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RESUMO

INFECCAO DE CAMUNDONGOS POR TRYPANOSOMA CRUZI: ALGUNS
ASPECTOS DA INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO ENVOLVENDO O ACIDO
SIALICO E A TRANS-SIALIDASE. ANA LUCIA MORENO AMOR.

O 4cido sidlico atua em diversos fenébmenos biolégicos, podendo exibir um efeito

potenciador da infeccdo de células de mamiferos por T. cruzi in vitro. Células
deficientes em acido sidlico sdo menos infectadas por tripomastigotas de T. cruzi, e
esse fendmeno é revertido pela sialilagdo destas células. Neste trabalho investigou-se
o possivel papel do acido sidlico na migragéo do T. cruzi do espago intravascular e no
tropismo desses parasitos a diferentes o6rgdos. Camundongos BALB/c foram
dessialilados com sialidase de Vibrio cholera antes de infecta-los intravenosamente
com tripomastigotas. Amostras de sangue foram coletadas e retirados diversos 6rgaos
48 horas pés-infecgdo. A parasitemia foi mensurada através de hemocitémetro e o
DNA parasitario nos 6rgaos quantificado através de hibridizacdo com uma sonda
marcada com %P, correspondendo a um segmento de DNA satélite do T. cruzi A
saida dos parasitos da circulagéo e o tropismo para diferentes tecidos foi semelhante
em animais dessialilados ou ndo. Foi também investigado se trans-sialidases (TS;
enzima que transfere acido sialico de glicoproteinas do hospedeiro para moléculas da
membrana parasitaria), com ou sem atividade enzimatica, ligam-se a tecido cardiaco
utilizando-se uma reagdo de imunoperoxidase. Foram usados como reagentes TS
recombinante (ativa, inativa e apresentando apenas o dominio C-terminal) e um
anticorpo monoclonal anti-TS. Foi observada coloragdo do tecido tanto nos cortes
incubados com TS ativa quanto com a inativa e auséncia de coloragcdo quando
incubado com o fragmento correspondendo ao dominio C-terminal da molécula de TS.
Nossos achados com a dessialilagdo sugerem que o acido sialico ndo € um ligante
envolvido na saida do T. cruzi do compartimento intravascular. A ligagdo da TS ao
coragao se da por sua regido catalitica, independendo de atividade enzimatica.
Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi. Camundongo. Acido sidlico. Trans-sialidase.
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ABSTRACT

INFECTION OF MOUSE BY TRYPANOSOMA CRUZI: SOME ASPECTS OF
PARASITE-HOST INTERACTION INVOLVING SIALIC ACID AND TRANS-
SIALIDASE. ANA LUCIA MORENO AMOR

The sialic acid acts in several biological phenomena, and it could exhibit an enhancing
effect in the invasion of host cells by T. cruzi. Sialylated molecules in the host cells
might be important for invasion since mutant cell lines that express less sialic acid are
poorly invaded and this is restored by their resialylation. To study the possible role of
sialic acid in the migration of the T. cruzi from intravascular space to different tissues,
the intravascular space of BALB/c mice was desialylated with sialidase of Vibrio
cholera followed by intravenous infection with T. cruzi trypomastigotes. Blood was
collected and organs were taken 48 hours post-infection. The parasitemia was
measured through hemocytometer and parasitic DNA in the organs quantified through
hibridization with a probe labelled with 2P, corresponding to a T. cruzi satellite DNA
segment. The clearance of the parasites from the circulation was identical in mice
desialylated or no desialylated. To investigate if the trans-sialidase (TS; enzyme that
transfers sialic acid of glycoproteins of the host to molecules of the parasitic
membrane) with or without enzymatic activity binds to heart tissue it camed out a
immunoperoxidase reaction. When recombinant TS was used (TS active, inactive and
the C-terminal domain) and an monoclonal antibody anti-TS, labelling of the tissue was
observed in sections incubated with TS active or inactive. Our findings with the mice
desialylation demonstrate that the sialic acid is not a ligand involved in the clearence of
the T. cruzi of the compartment intravascular and suggest to be involved in the tropism
of the parasite for the lung, liver and blood of the vertebrate host. The binding of TS to
the heart tissue seems to be through out the catalytic domain, but it doesn't depend on
enzymatic activity.

Keywords-: Trypanosoma cruzi; Mouse; Sialic acid; Trans-sialidase.




1 INTRODUGAO

1.1 O PARASITO E A DOENGA DE CHAGAS - NOGCOES GERAIS

O protozoario Trypanosoma cruzi € um parasito intracelular obrigatério de
muitas espécies de mamiferos, inclusive a humana. E o agente causador da doenga
de Chagas. Esta doenga afeta de 16 a 18 milhdes de pessoas no continente
americano (MACEDO & PENA, 1998). Dados da Organizagdo Mundial de Satide
revelam que cerca de 90 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infecgéo
(WHO, 1991). Apesar da doenga de Chagas ser conhecida desde o inicio do século,
e seu ciclo elucidado ha mais de oito décadas, pouco ainda se conhece a respeito
da sua patogénese e aspectos relacionados com o seu controle ainda séo objetos

de estudos.

A via natural de transmissdo de T. cruzi para seres humanos é a vetorial,
pelas fezes de insetos triatomineos (barbeiros) infectados (ANDREWS et al., 1987,
KOLLIEN & SCHAUB, 2000). Nesses insetos, o T. cruzi multiplica-se sob a forma de
epimastigotas e diferencia-se em tripomastigotas metaciclicos (ANDREWS et al.,

1987; ARAUJO-JORGE, 1989; SOUZA, 1999).

O protozoario flagelado invade, inicialmente, células do hospedeiro mamifero
na forma de tripomastigotas metaciclicos, provenientes do inseto vetor. Dentro das
células hospedeiras, os parasitos escapam do vacuolo fagolissosomal para o
citoplasma, onde se diferenciam em amastigotas. Apds alguns ciclos de

multiplicagcdo, estes diferenciam-se por sua vez em tripomastigotas invasivos



(BURLEIGH & ANDREWS, 1995; ANDREWS, 1995; CARVALHO et al., 1999).
Saindo das células infectadas, os tripomastigotas podem invadir células adjacentes
por migracdo através da matriz extracelular ou células distantes atraves da
circulacdo sangiinea (ORTEGA-BARRIA & PEREIRA, 1992, CARRILLO et al.,

2000).

O T. cruzi pode causar no homem uma doenca aguda, permanecer
quiescente em uma fase indeterminada ou causar uma doenga cronica (MILEI,
1994). Na maioria dos casos de infeccdo pelo T. cruzi, a fase inicial passa
desapercebida (CHAGAS, 1911). Pode, no entanto, ocorrer uma lesdo na porta de
entrada do parasito, chamado de chagoma de inoculagdo, secundariamente a uma
resposta inflamatéria do hospedeiro. Além disso, nessa fase aguda o individuo
infectado pode desenvolver febre, linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia e,
naqueles casos mais exuberantes, miocardite (ANDRADE, 1999) e

meningoencefalite, podendo chegar ao 6bito (CHAGAS, 1916).

