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Interações Linfócitos/células nervosas, in vitro, na infecção experimental pelo 

Trypanosoma cruzi: possível participação da matriz extracelular. 

 

RESUMO 

A Doença de Chagas, cujo agente etiológico é o Trypanosoma cruzi, é considerada uma 

parasitose endêmica que acomete mais de 18 milhões de indivíduos na América Latina. 

Uma parte destes apresenta acometimento do sistema nervoso central e periférico. Vem 

sendo descrito, durante a fase aguda da doença, um intenso infiltrado inflamatório em 

regiões do tecido nervoso. Entretanto, os mecanismos envolvidos no aporte de células T e 

nas interações celulares neste tecido permanecem pouco esclarecidos. Assim, utilizamos 

neste trabalho um modelo in vitro visando a estudar as interações entre células T de 

camundongos na fase aguda de infecção e células neuronais, exemplificadas por uma 

linhagem de neuroblastoma murino (N2a), e por neurônios do córtex cerebral oriundos de 

cultivo primário. Em particular, procuramos avaliar as interações mediadas por elementos 

de matriz extracelular (ECM), os quais sabidamente são capazes de interferir com os 

eventos de migração celular. 

Inicialmente, observamos que células N2a e neurônios de cultivo primário expressam 

constitutivamente proteínas de ECM (laminina, fibronectina e colágeno tipo IV), cuja 

presença é aumentada na vigência de infecção in vitro pelo T. cruzi.  

Também pudemos notar aumento na adesão de células T as células N2a quando estas são 

infectadas in vitro e/ou quando os linfócitos T são oriundos de animais infectados. Este 

fenômeno é mediado, pelo menos em parte, por elementos de ECM, visto que pôde ser 

bloqueado por anticorpos anti-fibronectina, anti-laminina e anti-colágeno tipo IV. 

Nossos resultados indicam, assim, que ligantes e receptores de ECM encontram-se 

envolvidos na interação células T/células neuronais, a qual pode ocorrer após infecção 

experimental pelo T. cruzi. 
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In vitro lymphocyte/nervous cell interactions in Trypanosoma cruzi experimental 

infection: a possible role for the extracellular matrix. 

 

ABSTRACT 

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is an endemic parasitic 

disease affecting more than 18 million individuals in Latin America. Part of these patients 

develop symptoms related to the disorders in the peripheral and central nervous system. It 

has been described, during the acute phase of the disease, an intense inflammatory 

infiltrate in the nervous tissue, but the mechanism(s) driving T cells to this tissue 

remain(s) to be clarified. We used an in vitro model to study the interactions between T 

cells derived T. cruzi-infected mice and neurons, herein exemplified by the N2a murine 

neuroblastoma cell line, as well as by a brain cortex-derived primary culture of murine 

neurons. In particular, we looked for extracellular matrix (ECM)- mediated interactions, 

known to affect T cell migration. 

We first showed that N2a cells and the primary cultures of neurons constitutively express 

the ECM proteins, laminin, fibronectin and collagen type IV and that such an expression 

is upregulated upon T. cruzi infection in vitro. 

Moreover, adhesion of peripheral T cells was enhanced (as compared to non- infected 

conditions) when N2a cells were infected in vitro, or when T cells were derived from T. 

cruzi infected mice. This likely represents an ECM- mediated event since it could be 

partially inhibited with anti-ECM antibodies. 

In conclusion, our results indicate that ECM ligands and receptors are involved in the T 

cell/neuronal interactions that may occur following T. cruzi infection.  
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As interações celulares entre o sistema imune e o sistema nervoso central (SNC) parecem 

desempenhar papel relevante na manutenção da homeostasia. Entretanto, em diversas 

condições patológicas este equilíbrio pode ser quebrado, acarretando uma série de 

conseqüências para o organismo. 

Além das interações já bem conhecidas, como aquelas mediadas pela ligação entre o 

receptor de células T no linfócito e o complexo principal de histocompatibilidade na 

célula-alvo, outros mecanismos moleculares poderiam governar tais interações. Um deles 

poderia envolver os componentes da matriz extracelular (ECM) e seus receptores, 

sabidamente importantes nos processos de migração linfocitária. Nesse sentido, sabe-se 

que a expressão de ECM no SNC encontra-se alterada no curso da Doença de Chagas. 

É neste contexto que inserimos nosso trabalho, onde procuramos investigar se a infecção 

experimental pelo T. cruzi poderia acarretar uma modulação da expressão de ECM por 

células nervosas, e como uma possível alteração destas moléculas poderia interferir com 

interações entre as células do sistema imune e células do SNC, particularmente aquelas 

mediadas por ligantes e receptores de ECM. 

No entanto, antes de discutirmos nossos resultados, optamos por introduzir uma série de 

dados, que, a nosso ver, facilitarão a compreensão geral de nosso trabalho. 

 

1.1. Interações Imunoneuroendócrinas 

Atualmente, já é bem estabelecida na literatura a existência de uma interação bidirecional 

entre o sistema imune e o eixo neuroendócrino. Neste contexto, o sistema imune pode 

sofrer influência direta do sistema nervoso através de suas inervações e/ou ser 

influenciado por hormônios liberados na corrente sanguínea em conseqüência de uma 



 16 

interação neuroendócrina envolvendo o hipotálamo, a hipófise e outras glândulas 

endócrinas. 

Conforme detalhado abaixo, as evidências a respeito das chamadas interações 

imunoneuroendócrinas surgiram a partir de um conjunto de observações: a) receptores 

para citocinas, hormônios, neurotransmissores e neuropeptídeos são compartilhados por 

células dos sistemas imune, endócrino e nervoso; b) substâncias produzidas por estes 

sistemas coexistem em tecidos nervoso, endócrino e linfóide; c) mediadores provenientes 

do sistema imune são capazes de modular a função do sistema neuro-endócrino e vice-

versa (revisado por Besedovsky e Del Rey, 1996). 

 

1.1.1. Interações entre o sistema imune e o sistema endócrino. 

Foi demonstrado que citocinas como interleucina-6 (IL-6), IL-1, fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α), IL-2 e interferon-γ (IFN-γ) são capazes de modular a função 

hipofisária (revisado por Savino et al, 1999), tendo sido também evidenciada a existência 

de receptores para diversas citocinas em glândulas como adrenal, tireóide, pâncreas, 

testículos e ovários (revisado por Besedovsky e Del Rey, 2001), sugerindo que estas 

glândulas também possam estar sendo influenciadas por citocinas classicamente 

produzidas pelo sistema imune. 

Por outro lado, sabe-se que células do sistema imune também expressam receptores para 

diversos hormônios, como por exemplo, corticosteróides, hormônios sexuais, hormônio 

do crescimento, prolactina, insulina e triiodotironina (revisado por Ashwell et al, 2000; 

Savino e Dardenne, 2000; Besedovski e Del Rey, 2001). 
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A existência de receptores hormonais em células do sistema imune poderia sugerir que 

hormônios provenientes do sistema endócrino poderiam estar interferindo com a 

atividade do sistema imune. Por exemplo, foi observado que hormônios hipofisários são 

capazes de aumentar a expressão de ligantes e receptores de matriz extracelular em 

células epiteliais tímicas e conseqüentemente propiciar uma maior interação entre estes 

elementos e os timócitos (revisado em Savino e Dardenne, 2000; Savino et al, 2002).  

Por outro lado, verificou-se que hormônios tímicos, tais como timulina, timosina α1, a 

timopoietina e o fator humoral tímico γ2, são capazes de interagir com células 

hipotalâmicas e hipofisárias, modulando a secreção de hormônios e de neuropeptídeos, 

podendo inclusive (no caso da timulina) modular hiperalgesia (Savino e Dardenne, 2000). 

Além disso, hormônios tidos anteriormente como de secreção exclusiva do sistema 

endócrino podem ser produzidos por células do tecido linfóide. Dentre estes, destacam-se 

o hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), a β-endorfina, o hormônio do crescimento e a 

prolactina (Savino et al, 1999). Foi demonstrado ainda que o sistema endócrino é capaz 

de sintetizar substâncias classicamente produzidas pelo sistema imune, como as citocinas. 

Dentre estas, pode-se citar a produção de IL-1, IL-2 e IL-6 por células hipofisárias de 

camundongos e ratos (Besedovsky e Del Rey, 2001). 

 

1.1.2. Interações entre o sistema imune e o sistema nervoso. 

As primeiras evidências de uma interação direta entre os sitemas nervoso e imune advém 

de observações anatômicas, quando foi evidenciado que fibras do sistema nervoso 

inervavam órgãos linfóides primários e secundários. Posteriormente, observou-se que tais 

inervações não se encontravam restritas às regiões adjacentes aos vasos sangüineos no 
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interior destes órgãos, mas eram também observadas ao longo do parênquima destes. 

Estas evidências sugeriam que o sistema nervoso poderia interferir com a atividade do 

sistema imune de duas maneiras: controlando o fluxo celular através da regulação motora 

dos vasos, e agindo diretamente em células do sistema imune (revisado em Elenkov et al, 

2000).  

A detecção de noradrenalina no interior de órgãos linfóides primários e secundários fez 

com que essa molécula fosse inicialmente apontada como o principal neurotransmissor 

liberado nos tecidos linfóides (revisado por Elenkov et al.,2000). 

Observou-se também que a inervação noradrenérgica nestes tecidos parece ser regional e 

específica: zonas com predomínio de células T, macrófagos e plasmócitos são 

intensamente inervadas, quando comparadas às regiões onde há predomínio de células B 

(Felten et al., 1985). 

A hipótese de que a noradrenalina pudesse interagir com células do sistema imune foi 

confirmada através da detecção de receptores β2-adrenérgicos na superfície de linfócitos 

B, células natural killer (NK), células dendríticas, linfócitos Th0 e Th1 (Sanders et al., 

1997; Ramer-Quinn et al., 1997; Kohm & Sanders, 1999).  

Atualmente sabe-se que o sistema nervoso, através da inervação noradrenérgica, é capaz 

de interferir com a fisilogia do sistema imune, participando nos processos de 

hematopoiese, diferenciação intratímica de timócitos e ativação linfocitária (revisado por 

Elenkov et al.,2000). 

No que diz respeito à ativação linfocitária, acreditava-se que a noradrenalina era capaz de 

induzir preferencialmente uma resposta do tipo 1. Entretanto, estudos recentes sugerem 

que a ação da noradrenalina na ativação das células T estaria relacionada com o momento 
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em que ocorre a exposição a este neurotransmissor (Swanson et al., 2001). Assim, foi 

sugerido que uma célula T CD4+ “naive”, ao ser ativada na presença de noradrenalina, se 

diferenciaria em célula Th1, capaz de produzir elevada quantidade de IFN-γ. Por outro 

lado, uma célula já diferenciada em Th1 e posteriormente exposta à noradrenalina 

passaria a ter sua produção de IFN-γ diminuida (Swanson et al., 2001). 

Uma das evidências de interações entre o sistema imune e o sistema nervoso 

parassimpático é a existência de receptores muscarínicos na superfície de timócitos 

(Gordon et al.,, 1978; Hadden, 1977; Maslinski et al., 1988, Strom et al., 1977), os quais 

poderiam sofrer influência da acetilcolina no próprio timo, ou em sítios periféricos. 

Entretanto, estudos demonstrando a presença de fibras colinérgicas no timo ainda são 

controversos, e acredita-se que a inervação colinérgica neste órgão seja mínima, quando 

comparada à inervação noradrenérgica (Ader et al., 2001). 

Em relação aos órgãos linfóides secundários, foi detectada a existência de 

acetilcolinesterase em fibras nervosas no interior de linfonodos (Bellinger et al., 1985). 

Entretanto, ainda permanece em estudo se estas fibras são realmente colinérgicas, e como 

poderiam estar influenciando na fisiologia do sistema imune. 

Além de ser influenciado pelos neurotransmissores clássicos, noradrenalina e 

possivelmente acetilcolina, vem sendo demonstrado que o sistema imune também sofre a 

influência de neuropeptídeos como a substância P e o peptídeo intestinal vasoativo (VIP), 

que in vitro são capazes de interferir com a produção de IL-2 por células T (Nagano et 

al., 1994; Maggiano et al., 1994 ). Além disso, vem sendo evidenciada a presença de 

neuropeptídeo Y em órgõs linfóides (Lundberg et al., 1988; Weihe et al., 1989; Weihe et 

al., 1991). 
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Por outro lado, sabe-se que hormônios e citocinas produzidas pelo sistema imune também 

são capazes de interferir com a atividade do sistema nervoso em condições fisiológicas e 

patológicas. Neste contexto foi demonstrado que IL-5, IL-7, IL-9 e fator de crescimento 

transformador-β (TGF-β) encontram-se envolvidos na regulação da diferenciação 

neuronal, e que IL-2 e IL-6 são capazes de alterar, in vitro, o padrão de secreção do 

hormônio de liberação de corticotrofina (CRH) por neurônios hipotalâmicos (Arzt et al., 

1993).  

