuén de T. cruzi. Foi observado neste estudo que dependendo da
linhagem isogénica utilizada, a deplecdo de neutréfilos através de um
anticorpo monoclonal diminuiu a sobrevida de camundongos BALB/C
comparados com o isotipo controle, mas ndo foi observada diferenca na
sobrevida em camundongos C57BL/6 (CHEN, L. et al., 2001). Em outro
estudo, foi demonstrado que a inje¢do intraperitoneal do composto
glicoinositolfosfolipideoS (GIPL) presente na superficie de T. cruzi
estimulou a migracdo de neutrdfilos (Gr-1/Mac-1Positivo) trés horas ap6s
administragdo para o local de infeccdo (OLIVEIRA, A.C. etal., 2004).

Estudos mais recentes corroboram com os achados anteriores
demonstrando que os neutréfilos desempenham um papel fundamental
na defesa contra infec¢Bes por T. cruzi. Em 2014, um trabalho realizado
por Luna-Gomes e colaboradores mostrou que  células
polimorfonucleares vidveis sdo necessarias para o controle de
parasitemia em co-cultura com macréfagos peritoneais in vitro. Foi
demonstrado, neste trabalho, o papel da elastase liberada por neutrofilos
como tripanocida e consequente diminuicdo do nimero de parasitos in
vitro (LUNA-GOMES el al., 2014). Por fim, também foi evidenciado
gue os antigenos sollveis da cepa Y de T. cruzi sdo capazes de estimular
neutréfilos a produzirem NET e ERO, no entanto as NET ndo séo
capazes de eliminar os parasitos, mas sim diminuem sua infectividade
(SOUSA-ROCHA et al., 2015).

1.4 Siglecs (Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins)

Estes receptores pertencem ao grupo de lectinas do tipo | que
reconhecem carboidratos do tipo &cido sialico através de dominios
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extracelulares do tipo imunoglobulina (VARKI & ANGATA, 2006).
S&0o receptores transmembranares encontrados em sua grande maioria
em células do sistema imunoldgico. A maior parte deles possui um
dominio intracelular inibitério ITIM (do inglés, immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory  motifs) (MACAULEY; CROCKER,;
PAULSON, 2014). Quando ativados, recrutam fosfatases SHP-1 e SHP-
2 que culminam em vias de sinalizagcdo para inativacdo da célula
(CARLIN et al., 2009a; VAN KOOYK & RABINOVICH, 2008). Os
dominios ITIM da célula quando ativados sdo capazes de modular vias
intracelulares na célula inibindo-as. Alguns estudos demonstram que a
ativacdo dos receptores Siglec através da ligacdo de seus agonistas sdo
capazes de interferir na resposta imune inata, cascatas de sinalizagfes
intracelulares e crescimento celular (CROCKER & REDELINGHUYS,
2008; WANG et al., 2010).

As Siglecs que sdo majoritariamente expressas na superficie de
neutréfilos humanos sdo a Siglec-5 e Siglec-9. J& em camundongos, foi
encontrado a Siglec-E (ortélogo da Siglec-9) (MACAULEY;
CROCKER; PAULSON, 2014). As Siglec-5 e -9 reconhecem
preferencialmente conformacdes diferentes de acido sialico, sendo
Siglec-5 preferencialmente 02,6 e Siglec-9 preferencialmente 02,3
(BLIXT et al., 2003; CROCKER, PAULSON & VARKI, 2007; ALI et
al., 2014).

Diversos organismos patogénicos utilizam acido sidlico como
maneira de evadir do sistema imune. Estudos vém demonstrando que
algumas bactérias como Streptococcus do grupo B podem se ligar a
Siglecs levando a alteragdes das respostas celulares de defesa e podendo
assim favorecer a sobrevivéncia e infecgdo no hospedeiro (CARLIN et
al., 2007, CHANG et al., 2014). Além de bactérias, protozoarios como o
T. cruzi podem também interagir com os receptores do tipo Siglec. Ja foi
demonstrado que a cepa Tulahuén de T. cruzi se liga a moléculas
quiméricas de Siglec-E (Siglec ortéloga da Siglec-9 em humanos). Este
achado foi confirmado nesse mesmo estudo no qual foi observado que o
parasito interage com Siglec-E expressos em células CHO (do inglés,
Chinese Hamster Ovary) através de imunofluorescéncia (ERDMANN et
al., 2009).

Diante do exposto, diversos estudos tém demonstrado a relagéo
entre T. cruzi e hospedeiro. Ja foi evidenciado que um dos mecanismos
de infeccdo que o parasito utiliza é através da enzima TS que retira o
acido sidlico das células do hospedeiro para incorporar na sua estrutura
para evadir e infectar células do sistema imune (SCHENKMAN et al.,
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1994;L EDERKREMER e AUGUSTI, 2009). Os receptores Siglec séo
encontrados em sua maioria em células do sistema imunoldgico como
neutréfilos. Contudo, pouco se sabe sobre a importancia desses
receptores e o eixo &cido sialico-Siglec na infeccdo por T. cruzi em
neutrofilos humanos.
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2. HIPOTESE

A hipotese deste trabalho é que o Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuén)
infecta neutréfilos humanos através do reconhecimento de receptores
Siglec-5 e/ou -9.

3. OBJETIVOS
3.1. Geral

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a participacdo dos
receptores Siglec-5 e -9 de neutrofilos humanos na infeccdo por
Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuén).

3.2. Especificos

e Avaliar a infec¢do de neutrdfilos por T. cruzi;

e Avaliar os ligantes de Siglec-5 e Siglec-9 na superficie do
Trypanosoma cruzi;

e Avaliar o efeito de anticorpos de bloqueio de Siglec-5 e Siglec-
9 na infeccédo de neutroéfilos;

e Avaliar a expressdo dos receptores Siglec-5 e Siglec-9 em
neutréfilos humanos apds a infeccdo com Trypanosoma cruzi;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Doadores saudaveis

Foram incluidos neste estudo doadores saudaveis entre 18 € 60
anos sem sinais fisicos de doengas e livres de enfermidades cronicas e
sem estresse declarado. Foram excluidos do estudo doadores menores de
18 anos e maiores de 60 anos e também doadores que apresentaram
sinais fisicos de doengas e enfermidades cronicas e estresse declarado.