A maioria dos pacientes sobrevive a fase aguda da doeng¢a (VERMELHO &
MEIRELLES, 1994) e entram na chamada fase indeterminada, que pode durar até o
restante da vida do paciente (ANDRADE & ANDRADE, 1979) ou evoluir para a
doenca de Chagas crénica (MILEI, 1994). A fase indeterminada é assintomatica,
sendo definida como um prolongado periodo clinicamente silencioso (ANDRADE,
1999), reconhecido pela presenga de infec¢do pelo T. cruzi (xenodiagndstico e
sorologia positiva) na auséncia de manifestagdes clinicas e laboratoriais e de

alteragdes radioldgicas do coragéo e do tubo digestivo.



A fase crénica da doenca de Chagas aparece, geralmente, entre 10 e 20 anos
ap6és a fase aguda e ¢é caracterizada por manifestagbes nos aparelhos
cardiovascular e digestivo, podendo ocorrer inflamagdo do tecido cardiaco
(miocardite chagéasica cronica) (ANDRADE & ANDRADE, 1979), hipertrofia e
distensdo de 6rgéos (sindromes de megaeséfago e megacoédlon) (ANDRADE, 1999).
Ela ocorre em aproximadamente 30% dos casos. Nem todos os individuos
infectados com o T. cruzi desenvolvem a forma crénica com lesdes, ficando a

maioria na forma indeterminada (ANDRADE et al., 1981).

1.2 APENETRAGAO DO T. CRUZI NA CELULA HOSPEDEIRA

Hoje ha um consenso que a adeséo e a penetragéo do T. cruzi em células é
mediada por moléculas, em geral glicoproteinas presentes na membrana plasmatica
do parasito (BURLEIGH & ANDREWS, 1995), que reconhecem receptores celulares
com os quais estabelecem uma ligagéo especifica, ou seja, estavel, independente
de temperatura e saturavel. Além disto, estas moléculas sdo em geral estagio-

especificas (KIERSZENBAUM & STILES, 1985; RAMIRES et al., 1993).

O grande numero de diferentes proteinas de superficie do 7. cruzi poderia
possibilitar uma grande variedade de interagdes adesivas do T. cruzi com estruturas
do hospedeiro (OUAISSI, 1986a; OUAISSI, 1986b; LIMA & VILLALTA, 1989;
GIORDANO et al., 1994), como com fibronectina, laminina e lectinas de mamiferos

(OUAISSI et al., 1986b; GIORDANO et al., 1994, SCHENKMAN et al., 1994b).



Viérias glicoproteinas da superficie do T. cruzi foram identificadas como
ligantes para células dos mamiferos. Aquelas mais estudadas distribuem-se em dois
grupos: o da familia génica da GP85 e o das glicoproteinas como mucinas (COLLI &
ALVES, 1999; CARMO et al., 1999; ALMEIDA et al., 1999). Motivos de aguicares de
glicoproteinas na superficie celular do parasito podem estar envolvidos nesse
processo de interagao, visto que a remogéo destes motivos pode afetar a ligagéo do
parasito a diferentes células hospedeiras (LIMA & VILLALTA, 1989). O
reconhecimento de residuos de acido sidlico em células de mamiferos pelo T. cruzi
desempenha algum papel na sua internalizagdo. Esta conclusdo baseia-se nos
achados de que o parasito penetra menos eficientemente em células mutantes,
deficientes em acido sialico, do que em células normais (HALL & JOINER, 1993) e
que esse fendmeno é revertido pela sialilagdo das células mutantes (SCHENKMAN,
R et al.,, 1993; MING et al., 1993), sugerindo que exista um receptor para acido

sialico no T. cruzi.

1.3 O ACIDO SIALICO E SUAS FUNGOES BIOLOGICAS

O Aacido sialico € um membro da familia dos carboidratos. Ele possui nove
moléculas de carbono e é exposto como monossacarideo terminal nas cadeias
polissacaridicas de glicoconjugados (VARKI, 1992; ROTH, 1993) e/ou como
polimeros em células eucariéticas e procariéticas (certas bactérias)
(CUATRECASAS & ILLIANO, 1971). Normalmente encontra-se ligado
covalentemente por ligagdes a2-3 ou a2-6 a moléculas de galactose ou N-acetil-D-

galactosamina.



O 4cido sidlico esta envolvido em varios fendmenos biolégicos (SCHAUER et
al., 1983; TOMLINSON et al., 1992; PILATTE et al., 1993; SCHENKMAN et al.,
1994b; CREMONA et al., 1999), como na embriogénese, na manutengdo de
proteinas plasmaticas e eritrocitos na circulagdo; no enderegamento leucocitario e
como defesa contra o sistema imune, prevenindo a ativagdo do complemento

(VARKI, 1997) e a fagocitose por macréfagos (VARKI, 1997).

O T. cruzi é incapaz de sintetizar acido sialico, porém possui uma grande
quantidade desta molécula incorporada a sua membrana plasmatica (SCHAUER et
al., 1983; PEREIRA et al., 1991; FRASCH, 1994), pela acdo de uma enzima

parasitaria, a trans-sialidase (TS).

1.4  ATRANS-SIALIDASE DO TRYPANOSOMA CRUZI

O T. cruzi expressa na sua superficie a TS ou p-D-galactosideo a2,3-trans-
sialidase, que é uma sialil-transferase altamente seletiva em catalisar a transferéncia
de residuos de acido sidlico acoplados por ligagdo a2-3 a galactose para a p-D-
galactose terminal de diversos glicoconjugados (SCHENKMAN et al., 1991a e
1991b, 1993; MING et al., 1993; FERRERO-GARCIA et al., 1993; WILSON et al,,
2000). Esta enzima remove residuos de acido sialico de glicoconjugados no

ambiente e os transfere para o parasito (SCHENKMAN, 1991b).

A TS esta presa a membrana do tripomastigota através de uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo liberada freqiientemente no meio, deixando a

ancora de GPI na membrana plasmatica do parasito (SCHENKMAN & MORTARA,



1992b). Ela foi inicialmente demonstrada como um antigeno circulante (SAPA =
antigeno soluvel da fase aguda da doenga de Chagas) em pacientes na fase aguda
da doenga de Chagas (AFFRANCHINO et al.,, 1989; PAROD! et al., 1992) e, em
forma ativa, no soro de camundongos infectados com T. cruzi (ALCANTARA-NEVES
& PONTES-DE-CARVALHO, 1995). Ela & altamente imunogénica e € liberada
também em sobrenadantes de cultivo do parasito (SCHENKMAN et al., 1992c;

SCUDDER et al., 1993; AGUSTI et al., 1998).