Em condições patológicas, citocinas pró-inflamatórias, principalmente a IL-1β, IL-6 e 

TNF-α, são capazes de interagir com o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) 

modulando a produção de catecolaminas e glicocorticóides (revisado por Rivest, 2001). 

Foi demonstrado que IL-1β é capaz de interagir com células da barreira hemato-

encefálica e induzir a produção de prostaglandina-E2, a qual se difunde para o 

parênquima cerebral sendo capaz de induzir febre, estimular fibras do sistema nervoso 

simpático, e induzir a transcrição e produção de CRH, o que conseqüentemente culmina 

com a ativação do eixo HPA, produção de glicocorticóides e modulação da resposta 

inflamatória (revisado por Rivest, 2001). 

Acredita-se que IL-6 e TNF-α possuam mecanismo de ação semelhante ao da IL-1β, e 

que IL-6 seja capaz de estimular diretamente a síntese de CRH e o eixo HPA (revisado 

por Rivest, 2001). 

Além desta interação bidirecional entre estes sistemas, em que neuropeptídeos 

produzidos pelo sistema nervoso são capazes de interferir na fisiologia do sistema imune, 

e citocinas sintetizadas por este são capazes de interferir na atividade do sistema nervoso, 

sabe-se que o sistema imune também é capaz de secretar neuropeptídeos, assim como o 



 21 

sistema nervoso é capaz de produzir citocinas (Ader et al., 2001). Tendo em vista este 

conceito, pode-se facilmente imaginar que desvios patológicos em um desses sitemas 

poderiam afetar o outro. 

 

1.2. A Doença de Chagas 

A doença de Chagas, antropozoonose também conhecida como tripanosomíase 

americana, constitui ainda hoje um grave problema de saúde pública para vários países da 

América do Sul e América Central. Estima-se a existência de 18 a 20 milhões de 

indivíduos infectados (OMS, 2002). 

Sabe-se que esta doença é amplamente distribuída no continente americano, 

predominando principalmente em regiões da Argentina, Brasil, Chile, Uruguai e 

Venezuela, locais onde o precário nível sócio-econômico de algumas áreas endêmicas 

favorece a domiciliação do vetor da doença. No Brasil, as maiores taxas de prevalência 

são observadas no Rio Grande do Sul (sudeste e noroeste), em parte de São Paulo 

(nordeste e região de Sorocaba), Minas Gerais (Triângulo Mineiro, oeste, norte e 

Jequitinhonha), Goiás, sul de Tocantins, e alguns estados do Nordeste, especialmente 

Paraíba, Pernambuco, Piauí e Ceará (Corrêa et al., 1996). 

A doença de Chagas apresenta como agente etiológico o Trypanosoma cruzi, protozoário 

flagelado descrito inicialmente por Carlos Chagas no início do século passado, 

pertencente à família Trypanosomatidae e ao subgênero Schizotrypanum. A transmissão 

deste parasita a hospedeiros vertebrados ocorre através de um vetor invertebrado, um 

inseto hematófago pertencente à família Reduviidae e à subfamília Triatomina (Siqueira-

Batista et al., 1996). 
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Após a ingestão de sangue contaminado com tripomastigotas sanguíneos pelo vetor, o 

parasita passa por uma série de alterações que culminarão com a conversão do 

tripomastigota em epimastigota. Uma vez que estas formas atingindo o intestino 

posterior, irão se transformar em tripomastigotas metacíclicos, processo denominado 

metaciclogênese. 

Durante o ato da sucção do sangue de vertebrados, os vetores depositam na pele, próximo 

ao local da solução de continuidade recém-formada, as formas tripomastigotas 

metacíclicas juntamente com as fezes. Ao coçar a região irritada pela picada do vetor, o 

indivíduo leva formas tripomastigotas metacíclicas para a intimidade da pele, as quais 

posteriormente irão atingir a corrente sanguínea e entrar em contato com células do 

sistema mononuclear fagocitário . 

Após o contato e conseqüente invasão destas células, o parasita passa à forma amastigota 

(intracelular), capaz de se replicar no interior das células hospedeiras. Posteriormente, 

ainda no interior celular, ocorre a tranformação de formas amastigotas em formas 

tripomastigotas, as quais rompem as células infectadas e atingem a circulação sanguínea, 

podendo infectar novas células deste hospedeiro ou serem sugadas juntamente com o 

sangue por um vetor. Desta forma, o ciclo de transmissão do T. cruzi é mantido (Siqueira-

Batista et al., 1996). 

Além da via de transmissão vetorial, também pode-se destacar como formas de 

transmissão do parasita a transfusão sanguínea, o transplante de órgãos, a infecção por 

acidentes em laboratórios e a via transplacentária (revisado por Tafuri, 1987). 

A infecção pelo Trypanosoma cruzi depende de diferentes características relacionadas ao 

parasita, envolvendo o tropismo da cepa infectante, os constituintes antigênicos, a carga 
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parasitária inoculada, a morfologia, a virulência e a patogenicidade. Depende, ainda, de 

características relacionadas ao hospedeiro, como, por exemplo, a constituição genética, a 

resistência natural e a resposta imune. No seu conjunto, esses fatores determinam a 

intensidade com que esta patologia irá se desenvolver, modulando direta ou indiretamente 

as fases da doença.  

A doença de Chagas apresenta duas fases clínicas clássicas: aguda e crônica. A fase 

aguda é caracterizada pela presença de tripomastigotas no sangue periférico do indivíduo 

infectado, além de um considerável parasitismo tecidual (revisado por Andrade, 1991), e 

pode apresentar-se de forma assintomática ou oligossintomática, ou através de 

manifestações clínicas que envolvem febre, taquicardia, esplenomegalia e adenomegalia. 

Em menos de 50% dos indivíduos na fase aguda da infecção, pode-se observar a presença 

de edema bipalpebral unilateral (sinal de Romanã) que, juntamente com o chagoma 

cutâneo (lesão focal, nodular, arroxeada e endurecida em regiões da pele), representam a 

porta de entrada dos parasitas, e habitualmente são acompanhados por uma adenite 

satélite (Andrade & Andrade, 1998). 

A fase crônica pode apresentar-se em uma forma indeterminada, encontrada em 

indivíduos assintomáticos, sem alterações cardíacas observáveis no eletrocardiograma e 

sem alterações do trânsito do tubo digestivo. Entretanto, esses indivíduos apresentam 

evidências parasitológicas e/ou sorológicas de infecção pelo T. cruzi. 

A fase crônica pode ainda apresentar-se com manifestações clínicas, caracterizadas por 

lesões em alguns órgãos e presença de mega-síndromes, a despeito de uma baixa 

parasitemia. Neste contexto, o coração é um dos órgãos mais afetados pela doença, 

ocorrendo também um importante comprometimento do trato gastrointestinal e do 
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sistema nervoso, independente do tropismo diferencial apresentado pela cepa de T. cruzi 

envolvida na infecção. 

As principais manifestações clínicas observadas na fase crônica estão relacionadas com o 

coração e com o trato gastrointestinal. Estima-se que 27% dos pacientes nesta fase 

apresentem alguma sintomatologia cardíaca, enquanto que 6% e 3% podem apresentar 

sintomas relacionados ao trato gastrointestinal e ao sistema nervoso, respectivamente 

(OMS, 2002). 

 

1.2.1. O Sistema Imune na Doença de Chagas 

Um dos aspectos relativos à resposta imune na doença de Chagas refere-se à imunidade 

inata. Nesse contexto, postulou-se que formas tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi 

seriam capazes de induzir uma resposta imune inata, estimulando a síntese de citocinas 

como IL-12, TNF-α e IL-1β por macrófagos, o que conseqüentemente seria capaz de 

ativar células NK que por sua vez produziriam IFN-γ aumentando ainda mais a ativação 

dos macrófagos (Gazzinelli e Brener, 1997). 

Conforme já é bem estabelecido na literatura, estas citocinas produzidas pela resposta 

imune inata na fase inicial da infecção são capazes de ativar preferencialmente uma 

resposta do tipo I em relação a uma resposta do tipo II, o que é de fundamental 

importância para o controle da parasitemia durante a fase aguda.  

Ainda em relação à importância da resposta imune no controle da parasitemia após a 

infecção experimental pelo T. cruzi, diversos grupos demonstraram a participação de 

macrófagos, células NK e IFN-γ (Torrico et a.l., 1991; Silva et al., 1992; Gazzinelli et al., 

1993). 
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No que diz respeito à resposta imune adaptativa, foi observado que as células T CD8+ são 

as principais envolvidas na contenção da multiplicação parasitária, uma vez que o T. 

cruzi apresenta multiplicação citossólica e é classicamente apresentado via MHC de 

classe I. Entretanto, foi demonstrado que animais deficientes em células T CD4+ 

apresentam níveis elevados de parasitas circulantes e teciduais, sendo estes níveis 

comparáveis aos observados em animais que apresentam deleção do gene de β2-

microglobulina. Isto sugere que os linfócitos T CD4+ Th1, preferencialmente ativados 

pelo parasita, sejam de fundamental importância para a ativação das células T CD8+, 

principalmente através da produção de IL-2 e IFN-γ (revisado por Brener e Gazzinelli, 

1997). 

Foi ainda evidenciada importante participação de anticorpos específicos contra o T. cruzi, 

tanto no controle da parasitemia na fase inicial da doença, quanto na manutenção dos 

baixos níveis de parasita durante a fase crônica (revisado por Umekita e Mota, 2000; 

Krautz et al., 2000). Neste contexto, observou-se que a forma tripomastigota do T. cruzi 

apresenta, em sua superfície, algumas glicoproteínas capazes de inibir a ativação do 

sistema complemento e conseqüentemente a lise do parasita, sendo a ativação do 

complemento dependente da interação parasita-anticorpo (Krautz et al., 2000). 

Sabe-se que a fase aguda da infecção pode ser caracterizada por uma série de alterações 

no sistema imune. Dentre estas, destaca-se a ativação policlonal de linfócitos B e T 

envolvendo principalmente os fenótipos CD5+ e TCRγδ+, respectivamente (Minóprio et 

al., 1986b, 1989). Considerando-se que tais fenótipos se encontram associados a doenças 

autoimunes (Marcos et al., 1988), alguns autores sugeriram que a ativação policlonal 

inespecífica poderia favorecer o aparecimento das lesões observadas em alguns órgãos 
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durante a fase crônica da doença. Contudo, os mecanismos envolvidos no processo de 

ativação policlonal ainda não estão bem estabelecidos. Neste contexto, foi evidenciado 

que glicoinositolfosfolipídios presentes na superfície da forma tripomastigota do T. cruzi 

são capazes de ativar linfócitos B de forma inespecífica e induzir a produção de IgM, 

IgG1 e IgG3 (Bento et al., 1996). Além disso, demonstrou-se o envolvimento de uma 

proteína presente no parasita (TcPA 45) com a ativação policlonal de células B (Reina-

San-Martin et al., 2000b). 

Em conjunto, esses dados sugerem que o parasita, por si só, exerceria uma ação 

mitogênica sobre os linfócitos B. No entanto, foi demonstrado experimentalmente que a 

depleção de células T CD4 é capaz de impedir esta ativação policlonal, indicando a 

participação deste tipo celular neste processo (Minóprio et al., 1986b). 

Outro fenômeno observado durante a fase aguda da infecção diz respeito a uma marcante 

imunossupressão humoral e celular, o que, para alguns autores, é conseqüência da 

ativação policlonal (Minóprio et al, 1989). 

Ainda em relação ao sistema imune, foram descritas alterações em órgãos linfóides 

primários e secundários. No timo de animais infectados por exemplo, foi observada uma 

severa atrofia na região cortical, acompanhada de depleção de células CD4+CD8+ (Savino 

et al., 1989; Leite- de- Moraes et al., 1991; Martins et al., 1994). Foram também 

observadas algumas alterações funcionais caracterizadas por aumento na atividade 

citotóxica inespecífica de timócitos, diminuição da resposta proliferativa e possível 

distúrbio na migração e diferenciação intratímica de células T (Leite de Moraes et al., 

1994; Cotta de Almeida et al., 2001). Além disso, formas amastigotas foram detectadas 

no parênquima deste órgão (Savino et al., 1989). 
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No que diz respeito aos órgãos linfóides secundários, foi observado por Minóprio e 

colaboradores (1989) aumento no tamanho e no número de células dos linfonodos 

subcutâneos e do baço, possivelmente relacionado ao processo de ativação policlonal. 

Porém, foi mostrado em nosso Laboratório que linfonodos mesentéricos sofrem atrofia 

(De Meis, 1998). Além disso, existe uma alteração no repertório de células T nos órgãos 

linfóides periféricos (Leite de Moraes et al., 1994), o que talvez decorra de um escape de 

células imaturas do timo (Mendes-da-Cruz, 2000). 

Também foram descritas alterações em ligantes e receptores de ECM nos ógãos linfóides 

secundários durante a fase aguda da infecção experimental pelo T. cruzi, tendo sido 

observado aumento na expressão de fibronectina, laminina e de seus receptores em 

regiões do parênquima do baço e linfonodos, e aumento na expressão de VLA-4, VLA-5 

e VLA-6 na superfície de linfócitos obtidos de órgãos linfóides periféricos, sendo este 

aumento predominante em linfócitos T CD8+ (Lima-Quaresma, 1999). 