Apbs aceitar participar da pesquisa e assinar 0 TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE), foi coletado
4mL de sangue de cada doador em tubos vacutainer contendo EDTA
(BD Biosciences, EUA). Sangue foi levemente homogeneizado e
preparado para 0s experimentos. Este trabalho foi aprovado pelo comité
de ética sob protocolo: CAAE: 82425717.0.0000.0121.

4.2 Separacao de neutroéfilos humanos por gradiente de Percoll®

Para a separacao dos neutréfilos foram utilizadas concentraces
de 72%, 63%, 54% e 45% de Percoll® (GE, Healthcare, UK) diluidas
em tampdo HBSS (do inglés, Hanks Balanced Salt Solution). Essas
solugBes foram adicionadas em tubos conicos de 15mL na quantidade de
2mL, comecando da mais concentrada até a menos concentrada. Em
seguida, 2mL de sangue total coletado previamente foi adicionado ao
topo do gradiente. Com cuidado, os tubos foram centrifugados a 600g
com aceleracdo e desaceleracdo lentas por 33 minutos a temperatura
ambiente. Apds centrifugacdo, foi retirado com auxilio de pipeta a
camada de células correspondentes aos granuldcitos e esse conteudo foi
passado para um novo tubo c6nico de 15mL onde passou pela etapa de
lise de eritrocitos. A lise celular foi realizada com tampéo de lise 1x
(Biolegend, EUA) o qual foi adicionado 13mL, tubo foi levemente
homogeneizado e deixado em repouso por 7 minutos. Ap4s 0 repouso,
os tubos foram centrifugados a 300g por 7 minutos e tempo de
aceleracdo e desaceleragdo lentos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e células foram lavadas com 15mL de solugdo HBSS 1x e
centrifugadas a 300g por 7 minutos e tempo de aceleracdo e
desaceleracdo lentos. Apos centrifugacdo, sobrenadante foi descartado e
pellet ressuspendido em meio RPMI (do inglés, Roswell Park Memorial
Institute — Gibco, USA) para os experimentos.
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4.3 Obtencao das formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi cepa
Tulahuén

Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Tulahuén
foram gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Mario Steindel
(Laboratério de Protozoologia, UFSC) e foram mantidas in vitro em
cultura de células de Fibroblasto de Camundongo (L929) em meio
RPMI 1640 (Gibco, EUA) suplementado com Soro Bovino Fetal (SBF)
10%, L-Glutamina (Sigma, EUA), Penicilina-estreptomicina (10,000
U/mL) (Gibco, USA) duas vezes por semana.

Para obtencdo das formas tripomastigotas, o sobrenadante da
cultura de células foi coletado e adicionado em tubo cénico de 15mL.
Ap0s este processo, 0 tubo foi centrifugado a 1850 g por 10 minutos e
logo em seguida colocado na posicéo vertical em estufa de CO, por 1h
para que as formas tripomastigotas nadem para o sobrenadante. Apds
esse tempo, o sobrenadante foi retirado com cautela e passado para um
novo tubo. Uma aliquota foi retirada para realizacdo da contagem dos
parasitos em Camara de Neubauer.

4.4 Avaliagdo da presenca de ligantes de Siglec-5 e Siglec-9 na
superficie do Trypanosoma cruzi

Para realizacdo da avaliacdo dos ligantes de Siglec-5 e Siglec-9 na
superficie do parasito foram utilizadas moléculas quiméricas Siglec-5 Fc
e Siglec-9 Fc (gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. James Paulson, The
Scripps Research Institute, La Jolla, USA). Formas tripomastigotas de
T. cruzi (cepa Tulahuén) foram incubados separadamente com as
quimeras na concentracdo de 3,0 pg/mL por 180 minutos e em seguida
lavados e incubados por 40 minutos com anticorpo Goat Anti-Human
Alexa-Fluor 488 1:500 (Invitrogen, USA) para reconhecimento da
porcdo Fc da quimera. Ap6s o processo, as amostras foram adquiridas
em citdmetro de fluxo BD® FACS Verse. Como controles deste
experimento, formas tripomastigotas foram pré-tratadas com
neuraminidase (0,2 U/mL) por 30 minutos antes da incubagdo com os
anticorpos e num outro grupo, as formas foram pré tratadas com
neuraminidase e em seguida por um doador de &cido sialico 3’-SL
(0,5M) por 30 minutos e em seguida foram incubados com os anticorpos
complexados com as quimeras.
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4.5 Ensaio in vitro de infeccdo de neutrofilos humanos com
Trypanosoma cruzi

Para este ensaio, os neutrofilos humanos isolados por gradiente
de Percoll® foram incubados em meio RPMI com formas
tripomastigotas de T. cruzi, no MOI 5 (do inglés, Multiplicity of
Infection). Para os grupos experimentais os neutrofilos foram pré-
tratados 30 minutos antes da infeccdo com 10 pg/mL de anticorpos
neutralizantes anti-hSiglec-5/14 (Clone 194128, R&D System), 10
pg/mL de anti-hSiglec-9 (Clone 191240, R&D System) ou 0,5 mg/mL
de al-Glicoproteina Acida (AGP) humana (Sigma, USA). A infec¢io
ocorreu por 3 horas em microtubos de 2,0mL em estufa a 37°C, 5%
CO,. Apbs incubagdo, 5x10* células em 50uL foram utilizados para
centrifugacdo em CytoSpin3 (Thermo Shandon Cytospin3, USA). Apds
centrifugacdo, as amostras foram coradas com pandtico répido
(NewProv, Parand, Brasil) e visualizadas em microscopio de campo
claro (Nikon, Eclipe 50i, Japdo). Foram contados 300 neutréfilos e os
resultados foram expressos em % de neutréfilos infectados.

