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InteragOes Linfdcitos/células nervosasn vitro, na infecgéo experimental pelo

Trypanosoma cruz: possivel participacdo da matriz extracelular.

RESUMO

A Doenca de Chagas, cujo agente etioldégicoTéypanosoma cruzié considerada uma
parasitose endémica que acomete mais de 18 mitt@awlividuos nha América Latina.
Uma parte destes apresenta acometimento do sist@mwaso central e periférico. Vem
sendo descrito, durante a fase aguda da doencatenso infiltrado inflamatorio em
regides do tecido nervoso. Entretanto, os mecasigmeolvidos no aporte de células T e
nas interagdes celulares neste tecido permaneceoo @sclarecidos. Assim, utilizamos
neste trabalho um modela vitro visando a estudar as interacdes entre células T de
camundongos na fase aguda de infeccdo e célulasnags) exemplificadas por uma
linhagem de neuroblastoma murino (N2a), e por meastdo cortex cerebral oriundos de
cultivo priméario. Em particular, procuramos avabarinteracdes mediadas por elementos
de matriz extracelular (ECM), os quais sabidamedie capazes de interferir com 0s
eventos de migracéo celular.

Inicialmente, observamos que células N2a e neusdd@ cultivo primario expressam
constitutivamente proteinas de ECM (laminina, fitectina e colageno tipo V), cuja
presenca € aumentada na vigéncia de infaogé@tro peloT. cruzi

Também pudemos notar aumento na adesao de célaasélulas N2a quando estas sdo
infectadadn vitro e/ou quando os linfécitos T sdo oriundos de aninmdéctados. Este
fenbmeno é mediado, pelo menos em parte, por etemee ECM, visto que pdde ser
bloqueado por anticorpos anti-fibronectina, antiil@ina e anti-colageno tipo IV.

Nossos resultados indicam, assim, que ligantescept@es de ECM encontram-se
envolvidos na interacdo células T/células neurgreaigual pode ocorrer apds infeccao

experimental peld. cruzi
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In vitro lymphocyte/nervous cell interactions inTrypanosoma cruzi experimental

infection: a possible role for the extracellular marix.

ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protoZoggpanosoma cruziis an endemic parasitic
disease affecting more than 18 million individuald.atin America. Part of these patients
develop symptoms related to the disorders in thiplperal and central nervous system. It
has been described, during the acute phase of ifeasg, an intense inflammatory
infiltrate in the nervous tissue, but the mechafsndriving T cells to this tissue
remain(s) to be clarified. We used ianvitro model to study the interactions between T
cells derivedT. cruztinfected mice and neurons, herein exemplified H®y N2a murine
neuroblastoma cell line, as well as by a brainesederived primary culture of murine
neurons. In particular, we looked for extracellulaatrix (ECM)- mediated interactions,
known to affect T cell migration.

We first showed that N2a cells and the primarywel of neurons constitutively express
the ECM proteins, laminin, fibronectin and collaggpe IV and that such an expression
is upregulated upo. cruziinfectionin vitro.

Moreover, adhesion of peripheral T cells was enbdn@s compared to non- infected
conditions) when N2a cells were infectiedvitro, or when T cells were derived froim
cruzi infected mice. This likely represents an ECM- magseti event since it could be
partially inhibited with anti-ECM antibodies.

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

cell/neuronal interactions that may occur followihgeruziinfection.
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1.INTRODUCAO
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As interacOes celulares entre o sistema imuneigen® nervoso central (SNC) parecem
desempenhar papel relevante na manutencdo da hesiao€Entretanto, em diversas
condicbes patoldgicas este equilibrio pode ser rqdeb acarretando uma série de
consequéncias para 0 organismo.

Além das interacdes j& bem conhecidas, como aquedaadas pela ligacdo entre o
receptor de células T no linfocito e o complexangpal de histocompatibilidade na
célula-alvo, outros mecanismos moleculares podegawernar tais interacdes. Um deles
poderia envolver os componentes da matriz extrceECM) e seus receptores,
sabidamente importantes nos processos de migracfaoithria. Nesse sentido, sabe-se
gue a expressdo de ECM no SNC encontra-se altecadarso da Doenca de Chagas.