Como todas transglicosidases, as trans-sialidases também exibem atividade
de hidrolase (sialidase ou neuraminidase), transferindo acido sialico para moléculas
de agua quando na auséncia de aceptores adequados (SCHENKMAN et al., 1992c).
Na verdade, ela foi primeiramente identificada como uma neuraminidase: foi
mostrado que ela remove in vivo e in vitro acido sialico de eritrécitos humanos e, in

vivo, de células endoteliais e do miocardio (PEREIRA et al., 1991).

A molécula de TS possui dois dominios principais:

- dominio amino-terminal (ou catalitico) — com cerca de 640

aminoacidos (CREMONA et al., 1995), neste dominio estd o sitio catalitico da
enzima, com cerca de 380 aminoacidos (PEREIRA et al., 1991; POLLEVICK, 1991,
UEMURA et al., 1992; CREMONA et al., 1995; BUSCHIAZZO et al., 2000).

- dominio_carboxi-terminal —» contém sequéncias repetitivas de 12

aminoacidos (DSSAHSTPSTPA - os SAPA “repeats”) (FERRERO-GARCIA et al.,
1993); o nimero de repeticbes varia conforme o gene que codificou a molécula
(SCHENKMAN et al., 1994b; EGIMA et al., 1996). Esse dominio contém o motivo

necessario para ligagdo da ancora de GPI, pois apés as seqiuéncias repetitivas de



12 aminoacidos, ha uma extensa regiéo hidrofébica, similar aquelas encontradas em
outras proteinas GPl-ancoradas (SCHENKMAN et al., 1994b). O dominio carboxi-
terminal n&o é essencial para a atividade enzimatica; é considerado como a porgéo
imunodominante da molécula de TS, estando envolvido no processo de
oligomerizagdo (AFFRANCHINO et al., 1989; SCHENKMAN et al., 1994b;
BUSCAGLIA et al., 1999) e no aumento da estabilidade da proteina (BUSCAGLIA et

al., 1999).

A TS faz parte da superfamilia génica da trans-sialidase, que abrange quatro
familias caracterizadas principalmente pela existéncia dos motivos conservados,
(KAHN, 1991; PARODI et al., 1992; POLLEVICK, 1993, SCHENKMAN et al., 1994b;
LOW & TARLETON, 1997). Dentro dessa superfamilia, a familia da proteina TS é
codificada por aproximadamente 140 genes (CREMONA et al., 1999), que codificam
também produtos protéicos inativos (SCHENKMAN et al., 1994a; CREMONA et al.,
1995). Estes 140 membros podem ser classificados em trés grupos, de acordo com
a estrutura e fungcédo dos seus produtos. Dois desses grupos (TS e TS |) séo
expressos por tripomastigotas no inseto vetor e no mamifero, apresentando ancora
de GPI (AGUSTI et al., 1998; FRASCH, 2000). Membros desses dois grupos diferem
essencialmente em suas regides N-terminal; o grupo TS tem atividade enzimatica, ja
o grupo TS | ndo tem esta atividade (CAMPETELLA, 1992). A comparac¢éo da
seqléncia de aminoacidos derivada dos membros enzimaticamente ativo e inativo
mostrou que diferengas sdo restritas a cerca de 20 aminoacidos. Proteinas ativa e

inativa contém Tyr ou His na posigéo 342, respectivamente (CREMONA et al., 1995).



Membros do terceiro grupo (Ts-e) s&0 expressos por epimastigotas, nao

apresentam dominio repetitivo SAPA e tém atividade enzimatica (FRASCH, 2000).

Dado o possivel envolvimento da TS na infecgdo de mamiferos pelo T. cruzi,
e a auséncia de enzima similar em mamiferos, a TS constitui um alvo atraente para
o desenvolvimento de compostos a serem usados no controle da infecgdo
(BUSCHIAZZO et al., 2000). Recentes estudos (RIBEIRAO et al., 1997; SMITH,
1997) sugeriram que alguns residuos de aminodacidos no sitio ativo da TS diferem
dos de outras sialidases, possibilitando a construcdo de um inibidor especifico.
Anticorpos que inibem a atividade TS s&o produzidos durante infecgdes naturais e
experimentais, e experimentos com vacinas de DNA codificando TS mostraram

inibicdo parcial da infecgéo por T. cruzi (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 1999).

A fungao exata da TS ainda nao foi descoberta no que refere-se a patogénese
da doenga de Chagas (LARQY, 2000). Foi proposto que a enzima pode funcionar
como ligante do parasito para moléculas sialiladas nas células hospedeiras (MING et
al., 1993; SCHENKMAN et al., 1994b; ANDREWS, 1995). A TS é uma forte
candidata para ser um receptor para o acido sialico presente nas membranas
celulares. Esta hipbtese é respaldada pelos seguintes fatos: (i) a TS tem afinidade
por substratos sialilados - ela possui sitio (enzimatico) de liga¢do a acido sialico,
interagindo portanto naturalmente com o acido sialico das células hospedeiras; (ii) a
TS é, na sua forma nativa, oligomérica (SCHENKMAN et al., 1992a), o que
acarretaria, devido a multivaléncia, um aumento exponencial da avidez por ligantes

da membrana celular; (iii) tem sido relatado que TS solavel inibe a entrada do T.



cruzi em célula do hospedeiro in vitro, presumivelmente por competir com a TS

ligada a superficie do tripanossoma (MING et al., 1993).

Por outro lado, como a TS é liberada pelo parasito, ela poderia ligar-se a
moléculas de acido sidlico na superficie de células do hospedeiro vertebrado,
sensibiliza-las para mecanismos efetores anti-TS e levar a destruicdo dos tecidos
hospedeiros. A ligagdo de antigenos de T. cruzi a células cardiacas e nervosas foi
provada em animais infectados por T. cruzi (HUDSON, 1981). Alcantara-Neves
(1998), demonstrou, ex-vivo, por imunoperoxidase, TS ligada a tecido cardiaco de

camundongos experimentalmente infectados por T. cruzi.

Em uma série de experimentos foi avaliada a possibilidade de TS ligar-se a
célula hospedeira. Foi estudada a ligagéo in vitro de TS com células de linhagem
mioblastica e ’mostrou-se que a TS liga-se a célula hospedeira de forma
independente do acido sidlico, uma vez que apenas uma sub-populagdo anfifilica
(<0,05%) das moléculas de TS ligaram-se a células hospedeiras in vitro, e esta
ligacdo ocorreu em células desialiladas, na presencga de sialidase, e ndo foi inibida

por sialil-lactose (ALCANTARA-NEVES, 1998).

Foi sugerido que a TS pode mediar uma interagao parasito-hospedeiro no
sangue, possibilitando a migragdo do parasito para os tecidos através da ligagcao
com moléculas sialiladas do hospedeiro, como sugerido na literatura (MING et al.,

1993; SCHENKMAN et al., 1994b).
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A TS enzimaticamente inativa é capaz de aglutinar eritrécitos desialilados,
mas nao eritrécitos normais, o que mostra uma capacidade de ligagéo a g-galactose
terminal (CREMONA, 1999). Esse sitio de ligagcdo a galactose detectado na TS
inativa pode ser equivalente ao presente na TS ativa, mas sua estrutura precisa ser

melhor estudada.