4.6 Avaliacdo da expressdo dos receptores Siglec-5 e Siglec-9 em
neutrofilos infectados por Trypanosoma cruzi

Para avaliacdo da expressao dos receptores de Siglec-5 e Siglec-
9 em neutréfilos humanos isolados foram utilizados anticorpos APC
Siglec-5 (Biolegend, USA) e PE Siglec-9 (Biolegend, USA). Os
neutréfilos obtidos apds 3h de infeccdo ou que ndo passaram pela
infeccdo com Trypanosoma cruzi foram incubados com Human Fc-
Block 1:100 (BD, USA), APC Siglec-5 1:500 e PE Siglec-9 1:50 por 40
minutos a 4° C. Em seguida, células foram lavadas em tampao FACS
(PBS 1x pH7,4 + 2mM EDTA + 2% BSA), sobrenadante descartado e
precipitado ressuspendido em 200uL de tampdo FACS para serem
adquiridas no citémetro de fluxo BD® FACS Verse.

4.7 Marcacao de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi com
sonda fluorescente Syto24®

Formas tripomastigotas foram recolhidas do sobrenadante de
cultura de células L929 conforme 4.3. Foi adicionada 50 nM de
Syto24® (Life Technologies), homogenizado em vortex, protegido da
luz e incubado novamente em estufa a 37° C por 30 minutos. Apds
incubacdo, os tubos foram novamente centrifugados a 1850 g, 10
minutos & temperatura ambiente, sobrenadante foi retirado e pellet
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ressuspendido em 1mL. Em seguida, retirou-se uma aliquota, foi diluida
na proporcdo 1:50 para que seja realizada a contagem das formas
tripomastigotas marcadas com Syto24® em camara de Neubauer.

4.8 Marcacdo de Lectinas biotiniladas SNA e MAA com
Estreptavidina PE

Os neutrdfilos e formas tripomastigotas de T. cruzi foram
marcados por 45 minutos com SNA biotinilada 1:2000 (Vector) e
lavados com tampdo PBS e em seguida incubado por 15 minutos com
Estreptavidina 1:500 (Biolegend). Para a MAA (Vector) o processo foi
mesmo, no entanto o tampdo utilizado para realizacdo das lavagens foi
HBSS enriquecido com Célcio (Sigma).

4.9 Ensaio de infeccAdo de neutréfilos humanos por formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi marcadas com Syt024®

Neutréfilos humanos foram isolados por gradiente de Percoll®
contados e separados nos respectivos grupos experimentais em
microtubos de 2,0mL em meio RPMI sem soro contendo 0,5 x10°
neutréfilos em volume final de 100uL. Paralelamente, formas
tripomastigotas marcadas com sonda fluorescente Syto24® obtidas
conforme metodologia supracitada foram contadas em camara de
Neubauer, separados nos respectivos grupos e ajustado para MOI 5 (2,5
x108 tripomastigotas) em volume final de 100pL. Apos este processo, 0s
neutréfilos foram infectados e tubos foram incubados por 3 horas a 37°
C, 5% CO2. Em seguida, tubos foram lavados com 1mL de tampédo
FACS (PBS pH7,4 + 2mM EDTA + 2% BSA) e centrifugados a 300g, 7
minutos a 4° C. Apos o processo de centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado com cuidado e precipitado ressuspendido em 200uL de
tampao FACS para ser adquirido em citdmetro de fluxo.

4.10 Animais

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) — UFSC sab protocolo n° 8787141117.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos
conforme a normatizacdo atual do CONCEA e do CEUA/UFSC. Os
experimentos com animais foram realizados no Biotério Setorial do MIP
localizado no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (MIP) — CCB — UFSC.
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Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem
isogénica BALB/C com idade entre 6 a 8 semanas pesando de 18-20g.
Foram mantidos de 2 a 5 animais em estantes micro isoladoras (Alesco)
em gaiolas previamente autoclavadas de polipropileno transparente
(29x17x12 cm) e receberam &gua destilada autoclavada e ragdo ad
libitum. Foram controlados os ciclos claro/escuro (12/12h) e temperatura
(22° C £ 2° C). As trocas foram realizadas semanalmente pelo préprio
experimentador em capela de fluxo laminar e tubos PVVC (5 cm didmetro
X 10cm comprimento) autoclavados foram utilizados como
enriquecimento ambiental. Os animais foram criados no biotério de
criacdo e passados para o biotério de experimentacdo quando atingirem
a idade necesséria para 0s experimentos.

4.11 Diretrizes ARRIVE e pontos finais humanitarios

Todos os experimentos e detalhes de procedimento envolvendo
animais foram preenchidos pelo experimentador em uma tabela
adaptada para as necessidades do laboratério pelo proprio grupo de
pesquisa. A tabela foi adaptada de Kilkeni et al. (2010) e se baseia nas
diretrizes ARRIVE (do inglés, Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments) reconhecida pelo National Centre for the Replacement,
Refinement & Reduction of Animal Research (NC3Rs).

No intuito de priorizar o bem-estar animal, foram definidos
neste trabalho pontos finais humanitarios para eliminagdo ética de
animais que estiverem passando por algum tipo de dor e sofrimento
(distresse).

Foi avaliada medida de peso, durante os experimentos de
infeccdo bem como avaliada medidas de escore clinico (letargia,
piloerecdo, tremores, exsudato periorbital, dificdade respiratoria e
diarreia). Destes, foram pontuados de 0 a 4 sendo: 0=ndo apresenta;
1=pouco/leve; 2=moderado; 3=grave e 4=devera ser eliminado. Os
animais que pontuaram 4 em um unico dia, foram humanamente
eutanasiados e eliminado do experimento.

Os animais que apresentaram uma perda de mais de 20% de seu
peso comparado com o peso inicial foram humanamente eutanasiados.