E neste contexto que inserimos nosso trabalho, prabeiramos investigar se a infec¢éo
experimental peld. cruzipoderia acarretar uma modulacdo da expressao be@oC
células nervosas, e como uma possivel alteracdasde®léculas poderia interferir com
interacdes entre as células do sistema imune é&séo SNC, particularmente aquelas
mediadas por ligantes e receptores de ECM.

No entanto, antes de discutirmos nossos resultaptenos por introduzir uma série de

dados, que, a nosso ver, facilitardo a compreeyeab de nosso trabalho.

1.1. InteragBes Imunoneuroenddcrinas

Atualmente, j& € bem estabelecida na literaturdsaéacia de uma interacao bidirecional
entre o sistema imune e 0 eixo neuroenddcrino.eNestexto, o sistema imune pode
sofrer influéncia direta do sistema nervoso atradés suas inervacdes e/ou ser

influenciado por horménios liberados na correntegaénea em conseqiéncia de uma
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interacdo neuroenddcrina envolvendo o hipotalamdhipfise e outras glandulas

enddcrinas.

Conforme detalhado abaixo, as evidéncias a respai® chamadas interacdes
imunoneuroenddcrinas surgiram a partir de um cadojale observacdes: a) receptores
para citocinas, hormoénios, neurotransmissores sepeptideos sdo compartilhados por
células dos sistemas imune, endocrino e nervossubtancias produzidas por estes
sistemas coexistem em tecidos nervoso, enddécriiméoede; ¢) mediadores provenientes

do sistema imune séo capazes de modular a func&steéona neuro-enddcrino e vice-

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

1.1.1. Interacdes entre o sistema imune e o sistema endiier.

Foi demonstrado que citocinas como interleucindt66), IL-1, fator de necrose
tumorala (TNF-a), IL-2 e interferony (IFN-y) sdo capazes de modular a funcgao
hipofiséria (revisado por Saviret al, 1999), tendo sido também evidenciada a existéncia
de receptores para diversas citocinas em glandua® adrenal, tiredide, pancreas,
testiculos e ovarios (revisado por Besedovsky e R, 2001), sugerindo que estas
glandulas também possam estar sendo influenciadas cipocinas classicamente
produzidas pelo sistema imune.

Por outro lado, sabe-se que células do sistemaeirambém expressam receptores para
diversos hormonios, como por exemplo, corticostie®i horménios sexuais, horménio
do crescimento, prolactina, insulina e triiodotiran (revisado por Ashwell et al, 2000;

Savino e Dardenne, 2000; Besedovski e Del Rey,)2001
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A existéncia de receptores hormonais em célulasisterna imune poderia sugerir que
horménios provenientes do sistema enddcrino padergstar interferindo com a
atividade do sistema imune. Por exemplo, foi okedavque hormdénios hipofisarios séo
capazes de aumentar a expressao de ligantes doresede matriz extracelular em
células epiteliais timicas e consequentemente @espima maior interacao entre estes
elementos e os timécitos (revisado em Savino eddaug 2000; Savino et al, 2002).

Por outro lado, verificou-se que horménios timidass como timulina, timosinal, a
timopoietina e o fator humoral timicg2, sdo capazes de interagir com ceélulas
hipotalamicas e hipofisarias, modulando a secrelggborménios e de neuropeptideos,
podendo inclusive (no caso da timulina) modulaetajgesia (Savino e Dardenne, 2000).
Além disso, hormonios tidos anteriormente como deregdo exclusiva do sistema
endocrino podem ser produzidos por células doadoibide. Dentre estes, destacam-se
o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH),faendorfina, o horménio do crescimento e a
prolactina (Savino et al, 1999). Foi demonstragmaique o sistema enddcrino € capaz
de sintetizar substancias classicamente produpilassistema imune, como as citocinas.
Dentre estas, pode-se citar a produgédo de IL-2, €1L-6 por células hipofisarias de

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

1.1.2. InteragOes entre 0 sistema imune e 0 Sistemarvoso.

As primeiras evidéncias de uma interacdo diretee@d sitemas nervoso e imune advém
de observacbes anatdmicas, quando foi evidenciado fipras do sistema nervoso
inervavam orgaos linfoides primarios e secundaRasteriormente, observou-se que tais

inervacdes ndo se encontravam restritas as regijasentes aos vasos sanglineos no
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interior destes 6rgdos, mas eram também obsensmldsngo do parénquima destes.
Estas evidéncias sugeriam que o sistema nervoseripddterferir com a atividade do
sistema imune de duas maneiras: controlando o ftekdar através da regulacdo motora
dos vasos, e agindo diretamente em células donsistaune (revisado em Elenkev al,
2000).