 

1.2.2. Autoimunidade na Doença de Chagas 

A idéia inicial de que um componente autoimune pudesse estar envolvido na 

fisiopatologia da Doença de Chagas foi baseada em dados experimentais que 

demonstraram que anticorpos circulantes provenientes de pacientes e camundongos na 

fase crônica da infecção pelo T. cruzi são capazes de reconhecer especificamente 

antígenos oriundos do coração. Posteriormente, também foi visto que linfócitos T capazes 

de reconhecer antígenos do tecido cardíaco e nervoso são observados em camundongos e 

pacientes chagásicos (revisado por Kierszenbaum, 1999). Entretanto ainda não se sabe de 

forma conclusiva se os fenômenos autoimunes observados seriam desencadeados pelo 
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parasita, e posteriormente afetariam antígenos próprios como conseqüência de um 

mimetismo molecular, ou se seriam desencadeados diretamente por antígenos próprios 

apenas expostos ao sistema imune após uma lesão tecidual gerada pelo parasita. 

No que diz respeito à existência de um mimetismo molecular entre antígenos próprios do 

hospedeiro e o T. cruzi, foi demonstrado que células T obtidas de lesões cardíacas de 

pacientes com miocardiopatia durante a fase crônica da infecção são capazes de 

responder, in vitro, ao estímulo com miosina humana (cadeia pesada) e com a proteína 

B13 do parasita (Cunha-Neto et al., 1996a). Posteriormente, este mesmo grupo 

demonstrou que células T obtidas de pacientes normais são capazes de responder à 

miosina cardíaca quando sensibilizadas previamente, in vitro, com a proteína B13 do T. 

cruzi (Abel et al., 1997). Desta forma, estes autores propuseram que durante o curso da 

infecção pelo T. cruzi, poderia ocorrer a sensibilização de clones de células T CD4+ 

circulantes mediante o reconhecimento de antígenos da proteína B13 do parasita. 

Posteriormente, ao circular pelo tecido cardíaco, esta população celular seria ativada por 

macrófagos apresentando a miosina cardíaca, o que propiciaria o desenvolvimento das 

lesões teciduais observadas durante a fase crônica da doença. 

Por outro lado, a existência de uma ativação policlonal mediada por antígenos do 

parasita, conforme será posteriormente abordado, poderia ativar clones de linfócitos T e 

B autorreativos capazes de reconhecer antígenos próprios (revisado por Minóprio, 2001). 

Neste contexto, o parasitismo tecidual e a presença de uma resposta inflamatória contra 

antígenos do parasita poderiam induzir a expressão de moléculas co-estimulatórias e 

possibilitar a apresentação de antígenos do próprio organismo (revisado por Reina-San-

Martin et al. , 2000a). 
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Alguns estudos vêm sendo realizados a fim de melhor compreender os possíveis 

mecanismos de autoimunidade que poderiam estar envolvidos nas lesões observadas 

durante a fase crônica da infecção. Desta forma, foi proposto um modelo experimental 

onde o coração de camundongos isogênicos neonatos são transplantados na orelha de 

camundongos adultos. Foi observado que em camundongos normais, os transplantes 

permaneciam viáveis por longo período. Entretanto, quando o camundongo receptor era 

cronicamente infectado pelo T. cruzi, observou-se severa rejeição do coração 

transplantado. Além disso, foi verificado que a transferência de células T CD4+, obtidas 

de camundongos na fase crônica da infecção, para a região adjacente ao transplante 

singênico em camundongos não-infectados foi capaz de desencadear um processo de 

rejeição nos corações transplantados (Ribeiro dos Santos et al., 1992; Silva-Barbosa et 

al., 1997), sugerindo que este tipo celular seria capaz de reconhecer de forma cruzada 

antígenos do parasita e antígenos presentes no tecido cardíaco. 

Entretanto, Tarleton et al. (1996) discordaram desses achados, sustentando a hipótese de 

que uma inflamação grave ocorre somente quando o parasita está presente no transplante, 

mostrando que o T. cruzi, e não um processo autoimune, seria responsável pelo efeito 

observado nos experimentos com o coração transplantado de camundongo neonato. 

Contestando esta hipótese, e favorecendo a idéia do envolvimento de fenômenos 

autoimunes como um dos responsáveis pelas lesões observadas durante a fase crônica da 

infecção, é o fato de que em alguns órgãos a persistência do parasita não é o suficiente 

para causar um processo inflamatório. Além disso, foi obtido a partir de um camundongo 

infectado pelo T. cruzi, um clone de células T CD4+ capazes de rejeitar transplante 

cardíaco singênico (Ribeiro-dos-Santos et al., 2001). 
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Em relação à participação de fenômenos de autoimunidade como um dos envolvidos na 

gênese das lesões observadas no sistema nervoso durante a Doença de Chagas, alguns 

trabalhos demonstraram a presença de células mononucleares em infiltrados 

inflamatórios nas meninges, leptomeninges e espaços perivasculares (revisado por 

Pittella, 1993; Prata, 1994), inclusive na ausência de ninhos de parasitas. Corroborando 

esta hipótese, foi demonstrado a existência de uma família de proteínas, localizada na 

superfície do flagelo do parasita, cuja seqüência em sua região carboxiterminal apresenta 

um mimetismo com o tecido nervoso de mamíferos (Van Voorhis et al, 1993). Neste 

contexto, foi evidenciado que anticorpos contra tais proteínas são capazes de reagir de 

forma cruzada com uma proteína presente no axônio e também com células do plexo 

mioentérico (Van Voorhis e Eisen, 1989). 

Outros autores também observaram fenômenos autoimunes no sistema nervoso durante a 

infecção pelo T. cruzi: células T CD4+ reconhecem de forma cruzada antígenos do 

parasita e componentes do sistema nervoso central em estudos de resposta proliferativa, e 

anticorpos reconhecendo estruturas de neurônios, células da glia, componentes da bainha 

de mielina, no sangue de pacientes e modelos experimentais de infecção pelo parasita 

(Lopes e Ribeiro-dos-Santos, 1979; Chaves et al., 1993; Spinella et al., 1992).  

Entretanto, diversos estudos sugerem que a persistência do parasita durante a fase crônica 

seria responsável pelas lesões observadas durante esta fase da infecção. A perpetuação do 

T. cruzi no organismo dos indivíduos com lesões em órgãos-alvo como coração, trato 

gastrointestinal e sistema nervoso, poderia estar relacionada à carga parasitária inoculada, 

à virulência da cepa e à eficiência da resposta imune contra o parasita durante a fase 

aguda da infecção. Tarleton et al. (2000), por exemplo, empregando um modelo de 
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camundongos com deleção do gene de Stat6, o qual se encontra envolvido na via de 

sinalização intracelular de células T CD4+ Th2, relataram diminuição da severidade da 

doença na fase crônica, paralela à diminuição de parasitas observados no coração e 

tecidos musculares esqueléticos. Outros autores demonstraram haver uma associação 

entre uma maior carga de parasitas na fase crônica da infecção e um aumento relativo de 

células Th2 no infiltrado inflamatório observado nas lesões cardíacas (Reis et al, 1997).  

Em estudo realizado em camundongos, foi demonstrado que durante a fase crônica da 

doença, há persistência do parasita nos tecidos onde são observadas as principais lesões 

desta fase, ou seja, coração, trato gastrointestinal e músculos esqueléticos (revisado por 

Tarleton e Zhang, 1999). Neste contexto, Jones e colaboradores (1993) utilizando 

cadáveres humanos, constataram que o DNA do parasita era detectado, através de PCR, 

nos tecidos cardíacos daqueles que apresentaram miocardiopatia durante a fase crônica da 

infecção, enquanto que o material genético do parasita não pôde ser detectado em tecidos 

cardíacos de pacientes sem miocardiopatia. 

Estudos semelhantes realizados por Zhang e Tarleton em modelo murino na fase crônica 

da infecção também revelaram a existência de uma correlação entre a persistência do 

parasita e as lesões observadas nos tecidos analisados (1996). Corroborando estes 

estudos, Higuchi et al. (1993), analisando tecidos cardíacos de pacientes com doença de 

Chagas, demonstraram haver uma correlação entre a presença do parasita e um infiltrado 

inflamatório. Assim, os autores sugeriram que a existência de um infiltrado inflamatório 

em tecido cardíaco, e conseqüentemente o possível desenvolvimento de uma 

cardiomiopatia, seriam dependentes da presença do parasita ou pelo menos de parte deste. 



 32 

Entretanto, ao analisarem fragmentos de tecidos cardíacos humanos, outros autores não 

conseguiram demonstrar correlação positiva entre a intensidade do infiltrado inflamatório 

e a presença do parasita, mesmo utilizando técnicas consideradas extremamente sensíveis 

(Olivares-Villagomez et al., 1998; Palomino et al., 2000). 

 

1.2.3. Alterações no Sistema Nervoso observadas na Doença de Chagas 

Em 1911, Vianna observou pela primeira vez o acometimento de células do sistema 

nervoso central, incluindo as regiões do cérebro, bulbo e medula espinhal, durante a fase 

aguda da Doença de Chagas. Posteriormente, Chagas e Villela em 1922 realizaram os 

primeiros estudos demonstrando que as alterações observadas durante a fase aguda da 

infecção não eram restritas ao sistema nervoso central (SNC), mas também acometiam o 

sistema nervoso periférico (SNP), autônomo, e gânglios entéricos. 

Durante a fase aguda da doença estima-se que 10% dos pacientes desenvolvam uma 

forma severa de encefalite, sendo a maioria destes, crianças menores de 2 anos de idade 

(revisto por Pentreath, 1995). O falecimento destes pacientes ocorre em quase todos os 

casos, sendo resultante do próprio acometimento cerebral ou da miocardite chagásica 

aguda, geralmente intensa (Pittella, 1993). 

Os achados histopatológicos observados no SNC durante a fase aguda da infecção, tanto 

em humanos como em modelos experimentais, incluem parasitismo em regiões do 

cérebro e medula espinhal, intenso infiltrado inflamatório nas meninges, leptomeninges e 

espaços perivasculares, aumento das leptomeninges, edema cerebelar e formação de 

nódulos contendo astrócitos, células da microglia, macrófagos e neutrófilos (Pittella, 

1993; Prata, 1994; Da Matta et al., 2000). 
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A intensidade da encefalite pode variar nos pacientes com a forma aguda assintomática 

ou leve, sendo observada apenas em focos esparsos, ou até mesmo inexistente. Já nos 

pacientes imunocomprometidos, a encefalite é geralmente muito mais grave, com 

tendência à necrose e à hemorragia (Queiroz, 1973; revisto por Pittlla, 1993). 

Formas amastigotas do T. cruzi, descritas em regiões do SNC, podem ser observadas no 

interior de astrócitos, microglia e células endoteliais. Os neurônios são raramente 

parasitados, mas a presença de formas amastigotas no interior destas células foi descrita 

por alguns autores (Pittella, 1991 apud Vilela e Vilela, 1932; Tanowitz et al., 1982). 

Embora raramente parasitados, os neurônios perdem sua morfologia típica e são 

destruídos por mecanismos relacionados, ou não, à presença do parasita. Em estudos 

utilizando cães como modelo experimental, foi demonstrado que os neurônios localizados 

próximos aos sítios inflamatórios são raramente parasitados, sendo a degeneração 

observada considerada inespecífica (Queiroz, 1975; Pittella et al., 1990). 

É provável que a entrada do T. cruzi no SNC ocorra através de vasos sanguíneos. 

Entretanto, o acesso do parasita via líquor, provavelmente devido à uma lesão no plexo 

coróide, também é uma hipótese aceitável, e que é corroborada pela presença freqüente 

de T. cruzi no líquor, inclusive em pacientes sem sintomas neurológicos (Hoff et al., 

1978). 

Pouco se sabe a respeito das lesões histopatológicas no SNC durante a fase crônica da 

infecção. De fato, o acometimento do SNC durante a fase crônica da doença ocorre 

raramente, e a reativação da infecção durante esta fase pode ocorrer (apesar de raramente) 

em pacientes imunocomprometidos. Recentemente foi demonstrada regressão do 

infiltrado inflamatório em regiões do SNC durante a fase crônica da infecção. Entretanto, 
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neste estudo os sintomas neurológicos observados predominantemente durante a fase 

crônica, não estavam relacionados à presença de encefalite. O predomínio dos sintomas 

durante esta fase da doença poderia ser explicado pelas lesões geradas durante a fase 

aguda, uma vez que todos os animais estudados desenvolveram encefalite durante esta 

fase. Desta forma, lesões geradas durante a fase aguda da infecção deixariam seqüelas, as 

quais se manifestariam durante a fase crônica (Silva et al., 1999a). 