A eutanasia foi realizada pelo proprio experimentador.
Camundongos foram expostos a baixas concentracbes de CO. para
induzir anestesia e posteriormente a altas concentracdes de CO. para
induzir eutanasia. Animais foram colocados individualmente em uma
caixa transparente de acrilico contendo uma entrada de gas CO,. Este
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procedimento é realizado em um local fora da sala de experimentacéo e
relativamente distante dos outros animais para evitar estresse.

412 Infec¢do de camundongos BALB/C com formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuén)

Foram utilizadas para infeccdo formas tripomastigotas
previamente coletadas de sobrenadante de cultura de células L929. Para
infeccdo foram contados 1x10° formas tripomastigotas com auxilio de
cadmara de Neubauer e diluidos em 200 uL de PBS (do inglés,
Phosphate Buffer Solution). Foram administrados 1x10° formas
tripomastigotas pela via intraperitoneal.

4.13 Avaliagdo da curva de parasitemia

Para contagem das formas tripomastigotas de T. cruzi foi
utilizado o método de Brener. Os animais foram colocados em um
aparato de acrilico (15cm x 10cm x 5 cm) onde o experimentador pode
conter o animal para realizacdo do procedimento. Apds contencdo, a
cauda de cada camundongo passou por um processo de assepsia com
alcool iodado e um pequeno corte na porcao terminal da cauda foi
realizado para obtengdo de sangue. Foram coletados 5uL de sangue e
pipetados em lamina de vidro e em seguida foi colocada laminula
(22mm x 22mm) sobre o sangue. A contagem da parasitemia foi
realizada a cada 2 dias em microscépio de campo claro (Nikon Eclipse
50i, Japdo) no aumento de 40x. Foi contado o numero de formas
tripomastigotas em 50 campos. Valores foram expressos em nimero de
tripomastigotas/mL através da seguinte formula:

NUmero de tripomastigotas/mL = N° de parasitos em 50 campos
x 36 (Fator de Correcédo) x 200.

4.14 Contagem de leucdcitos totais de camundongos infectados com
Trypanosoma cruzi

Sangue obtido dos animais através da metodologia citada
anteriormente foi colocado em microtubos contendo 0,1% de
anticoagulante citrato de sodio (Synth, S&o Paulo, Brasil). Deste tubo,
foram realizados esfregacos sanguineos para realizacdo do diferencial de
leucocitos em cada animal. O restante do sangue obtido teve suas
hemacias lisadas através de solugdo de Turk (NewProv, Paran, Brasil) e
leucécitos foram contados com auxilio de cAmara de Neubauer. Para a
realizacdo da contagem total de leucdcitos, o sangue obtido foi diluido
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na proporcdo 1:20 em solucgdo de Turk, o tubo foi homogeneizado e em
seguida pipetado 10 uL em camara de Neubauer para realizacdo da
contagem.

4.15 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas em Software
GraphPad Prism 6.0. Os resultados foram expressos como média + erro
padrao da média e foram submetidos a andlise ndo-paramétrica de
Kruskall-Wallis seguido de teste post hoc de Dunn quando necessario.
Teste de Mann-Whitney U foi utilizado para comparar a média entre
dois grupos, quando necessario. Valores de p<0,05 foram considerados
significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Infeccéo de neutrdfilos humanos com formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi

Este primeiro experimento teve o intuito de observar a taxa de
infeccdo da cepa Tulahuén de T. cruzi em diferentes MOI (do inglés,
Multiplicity of Infection) em neutréfilos humanos. Para isso, ap6s o
isolamento dos neutréfilos, 5x10° neutréfilos foram incubados por trés
horas em meio RPMI com 5x10° (MOI 1) ou 25x10° (MOI 5) formas
tripomastigotas da referida cepa. O tratamento com D-Poli-Lisina
(Sigma Aldrich, USA) foi utilizado para garantir que as células
aderissem na laminula apds infec¢do. Foi observado que os neutrofilos
humanos isolados foram infectados pelas formas tripomastigotas de T.
cruzi tanto no MOI 1 (9,6 = 1 %) quanto no MOI 5 (25 + 1 %) (Figuras
5A e 5B). Foi observado que as células aderiram nas laminulas sem o
tratamento com D-Poli-Lisina e que o tratamento das laminulas com D-
Poli-Lisina ndo alterou significativamente a taxa de infec¢do nos
respectivos MOI 1 (14,4 + 4 %) e MOI 5 (29,4 + 2 %) bem como a
morfologia celular (Figuras 5A e 5B). Devido a maior taxa de infeccdo
e a ndo interferéncia nesta pelo tratamento com D-Poli-Lisina, foi
determinado a utilizacdo de MOI 5 e sem tratamento das laminulas para
0s experimentos subsequentes.

Sem D-Poli Lisina Com D-Poli Lisina
A
- Py 0N
o 2
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. .
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Figura 5. Infeccdo com formas tripomastigotas de Tulahuén em neutrdfilos
humanos. (A) Morfologia celular dos neutréfilos isolados em laminulas ndo tratadas
e tratadas com D-Poli-Lisina em dois diferentes MOI em 3 horas de infecccéo. (B)
Infeccdo com formas tripomastigotas de em neutr6filos humanos tratados ou néo
com D-Poli-Lisina em dois diferentes MOls. Valores de infeccdo demonstrados em
% + erro padrdo da média.