Outros papéis biolégicos propostos para a TS incluem a promogéao da invaséo
de células pelo parasito (SCHENKMAN et al., 1992a), a liberac&o de tripomastigotas
dos fagossomos hospedeiros (HICKS et al., 2000), a defesa contra ativacdo do
sistema complemento (TOMLINSON, 1994). Achados suportam a nogao de que a
infectividade do tripomastigota é regulada pela aquisicdo do acido sialico em sua
superficie; sua infectividade & aumentada pela incubagdo com glicoproteinas
contendo Aacido sidlico (PIRAS, 1983; PIRAS et al.,, 1987, SCHENKMAN &
MORTARA, 1992b). Evidenciou-se a importdncia da atividade enzimatica
desempenhada pela TS com a descoberta de um epitopo contendo acido sialico - o
Ssp-3 - resultante da acdo da TS. O bloqueio da Ssp-3 com um anticorpo
monoclonal limita a infeccdo de células pelo T. cruzi, sugerindo um possivel
envolvimento deste epitopo na invasao das células de mamiferos (SCHENKMAN et

al., 1992a).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar o possivel papel do acido sialico na migragéo do Trypanosoma cruzi do
espago intravascular de camundongos BALB/c para diversos tecidos e se moléculas
de trans-sialidase sem atividade enzimatica ligam-se a tecido cardiaco do hospedeiro

vertebrado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Estudar se a dessialilagdo do compartimento intravascular de camundongos interfere

com a saida do T. cruzi do sangue circulante para os tecidos.

e Investigar se moléculas de TS recombinante, ativa e inativa, adsorvem a tecido

cardiaco de camundongo in vitro.



12

3 JUSTIFICATIVAS

A comprovagao de que o T. cruzi utiliza o acido sialico para migrar para diferentes
tecidos, como um mecanismo de escape eficiente, abre a perspectiva de modificar-se
essa migracao através de anticorpos especificos contra o receptor parasitario para
acido sidlico. Dependendo do efeito que essa modificagéo tivesse sobre a evolugéo da
doenga, o receptor de acido sialico poderia ser utilizado como um antigeno importante

em uma possivel vacina contra a infecgéo.

A adsorgdo de antigenos do T. cruzi a células cardiacas pode ter relevancia na
patogénese da doenga de Chagas. A determinagao do sitio de ligagao da TS no tecido
cardiaco pode permitir a realizacdo de estudos visando verificar se anticorpos contra

esses sitios alteram a patogénese.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, no

Laboratério de Imunologia Celular e Molecular.

4.1 CAMUNDONGOS

Foram utilizados camundongos singenéicos nude e BALB/c, provenientes do

Biotério do CPqGM.

Os camundongos nude foram utilizados como doadores de coragdo para os
ensaios de ligacdo de moléculas de TS a tecido cardiaco, para que imunoglobulinas
do préprio camundongo presente no tecido ndo se liguem ao conjugado anti-igG

usado, evitando coloragao de fundo indesejavel.

Os camundongos BALB/c foram utilizados no estudo da dessialilagdao do
compartimento intravascular de camundongos, ja que eles sdo usados em um

modelo experimental de doenga de Chagas bem estudado (ROSSI et al., 1984).
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4.2 ESTUDO DO POSSIVEL EFEITO DA DESSIALILAGAO DE CAMUNDONGOS

IN VIVO NO PARASITISMO PELO T. CRUZI

4.21 Dessialilacio do compartimento _intravascular e infeccdo de

e Gt

camundongos pelo T. cruzi

Para investigar se o reconhecimento de acido sialico desempenha algum papel
na saida do T. cruzi do sangue e em sua migragdo para diferentes 6rgaos,
camundongos BALB/c foram injetados com 100 uU de sialidase de Vibrio cholerae
(Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, EUA) ou salina, por via
intravenosa, 3, 2, 1 e 0 hora antes e 1 e 2 horas ap6s a infecgao intravenosa com
107 formas tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi, provenientes de cultivo

em células LLC-MK2 (CCL-American Type Cell Culture Collection, Rockville, EUA).

A atividade enzimatica do lote de sialidase utilizado foi determinada através da
avaliagao da dessialilagdo da substancia metilumbeliferil acido N-acetil neuraminico
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), gerando o fluorégeno metilumbeliferona,

conforme descrito na literatura (MEDINA-ACOSTA et al., 1994).

A cinética de desaparecimento dos parasitos do sangue foi determinada pela
mensuracdo da parasitemia através de hemocitdmetro. Trés camundongos por
grupo foram inoculados apenas com os parasitos € mantidos para observar suas

sobrevidas.
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O grau de dessialilagéo foi determinado através da marcagéo de cortes em
criostato de tecido cardiaco de camundongo, inoculado com sialidase ou salina
(solugdo aquosa de NaCl 0,9% p/v), utilizando-se 30 ug da lectina de Maackia
amurensis (Vector Laboratories, Nova lorque, EUA) (especifica para o acido sialico)
em N - [2 — hydroxietil] piperazina — N” - [2-4cido etanolsuféinico] (HEPES / Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a 10 mM, pH 7,5, NaCl a 0,15 M e azida a
0,04%. Utilizou-se essa lectina ligada a biotina, e a extravidina ligada a peroxidase.
As incubagdes com a lectina biotinilada, com a extravidina-peroxidase e com o
substrato foram feitas como descrito (com anti-imunoglobulina no lugar da lectina) no

item 4.3.5.

4.2.2. Quantificacdo do DNA do T. cruzi no sangue e tecidos de camundongos
BALBI/c

O DNA foi purificado pela técnica de extragdo com fenol/cloroférmio. Para tal,
100 mg de cada 6rgao (bago, musculo, rim, pulmao, corac¢éo, figado) e do sangue foi
homogeneizado em homogeneizador de tecidos com ponta de teflon, a 4°C, até que
a suspensio ficasse macroscopicamente homogénea. Um volume de 800ul da
solucdo de extragao foi utilizado para misculos e um de 1600 pl para os outros
6rgaos, devido a diferengas de concentragdo de DNA nesses 6rgéos. O nimero de
maceragbes para cada tecido foi padronizado. A extragdo foi realizada com uma

solugdo contendo: Tris-HCI a 0,01 M, pH 7,4; NaCl a 0,15 M e tetra acetato de
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etilenodiamino (EDTA; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a 0,01 M. Apés
homogeneizagédo, foram transferidos 500 ul de cada extrato para tubo Eppendorf,
adicionando-se 10 ul de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 20% (p/v) em agua
destilada e 10 ul de proteinase K (Speciality Reagent, Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, EUA) a 10 mg/ml em agua destilada. As amostras foram incubadas
por 3 horas a 65° C ou 16 horas a 45° C e, a seguir, precipitadas em
fenol/cloroférmio e o DNA ressuspenso em agua destilada. A concentragdo de DNA
foi determinada por absorbancia a 260 nm, com o uso de espectrofotdmetro.
Considerou-se satisfatorio o grau de pureza correspondente as razées A260 (DNA) /

A280 (proteina) de 1,6 a 1,9.