A deteccdo de noradrenalina no interior de érgéd8idles primarios e secundarios fez
com que essa molécula fosse inicialmente apontaated © principal neurotransmissor
liberado nos tecidos linfoides (revisado por Elan&bal,2000).

Observou-se também que a inervagdo noradrenérggtasntecidos parece ser regional e
especifica: zonas com predominio de células T, dfegns e plasmdécitos séo
intensamente inervadas, quando comparadas asgemide ha predominio de células B
(Feltenet al, 1985).

A hipotese de que a noradrenalina pudesse intecagir células do sistema imune foi
confirmada através da deteccdo de recepfizesdrenérgicos na superficie de linfocitos
B, célulasnatural killer (NK), células dendriticas, linfécitos ThO e Thlaf8erset al,
1997; Ramer-Quinet al, 1997; Kohm & Sanders, 1999).

Atualmente sabe-se que o sistema nervoso, atravie/acao noradrenérgica, € capaz
de interferir com a fisilogia do sistema imune, tigggando nos processos de
hematopoiese, diferenciacéo intratimica de timéait@tivacao linfocitaria (revisado por
Elenkovet al,2000).

No que diz respeito a ativagao linfocitaria, adadi-se que a noradrenalina era capaz de
induzir preferencialmente uma resposta do tiporirdfanto, estudos recentes sugerem

gue a acao da noradrenalina na ativagdo das cél@sisria relacionada com o momento
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em que ocorre a exposicao a este neurotransmiSs@ngonet al, 2001). Assim, foi
sugerido que uma célula T CD%haive”, ao ser ativada na presenca de noradremaie
diferenciaria em célula Thl, capaz de produzir adevquantidade de IFN-Por outro
lado, uma célula ja diferenciada em Thl e postmeote exposta a noradrenalina
passaria a ter sua producao de NFiminuida (Swansoet al, 2001).

Uma das evidéncias de interacdes entre o sistemmeine o0 sistema nervoso
parassimpético é a existéncia de receptores moexerina superficie de timdcitos
(Gordon et al.,, 1978; Hadden, 1977; Maslinskiletl®88, Strom et al., 1977), os quais
poderiam sofrer influéncia da acetilcolina no prdpimo, ou em sitios periféricos.
Entretanto, estudos demonstrando a presenca dss fimlinérgicas no timo ainda séo
controversos, e acredita-se que a inervacao cgloaneste 6rgdo seja minima, quando
comparada a inervacao noradrenérgica (Ader 2G01).

Em relacdo aos oOrgdos linféides secundarios, foiectlda a existéncia de
acetilcolinesterase em fibras nervosas no intetgfinfonodos (Bellinger et al., 1985).
Entretanto, ainda permanece em estudo se estas §&o realmente colinérgicas, e como
poderiam estar influenciando na fisiologia do sistemune.

Além de ser influenciado pelos neurotransmissorégssicos, noradrenalina e
possivelmente acetilcolina, vem sendo demonstradoogsistema imune também sofre a
influéncia de neuropeptideos como a substancia Peptideo intestinal vasoativo (VIP),
guein vitro sdo capazes de interferir com a producéo de Ibfxplulas T (Naganet

al., 1994; Maggiancet al, 1994 ). Além disso, vem sendo evidenciada aepigs de
neuropeptideo Y em 6rg0s linféides (Lundbet@l, 1988; Weiheet al,, 1989; Weiheet

al., 1991).
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Por outro lado, sabe-se que hormdnios e citociradugidas pelo sistema imune também
sdo capazes de interferir com a atividade do sstenvoso em condi¢des fisioldgicas e
patoldgicas. Neste contexto foi demonstrado qus, ILL--7, IL-9 e fator de crescimento
transformadof3 (TGF{3) encontram-se envolvidos na regulacdo da difeaghoi
neuronal, e que IL-2 e IL-6 s&o capazes de alteravitro, o padrdo de secrecao do
hormonio de liberacdo de corticotrofina (CRH) peurdnios hipotalamicos (Arat al,
1993).