5.2 Avaliacdo da presenca dos ligantes de Siglec-9 e Siglec-5 na
superficie da cepa Tulahuén de Trypanosoma cruzi

Neste experimento a pergunta a ser respondida era se haveria
ligantes que seriam reconhecidos por Siglec-9 e/ou Siglec-5 na
superficie do T. cruzi. Para isso, utilizamos moléculas quiméricas de
ligantes de Siglec-9 e Siglec-5 complexados com uma porcdo Fc
humana na concentragdo de 3,0 pg/mL que seria reconhecida
previamente por um anticorpo secundario anti human IgG AlexaFluor
488. Como controle do experimento, foi realizado um grupo
experimental tratado com neuraminidase e outro grupo com doador de
acido sidlico 3-Sialyl-lactose (3-SL). Foi observado que Siglec-9 (4,84%
eventos positivos para AlexaFluor 488), mas ndo Siglec-5 (0,60%) se
liga na superficie do parasita nesta concentracdo. O tratamento com
neuraminidase ndo diminuiu de maneira significativa a ligacdo das
quimeras de Siglec-9 e Siglec-5 (3,21% e 0,46%, respectivamente) e o
tratamento com doador de acido sialico aumentou a porcentagem de
eventos positivos para ambos Siglec-9 (4,57%) e Siglec-5 (0,98%)
(Figura 6).
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Figura 6. Ligantes de Siglec-9 e Siglec-5 na superficie da cepa Tulahuén de
Trypanosoma cruzi. Dotplots representativos da porcentagem de eventos positivos
para o canal de fluorescéncia AlexaFluor 488 em diferentes grupos. Anti-human IgG
Alexa488: Controle Negativo anti-h 1gG, Siglec-Fc: moléculas quiméricas de
Siglec-9 ou Siglec-5 complexadas com anticorpo secundéario AlexaFluor 488,
Siglec-Fc + Neu: Tratamento com neuraminidase, Siglec-Fc + Neu + 3-SL:
tratamento com neuraminidase e ap6s com 3-sialyl-lactose. Neu = neuraminidase.
Foram realizadas duas réplicas biolégicas. Experimento realizado trés vezes. Figura
representativa de um dos experimentos.

5.3 Avaliacdo da taxa de infeccAdo apds pré-tratamento com
anticorpos neutralizantes dos receptores de Siglec-5 e Siglec-9 e
proteina de fase aguda alfa-1-glicoproteina acida (AGP)

Ap0s observar uma possivel participacdo dos receptores Siglec-
5 e/ou Siglec-9 no experimento de ligantes destes receptores, decidiu-se
avaliar o efeito dos anticorpos neutralizantes de Siglec-9 e Siglec-5 e um
ligante de Siglec-5 na infeccdo por Trypanosoma cruzi. Os resultados
mostraram que o0 pré-tratamento com os anticorpos neutralizantes de
Siglec-5 e Siglec-9 reduziram significativamente a infeccdo (47,75% +
4,36, p<0,01 e 43% + 6,7, p<0,01, respectivamente) (Figura. 7). A AGP
é uma glicoproteina que possui &cidos sidlicos em sua estrutura que sdo
reconhecidos por Siglec-5. Curiosamente, o pré-tratamento dos
neutréfilos com AGP demonstrou um aumento significativo da infec¢do
em 35%+2, p<0,05.
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Figura 7. Infeccdo de neutrdfilos humanos pré-tratados com anticorpos
neutralizantes de receptores de Siglec-5 e Siglec-9 e proteina de fase aguda alfa-
1-glicoproteina &cida (AGP). Grupos experimentais: Controle apenas RPMI, pré-
tratado com anticorpos anti-h-Siglec-5/14, pré-tratado com anticorpos anti-hSiglec-9
e pré-tratados com glicoproteina AGP. Resultados expressos em % = erro padrdo da
média. ***=p<0,01 e **= p<0,05, n=6 doadores.

5.4 Ensaio de infeccdo in vivo com Trypanosoma cruzi em
camundongos BALB/C: Avaliagdo de peso, parasitemia, contagem
de leucdcitos totais e nUmero absoluto de neutroéfilos.

No intuito de avaliar a resposta imune a infeccdo in vivo, foi
realizada infeccdo em camundongos isogénicos da linhagem BALB/C.
Os resultados mostraram que 0s animais no 31° dia apds infeccdo
tiveram uma reducdo de 16,29% + 2,60 de peso comparado com 0
primeiro dia (p<0,0068) (Figura 8A). Além disso, foi observado que a
parasitemia teve um aumento mais expressivo a partir do 17° dia (2,05 +
0,85 x10° tripomastigotas/mL) atingindo pico no 25° dia p6s infeccdo
(8,75 + 6,5 x10° tripomastigotas/mL) (Figura 8B). A contagem de
leucocitos totais apesar de oscilar durante o periodo de infeccdo mostra
um aumento a partir do 17° dia pds infeccdo (5,9 + 0,47 x10°
leucécitos/mL) atingindo um pico no 25° dia (14,25 + 3,2 x10°
leucocitos/mL) (Figura 8C). O numero absoluto de neutrofilos foi
semelhante a contagem de leucdcitos totais, onde observou um aumento
a partir do 17° dia pés infeccéo (2,23 + 0,28 x10° neutrdfilos/mL) e pico
no 25° dia (8,4 + 1,75 x10° neutréfilos/mL) (Figura 8D).
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Figura 8. Modelo de infeccéo in vivo com cepa Tulahuén de Trypanosoma cruzi
em camundongos. Camundongos BALB/C infectados com 1x10* formas
tripomastigotas de T. cruzi em 200pL de veiculo via i.p. Acompanhamento de peso
(A), parasitemia (B), contagem de leucdcitos totais (C) e contagem de nimero
absoluto de neutréfilos (D). Experimentos realizados com n=5 animais. Resultados
de peso expresso em gramas (A), parasitemia em tripomastigotas x10%/mL (B),
contagem de leucdcitos totais em 106 células/mL (C) e numero absoluto de
neutréfilos em 10° neutrofilos/mL(D). **= p<0,01, *=p<0,05 em comparagdo ao
primeiro dia ap6s infecgao.