O DNA parasitario foi semi-quantificado através de hibridizagdo com uma
sonda radioativa marcada com *P, correspondendo a um segmento de DNA satélite
da cepa Y ou da cepa Colombiana do T. cruzi. As amostras de DNA foram aplicadas
em papel de nylon e entéo hibridizadas com a sonda, segundo metodologia utilizada
por Diaz e colaboradores (1992). Por esta técnica, o DNA parasitario, extraido de
cada um dos érgaos supracitados e do sangue, foi amplificado por PCR utilizando-se
o DNA satélite do Trypanosoma cruzi, para realgar a sensibilidade na deteccédo do

parasito no sangue.

As membranas (Zeta-Probe; Bio-Rad, Richmond, CA) foram secas e a
radioatividade contada em tubos de cintilagdo e expressa em cpm (cintilagées por

minuto, correspondendo a intensidade de hibridizagdo de cada amostra), usando um
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contador de radiagdo beta. Este ensaio de hibridizagao foi realizado na Escola
Paulista de Medicina (Departamento de Biologia Celular), em colabora¢do com o Dr.
Sérgio Schenkman e com a doutoranda Maria Carolina Elias-Sabbaga. A sonda foi
gentilmente cedida pela Dra. Carmen Diaz do Departamento de Patologia, New York

University Medical Center, Nova lorque, EUA.

4.3 INVESTIGAGAO DA LIGACAO DA TS A TECIDO CARDIACO DE CAMUNDONGOS

4.3.1 Secdes de coracdo

Coragao de camundongos normais ou infectados com T. cruzi foram retirados e
secionados longitudinalmente em duas partes. Uma delas foi colocada em moldes
de polipropileno, de 1 cm de didmetro, contendo meio de montagem de tecidos
(Tissue-tek, FisherChemical, IL, EUA), mergulhada em 3-metil-butanol (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), resfriada em nitrogénio liquido e, em seguida,
preservada a -70° C. A outra parte foi lavada sucessivamente em banho de salina
tamponada com fosfato, a 150 mM, pH 7,2 (PBS), PBS contendo 10% de sacarose
(p/v) e PBS contendo 20% de sacarose (p/v), por 30 minutos, duas horas e 16 horas,
respectivamente. Estas Ultimas solugdes, hipertonicas, extrairiam agua do espaco
intracelular, facilitando a lavagem de proteinas adsorvidas as células. Em seguida os
tecidos foram montados e congelados. Se¢ées de 5§ a 6 um de espessura foram
obtidas com o uso de criostato, utilizando a temperatura de - 30° C. As sec¢bes de

tecidos foram adsorvidas a laminas de vidro, previamente tratadas com polilisina
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(Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA), e utilizadas na realizagdo do método de

imunohistoquimica para detecgao de TS ligada a tecido cardiaco.

4.3.2 Trans-sialidase recombinante

As proteinas recombinantes foram obtidas pelo Dr. Haruki Uemura (Institute of
Tropical Medicine, Nagasaki University, Japao) a partir da expresséo do vetor pET21
em E. coli, contendo individualmente insertos de TS ativa (TS-154), TS inativa (TS-

H32) e do dominio C-terminal da TS (TS-H6) (Fig. 1).

As proteinas foram mantidas em uma solugao de Tris-HCI a 25 mM, pH 7,4,

contendo NaCla 0,5 Me EDTAa 0,1 M.
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A
. 12 sequéncias Regiao
Sequéncia Dominio catalitico repetidas hidrofobica
de sinal
NH2 COOH
B

ko
(TS ativa) il (H)6

Bgl Il Pst I

3. TS H32
(TS inativa)

Figura1- A) Trans-sialidase do estagio tripomastigota do 7. cruzi.

B) Formas recombinantes da trans-sialidase expressas em
Escherichia coli.
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4.3.3 Preparo e avaliacdo do anticorpo monoclonal anti-TS

Para estudo de ligagdo de TS ao tecido cardiaco, com técnicas de
imunohistoquimica, foi utilizado como anticorpo primario o monoclonal anti-trans-
sialidase (M39) (cedido pelo Dr. Sérgio Schenkman, Escola Paulista de Medicina,
S&o Paulo), previamente incubado com coragdes de camundongos BALB/c e Suigo
normais. A absor¢do de liquido ascitico contendo M39 com esses coragbes foi
realizada com dois absorventes. O primeiro foi preparado a partir da mistura por
inversao de macerados de coragbées de um camundongo BALB/c e um camundongo
Suigco, normais, com 0,25 ml de PBS e 0,25 ml de paraformaldeido a 4%, a
temperatura ambiente durante 8 minutos. O precipitado obtido por centrifugagao a
20.000 g durante 5 minutos foi lavado quatro vezes com PBS (5 minutos de
incubagéao por cada lavagem), e ressuspenso com 0,25 ml de PBS contendo 0,05%
(p/v) de NaNs. O outro absorvente consistiu em um macerado de um coragéo de
camundongo BALB/c e um de camundongo Suigo, em 0,25 ml de PBS contendo
NaN; a 0,1% e inibidores de proteases nas seguintes concentragdes finais
[leupeptina, 5 ul/ml; PMSF, 1mM; E-64 (Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA), 4
mM e EDTA, 2 mM]. Foi incubado por 2 horas, a 4° C, 200 ul de ascite contendo
NaNsza 0,1%, 50 ul de uma mistura em partes iguais dos dois absorventes (v:v) e 25
ul de polietilenoglicol (PEG; Boehringer Mannheim GmbH, W. Germany) a 30% (p/v).
Essa mistura foi centrifugada a 20.000 g, por 8 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi

transferido para um tubo contendo 50 pl da mistura de absorventes, repetindo-se
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entdo os processos de incubacido e precipitagdo. O preparado contendo o M39

absorvido foi conservado na presenca de NaN3; a 4° C até o uso.

A reatividade do liquido ascitico contendo o M39 foi verificada através de
“Western blot” contra lisado de tripomastigotas de T. cruzi de acordo com Alcéantara-
Neves & Pontes-de-Carvalho (1995). Quando submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), a TS migra
como diversas bandas nas faixas de 100 a 220 kDa (SCHENKMAN et al., 1992c).
Observou-se o padrao tipico de 6-7 bandas com peso molecular acima de 160 kDa,

correspondente a TS (Fig. 2).
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Figura 2 — Reatividade do anticorpo monoclonal M39 em “Western blot”, utilizando-se
como antigeno lisado de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.

O lisado, apés ser submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida na presencga de dodecil
sulfato de sodio, foi transferido para papel de nitrocelulose e incubado com um dos
seguintes reagentes:

(a) soro de camundongo normal (controle negativo);

(b) soro de camundongo infectado por Trypanosoma cruzi na fase cronica (controle
positivo);

(c) M39 absorvido em coragdao de camundongo normal.