Por outro lado, as alterações no SNP durante a fase crônica são freqüentemente 

observadas, principalmente na inervação cardíaca e no plexo de Auerbach. Alterações 

anatômicas e fisiológicas foram demonstradas, tanto em modelos experimentais como em 

humanos, em fibras sensoriais periféricas, neurônios motores, gânglios espinhais e no 

nervo ciático (Losavio et al., 1993). 

Apesar do acometimento do sistema nervoso ser descrito desde que a Doença de Chagas 

foi descoberta, os mecanismos envolvidos na gênese das lesões, e a extensão destas, 

ainda permanecem pouco esclarecidos. Alguns autores vêm propondo o envolvimento de 

mecanismos imunológicos. Corroborando esta hipótese, foi demonstrado que a 

transferência de células T, oriundas de camundongos na fase crônica da infecção, para 

camundongos não-infectados acarreta no desenvolvimento de lesões inflamatórias no 

SNC (Said et al., 1985; Hontebeyrie-Joskowicz et al., 1987). Também foram 

evidenciados anticorpos circulantes que reconhecem estruturas cerebrais e células de 

Schwann no SNP (Ribeiro-dos-Santos et al., 1979; Cossio et al., 1974; Khoury et al., 

1979), durante as fases aguda e crônica da doença, além de componentes da bainha de 

mielina (Chaves et al, 1993; Spinella et al, 1992). 
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Conforme mencionado acima, um dos mecanismos propostos para o reconhecimento de 

estruturas do sistema nervoso durante a infecção pelo T. cruzi é a existência de um 

mimetismo molecular entre o parasita e antígenos do sistema nervoso. Desta forma, foi 

demonstrado por Petri e Van Voorhis (1991) mimetismo molecular entre diversos 

antígenos do T. cruzi e antígenos lipídicos e protéicos do tecido nervoso. Dentre os 

antígenos lipídicos foram descritos, neste trabalho, sulfolipídeos e sulfogalactoses, 

estando estes presentes apenas na mielina e células gliais. 

Em relação aos antígenos protéicos foram descritas duas proteínas, de 25 e 160 kDa (F1-

160, encontrada no flagelo do parasita), e que apresentam mimetismo molecular com uma 

proteína de 48 KDa presente no cérebro de camundongos e em axônios de nervos 

periféricos (Van Voorhis & Eisen, 1989). 

Cabe ressaltar, que anticorpos capazes de reconhecer a proteína F1-160, presente no 

parasita, foram detectados em humanos e em modelos experimentais; já os anticorpos 

capazes de reconhecer a proteína de 25 kDa descrita, são capazes de gerar paralisia letal 

quando transferidos passivamente para camundongos não-infectados (Petry e Van 

Voorhis, 1991). 

Corroborando a hipótese de que mecanismos autoimunes pudessem estar envolvidos nas 

lesões observadas no SNC, foi demonstrado que o infiltrado inflamatório detectado 

durante a fase aguda da infecção não se encontra necessariamente relacionado à presença 

de formas amastigotas e/ou antígenos do parasita (Silva et al., 1999a). No entanto, não se 

pode afastar a hipótese de que antígenos do parasita não tenham sido detectados pelas 

técnicas utilizadas. 
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Pouco se sabe a respeito da natureza do infiltrado inflamatório observado no SNC, 

principalmente durante a fase aguda da infecção. Foi evidenciado que células T CD8+ 

predominam ao lado de macrófagos, estando as células T CD4+ em menor quantidade 

(Silva et al., 1999a). Entretanto, os mecanismos envolvidos no aporte deste infiltrado 

celular ao sistema nervoso, assim como os mecanismos moleculares envolvidos nas 

interações entre células do sistema imune e células do sistema nervoso, durante a 

infecção pelo T. cruzi, permanecem pouco esclarecidos. Uma possibilidade seria a 

existência de iterações mediadas por ECM, que sabidamente são relevantes na migração 

de leucócitos para sítios de inflamação (revisado por Vaday & Lider, 2000). 

No que diz respeito à expressão dos ligantes e receptores de ECM no SNC durante a 

infecção pelo T. cruzi, foi demonstrado, em camundongos, um aumento da expressão de 

fibronectina e laminina nos espaços perivasculares, nas regiões da meninge, 

leptomeninge, plexo coróide e membrana basal dos vasos sangüíneos durante as fases 

aguda e crônica da infecção. Também foi observado um aumento da expressão de α4, α5 

e α6 integrinas nos vasos do tecido cerebral (Silva et al., 1999b). Neste mesmo estudo, 

foi evidenciada a presença de células positivas para α4-integrina e α5-integrina no 

infiltrado inflamatório, as quais estavam localizadas próximas da fibronectina detectada 

nos espaços perivasculares, sugerindo uma participação de componentes da ECM, 

especialmente da fibronectina na entrada e migração celular no interior do parênquima 

cerebral. 

Entretanto, não há estudos avaliando diretamente interações celulares, particularmente o 

evento de adesão, entre células do sistema nervoso e linfócitos de animais infectados pelo 

T. cruzi. 
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1.3. Interações entre matriz extracelular e células do sistema imune 

Conforme mencionado anteriormente, a interação entre linfócitos e ECM é mediada 

principalmente por uma subfamília da família das integrinas. 

As integrinas são proteínas transmembranares heterodiméricas, formadas por cadeias 

polipeptídicas (α e β) unidas entre si por ligações não-covalentes (revisado por Hynes, 

2002). O sítio de ligação com as moléculas de ECM parece ser formado por sequências 

de ambas as subunidades, e o domínio citoplasmático das integrinas faz conexão com o 

citoesqueleto possibilitando uma sinalização intracelular (revisado por Ivaska & Heino, 

2000). 

Atualmente, vinte e quatro heterodímeros αβ, formados por oito diferentes cadeias β e 

dezoito subunidades α, são conhecidos, sendo que uma subunidade α pode se ligar a mais 

de uma subunidade β. Além disso, sabe-se que uma integrina pode se ligar a mais de um 

ligante de ECM (revisado por Ivaska & Heino, 2000). 

Diversas integrinas estão envolvidas na interação entre diferentes tipos celulares e 

elementos de ECM. No que diz respeito aos linfócitos, foi demonstrado que os principais 

receptores envolvidos pertencem à subfamília β1 (revisado por Hynes, 2002) também 

conhecida como VLA (do Inglês very late antigen). Nesta subfamília, diferentes cadeias 

α podem se unir à cadeia β1, constituindo diferentes integrinas, as quais se ligam a 

diferentes componentes da ECM. Assim, foi demonstrado que os principais receptores de 

fibronectina expressos na superfície dos linfócitos T são o VLA-4 e o VLA-5 (α4β1 e 

α5β1 integrinas, respectivamente). Já a integrina VLA-6 foi identificada como o 

principal receptor de laminina em linfócitos T humanos (Shimizu et al, 1990). 
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A interação entre ligantes e receptores de ECM é capaz de desencadear mecanismos de 

ativação intracelular que culminam com a modulação de diversas respostas biológicas. 

Nesse sentido, foi evidenciada a importância desta interação no processo de migração e 

diferenciação intratímica (revisado por Savino et al, 2000; Schmeissner, 2001), na 

indução de morte por apoptose de timócitos duplo-positivos no timo (Takayama et al, 

1998), na ativação de células T CD4+ humanas (Yamada et al, 1991) e na migração de 

células T para tecidos específicos na periferia (de Sousa et al, 1991). 

Além de interagir diretamente com células do sistema imune, os elementos de ECM são 

capazes de se ligar a diversas citocinas e quimiocinas, modulando desta forma a atividade 

linfocitária (revisado por Vaday e Lider, 2000). Neste contexto foi descrito que a ligação 

de quimiocinas à ECM é capaz de criar um gradiente de concentração fundamental para 

direcionar a migração linfocitária (Gilat et al, 1996; Líder et al, 1995, revisado por Epler 

et al, 2000), além de induzir a adesão de linfócitos T à fibronectina in vitro (Carr et al, 

1996). 

Cabe ressaltar que a expressão de integrinas na superfície dos linfócitos (e outros tipos 

celulares) é modulada através da interação com os elementos de ECM (Diamond & 

Springer, 1994; Shimizu & Hunt, 1996). Isto permite mudanças de avidez e afinidade nas 

moléculas de integrina (Dinamond & Springer, 1994; Bazzoni & Hemler, 1998), 

possibilitando uma interação dinâmica e controlada entre os linfócitos e o microambiente 

que os cerca. 
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1.4. Expressão de componentes de matriz extracelular no sistema nervoso central 

Até 1962, a existência de ligantes e receptores de ECM no sistema nervoso era 

controversa. Embora já estivesse bem estabelecida a presença destes elementos em outras 

estruturas do organismo, alguns pesquisadores acreditavam que as células do sistema 

nervoso encontravam-se tão unidas, que não seria possível a existência de uma matriz 

entre elas (Horstmann, 1962). Atualmente, apesar de ainda serem relativamente poucos 

os estudos a este respeito, é sabido que a ECM está presente e desempenha importante 

função no SNC e SNP, incluindo diferenciação e proliferação celular, morfogênese e 

manutenção do funcionamento e da estrutura do sistema nervoso (Reichardt & Tomasseli, 

1991; Venstrom & Reichardt, 1993; Gilat et al, 1996). Além disto, a ECM está envolvida 

na formação de sinapses, crescimento axonal e regeneração de neurônios danificados em 

decorrência de neoplasias e edemas cerebrais (Rutka et al, 1988). 

A distribuição e a concentração dos elementos de ECM no SNC variam ao longo do 

desenvolvimento e durante a vida adulta. Assim, durante a ontogênese do SNC pode ser 

observada uma elevada expressão de laminina e fibronectina em diversas regiões, 

principalmente em locais onde são observados uma migração neuronal, estando estas 

moléculas envolvidas com a migração de células neuronais e com o crescimento axonal 

(Pires-Neto, 1999; Novak e Kaye, 2000). Entretanto, a expressão destas moléculas 

diminui ao final do desenvolvimento, sendo observadas na vida adulta, em condições 

fisiológicas, apenas ao redor dos vasos e na interface do tecido nervoso com a pia-máter 

(Venstrom e Reichardt, 1991). 

O colágeno tipo IV também pode ser observado durante o desenvolvimento do sistema 

nervoso, em regiões da crista neural, medula espinhal, lâmina basal dos nervos periférico, 
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junção neuromuscular e interior do encéfalo. Entretanto, durante a vida adulta, apenas 

pequenas quantidades desta molécula podem ser detectadas no parênquima cerebral, 

particularmente na membrana basal dos vasos (Rutka et al, 1988). 

Além das glicoproteínas citadas acima, as quais foram alvos do nosso estudo, outras 

moléculas de ECM também podem ser detectadas no SNC, sendo as proteoglicanas, a 

tenascina e a trombospondina os principais constituintes desta matriz (Aquino et al, 1984; 

Novak e Kaye, 2000). 

Apesar da expressão de algumas moléculas de ECM, inclusive de fibronectina, laminina e 

colágeno tipo IV, diminuir ao longo do desenvolvimento, e durante a vida adulta 

encontrarem-se restritas a algumas regiões do SNC, vem sendo demonstrado que a 

expressão destas moléculas no SNC é modulada após diferentes tipos de lesão (revisado 

por Stichel & Müller, 1998). Por exemplo, há um aumento de laminina e colágeno tipo 

IV após lesão de medula espinhal, sendo este aumento observado na região da lesão e em 

regiões do parênquima, próximas ao local aonde a lesão foi induzida (Tuszynski et al., 

2002). 

As principais células descritas na produção de ECM após lesão do SNC são os astrócitos 

(Smith et al., 1986; McKeon et al., 1991; Canning et al., 1996; Fitch & Silver, 1997; 

Powel et al., 1997; Davies & Silver, 1998; Filder et al., 1999), os macrófagos (Davies et 

al., 1999; Jones et al., 2002), uma população de células progenitoras oligodendrogliais 

(Fawcett & Asher, 1999; Filder et al., 1999; Asher et al, 2000; Jones et al., 2002), e as 

células de Schwann, as quais são capazes de migrar do SNP para o local da lesão 

(Tuszynski et al., 2002). 
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Considerando-se a relevância dos elementos de ECM na fisiologia do SNC e 

considerando-se a importância deste sistema para a manutenção da homeostasia, 

poderíamos imaginar que alterações na expressão destas moléculas, associadas a 

diferentes patologias, gerasse um estímulo haptotático, e como conseqüëncia, um afluxo 

de leucócitos para o local. 

 

1.5. Objetivos 

Estudos anteriores vêm demonstrando que a infecção pelo T. cruzi cursa com diversas 

alterações no sistema imune e em órgãos-alvo como o coração e o sistema nervoso. 

Dentre as modificações observadas, podemos citar as alterações dos elementos de ECM, 

as quais vêm sendo correlacionadas com distúrbios de migração linfocitária, e com a 

gênese da miocardiopatia. 

Conforme mencionado, o SNC também é afetado durante o curso da Doença de Chagas, 

sendo observado um infiltrado inflamatório em regiões de parênquima, além de um 

aumento na expressão de proteínas de ECM tais como fibronectina, laminina e colágeno 

tipo IV. Entretanto, não há estudos evidenciando quais tipos celulares poderiam estar 

envolvidos na síntese de ECM nesta condição patológica, e nem como um aumento 

destas moléculas poderia interferir com as interações entre células do sistema imune e 

células de tecido nervoso, particularmente células neuronais. 