5.5 Avaliacéo dos ligantes de Siglec-5 e Siglec-9 e ligacéo de lectinas
aos acidos sialicos presente na superficie do T. cruzi (Re-isolada)

Apbs a passagem in vivo, a cepa foi cultivada novamente em
cultura de células L929 para que fossem realizados os préximos
experimentos. Os resultados dessa nova avaliagdo dos ligantes de Siglec
na superficie do parasito mostraram 1,47% (Siglec-5 Fc 20 pg/mL) e
1,51% (Siglec-9 Fc 20 pg/mL) de eventos positivos para os ligantes. O
pré-tratamento com neuraminidase favoreceu a taxa de ligacdo das
moléculas na superficie de Siglec-5 Fc (5,18%) e Siglec-9 Fc (14,5%)
(Figura 9B). Ao avaliar a presenca de acidos sialicos na superficie do T.
cruzi por ligacdo a lectinas biotiniladas demonstrou 60,5% de ligacéo a
Sambucus nigra (SNA) e 0,67% de ligacdo a Maackia amuriensis
(MAA) (Figura 9C).



48

A . 1
S 4 0
< i
S, ]
e 1
1
98,7% s0a% |1 0.16% 0,11%]
FSC-A Canal Aberto AlexeFluor 488 PE
B Anti h AlexaFluor 488 Siglec-Fc (20 pyg/mL)  Neu + Siglec-Fc (20 pg/mL)
I 1
=1 & N 1
’1 { § Siglec-5 Fc
b 1 1 1
° 1 0,33% 4 147% '] 5,18%)
" a ! &: 1 :
1% i 1 Siglec-9 Fc
1 1 1
E =3 1 1
a1 03 4 151% ’} 14,5%
N ey Ll ey ey
AlexaFluor 488 —
o' 4
< |
o
? i’
2]
: J 0.11%) 60.5%) 0.67%)
Estreptavidina - PE SNA- PE MAA - PE

Figura 9. Avaliacdo da ligacdo de Siglec-5 e Siglec-9 e de lectinas SNA e MAA
na superficie da cepa re-isolada de T. cruzi. (A) Estratégia de gate utilizada para
andlise dos dados. (B) Dotplot representativo da ligacdo das moléculas quiméricas
de Siglec-5 e Siglec-9. Grupos experimentais: Anti human AlexaFluor 488 -
Controle Negativo, Siglec-Fc: Quimeras complexadas ao anticorpo AlexaFluor488,
Neu + Siglec-Fc: cepa Tulahuén pré-tratada com neuraminidase e ap6s incubado
com as moléculas quiméricas complexadas ao anticorpo AlexaFluor 488. (C)
Dotplot representativo da ligagdo de: controle negativo (Estreptavidina-PE), lectinas
SNA e MAA na superficie do T cruzi. Experimento realizado duas vezes. Figura
representativa de um dos experimentos.



49

5.6 Interacdo de neutréfilos humanos isolados com formas
tripomastigotas de Tulahuén marcadas com Syto24® por citometria
de fluxo

A intencdo deste experimento foi de refinar os achados do
ensaio de infeccdo por uma metodologia diferente. As formas
tripomastigotas foram previamente marcadas com uma sonda
fluorescente e intercalante de DNA Syto24® e em seguida foram
incubadas com neutrofilos humanos isolados por trés horas. Nossos
achados mostraram uma taxa de interacdo de 66,5% com a populacdo
sugestiva de granulécitos lodeto de Propidio (P1)™9. Além disso, foi
possivel observar uma populagdo Syto24'°% sugerindo uma populagéo
que esteja interagindo menos com T. cruzi. Este achado de interacéo foi
superior aquele observado no primeiro experimento de microscopia de
campo claro.

FSC-A Pl Canal Aberto

Néo Infectado Infectado

Néo Infectado Infectado

SSC-A
SSC-A
SSC-A
‘SSC-f\

0,27%

Syto24

Figura 10. Interacdo de neutréfilos humanos isolados com formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi marcadas com Syto24® em FACS. (A)
Estratégia de gate utilizada. (B) 50.000 eventos adquiridos em FACS demonstrados
em porcentagem de em grafico pseudocolor de células néo infectadas e infectadas
com T. cruzi. (C) 50.000 eventos adquiridos em FACS demonstrados em gréafico de
contornos de células ndo infectadas e infectadas com T. cruzi.
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5.7 Expressdo de receptores de Siglec-5 e Siglec-9 e ligacdo de
lectinas Sambucus nigra (SNA) e Maackia amuriensis (MAA) na
superficie de neutréfilos humanos infectados ou n&o por
Trypanosoma cruzi

Neste experimento, neutrofilos humanos foram incubados ou
ndo com formas tripomastigotas de T. cruzi e em seguida, foram
incubados com anticorpos conjugados com fluoréforos distintos para
avaliacdo da expressdo de receptores por citometria de fluxo. Os
resultados demonstraram uma diminui¢do na mediana de intensidade de
fluorescéncia (MFI) dos receptores de Siglec-5 (1974 + 1137) apo6s a
infeccdo comparado com neutréfilos ndo infectados (2833,5 + 2390)
(p=0,776) (Figura 11F). Curiosamente, observou-se 0 surgimento de
uma nova populagdo Siglec-5'% quando neutréfilos sdo infectados
(Figura 11A). Por outro lado, foi observado que houve um aumento na
expressao dos receptores de Siglec-9 ap6s a infeccdo (1517 + 395)
comparado com ndo infectado (730,5 + 25) (p=0,185) (Figura 11G)
sem surgimento de uma segunda populacdo (Figura 11B). Foi
observado neste experimento que houve uma reducéo nos acidos sialicos
presentes na superficie dos neutréfilos humanos ap6s a infeccdo
mediante ligacdo & lectinas SNA (Figura 11C) e MAA (Figura 11D).
Foi evidenciado uma reducdo, porém ndo significativa, na mediana de
intensidade de fluorescéncia das lectinas SNA de 7483 + 5584 para 4593
+ 502 (p=0,452) e MAA que teve uma diminuicdo na sua MFI de 634,5
+ 113,5 para 458,5 + 179,5 (p=0,494) (Figura 111) ap6s a infeccdo
(Figura 11H). Por fim, foi observado 61,4% de eventos positivos para
SNA e 1,06% de eventos positivos para MAA na superficie do T. cruzi
(Figura 11E).
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Figura 11. Expressdo de receptores de Siglec e ligacdo de lectinas em
neutroéfilos infectados ou ndo infectados por T cruzi. Dotplots representativos de
um experimento onde: (A) Expressao de receptores de Siglec-5 e (B) Siglec-9, (C)
avaliagdo da ligagdo de Sambucus nigra (SNA) e (D) Maackia amuriensis (MAA)
em neutréfilos e em T. cruzi (E). Expresséo relativa dos receptores de Siglec-5 (F),
Siglec-9 (G) e expressdo relativa de ligantes a SNA (H) e MAA (1) em neutréfilos
humanos. Resultados demonstrados em média de MFI + erro padrdo da média de
dois experimentos independentes no total de 2 doadores.
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6. DISCUSSAO