Os numeros a esquerda representam as posi¢cdes de proteinas padrées com os pesos

moleculares indicados (em kDa).
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4.3.4. Preparo de reagente para bloqueio da reacdo do preparado de anticorpo

anti-TS a coracdo de camundongo

Uma suspenséo contendo 1 g de figado de camundongo BALB/c em 1 ml de
salina foi preparada em homogenizador de tecido e, em seguida, incubada sobre
gelo durante 5 minutos. Foi adicionada acetona a —20° C na proporgéao de 4 ml de
acetona para 1 ml da suspenséo, incubando-a a 0° C por 30 minutos, com agitagdes
ocasionais. A solugao formada foi centrifugada a 3800 g durante 20 minutos, e o
precipitado coletado, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso
em acetona a —20° C, na propor¢éo de 4 ml de acetona para 1 ml do precipitado e
incubado a 0° C por 10 minutos. A suspenséo foi filtrada em papel de filtro; o filtrado
espalhado, deixando-o secar a temperatura ambiente. O filtrado foi finalmente
pulverizado, peneirando-o para a obtencdo de um pd, o qual foi mantido a

temperatura ambiente até o uso.

4.3.5 Ensaio da ligacao da trans-sialidase a tecido cardiaco

Utilizou-se uma técnica de imunoperoxidase empregando-se o anticorpo
monoclonal M39 pré-absorvido com coragdo, um conjugado anti-ilgG de
camundongo biotinilado (Amersham Co., Arlinghton Heights, IL, EUA) e extravidina-
peroxidase (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA), tendo como substrato
peréxido de hidrogénio e, como cromégeno, a diaminobenzidina (DAB,; Pierce,

Rockford, IL, EUA).
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Diferentes diluigdes dos diversos reagentes foram testadas em cortes de
coragdo de camundongos nude infectados por T. cruzi, para determinar diluigdes
gque corassem os ninhos parasitarios, mas nao corassem tecido cardiaco normal. O
anticorpo M39 foi testado a 1/100 e 1/200. Cada uma dessas diluigbes foi testada
com anti-lgG biotinilada a 1/200, 1/500 e 1/1000, sendo os cortes de coragédo, pré-
incubados com cada uma dessas combinagbes, por sua vez incubados com
extravidina-peroxidase nas diluicées de 1/100 e 1/400. Todos estes reagentes foram

diluidos em PBS contendo leite desnatado a 5%.

Optou-se pela diluicdo do M39 a 1/200, do anti-IgG biotinilado a 1/500 e da
extravidina-peroxidase a 1/400, em virtude de haver sido a combinagdo que produziu
coloragdo menos intensa no tecido sem ninhos parasitarios, corando nitidamente esses

ninhos (Fig. 3).

Cortes de coragao de camundongos nude nao infectados foram incubados com
as proteinas recombinantes distintas, citadas no item 4.3.2, diluidas em tampéao
Tris-HCI a 25 mM, pH 7,4, contendo NaCl a 0,5 M e EDTA a 0,1 M ou somente com
o tampao (controle negativo), durante 4 horas a 37° C, em cadmara umida. Os cortes
foram lavados em seguida com PBS (quatro lavagens de 5 minutos cada). Eles
foram entdo fixados em PBS contendo 4% de paraformaldeido por 10 minutos. A
peroxidase enddégena foi bloqueada com PBS contendo azida a 0,3% e H2O; a
0,02%, por 45 minutos. Possiveis sitios de adsorgao inespecifica foram bloqueadas

por 30 minutos, com PBS contendo albumina sérica bovina a 1% (BSA; Sigma



25

Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA), azida a 0,05% e pé de figado a 10 mg/ml.
Ap6s o bloqueio, os cortes foram incubados sucessivamente com o anticorpo
primario, anticorpo anti-IlgG biotinilado, extravidina-peroxidase e com o cromogeno
(diaminobenzidina, Pierce, Rockford, IL, EUA) diluido a 1/10 em tampé&o contendo o
substrato, H,0>. A reacio foi interrompida por lavagem com agua destilada, apés o

aparecimento de cor no controle positivo a olho nu.

A nao ser quando especificado no texto, todas as incubagdes foram feitas por
45 minutos, e entre elas foram realizadas lavagens consistindo em trés incubacgées
por 5 minutos com PBS. As laminas foram finalmente contracoradas com

hematoxilina, e montadas com laminulas em balsamo do Canada.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise dos dados deste estudo foi realizada utilizando o programa

GraphPad-Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA-USA).

Na analise dos tecidos dessialilados e nao dessialilados realizou-se o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Foram considerados significativos os valores de

p<0,05.
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Figura 3 — Tecido cardiaco de camundongo nude infectado com T. cruzi
submetido a ensaio para padronizagdo da reagdo de imunoperoxidase com
anticorpo monoclonal anti-TS de T. cruzi.

Utilizou-se a combinacgéo de diluigdes (anticorpo monoclonal anti-trans-sialidase M39
a 1/200, anti-IgG biotinilado a 1/500 e extravidina-peroxidase a 1/400), que produziu
melhor visualizagdo dos ninhos parasitarios (seta), como referido em Material e

Métodos. Aumento de 400x.
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5§ RESULTADOS

5.1 EFICACIA DA DESSIALILACAO IN VIVO

A marcacao do tecido cardiaco com a lectina de Maackia amurensis mostrou
que o tecido cardiaco foi dessialilado pelo tratamento dos camundongos com

sialidase (Fig. 4).

52 SAIDA DE T. CRUZI DO COMPARTIMENTO INTRAVASCULAR

DESSIALILADO

A reducéo na parasitemia nao € conclusivo de que os parasitos estejam migrando

para os tecidos.

A cinética de reducédo do numero de parasitos do sangue foi similar em animais com
compartimento intravascular dessialilado ou ndo (Tabela 1 e Fig. 5). A Unica
diferencga estatisticamente significante observada foi no tempo de duas horas apés a
inoculagéo dos parasitos, quando um nimero menor de parasitos foi observado nos
animais tratados com sialidase (p<0,05). A percentagem de parasitos que tinha
migrado do sangue duas horas apés a inje¢gdo dos parasitos nos camundongos
injetados com sialidase e com salina foi de 92,7% e 81,3%, respectivamente. Essa
diferenga, no entanto, desapareceu quatro horas apés, quando a percentagem de

parasitos que tinham deixado o sangue foi de 99,9% em ambos os grupos.
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Figura 4 - Avaliagao do grau de sialilagao em tecido cardiaco de camundongos
dessialilados com sialidase de Vibrio cholera (a) e ndao dessialilados, tratados
com salina, (b). Utilizou-se a lectina de Maasia amurensis ligada a biotina, como
marcador especifico para acido sialico, em uma reagdo de imuno-peroxidase, como
referido no Material e Métodos. Nota-se em (b) a forte coloragdo de membranas
celulares, devido a presenca do ligante (acido sialico) para a lectina. Aumento de

200x.
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Tabela 1 — Cinética da parasitemia em camundongos BALB/c dessialilados e

ndo dessialilados infectados com 10’ tripomastigotas de T. cruzi da cepa

Colombiana.
Tempo* Salina Sialidase

N° de parasitos % N° de parasitos %
20 segundos 59+0,2* 100,0 53+0,9 100,0
2 horas 1,1+0,2 18,7 ***0,38 + 0,1 7.2
6 horas 0,3+0,1 0,1 0,25+0,1 0,1

* Tempo decorrido apés inje¢do do parasito.