Considerando-se a importância dos elementos de ECM, tal abordagem poderia ser 

relevante para uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na 

interação de linfócitos T com células neuronais na infecção pelo T. cruzi, tendo em vista 

que este tipo celular é raramente parasitado, e que mecanismos de autoimunidade vêm 

sendo implicados na gênese das lesões neuronais observadas durante a infecção pelo 
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parasita. Uma das maneiras de se abordar esta questão é a realização de experimentos em 

condições desfavoráveis à existência de interações TCR/MHC, de modo a melhor 

identificarmos aquelas interações mediadas por ECM. Neste contexto inserimos o nosso 

trabalho. Assim, utilizando um modelo in vitro, procuramos analisar as seguintes 

questões: 

- Como a infecção pelo T. cruzi poderia interferir na expressão de elementos de ECM por 

células neuronais oriundas do SNC? 

- Como tal infecção poderia interferir na interação entre linfócitos e células neuronais, e 

qual seria o envolvimento de ligantes e receptores de ECM nesta interação? 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1. Animais 

Camundongos isogênicos BALB/c machos, com idade entre 6 e 8 semanas foram 

fornecidos pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo 

Cruz. É importante ressaltar que, todos os procedimentos envolvendo animais, foram 

realizados de acordo com as normas estabelecidas e aprovadas no protocolo P0 145-02 

pelo comitê de ética em experimentação animal desta Instituição. Em cada tipo de 

experimento, foram incluídos pelo menos 5 animais de cada grupo (não-infectados e 

infectados pelo T. cruzi). 

 

2.2. Cultivos de células neuronais 

2.2.1. Cultura da linhagem N2a 

O clone N2a foi estabelecido a partir de um neuroblastoma espontâneo em camundongo 

albino, originado a partir de células da medula espinhal (Klebe e Ruddle, 1969). Em 

nosso laboratório, esta linhagem celular foi cultivada em atmosfera com 5% de CO2 a 37º 

C, e mantida em meio completo (RPMI 1640, suplementado com soro bovino fetal 10%, 

10mM de HEPES, 100.000 UI/L de penicilina, 2mM de L-glutamina, e 1% de piruvato 

de sódio), obtidos junto à Gibco/BRL (Gaithersburg, EUA).  

A manutenção das culturas foi realizada através de sucessivas passagens: ao atingirem 

estado de semi-confluência, as células N2a foram submetidas à digestão enzimática à 

temperatura ambiente durante cinco minutos, com solução de tripsina 0,25% e EDTA 

0,02%, preparada em salina livre de cálcio e magnésio (ph 7,2). Em seguida, as células 

foram lavadas por centrifugação (1200 rpm por 5 minutos à 24ºC) em meio suplementado 

com 10% de soro bovino fetal. Após serem lavadas, as células viáveis foram contadas em 
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câmara de Neubauer (utilizando-se o método de exclusão pelo azul de trypan,) e 

plaqueadas em frascos de 25 cm2 (Nunc, Roskilde, Dinamarca) a uma concentração de 

2,5 x 105 células/ml. 

 

2.2.2. Cultura primária de neurônios 

As culturas primárias de neurônios foram obtidas de acordo com o método descrito por 

Gomes e colaboradores (1996), sendo gentilmente cedidas pelo Laboratório de 

Morfogênese Celular, Departamento de Anatomia, Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. De acordo com este protocolo, camundongos 

suíços de 15 dias fetais foram decaptados, os cérebros foram removidos em condições 

estéreis e transferidos para uma solução tampão de salina-fosfato (8% NaCl; 5,36% 

Na2HPO4; 0,4% KH2PO4 e 0,9% KCl e glicose 0,6%). As meninges foram então 

delicadamente removidas, e os hemisférios cerebrais dissecados, possibilitando a 

obtenção dos córtex cerebrais dos camundongos. Uma vez removidos, os córtex cerebrais 

foram cortados em pequenos fragmentos, os quais foram transferidos para um tubo de 15 

ml (Nunc) contendo meio de cultura DMEM F-12 (Gibco, Gaithersburg, USA). As 

células foram mecanicamente dissociadas com o auxílio de uma pipeta Pasteur, e  

centrifugadas a 3000g durante 4 min. à temperatura ambiente. O precipitado celular 

obtido foi ressuspenso em  meio Neurobasal-A suplementado com B-27 (Gibco, 

Gaithersburg, USA), e após contagem em câmara de Neubauer, as células foram 

plaqueadas e mantidas em cultura em atmosfera de 5% de CO2 a 37oC. O meio de cultura 

foi trocado de 3 em 3 dias. 
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2.3. Protocolos de infecção 

2.3.1. Infecção dos animais 

A infecção dos camundongos BALB/c utilizados nos diferentes protocolos experimentais 

foi realizada através de inoculação via intraperitoneal de 105 parasitas diluídos em PBS 

0,15mM, pH 7,2. Os parasitas utilizados na infecção in vivo foram isolados a partir do 

sangue de camundongos BALB/c, infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi, e 

sacrificados no pico de parasitemia (21 dias após a infecção). 

 

2.3.2. Infecção in vitro 

 Para a manutenção do T. cruzi in vitro, estabelecemos cultivo de células Vero, 

plaqueadas em frascos de 25cm2 (Nunc, Roskilde, Dinamarca) à concentração de 2x104 

células/mL. Após 24 horas, as culturas foram infectadas com formas tripomastigotas da 

cepa “Colombiana” do T. cruzi (Federici et al, 1964), isoladas do sangue periférico de 

camundongos BALB/c machos, de 7-8 semanas de idade. A infecção de células Vero foi 

realizada numa relação de 20 parasitas/célula inicialmente plaqueada. Decorridas 6 horas 

de infecção, os parasitas livres foram retirados do sobrenadante por repetidas lavagens 

em PBS. Após cinco dias de infecção, os parasitas liberados foram recolhidos, lavados 

por centrifugação (3000 rpm por 15 minutos à temperatura ambiente) e contados em 

câmara de Neubauer. 

A infecção de células N2a foi realizada utilizando-se formas tripomastigotas da cepa 

Colombiana do T.cruzi mantidas em até cinco passagens sucessivas de cultivo de células 

Vero, conforme explicado acima. Decorridas 24 horas após o plaqueamento das células, 
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as culturas de N2a foram submetidas à infecção pelo T. cruzi à razão de 20 parasitas por 

N2a inicialmente plaqueada, sendo os parasitas mantidos durante 6 horas. Após este 

período, as culturas foram exaustivamente lavadas, possibilitando a remoção de formas 

tripomastigotas de parasitas ainda presentes no sobrenadante. 

A infecção das culturas primárias de neurônios foi feita após 4-5 dias do plaqueamento 

dos neurônios, utilizando-se formas tripomastigotas à razão de 5 parasitas por neurônio 

inicialmente plaqueado. Seis horas após, as culturas foram lavadas possibilitando a 

remoção de formas tripomastigotas ainda presentes no sobrenadante. 

 

2.4. Anticorpos e sistemas de revelação 

Os ensaios de imunoperoxidase foram realizados utilizando-se anticorpos produzidos em 

coelho específicos para laminina, fibronectina ou colágeno tipo IV, obtidos junto à 

Novotec (St. Martin-la-Garenne, França). Estes reagentes são capazes de reconhecer de 

forma específica as proteínas de ECM correspondentes, tanto em tecidos provenientes de 

camundongos normais como de animais infectados pelo T. cruzi, conforme previamente 

estabelecido (Savino et al, 1989). Como sistema de revelação foi utilizado soro de ovelha 

conjugado à biotina capaz de reconhecer especificamente imunoglobulina de coelho, o 

complexo estreptavidina-peroxidase (ambos obtidos junto à Amersham, 

Buckinghamshire, Inglaterra), o substrato enzimático 3-amino-etilcarbazol (Sigma, St. 

Louis, EUA) e H2O2 (Merck, Rio de Janeiro, Brasil). 

Nos ensaios de imunofluorescência indireta para a detecção de elementos de ECM, foram 

utilizados os mesmos imunossoros descritos acima. Como sistemas de revelação foram 

utilizados soros de cabra anti-Ig de coelho, conjugados ao isotiocianato de fluoresceína 
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(GAR/FITC) ou ao “cychrome” (GAR/Cy3), obtidos junto à Biosys (Compiegne, França) 

e à Sigma (St. Louis, EUA), respectivamente. Conforme será abordado posteriormente, 

os mesmos anticorpos específicos para os elementos de matriz extracelular utilizados nos 

ensaios de imunocitoquímica, foram empregados nos ensaios de adesão. 

Para a avaliação do percentual de infecção foi utilizado soro de coelho infectado pela 

cepa Colombiana do T. cruzi, em fase aguda da infecção, preparado em nosso 

Laboratório. Antes da sua utilização, o soro policlonal anti- T. cruzi foi adsorvido em 

células N2a ou em neurônios provenientes da cultura primária.  

A adsorção foi realizada adicionando o soro policlonal anti-T. cruzi à uma suspensão de 

células N2a (com 48 h de cultura) ou de neurônios provenientes da cultura primária (5-7 

dias) em relação volume-volume, submetido à agitação durante 40 minutos, e 

centrifugados a 12000 rpm por 1 min à temperatura ambiente. O sobrenadante assim 

obtido foi utilizado para análise do percentual de células infectadas. Este procedimento 

nos permitiu garantir que o soro utilizado para a detecção do parasita não estaria 

reconhecendo de forma cruzada o T. cruzi (ou antígenos deste) e estruturas das células 

N2a ou dos neurônios. A presença de T. cruzi foi revelada com GAR/FITC ou GAR/Cy3. 

As análises citofluorométricas foram realizadas utilizando-se os seguintes anticorpos 

monoclonais em diluições adequadas e previamente estabelecidas: anti-TCRαβ/FITC, 

anti-CD8α/Cy-chrome, anti-CD49d/FITC, anti-CD49e/PE (Pharmingen/Becton-

Dickinson, San Diego, USA); anti-CD49f/FITC (Immunotech, Marseille, France); anti-

CD4/PE ou anti-CD4/FITC (Caltag, San Diego, USA). Anticorpos não-relacionados, mas 

de mesmo isotipo e acoplados aos mesmos fluorocromos listados acima, foram utilizados 

como controles negativos, sendo obtidos junto à Pharmingen. As características gerais 
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dos anticorpos primários descritos acima encontram-se resumidas na tabela 1. 

 

Tabela 1. Anticorpos primários para detecção de ligantes e receptores  

de matriz extracelular e proteínas de superfície de linfócitos T 

Anticorpo Clone Especificidade Molecular 

anti-fibronectina Imunossoro Fibronectina (sem discriminar isoformas) 

anti-laminina Imunossoro Laminina (sem discriminar isoformas) 

anti-colágeno IV Imunossoro Colágeno tipo IV  

anti-VLA-4 clone R1-2 CD49d (cadeia α-4 do receptor de fibronectina) 

anti-VLA-5 clone MFR5 - 5H10 CD49e (cadeia α-5 do receptor de fibronectina) 

anti-VLA-6 clone GoH3 CD49f (cadeia α-6 do receptor de laminina) 

anti-TCRαβ clone WT 31 Cadeia β do receptor de células T 

anti-CD4 clone YTS 191.1 CD4 

anti-CD8 clone 53-6.7 CD8 α 

 

2.5. Imunocitoquímica 

Para a realização dos ensaios de imunofluorescência indireta, as células em cultura foram 

fixadas em paraformaldeído 4%, por 10 minutos à temperatura ambiente, sendo em 

seguida exaustivamente lavadas em PBS. Posteriormente, o material foi incubado com 

anticorpo primário por 1 h, lavado por 3 vezes consecutivas com PBS, e incubado por 40 

min com GAR/FITC ou GAR/Cy3, conforme descrito anteriormente. Após 3 lavagens 
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sucessivas em PBS, as culturas foram observadas em microscópio de fluorescência (Hund 

Wetzlar, Alemanha). 

Nos ensaios de imunoperoxidase, foi utilizado anticorpo secundário conjugado à biotina, 

seguido de estreptavidina-peroxidase. Após sucessivas lavagens em PBS, a atividade 

enzimática foi revelada com aminoetilcarbazol em presença de H2O2 0,03%.  

 

2.6. Avaliação dos percentuais de infecção 

A fim de estabelecermos o percentual de células infectadas em cultivos neuronais, as 

células N2a foram inicialmente plaqueadas a uma concentração de 4x103 células por poço 

(Lab-Tek de 4 câmaras; Nunc, Roskilde, Dinamarca), sendo posteriormente submetidas à 

infecção de acordo com o protocolo abordado no item anterior. Seis horas após, as células 

foram fixadas com paraformaldeído 4%, por 10 minutos à temperatura ambiente. As 

formas amastigotas do T. cruzi foram detectadas por técnica de imunofluorescência 

indireta, e o percentual de células infectadas (em um total de 300 células) foi avaliado por 

contagem direta ao microscópio de fluorescência.  