Foi demonstrado no primeiro experimento que neutrofilos humanos
isolados por gradiente de Percoll sdo infectados por formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuén) onde 25% dos
neutréfilos humanos interagiram com o parasito. Estudos conduzidos
por Sanderson e Souza (1979) ja haviam previamente demonstrado esse
fendmeno com outras cepas de T. cruzi. Além disso, ja foi demonstrado
que neutréfilos sdo capazes de fagocitar formas epimastigotas da cepa
do parasito (RIMOLDI et al., 1981; CARDONI et al., 1982 e
VILLALTA e KIERSZENBAUM, 1983) porém, apenas Chen e
colaboradores (2001) mostraram em seu trabalho interagdo do sistema
imune com formas tripomastigotas da cepa Tulahuén bem como o papel
do neutrofilo na sobrevida de animais infectados.

Curiosamente, foi observado que a taxa de infeccdo pelo T. cruzi
reduziu em quase 50% quando os neutr6filos humanos foram pré-
tratados com anticorpos neutralizantes de Siglec-5 e Siglec-9. Embora
este experimento falte controles para avaliar se T. cruzi retirou de fato o
acido sidlico da célula para infectar, pode se inferir que ha uma
participacdo dos 4cidos sialicos presentes na superficie do T. cruzi e
estes interagem com os receptores do tipo Siglec na superficie dos
neutréfilos como mecanismo de internalizacdo do parasita. Os acidos
sidlicos que interagem preferencialmente com Siglec-5 sdo aqueles que
possuem carboidratos em sua cadeia terminal na conformagio a-2-6 e 0s
que interagem com Siglec-9 sdo preferencialmente o-2-3 (JONES,
VIRJI E CROCKER, 2003; RAPOPORT et al., 2006; CROCKER,
PAULSON E VARKI, 2007; MACAULEY, CROCKER E PAULSON,
2014).

A participagdo dos receptores do tipo Siglec e a infeccdo por T.
cruzi é ainda pouco elucidada. Um dos trabalhos considerados como
referéncia para a realizacdo desta dissertacdo foi inspirado nos achados
obtidos por Erdmann e seus colaboradores (2009) onde eles
demonstraram a interacdo entre formas tripomastigotas de T. cruzi e
Siglec-E (Ort6logo da Siglec-9 em camundongos). Neste trabalho, eles
observaram que 44% de moléculas quiméricas de Siglec-E se ligam a
superficie da cepa de T. cruzi. Baseado em seus achados, nds decidimos
realizar um experimento semelhante, porém utilizando as moléculas
quiméricas de Siglec-5 e Siglec-9. Curiosamente, observamos que 8%
das moléculas de Siglec-9 e 0,9% das moléculas de Siglec-5 se ligavam
a superficie do T. cruzi. Essa taxa ndo aumenta com o aumento da
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concentracdo das quimeras. Uma das possibilidades bioldgicas para tal
fato é que devido a excessiva manipulacdo in vitro da cepa, esta pode ter
perdido a expressdo da enzima transialidase e consequentemente ter
diminuido sua infectividade. Uma estratégia adotada neste trabalho foi
de reisolar a cepa em animais isogénicos BALC/C com a finalidade de
da cepa de T. cruzi expressar novamente a TS, bem como avaliar a
resposta imune in vivo.

A resposta imune in vivo a patdégenos como T. cruzi pode sofrer
uma variacdo conforme a linhagem (ROGGERO et al., 2002) e sexo dos
animais do estudo (PRADO JUNIOR et al, 1998; D’AMBROSIO
FERNANDES, et al., 2008 e MICUCCI et al.,, 2010). Os picos de
parasitemia de cada cepa de T. cruzi sdo varidveis e caracteristicos de
cada cepa (CARNEIRO, ROMANHA E CHIARI, 1991; RODRIGUES
et al.,, 2010;). Nossos achados mostraram que a cepa do parasito
apresentou um pico de parasitemia no 21° dia ap6s a infeccdo em
BALB/C. Estes achados corroboram com alguns dados da literatura
(HIYAMA et al, 2001; SAEFTEL, FLEISCHER E HOERAUF, 2001),
porém o pico de parasitemia pode variar dependendo da quantidade de
parasitas administrados e a via de administracdo (ALBUQUERQUE et
al., 2015).

Foi observado em nossos achados um primeiro aumento no ndmero
total de leucdcitos nos primeiros dias apos a infeccdo. Este resultado é
compreensivel pois classicamente ocorreu uma resposta imune devido
ao patdgeno estar presente no organismo infectado (AKIRA,
UEMATSU E TAKEUCHI, 2006; IWASAKI E MEDZHITOV, 2010).
Apos 0 19° dia da infeccdo com T. cruzi, foi observado um segundo
aumento na contagem de leucdcitos totais em sangue total coletado nos
animais. Este achado pode ser interpretado pelo aumento do nimero de
parasitas que se encontravam na corrente circulatéria e
consequentemente uma medida para combater esse aumento abrupto das
formas tripomastigotas livres (JUNQUEIRA et al., 2010; BERMEJO et
al., 2011). Dos leucdcitos totais mais presentes neste segundo pico, foi
observado que o numero de neutrofilos se sobressaia comparado a
mondcitos e linfécitos. Os neutréfilos sdo células fagociticas
especializadas para combater infeccdes de patégenos como o T. cruzi
(LOPEZ, et al., 1978; SANDERSON & SOUZA, 1979; RIMOLDI et
al., 1981; SOUZA-ROCHA et al., 2015). O aumento do nimero dessas
células é uma medida de combate ao parasito.