** Média dos resultados obtidos com 6 camundongos x 10° por ml de sangue + o desvio

padrao.

*** Indica diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre o numero de parasitos nos

animais tratados com sialidase ou salina quando submetidos a analise estatistica através do

teste de Mann-Whitney.
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Figura 5 — Parasitemia em camundongos dessialilados e ndo dessialilados
infectados com 10 tripomastigotas de T. cruzi da cepa Colombiana.

Os dados sdo apresentados como média do nimero de parasitos x 10° por ml de
sangue (determinado por contagem em hemocitdmetro). O asterisco indica a
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre o grupo dessialilado (¢) com o
seu respectivo controle (0) quando submetidos & analise estatistica através do teste
de Mann-Whitney. As linhas verticais representam o desvio padréo das médias dos

resultados obtidos de 5 animais.



31

5.3 TROPISMO DO PARASITO PARA DIFERENTES TECIDOS

Quando foi utilizada uma sonda radioativa marcada com %P correspondendo a
um segmento de DNA satélite do T. cruzi da cepa Y, obteve-se valores muito baixos,
préximos ao valor basal (dados ndo mostrados). Por outro lado, usando-se uma
sonda radioativa correspondendo a um segmento de DNA satélite do T. cruzi da
cepa Colombiana, marcada com 3p  resultados claros foram obtidos, com
contagens por minuto na ordem de 10° (aproximadamente 10* vezes maiores que o

valor basal; Tabela 2 e Fig. 6).

Novamente os resultados obtidos nos camundongos dessialilados e nao-
dessialilados foram semelhantes (Tabela 2 e Fig. 6), encontrando-se numeros
menores de parasitos apenas no pulmao, figado e sangue de animais tratados com

sialidase (Fig. 6).
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Tabela 2 - Semi-quantificacdo do DNA* parasitario nos 6rgaos e sangue de
camundongos BALB/c dessialilados ou ndo dessialilados infectados com

tripomastigotas de T. cruzi da cepa Colombiana.

TECIDO ANIMAIS INFECTADOS PRE-TRATADOS COM
SALINA SIALIDASE
(n=6) (n=6)
Bago 8,2914 + 1,0602™* 6,2511 + 1,6386
Musculo esquelético 2,2605 + 0,3359 1,9602 +0,1718
Rim 2,4079 + 0,7646 2,5378 + 0,7911
Pulmao*™* 2,2971 £ 0,2977 1,7302 £+ 0,2997
Coracao 2,4386 + 0,4761 2,0533 £ 0,7827
Figado*** 8,4798 + 1,8911 6,0027+ 1,9082
Sangue™™* 4,7000 + 1,0159 3,4039 + 0,3291

* O DNA do tecido foi hibridizado com sonda radioativa marcada com *P contendo um
segmento de DNA satélite da cepa Colombiana.

** Os dados sdo expressos em média + desvio padrao de contagens por minuto x 10°.

*** (p < 0,05) indica diferenca estatisticamente significante entre o niumero de parasitos nos
animais tratados com sialidase ou salina quando submetidos a analise estatistica através do

teste de Mann-Whitney.
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Figura 6 — Semi-quantificagao de DNA parasitario em tecidos de camundongos
BALB/c com compartimento intravascular dessialilado ou nado dessialilado
infectados com tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Colombiana.

As alturas das colunas correspondem a média das contagens por minuto x 10°
obtidas com a hibridizacdo de uma sonda para DNA parasitario, radiomarcada, em
amostras de DNA tecidual, como descrito em Material e Métodos. Os asteriscos
indicam a diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre o grupo dessialilado
(W) e o seu respectivo controle (O), quando submetidos a analise estatistica através
do teste de Mann-Whitney. As linhas verticais representam os desvios padrées da

meédia dos resultados individuais obtidos de 6 animais.
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5.4 MORTALIDADE DE ANIMAIS COM O COMPARTIMENTO INTRAVASCULAR

DESSIALILADO OU NAO, INFECTADOS INTRAVENOSAMENTE POR T. CRUZI

Os animais infectados com T. cruzi morreram com 7 ou 9 dias de infecgao,
independentemente da dessialilagdo do compartimento intravascular (dados n&o

mostrados). Este resultado foi observado em um experimento com trés animais por

grupo.

5.5 INVESTIGAGAO DA LIGAGAO DA TRANS-SIALIDASE A TECIDO CARDIACO

No uso da técnica de imunohistoquimica para investigar a ligagcdo de TS a
tecido cardiaco, foi observada ligacdo a células musculares cardiacas tanto nos
cortes incubados com TS ativa recombinante (Fig.7c), quanto nos cortes incubados
com TS inativa recombinante (Fig. 7d). Nos cortes incubados com TS apresentando
apenas o dominio C-terminal (Fig. 7a), a coloragéo do tecido cardiaco foi semelhante

ao controle negativo (Fig. 7b).

A possibilidade de um efeito patogénico modulavel dessa ligacao € muito

interessante e abre perspectivas para uma intervencéo.
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Figura 7 — Ligacdao de trans-sialidases recombinantes a tecido cardiaco de camundongo,

evidenciada pela técnica de imunoperoxidase.

Cortes de coragdo de camundongos nude ndo-infectados foram incubados com as seguintes
solugdes, antes de serem submetidos a reagdo de imunoperoxidase com um anticorpo
monoclonal anti-TS, conforme descrito no Materiais e Métodos:

(a) solugdo de Tris/HCI contendo o polipeptideo correspondente ao dominio C-terminal da
TS recombinante;

(b) solugéo de Tris/HCI;

(c) solugdo de Tris/HCI contendo o polipeptideo correspondente a TS ativa recombinante e
(d) solugao de Tris/HCI contendo o polipeptideo correspondente a TS inativa recombinante.

Aumento de 400x.
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6 DISCUSSAO

Um dos objetos de estudo deste trabalho foi o efeito da dessialilagdo do
compartimento intravascular de camundongos na saida de Trypanosoma cruzi desse
compartimento e em seu tropismo para outros tecidos. A dessialilagdo in vivo do
compartimento intravascular de camundongos foi conseguida por inje¢ao intravenosa
de sialidase de Vibrio cholerae, confirmando resultados de Rosen e colaboradores
(1989), que mostraram que endotélio de camundongos tratados dessa maneira perde
a capacidade de adsorver lectinas especificas para acido sialico. No presente
trabalho, para garantir-se uma dessialilagdo completa, a sialidase utilizada teve sua
atividade confirmada em um teste enzimo-fluorescente e foi utilizada em doses dez
vezes maiores que a utilizada por Rosen e colaboradores (1989). Além disso,
enquanto Rosen e colaboradores administraram uma s6 dose de sialidase, no
presente trabalho foram administradas seis doses: 3, 2, 1 e 0 horas antes e 1 e 2
horas apds a infecgdo intravenosa com os parasitos. Este tratamento levou a
dessialilagdo do préprio tecido cardiaco, confirmada pela auséncia de ligagdo de uma
lectina sidlico-especifica a cortes do mesmo, evidenciando passagem in vivo da

sialidase para o intersticio.