Os neurônios derivados de culturas primárias foram inicialmente plaqueados à 

concentração de 105 células/poço em lamínulas de vidro em placa de 24 poços com 

16mm2 (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Decorridos 4-5 dias, as culturas foram submetidas 

à infecção, e após 6 horas foram fixadas com paraformaldeído 4%, por 10 minutos à 

temperatura ambiente, sendo posteriormente submetidas à imunofluorescência indireta e 

o percentual de células infectadas determinado. 
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2.7. Detecção de componentes da matriz extracelular  

Com a finalidade de detectarmos a presença de elementos de matriz extracelular 

(fibronectina, laminina e colágeno do tipo IV), as células N2a foram plaqueadas à 

concentração de 2x103 células/poço (Lab-Tek de 8 câmaras), sendo fixadas 48 horas após 

com paraformaldeído 4% por 10 minutos à temperatura ambiente, e submetidas a ensaios 

de imunoperoxidase. 

Com o objetivo de avaliarmos a cinética de expressão de ECM, as culturas foram 

plaqueadas à concentração de 2x103 células/poço (Lab-Tek de 8 câmaras), infectadas ou 

não pelo T.cruzi, fixadas 6, 12, 24 e 48 horas após a infecção, e posteriormente, 

submetidas à imunofluorescência indireta. 

Numa série de outros ensaios, células N2a foram plaqueadas à concentração de 2x103 

células por poço (Lab-Tek de 8 câmaras) e após 24 horas submetidas ao tratamento com 

sobrenadante de cultura de células N2a infectada, sobrenadante de cultura de células N2a 

normal, meio axênico ou infecção pelo T.cruzi conforme o protocolo mencionado. 

Decorridas 48 horas do tratamento ou infecção, as culturas foram fixadas em 

paraformaldeído 4%, por 10 minutos à temperatura ambiente, e a detecção de proteínas 

de ECM definida por imunofluorescência indireta. 

O protocolo utilizado para a obtenção dos sobrenadantes será descrito posteriormente. 

No que diz respeito às culturas primárias de neurônios, as células foram inicialmente 

plaqueadas à concentração de 105 células/poço (placa de 24 poços de 16 mm2), e 

submetidas ou não à infecção pelo T. cruzi. Vinte e quatro horas após, as células foram 

fixadas em paraformaldeído 4%, sendo as proteínas de ECM detectadas por 

imunofluorescência indireta.  
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2.8. Obtenção de sobrenadantes de culturas infectadas e de meio axênico de cultivo 

de Trypanosoma cruzi 

A fim de obtermos os sobrenadantes para posterior utilização em nossos experimentos, 

células N2a foram plaqueadas à concentração de 4x104 células/ml em placas de Petri de 

35x10 mm2 (Nunc) sendo posteriormente submetidas ou não à infecção pelo T. cruzi. 

Decorridas 48 horas, os sobrenadantes das culturas controles, assim como das culturas 

infectadas, foram recolhidos para posterior utilização. 

Para a obtenção do meio axênico, formas tripomastigotas do T. cruzi foram cultivadas em 

meio completo à concentração de 1,6x106 parasitas/ml em placas de Petri de 35x10 mm2, 

sendo o sobrenadante recolhido após 48 horas de cultivo. 

Os sobrenadantes obtidos das culturas infectadas ou não, assim como o meio axênico, 

foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos à temperatura ambiente, o que 

possibilitou a precipitação de formas tripomastigotas do parasita que porventura 

pudessem estar presentes nos sobrenadantes. Este procedimento nos permitiu garantir que 

os sobrenadantes utilizados nos tratamentos realmente não continham o parasita. Após a 

centrifugação, ainda nos certificamos da ausência deste nos sobrenadantes adquiridos, 

através da observação dos sobrenadantes em microscópio ótico.  

 

2.9. Análise do ciclo celular em cultivos de células N2a  

As células N2a foram inicialmente plaqueadas à concentração de 105 células/mL em 

frasco de 25 cm2, e submetidas ou não à infecção pelo T. cruzi conforme protocolo 

mencionado. Decorridas 48h após a infecção, foi realizada  a análise do ciclo celular por 
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iodeto de propídeo de acordo com a técnica descrita por Vindelov (1977). As células 

foram obtidas por tripsinização, e incubadas por vinte minutos a 4°C, com 1mL da 

solução de Vindelov (Tris-HCl 3.4mM, pH=7.6, iodeto de propídeo 0.075 mM; NP-40 

(v/v); ribonuclease de pâncreas bovino 700 UL e NaCl 10mM). Todos esses reagentes 

foram obtidos junto à Sigma Co. As células foram então analisadas em citômetro de fluxo 

FACScalibur (Becton-Dickinson, San Diego, USA) utilizando-se o “software” Cell 

Quest, e determinação inicial de parâmetros de tamanho e granulosidade.  

 

2.10. Detecção de apoptose em células neuronais 

As células N2a foram inicialmente plaqueadas a uma concentração de 105 células/mL e 

submetidas ou não à infecção pelo T. cruzi conforme protocolo mencionado. Quarenta e 

oito horas após, as células foram tripsinizadas e incubadas com 150 µl de 7AAD (Sigma 

Co.) à concentração de 20 µg/ml para cada 5x105 células. A incubação foi procedida 

protegida da luz, a 4°C durante 20 min, e as células foram posteriormente analisadas em 

citômetro de fluxo utilizando-se o software Cell Quest. 

 

2.11. Preparação de esplenócitos enriquecidos em células T 

Visando a um enriquecimento in vitro de células T, os esplenócitos foram obtidos de 

camundongos normais ou no pico de parasitemia da fase aguda da infecção, isto é, 21 

dias. Para tal, o baço foi removido, macerado em presença de meio completo, e as células 

obtidas foram centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min à temperatura ambiente. O 

precipitado foi então ressuspenso e incubado durante 10 min com solução hemolisante de 

NH4Cl 0,85%. Após este período a atividade da solução hemolisante foi bloqueada com 
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15 ml de meio completo. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 1500 rpm por 10 min 

à temperatura ambiente, e o sobrenadante foi recolhido e descartado, sendo a viabilidade 

das células avaliada com azul de trypan. 

A amostra celular depletada de hemácias foi enriquecida em células T através de 

passagem em coluna de lã de nylon (Polysciences, Inc., Warrington, USA), conforme 

descrito por Julius e colaboradores (1973). Para tal, as colunas foram inicialmente 

lavadas com 40 ml de meio completo, sendo então acrescentada suspensão 2 x 108 células 

em 2 ml, e incubação à temperatura ambiente durante 1h. As células foram eluídas da 

colunas através de sucessivas lavagens com 40 ml de meio RPMI 1640. 

A eficácia desta metodologia foi avaliada por citofluorimetria utilizando-se anticorpos 

monoclonais anti-TCR/FITC, anti-CD4/PE e anti-CD8/Cy: obtivemos um percentual de 

aproximadamente 85% de células T no grupo controle e de 90% no grupo infectado. 

 

2.12. Adesão de linfócitos à linhagem N2a  

Células N2a foram inicialmente plaqueadas a uma concentração de 5x104 células/mL, e 

submetidas ou não à infecção pelo T. cruzi conforme protocolo previamente mencionado. 

Decorridas 48 horas após, as culturas controles assim como as infectadas foram co-

cultivadas com esplenócitos enriquecidos em células T (50 esplenócitos por N2a) 

derivadas de animais infectados ou não (conforme mencionado acima), durante 1 hora a 

37oC e em atmosfera de CO2, sendo os primeiros 30 minutos em repouso, e os demais em 

agitação a 60 rpm. As células não-aderentes foram delicadamente aspiradas, até que 

permanecessem apenas os esplenócitos aderidos às células N2a. 
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Após o ensaio de adesão, as co-culturas de células N2a e esplenócitos foram fixadas em 

metanol, coradas com Giemsa (Merck, Rio de Janeiro) durante 20 minutos à temperatura 

ambiente, e o número de esplenócitos aderidos por célula N2a, assim como o número de 

células N2a que apresentavam esplenócitos aderidos foi contado considerando-se um 

total de 300 células N2a. Os resultados foram expressos como um índice de adesão (IA), 

conforme previamente estabelecido em nosso laboratório visando avaliar a adesão de 

timócitos a células epiteliais tímicas (Lannes-Vieira et al, 1993; Lagrota -Cândido et al, 

1996; Mello-Coelho et al, 1997). Utilizamos a seguinte fórmula:  

 

             N2a com esplenócitos aderidos           esplenócitos aderidos às N2a 

IA =   --------  x      X  100   

                    N2a total                                                 N2a total  

Alternativamente, medimos a freqüência de esplenócitos aderidos, definida como a razão 

de células aderidas sobre o total de esplenócitos colocados para aderir. 

 

2.13. Avaliação citofluorimétrica do fenótipo dos esplenócitos aderidos. 

A avaliação fenotípica de sub-populações de linfócitos T foi realizada por 

citofluorimetria utilizando-se tripla coloração conforme descrito (Dalmau et al, 1999). Os 

esplenócitos aderidos sobre as células N2a foram obtidos através de agitação das culturas 

e sucessivas lavagens, plaqueados em microplacas de fundo em “V” à concentração de 

106 células/poço e incubados durante 30 minutos a 4º C com anticorpos monoclonais 

anti-TCRαβ/FITC, anti-CD4/PE e anti-CD8/Cy, ou anti-CD4/PE, anti-CD8/Cy, ou anti-

CD4/PE, anti-CD8/Cy e anti-VLA-4/FITC, ou anti-CD4/FITC, anti-CD8/Cy e anti-VLA-
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5/PE, ou anti-CD4/PE, anti-CD8/Cy e anti-VLA-6/FITC diluídos adequadamente em 

PBS/2% de soro bovino fetal. Após lavagem, as células foram recolhidas e fixadas em 

solução de PBS/azida sódica 0,05% contendo 1% de formaldeído, em volume final de 

200 µl por amostra, sendo analizadas por citometria de fluxo, utilizando o programa 

CellQuest. Para a obtenção da população celular a ser estudada, realizamos uma janela 

(“gate”) celular utilizando parâmetros de tamanho versus granularidade o que nos 

possibilitou a exclusão de debris ou células mortas. Nossas análises foram realizadas após 

obtenção de 10.000 a 40.000 células por amostra. Em alguns experimentos, também 

avaliamos a freqüência de de adesão de linfócitos T de fenótipo CD4+ ou CD8+. 

 

2.14. Participação da matriz extracelular na adesão de linfócitos T as células N2a  

Objetivando avaliar o papel dos elementos de ECM, fibronectina, laminina e colágeno 

tipo IV, na adesão de esplenócitos à cultura de células N2a, realizamos experimentos nos 

quais as culturas foram inicialmente plaqueadas à concentração de 5x104 células/mL em 

frascos de 25 cm2. Após 72 horas, as culturas foram tratadas durante 30 minutos com 

anticorpos específicos para laminina, fibronectina ou colágeno tipo IV, ou ainda com um 

anticorpo irrelevante, obtidos conforme já mencionado, utilizados à concentração de 10 

µg/ml conforme previamente descrito por nosso Laboratório (Villa-Verde et al, 1994). 

Após o tratamento, foi realizado o ensaio de adesão, seguido por fixação das culturas, 

coloração por Giemsa e determinação do índice de adesão. Cabe ressaltar que nestes 

experimentos as co-culturas foram realizadas entre os esplenócitos provenientes de 

camundongos infectados e as culturas de células N2a não-infectadas. 
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2.15. Avaliação estatística    

Para compararmos os índices de adesão entre as co-culturas tratadas com anticorpo anti-

ECM e a co-cultura controle, utilizamos o teste Tukey, que permite comparação 

estatística entre valores de índice. Os resultados foram considerados estatisticamente 

significativos quando p < 0,05. 
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3. RESULTADOS 
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3.1. Infecção in vitro de células do sistema nervoso central pelo Trypanosoma cruzi  

Considerando-se que durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi observa-se in vivo um 

intenso parasitismo em diversos tecidos, inclusive em células do sistema nervoso central, 

investigamos se células neuronais, oriundas da linhagem celular de neuroblastoma N2a, 

assim como cultivos primários de neurônios poderiam ser infectadas in vitro pelo T. 

cruzi. Observamos que, após seis horas de infecção, 30-40% das células N2a 

apresentavam-se infectadas pelo T. cruzi, enquanto que nas culturas primárias este 

percentual variou entre 20-25% (Fig. 1). No entanto, se levarmos em consideração que a 

relação n° de parasitas/n° de células neuronais foi de 20/1 para as células N2a e de 5/1 

para os neurônios de cultivos primários, é possível que a sensibilidade à infecção pelo T. 

cruzi dos neurônios de cultivos primários seja maior que à das células de neuroblastoma. 