Na tentativa de observar um aumento na taxa de ligacdo as
moléculas quiméricas de Siglec-5 Fc e Siglec-9 Fc, foi repetido o
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experimento em FACS para avaliagdo dos ligantes com a cepa Tulahuén
re-isolada. Inesperadamente, ambas quimeras tiveram baixa ligacdo a
superficie do T. cruzi, sendo: Siglec-5 Fc 1,47% e Siglec-9 Fc 1,50%,
mesmo utilizando concentracdes equivalentes aquelas utilizadas no
trabalho de Erdmann (2009). Adicionalmente, foi acrescentado neste
experimento a avaliagdo dos &cidos sialicos presentes na superficie do T.
cruzi e observado que os acidos sidlicos que apresentam em sua porgao
terminal carboidratos na posicdo o-2,6 tiveram 60,5% de eventos
positivos enquanto os de posi¢do a-2,3 apresentaram 0,67%.

As lectinas biotiniladas sdo ferramentas utilizadas para avaliagdo da
presenga de &cidos sidlicos na superficie de diferentes tipos celulares.
Nossos resultados demonstraram que a lectina Sambubus nigra se liga
na superficie do T. cruzi indicando que ha a presenca de acidos sialicos
na conformacdo «-2,6 em sua superficie. Curiosamente, resultados
contrérios foram encontrados em um ensaio de citometria de fluxo
avaliando a mediana de intensidade de fluorescéncia com concentracfes
maiores (2 ug) de lectinas biotiniladas (ERDMANN et al., 2009). Uma
possivel explicacdo desse efeito observado € que as células L929 das
quais o T. cruzi é cultivado in vitro ndo possuam em sua cadeia terminal
acidos sialicos na posi¢do o-2,3. No entanto, nosso trabalho néo
investigou quais os &cidos siélicos presentes na superficie das células de
linhagem utilizadas em cultura.

Ao avaliar interacdo entre neutréfilo humano isolado e T. cruzi
através de citometria de fluxo, foi observado 66,5% de neutréfilos que
estdo interagindo com T. cruzi. A cepa apesar de apresentar baixa
ligagdo as moléculas quiméricas, se mostrou interagir mais com 0s
neutrofilos humanos. Cepas reisoladas podem recuperar sua
infectividade (ANDRADE et al., 2006) e esse resultado de aumento de
interacdo sugere que a cepa esteja mais infectiva.

Para finalizar, no intuito de avaliar a expressdo dos receptores
Siglec-5 e Siglec-9, bem como avaliar os &cidos sialicos presentes na
superficie dos neutréfilos humanos apds a infeccdo, um altimo
experimento foi conduzido. Nossos achados demonstraram que a
expressdo dos receptores Siglec-5 diminuiu enquanto a expressdo de
Siglec-9 na superficie dos neutréfilos aumentou ap6s a infeccdo com T.
cruzi embora de maneira ndo significativa .Erickson-Miller e
colaboradores (2003) demonstraram que a expressdo de Siglec-5
aumentava quando células sdo estimuladas com fMLP ou TNF-a. Ha
ainda uma regulacdo intracelular via endossomos desses receptores
culminando na maior producdo e exposicdo desses na superficie da
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célula (CROCKER, PAULSON e VARKI, 2007; O’REILLY, TIAN e
PAULSON, 2011). O aumento dos receptores de Siglec-9 pode ter se
dado pela ativacdo celular frente a infeccdo com T. cruzi como
mecanismo compensatorio (WANG et al., 2017; ZENG et al., 2017).
Nosso trabalho ndo investigou vias de sinaliza¢do intracelulares que
estariam participando deste processo, no entanto sabe-se que 0S
dominios intracelulares ITIM possuem um importante papel no
recrutamento de fosfatases como SHP1 e SHP2 na regulacdo da funcgdo
imune da célula (MACAULEY, CROCKER E PAULSON, 2014).

Como mencionado anteriormente, os receptores Siglec-5 e Siglec-9
possuem preferéncia a seus ligantes, sendo Siglec-5 ter
preferencialmente ligacdo a carboidratos na por¢do terminal a-2,6 €
Siglec-9 preferencialmente a-2,3. Os ensaios com lectinas SNA e MAA
deste trabalho demonstraram que os &cidos sialicos presentes na
superficie da cepa estavam na por¢do a-2,6. Uma das explicacdes para a
diminuigdo dos receptores Siglec-5 foi que o T. cruzi interagiu com
estes receptores e, além disso, utilizou deste mecanismo para ser
endocitado para o interior da célula. Alguns autores demonstraram
mecanismos de endocitose que Streptococcus do grupo B utilizam
através da ativacao de Siglec-5 (CARLIN et al., 2007). Outro fato é que
algumas cepas de Trypanosoma cruzi como a Tulahuén, expressam a
enzima transialidase (TS) que por sua vez retira os acidos sialicos de
cadeias terminais de carboidratos preferencialmente na porcao o-2,3 de
outros organismos para incorpora-lo na sua superficie (SCHENKMAN
et al.,, 1994; LEDERKREMER e AUGUSTI, 2009). Um achado que
sugere a atividade da TS no Gltimo ensaio realizado foi a diminuicdo do
MFI da lectina MAA (de 634,5 + 1135 para 4585 + 179,5) na
superficie dos neutréfilos apds a infeccao.

Contudo, os achados obtidos nesse trabalho puderam demonstrar a
importancia do eixo &cido siélico-Siglec na infeccdo de neutréfilos
humanos por T. cruzi cepa Tulahuén.
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7. CONCLUSAO

Os neutrdfilos humanos isolados sdo infectados por formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuén) e este
mecanismo sugere ser dependente do eixo acido sialico-Siglec.
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