Se o reconhecimento de acido sidlico desempenhasse um papel importante na
migragao de tripomastigotas, diferencas marcantes na taxa de saida dos parasitos do
sangue de animais tratados e nao-tratados com sialidase deveriam ser observadas.
Contudo, os resultados aqui apresentados mostraram que esse nao € o caso, ja que a

saida de T. cruzi de compartimentos intravasculares normais e dessialilados e o
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tropismo do parasito para os diversos 6rgaos estudados dos animais dessialilados ou
nao-dessialilados foram semelhantes. O fato de que em alguns 6rgéos, e no sangue
no tempo de 2 horas apés a inoculagao de tripomastigotas, o nimero de parasitos nos
animais dessialilados era um pouco menor do que nos animais controle, poderia ser
explicado pela maior susceptibilidade de parasitos dessialilados a lise pelo

complemento, o que foi mostrado por Tomlinson e colaboradores (1992).

Do ponto de vista metodolégico, € interessante observar a melhor hibridizagao
da sonda de DNA satélite de T. cruzi da cepa Colombiana com o DNA de parasitos da
mesma cepa, utilizados para infectar os camundongos dos experimentos, em relagéao
a sonda para DNA satélite de T. cruzi da cepa Y. Isto indica diferencas nas
sequéncias de nucleotideos dos DNAs satélites dessas duas cepas, que por sinal séo
cepas de diferehtes biodemas (cepa Y, biodema 1; cepa Colombiana, biodema 3;

ANDRADE, 1985; ANDRADE, 1999)

Existem evidéncias de que a TS, ou outra molécula da mesma familia, liga-se a
algumas linhagens celulares e a tecido cardiaco in vivo (ALCANTARA-NEVES, 1998).
O fato de nao mais do que 0,05% da atividade de TS ligar-se a células de mamiferos
in vitro, e desta pequena ligagao restringir-se a fragéao anfifilica do preparado de TS
(ALCANTARA-NEVES, 1998), argumentava a favor de que moléculas

enzimaticamente inativas pudessem ser responsaveis pela ligagao a células in vivo.

No presente trabalho estudou-se a ligagdo das TSs recombinantes ativa e

inativa a tecido cardiaco, pois trabalho anterior sobre a ligacdo da TS a tecido
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cardiaco nao discriminou se a molécula ligada ao tecido era enzimaticamente ativa ou
inativa (ALCANTARA-NEVES, 1998). Comprovou-se dessa forma que, assim como a

TS ativa, a TS inativa também liga-se a tecido cardiaco de camundongo.

Com o objetivo de investigar se a TS precisa da regido N-terminal, que contém
o sitio catalitico da enzima, para se ligar ao corac¢éo, utilizou-se também uma proteina
recombinante que apresentava apenas o dominio C-terminal da TS. Verificou-se que
nao ocorreu ligagéo, indicando um envolvimento do dominio N-terminal na mesma, ja
que ambas as moléculas completas de TS ligaram-se ao tecido cardiaco. O sitio de
ligagdo do anticorpo monoclonal utilizado encontra-se no dominio C-terminal (H.
Uemura, comunicagéo pessoal, 2001), de maneira que, se tivesse havido a ligagao da
proteina apenas com esse dominio no coragdo, o anticorpo a teria revelado, como
aconteceu com as ligagbes da TS ativa e da inativa. A ligagéo da TS ativa e inativa,

portanto, provavelmente ndo ocorre através da porgéo C-terminal.

Em relagéo aos ligantes da TS no coragéo, foi demonstrado que a TS inativa s6
se liga a eritrécitos apds eles terem sido dessialilados, isto &, terem residuos de
galactose expostos (CREMONA et al., 1999). A TS ativa, no entanto, ndo se liga a
galactose, jA que ndo ocorre aumento de sua ligagdo a células in vitro apos
dessialilagdo das mesmas (ALCANTARA-NEVES, 1998). E possivel que as TSs ativa
e inativa utilizem diferentes ligantes no coragdo, cuja naturezas precisam ser
investigadas. Essas futuras investigagbes poderiam ter como objetivo o

desenvolvimento de procedimentos para interferir com a ligagdo da TS ao coracéo e
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estudar a sua importancia no desenvolvimento da infec¢do por T. cruzi elou da

patologia da doenca de Chagas.

Independentemente da natureza da ligagdo da TS a tecido cardiaco, ela
teoricamente pode desempenhar um papel importante na patogénese da doencga de
Chagas, visto que TS e/ou outro antigenos do 7. cruzi poderiam sensibilizar células
do hospedeiro de maneira a torna-las alvo de anticorpos parasito-especificos, como
sugerido previamente (RIBEIRO DOS SANTOS, 1980), levando a lesdo tecidual por
ativacdo do complemento ou por citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC). Deposicdao de complemento associada com lesdo do musculo cardiaco foi
descrita em camundongos na fase aguda da infec¢do pelo T. cruzi (SILVA et al,,

1985).

Estes resultados abrem perspectivas para novas pesquisas, como por exemplo
investigar o papel da resposta imune anti-TS na infec¢do pelo T. cruzi, ou na
patogenia da miocardite chagasica, pela indugédo de tolerancia imunolégica a TS, ja
que anticorpos anti-TS sdo encontrados em camundongos ou seres humanos
infectados por T. cruzi. A imunizagdo de camundongos com fragmentos de TS com
atividade enzimatica (RODRIGUES et al., 1999) mostrou que uma resposta imune
anti-TS, diferente qualitativa ou quantitativamente da encontrada normalmente na
infecgéo pelo T. cruzi, exerce uma agao de controle da infecgéo. Os resultados aqui
relatados podem também motivar a realizagéo de trabalhos visando estudar os sitios
do dominio N-terminal da TS envolvidos em sua ligacao a célula cardiaca, procurando

interferir especificamente com essa ligagao.
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7 CONCLUSOES

- O acido sialico nao é um ligante envolvido na saida do T. cruzi do compartimento
intravascular, nem interfere significativamente com o tropismo do parasito para o

pulmao, figado, bago, rim, musculo esquelético e coracdo do hospedeiro vertebrado.

- A ligagéo da TS ao tecido cardiaco se da através de sua regiao catalitica (dominio
N-terminal), mas ndo depende da atividade enzimatica, ja que ambas moléculas de

TS (ativa e inativa) ligam-se ao tecido.
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