 

3.2. Características gerais das células neuronais após infecção in vitro pelo 

Trypanosoma cruzi  

Observamos que a infecção pelo T. cruzi resultou em alteração no aspecto microscópico 

das células N2a, as quais apresentavam-se com um maior tamanho e com um aspecto 

vacuolizado quando comparadas às células das culturas não infectadas (Fig. 2 a-b). 

Alterações morfológicas semelhantes foram observadas nas culturas primárias de 

neurônios infectadas pelo parasita (dados não mostrados). 

Ao analisarmos parâmetros de tamanho e granulosidade por citometria de fluxo, vimos 

que as culturas de neuroblastoma infectadas apresentaram perfil de tamanho e 

granulosidade maior que culturas normais (Fig. 2 c-d). De fato, cerca de 60% das células 

oriundas de cultivos de 48 horas de infecção apresentavam-se maiores e mais granulosas  
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que os cultivos controles. Tal diferença correspondeu ao percentual de células infectadas, 

após 48 horas de cultura. 

Além disso, observamos diminuição de cerca de três vezes, no número de células N2a nas 

culturas infectadas quando comparadas com às culturas controles. 

Procuramos então verificar se este fenômeno seria acarretado por um aumento da morte 

celular e/ou por uma alteração no ciclo celular das culturas infectadas. Até o momento, 

realizamos um experimento, onde a infecção não acarretou aumento de morte celular, 

mas sim alteração do ciclo celular, com maior percentual de células na fase de síntese nas 

culturas infectadas quando comparadas às culturas controles (Fig. 3). 

 

3.3. A infecção in vitro pelo Trypanosoma cruzi modula a expressão de ligantes de 

matriz extracelular 

Sabendo-se que a infecção in vivo pelo T. cruzi  é capaz de modular a expressão de 

elementos de ECM em sítios diversos, incluindo sistema nervoso central (Silva et al., 

1999b), coração (Andrade et al.,1989) e órgãos linfóides (Lima-Quaresma, 1999), e ainda 

tendo em vista que a infecção in vitro de diferentes tipos celulares induz efeito similar 

(Farias-de-Oliveira, 2001; Corrêa-de-Santana, 1999), procuramos investigar se tal efeito 

também poderia ocorrer na infecção neuronal in vitro.  

Observamos inicialmente que tanto a linhagem de neuroblastoma como os neurônios 

oriundos de cultivo primário expressam constitutivamente fibronectina, laminina e 

colágeno tipo IV (Figs. 4-5). Por outro lado, a infecção pelo T. cruzi resultou em aumento 

da expressão de fibronectina, laminina e colágeno tipo IV, tanto nas células N2a quanto  
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nas culturas primárias de neurônios, sendo esta modulação evidenciada através de 

análises por imunofluorescência indireta (Fig. 6 a-d). 

Uma análise cinética mostrou que tal efeito poderia ser detectado 12 horas após a 

infecção, enquanto que no tempo mais precoce, 6 horas pós-infecção, não vimos 

diferença no padrão de ECM entre as culturas infectadas e não-infectadas (dados não 

mostrados). 

Cabe ressaltar, que a modulação dos ligantes de ECM não se apresentou restrita às 

células parasitadas da cultura infectada (dados não mostrados). 

Tais achados nos levaram a pensar que o parasita poderia estar modulando de forma 

indireta a expressão de ECM. Realizamos então experimentos nos quais as culturas não 

infectadas foram submetidas ao tratamento com sobrenadante oriundo de uma cultura 

infectada, ou alternativamente, com meio axênico de cultivo de T. cruzi. Observamos que 

o sobrenadante obtido a partir da cultura infectada foi capaz de acarretar um aumento de 

expressão de fibronectina, laminina e colágeno tipo IV; o mesmo não sendo observado 

em relação ao meio axênico de T. cruzi (Fig. 6 e-f). 

 

3.4. A infecção pelo Trypanosoma cruzi aumenta a adesão de linfócitos T sobre 

células neuronais 

Considerando-se o aumento da expressão de ligantes de ECM por células N2a mediante a 

infecção pelo T. cruzi, e ainda, a importância destas moléculas no processo de adesão e 

migração linfocitária, procuramos avaliar se a infecção poderia interferir no processo de 

adesão entre células do sistema imune, representadas por linfócitos T obtidos de 

camundongos infectados ou não, e células do sistema nervoso, representadas pela  
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linhagem de neuroblastoma N2a. Vimos que a infecção, de um dos sistemas ou de ambos, 

resultou em aumento na adesão de células T às células N2a, quando comparada à adesão 

de células T provenientes de camundongos não-infectados sobre culturas de N2a não-

infectadas. 

O aspecto geral das culturas, assim como a quantificação da adesão (conforme descrito 

no ítem Materiais e Métodos), podem ser observados na Figura 7. 

Nosso próximo passo foi determinar o fenótipo dos linfócitos T aderidos sobre células 

N2a, na presença ou ausência de infecção (in vivo ou in vitro). Através de análises 

citofluorimétricas, vimos que na ausência total de infecção ocorre um predomínio na 

adesão de células T CD4+. A adesão preferencial desta subpopulação celular também foi 

observada quando apenas a cultura de células N2a foi infectada, apesar de a proporção 

CD4/CD8 variar, já que nesta condição experimental, o aumento de adesão ocorreu 

devido à maior interação de células T CD8, enquanto que a adesão de T CD4 a células 

N2a permaneceu praticamente inalterada quando comparada ao grupo controle, ou seja, a 

co-cultura de N2a não-infectada e células T de animais não-infectados. 

Por outro lado, o aumento do índice de adesão observado quando esplenócitos derivados 

de animais infectados foram co-cultivados com N2a infectadas ou não, foi decorrente de 

um aumento na adesão tanto de células T CD4+ como de células T CD8+ (Fig. 8). 

 

3.5. A adesão de linfócitos T sobre células neuronais é mediada por interações 

envolvendo matriz extracelular 

Considerando haver um aumento dos ligantes e receptores de ECM mediante a infecção, 

respectivamente, na linhagem de neuroblastoma e nos esplenócitos (Lima-Quaresma,  
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1999), e ainda, um aumento na adesão de células T sobre células N2a na vigência de 

infecção pelo T. cruzi , decidimos avaliar se o aumento de ECM poderia estar 

favorecendo o evento de adesão, uma vez que estes elementos encontram-se intimamente 

envolvidos com os fenômenos de migração e adesão celulares. De fato, observamos que o 

tratamento prévio das culturas de N2a com anticorpos anti-fibronectina, anti-laminina ou 

anti-colágeno tipo IV, acarretou diminuição de adesão quando comparado aos valores 

obtidos após tratamento com anticorpo irrelevante. Por outro lado, não ocorreu uma 

diferença significativa ao compararmos os tratamentos entre si (Fig. 9). 

 

3.6. Modulação de receptores de matriz extracelular em esplenócitos, após adesão a 

células N2a 

A fim de melhor compreendermos os mecanismos moleculares envolvidos no fenômeno 

de adesão entre as células neuronais e células do sistema imune, optamos por analisar a 

expressão dos receptores de fibronectina e laminina (respectivamente, VLA-4, VLA-5 e 

VLA-6) na população de esplenócitos aderidos às células N2a após as diferentes 

condições de co-cultura. Para tal, determinamos os percentuais de células expressando 

alta densidade de cada receptor analisado (células VLA high). Observamos haver um 

predomínio de esplenócitos VLA-4high e VLA-5high quando esplenócitos de animais 

normais foram co-cultivados com células N2a controle ou infectada pelo T. cruzi. 

Resultado semelhante foi observado ao analisarmos a população de esplenócitos oriundos 

de animais infectados aderida à cultura de N2a infectada.  

Por outro lado, a análise dos esplenócitos de animais infectados após co-cultivo com 

células N2a controles, nos permitiu evidenciar um predomínio de esplenócitos VLA-6  
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positivos dentre a população de células aderentes. Também observamos aumento na 

densidade de VLA-6 ao compararmos a expressão desta molécula em esplenócitos 

infectados antes e após a co-cultura com N2a controle. 

O percentual de esplenócitos positivos para VLA-4, VLA-5 e VLA-6 antes, e após as 

diferentes condições de adesão pode ser observado na tabela 2. 

 

 

Tabela 2. Expressão de receptores de fibronectina e de laminina em esplenócitos 

enriquecidos em células T, após adesão in vitro a células N2a, na ausência ou 

vigência de infecção pelo Trypanosoma cruzi* 

 VLA-4 VLA-5 VLA-6 

SP N** 1,84 6,16 6,31 

N2a N x SP N 10,81 18,28 6,62 

N2a I x SP N 9,53 17,98 6,37 

SP I 18,39 8,51 17,26 

N2a I x SP I 21,98 27,23 6,35 

N2a N x SP I 18,81 13,75 31,83 

*Os valores mostrados correspondem aos percentuais de células expressando alta 

densidade de cada receptor. Tais valores são representativos de 3 experimentos 

independentes. **N2a N e N2a I referem-se as culturas não-infectadas e infectadas, 

respectivamente; SP N e SP I referem-se aos esplenócitos obtidos de animais não-

infectados e infectados, respectivamente 
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4. DISCUSSÃO 

 

 



 75 

 

 

No presente trabalho, desenvolvemos estudo in vitro sobre interações celulares entre 

neurônios e linfócitos T, em um contexto de infecção experimental pelo Trypanosoma 

cruzi, procurando avaliar a participação de componentes da matriz extracelular.  

Um dos aspectos que abordamos inicialmente foi a possibilidade de infectarmos 

neurônios in vitro, fossem essas células derivadas de um neuroblastoma ou de cultivos 

primários. Em ambos os casos houve infecção, corroborando a noção de que, apesar de 

raros, os neurônios podem ser infectados in vivo (Tanowitz, 1982). Nos modelos aqui 

avaliados, a infecção é patente e a presença de células infectadas (muito maior do que o 

observado in vivo) se deve parcialmente à exposição direta dos neurônios ao parasita, 

eliminando entre outras, a barreira hemato-encefálica.  

Por outro lado, em experimentos realizados mais recentemente, vimos que astrócitos 

também podem ser infectados in vitro (Fig. 10), e que a permissividade à infecção é 3-4 

vezes maior que aquela observada em neurônios, corroborando a maior infectividade 

observada in vivo (Da Mata, 2000 apud Vilela & Vilela, 1932). Assim, é possível que 

características diferenciais específicas a cada tipo celular, também contribuam para tal 

diferença de permissividade à infecção pelo T. cruzi. 

Já é bem estabelecido na literatura que a infecção de fibroblastos e células epiteliais pelo 

T. cruzi resulta na morte das células parasitadas (Brener, 1973; Ming et al., 1995). 

Entretanto, nossos ensaios avaliando a apoptose de células neuronais evidenciaram que a 

infecção da cultura de neuroblastoma não acarretou em um aumento da morte celular 

quando comparado à cultura controle. 
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Estes resultados corroboram com estudos recentes que propõe um papel protetor do T. 

cruzi, especificamente da trans-sialidase, após a infecção de células nervosas (Chuenkova 

et al., 2000; 2001). 

Por outro lado, apesar do aparente papel protetor da trans-sialidase sob células neuronais 

durante a infecção pelo T. cruzi, foi demonstrado que esta é capaz de induzir apoptose 

intratímica no complexo de células nurse (Mucci et al., 2002). 

Acredita-se que a sobrevivência de células neuronais induzida pelo próprio parasita (em 

contraste com a morte de outros tipos celulares que também são parasitados) possa 

minimizar as lesões neuronais observadas durante a infecção, o que conseqüentemente 

interfere com a relação parasita/hospedeiro, uma vez que o sistema nervoso é de 

fundamental importância para a manutenção da homeostasia (Chuenkova et al., 2001).  

Em um experimento realizado, evidenciamos aumento no percentual de células em 

síntese nas culturas de N2a infectadas quando comparado as culturas controles. Por outro 

lado, não foi observado um aumento proporcional no percentual de células em fase de 

G2/M nas culturas infectadas. Esses dados, apesar de necessitarem de confirmação,  nos 

permitem especular que a infecção poderia estar interrompendo o ciclo celular durante a 

fase de síntese.  

Por outro lado, será também necessário identificar, de forma precisa, se estas alterações 

são restritas às células parasitadas, ou se também poderiam ser observadas nas células 

não-parasitadas da cultura infectada. Nesse sentido, um aumento de fase S, poderia 

decorrer da síntese de DNA do parasita, e não da célula-hospedeira. Tal hipótese é 

sustentada pelos dados de citometria de fluxo de tamanho “versus” granulosidade, que 

nos permitiram evidenciar que o aumento de tamanho observado na cultura infectada foi 



 78 

propiciado pela população de maior granulosidade, a qual se deve muito provavelmente à 

presença de formas amastigotas do parasita no interior das células. Assim, teremos que 

efetuar experimentos envolvendo bromodeoxiuridina e posterior análise das culturas ao 

microscópio óptico, o que nos permitirá contar, de forma diferencial, apenas os núcleos 

em fase S das células neuronais.  

Nossos estudos envolvendo detecção de ECM demonstraram que a infecção pelo T. cruzi 

acarretou aumento de fibronectina, laminina e colágeno tipo IV na linhagem de 

neuroblastoma e nos neurônios oriundos de cultivo primário. 

Tendo em vista as semelhanças de comportamento observadas entre as culturas de N2a e 

as culturas primárias, usamos células N2a para a realização dos experimentos 

subseqüentes. 

Também notamos que a modulação de ECM nas culturas de neuroblastoma infectadas 

mostrou-se tempo-dependente, não ocorrendo nas primeiras horas após a infecção. Isto 

poderia sugerir que o aumento de ECM necessite de síntese “de novo” das diferentes 

moléculas, e não signifique apenas um aumento na secreção. Experimentos utilizando 

técnicas de “immunoblotting” e “northenblotting” serão necessárias para demonstrar 

respectivamente uma possível modulação dessas proteínas e dos RNA mensageiros 

correspondentes. 

Os mecanismos envolvidos na modulação de ECM pela infecção ainda não se encontram 

esclarecidos. Entretanto, nossos resultados evidenciando aumento na deposição de 

fibronectina, laminina e colágeno tipo IV em culturas de neuroblastoma tratadas com o 

sobrenadante de culturas infectadas sugerem que a modulação destes elementos poderia 

ser, tanto resultado direto da interação parasita/célula hospedeira, quanto conseqüência 
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desta interação. O parasita poderia assim interferir com a produção de fatores solúveis 

produzidos por células nervosas, os quais poderiam interagir com a própria célula 

parasitada, ou com células não-infectadas, resultando em aumento da expressão de ECM. 

A modulação de ECM no SNC também parece ocorrer após a infecção experimental pelo 

T. cruzi. Foi demonstrado, em um estudo “in vivo” utilizando camundongos, que durante 

a fase aguda da infecção ocorre aumento da expressão de ECM em diversas regiões do 

SNC (Silva et al., 1999b). 

Nossos resultados também sugerem que os neurônios poderiam ser um dos tipos celulares 

envolvidos no aumento de produção de ECM durante a infecção pelo T. cruzi. 

Foi ainda evidenciado por Silva e colaboradores (1999) que o aumento de ECM no SNC 

não se encontra necessariamente relacionado à presença de antígenos ou formas 

amastigotas do parasita. Assim, tais resultados reforçam nossa hipótese de que a 

modulação de ECM durante a infecção pelo T. cruzi poderia estar ocorrendo de forma 

indireta, e que isto também poderia ser observado in vivo. 

Em experimentos realizados mais recentemente, o aumento da expressão de ECM durante 

a infecção pelo T. cruzi também foi observado em culturas primárias de astrócitos 

oriundos do SNC, conforme evidenciado na figura 11.  

Outros tecidos e tipos celulares também apresentam modulação de ECM após a infecção 

pelo T. cruzi. Neste contexto, estudos “in vivo”, utilizando modelos experimentais, 

demonstraram um aumento de ECM no coração e no timo durante a fase aguda da 

infecção (Andrade et al, 1989; Savino et al., 1989). Além disso, estudos “in vitro” 

desenvolvidos em nosso Laboratório demonstraram esta modulação em células epiteliais  
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tímicas, linhagem de fibroblastos, assim como em cultura de células adeno-hipofisárias e 

da cortex adrenal (Farias-de-Oliveira, 2001; Corrêa-de-Santana et al., 1999). 

Por outro lado, vimos que antígenos do parasita liberados em meio axênico não são 

capazes de modular a expressão de fibronectina, laminina ou colágeno tipo IV por células 

N2a. Entretanto, foi demonstrado por Pinho e colaboradores (2002) que a adsorção de 

antígenos do T. cruzi à células (linhagens de células epiteliais, musculares e fibroblastos) 

não-infectadas é capaz de aumentar a deposição destes componentes de ECM. 

Os resultados diferentes por nós obtidos poderiam ser explicados pelos diferentes 

protocolos experimentais utilizados, incluindo a concentração de antígenos do T. cruzi 

adicionada às culturas celulares. Assim, não podemos descartar a hipótese de que em 

maiores concentrações os antígenos do parasita também poderiam modular a expressão 

de ECM em nosso sistema. 

Considerando-se o aumento de ECM em células neuronais infectadas in vitro pelo T. 

cruzi, e tendo em vista a importância destes elementos nas interações celulares, 

poderíamos sugerir que este fenômeno implicaria em maior interação entre estas células e 

células do sistema imune, as quais são de fato detectadas em regiões do SNC durante a 

fase aguda da infecção pelo T. cruzi. 

Confirmando nossa hipótese, o presente trabalho mostra que a infecção in vitro pelo T. 

cruzi acarretou aumento da interação entre células neuronais (neuroblastoma) e células do 

sistema imune (esplenócitos enriquecidos em linfócitos T), evidenciando também que 

esta interação é, pelo menos em parte, mediada pelos elementos de ECM estudados, uma 

vez que o bloqueio destas moléculas com anticorpos específicos resultou em diminuição 

significativa do índice de adesão de esplenócitos à células N2a. Reforçando esse 
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conceito, cabe salientar que nosso modelo de interação neurônio/linfócito T é de natureza 

alogênica (N2a derivadas de um camundongo suiço e esplenócitos derivados de 

camundongos BALB/c), e portanto, em princípio, não envolvem interações TCR/MHC. 

No entanto, ainda não podemos formalmente descartar a hipótese segundo a qual a 

adesão células N2a/linfócitos T CD8+ é parcialmente mediada por interação MHC classe 

I/TCR. Nesse sentido, experimentos de bloqueio de adesão induzido por anticorpos anti-

MHC classe I serão realizados em breve. 

Ainda assim, nossos resultados sugerem que fibronectina, laminina e colágeno tipo IV 

também possam estar mediando estas interações in vivo, uma vez que a presença do 

infiltrado inflamatório no SNC de camundongos durante a fase aguda da infecção é 

observada principalmente em associação a moléculas de ECM (Silva et al., 1999a). 

Por outro lado, a ausência de um bloqueio total da adesão em nossos experimentos sugere 

que outras moléculas possam estar mediando a interação entre células neuronais e 

esplenócitos. Além da hipótese (ainda que improvável) citada acima, uma possibilidade 

seria a interação entre ICAM-5 (expresso em neurônios) e LFA-1 (expresso em 

leucócitos), uma vez que a interação entre estes tipos celulares pode ser bloqueada in 

vitro com o uso de anticorpos monoclonais específicos para estas moléculas (Tian et al., 

2000). 

O envolvimento dos ligantes e receptores de ECM nas interações celulares durante a 

infecção pelo T. cruzi foi demonstrado em nosso Laboratório, por Silva-Barbosa e 

colaboradores (1997). Neste trabalho, os autores usaram um modelo, no qual células T 

CD4+ obtidas do baço de animais chagásicos crônicos eram transferidas em local 

adjacente a um coração de animal neonato, previamente transplantado no pavilhão 
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auricular de receptores adultos singênicos normais (isto é, que nunca foram infectados 

pelo T. cruzi). Nesta condição experimental, ocorria destruição do tecido cardíaco 

transplantado; destruição esta que era bloqueda quando as orelhas eram tratadas por 

anticorpo monoclonal anti-laminina, ou quando os linfócitos eram tratados com anticorpo 

anti-receptor de laminina VLA-6. Ainda neste mesmo estudo, ficou patente que o 

bloqueio da interação laminina/VLA-6 gerava um acúmulo de células inoculadas fora do 

transplante, sugerindo fortemente bloqueio da migração celular, portanto independente de 

interações MHC/TCR. 

Além da migração celular propriamente dita, a adesão de linfócitos a células não-

linfóides pode ser mediada por ECM. Este é o caso da adesão de linfócitos tímicos a 

células do microambiente tímico (ver revisão Savino et al., 2002). Neste caso em 

particular, foi demonstrado em nosso Laboratório que o fenômeno de adesão 

timócito/célula epitelial tímica é de fato mediado por ligantes e receptores de ECM, e 

independe da ligação MHC/TCR (Villa-Verde et al., 1994). Além disso, o fenômeno é 

tão conservado filogeneticamente que pode ocorrer, não apenas em situação alogênica 

mas também xenogênica (Moreira-Ramos, 1999). 

Ao analisarmos os resultados obtidos nas diferentes condições experimentais aqui 

avaliadas, podemos sugerir que o aumento de ECM em culturas de células N2a (derivada 

de camundongo suiço) após a infecção in vitro propiciou uma maior interação de adesão 

com células T de baço proveniente de animais BALB/c normais, quando comparamos 

com a interação observada na ausência de infecção.Este resultado está de acordo com o 

conceito de que elementos de ECM participam da adesão heterocelular, e que um 

aumento da disponibilidade destes elementos poderia  facilitar tal interação. 
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Vimos ainda que as co-culturas envolvendo esplenócitos provenientes de animais 

infectados apresentaram um maior índice de adesão quando comparado às co-culturas 

envolvendo esplenócitos de animais normais. Este resultado poderia ser explicado pelo 

aumento da expressão de receptores de ECM (VLA-4, VLA-5 e VLA-6) observada em 

esplenócitos de camundongos durante a fase aguda da infecção (Lima-Quaresma, 1999), 

o que de novo, possibilitaria uma maior interação celular. 

A análise das subpopulações de linfócitos T aderidas às culturas de neuroblastoma nos 

permitiu perceber que a infecção acarretou maior aumento da adesão de células T CD8+ 

quando comparado à adesão de células T CD4+. Corroborando com os nossos resultados, 

foi demonstrado predomínio de células T CD8+ em relação às células T CD4+ no 

infiltrado inflamatório presente em regiões do SNC durante a fase aguda da infecção 

(Silva et al., 1999a). É interessante notar que a análise fenotípica dos linfócitos CD4+ e 

CD8+ aderidos evidenciou de maneira geral, aumento no percentual de células 

expressando alta densidade dos diferentes VLAs. Tais diferenças devem-se 

provavelmente ao fato de células expressando maior densidade desses receptores 

aderirem mais facilmente aos cultivos neuronais. 

Concluímos assim que a infecção de células nervosas pelo T. cruzi resulta em aumento na 

expressão de elementos de ECM, e que tal modulação provavelmente está relacionada 

com alterações de adesão células do sistema imune e células nervosas. 

Estas interações mediadas por ECM envolvendo células nervosas e linfócitos no contexto 

da infecção T. cruzi ainda não haviam sido evidenciadas. Neste contexto, o modelo 

utilizado pode ser visto como relevante para uma melhor compreensão de alguns 
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mecanismos celulares e moleculares possivelmente envolvidos na gênese das lesões 

observadas no sistema nervoso durante a infecção pelo T. cruzi. 

Considerando os nossos resultados, poderíamos sugerir que a infecção pelo T. cruzi 

resultaria em alterações na expressão de elementos de ECM no SNC, os quais poderiam 

também estar sendo sintetizados por neurônios e astrócitos, além de células classicamente 

envolvidas com a síntese destas moléculas. Além disso, a presença do T. cruzi no 

parênquima do SNC, e no interior destes e outros tipos celulares, poderia propiciar um 

aumento na síntese de ECM, não só das células parasitadas, mas também de outras 

células do microambiente. Tal fenômeno poderia decorrer da estimulação de fatores 

solúveis por células parasitadas, conforme sugerimos em nossos experimentos, e/ou da 

presença de antígenos do parasita, conforme mostrado por Pinho e colaboradores (2002). 

Como se sabe, durante a fase aguda da infecção observa-se um infiltrado inflamatório no 

SNC, com predomíno de linfócitos T CD8+ (Silva et al, 1999). Tendo em vista nossos 

resultados, a interação de natureza adesiva de linfócitos T, particularmente com 

neurônios, poderia estar aumentada na vigência da infeção chagásica, sendo mediada por 

elementos de ECM. Poderíamos então imaginar que linfócitos T (principalmente células 

CD8+) ativados por antígenos do T. cruzi na periferia, uma vez presentes no SNC 

apresentariam maior adesividade as células neuronais, o que poderia contribuir para o 

reconhecimento imunológico destas células (uma vez que foi demonstrado na literatura 

que antígenos do T. cruzi apresentam um mimetismo molecular com células nervosas) e 

consequente lesão das mesmas. 

Como conseqüência do infiltrado inflamatório, uma grande quantidade de citocinas 

estaria sendo liberada, o que poderia contribuir para a quebra de tolerância, possibilitando 
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que linfócitos naive, capazes de reconhecer antígenos próprios também fossem ativados, 

o que poderia contribuir para a destruição de células neuronais e de outras células do 

SNC. 

Tais mecanismos poderiam explicar porque, apesar de raramente parasitados, e 

possivelmente protegidos da apoptose mediante a infecção pelo T. cruzi, os neurônios são 

lesados durante a fase aguda da infecção pelo Trypanosoma cruzi. 

Em conclusão, nosso trabalho mostra que, pelo menos em condições in vitro, há um 

envolvimento de ligantes e receptores de matriz extracelular na interação entre linfócitos 

T e células neuronais, interações estas que possivelmente ocorrem na infecção 

experimental pelo T. cruzi in vivo.  aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa                            
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