Em condi¢des patoldgicas, citocinas pro-inflamasjriprincipalmente a ILBL IL-6 e
TNF-a, sdo capazes de interagir com o eixo hipotalaméfise-adrenal (HPA)
modulando a producéo de catecolaminas e glicoéatts (revisado por Rivest, 2001).
Foi demonstrado que ILBLé capaz de interagir com células da barreira hemat
encefalica e induzir a producdo de prostaglanda-& qual se difunde para o
parénquima cerebral sendo capaz de induzir fektamdar fibras do sistema nervoso
simpatico, e induzir a transcricdo e producao délGiRque consequientemente culmina
com a ativacado do eixo HPA, producao de glicocoidies e modulacdo da resposta
inflamatoria (revisado por Rivest, 2001).

Acredita-se que IL-6 e TNE-possuam mecanismo de acdo semelhante ao da, k-1
gue IL-6 seja capaz de estimular diretamente asgnie CRH e o eixo HPA (revisado
por Rivest, 2001).

Além desta interacdo bidirecional entre estes ramte em que neuropeptideos
produzidos pelo sistema nervoso séo capazes deeritea fisiologia do sistema imune,
e citocinas sintetizadas por este sdo capazedattenr na atividade do sistema nervoso,

sabe-se que o sistema imune também é capaz déasemeropeptideos, assim como o
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sistema nervoso é capaz de produzir citocinas (Atet., 2001). Tendo em vista este
conceito, pode-se facilmente imaginar que desvaislfgicos em um desses sitemas

poderiam afetar o outro.

1.2. A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, antropozoonose também conhexd® tripanosomiase
americana, constitui ainda hoje um grave probleensadide publica para varios paises da
Ameérica do Sul e América Central. Estima-se a érisa de 18 a 20 milhdes de
individuos infectados (OMS, 2002).

Sabe-se que esta doenca é amplamente distribuidacontinente americano,
predominando principalmente em regides da ArgentiBeasil, Chile, Uruguai e
Venezuela, locais onde o precario nivel sécio-ecood de algumas areas endémicas
favorece a domiciliacdo do vetor da doenca. NoiBras maiores taxas de prevaléncia
sao observadas no Rio Grande do Sul (sudeste esteyjoem parte de Sdo Paulo
(nordeste e regido de Sorocaba), Minas Gerais ndui@ Mineiro, oeste, norte e
Jequitinhonha), Goias, sul de Tocantins, e algwtades do Nordeste, especialmente
Paraiba, Pernambuco, Piaui e Ceara (Cetréh, 1996).

A doenca de Chagas apresenta como agente etiold@iggpanosoma cruzprotozoario
flagelado descrito inicialmente por Carlos Chagas inicio do século passado,
pertencente a famili@rypanosomatidae ao subgénerSchizotrypanumA transmissao
deste parasita a hospedeiros vertebrados ocomeéatde um vetor invertebrado, um
inseto hematofago pertencente a fanReduviidaee a subfamilidriatomina (Siqueira-

Batistaet al, 1996).
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Apoés a ingestdo de sangue contaminado com tripayotet sanguineos pelo vetor, o
parasita passa por uma seérie de alteracdes queinavdim com a conversdo do
tripomastigota em epimastigota. Uma vez que estasas atingindo o intestino
posterior, irdo se transformar em tripomastigotagagiclicos, processo denominado
metaciclogénese.

Durante o ato da succ¢éo do sangue de vertebraglustares depositam na pele, proximo
ao local da solucdo de continuidade recém-formama, formas tripomastigotas
metaciclicas juntamente com as fezes. Ao cocagiaaerritada pela picada do vetor, o
individuo leva formas tripomastigotas metaciclipasa a intimidade da pele, as quais
posteriormente irdo atingir a corrente sanguinetear em contato com células do
sistema mononuclear fagocitario .

Apds o contato e consequente invasdo destas ¢adut@sasita passa a forma amastigota
(intracelular), capaz de se replicar no interios dalulas hospedeiras. Posteriormente,
ainda no interior celular, ocorre a tranformacao fdenas amastigotas em formas
tripomastigotas, as quais rompem as células irdasta atingem a circulacao sanguinea,
podendo infectar novas células deste hospedeirsecem sugadas juntamente com o
sangue por um vetor. Desta forma, o ciclo de trésssin doTl. cruzié mantido (Siqueira-
Batistaet al, 1996).

Além da via de transmissdo vetorial, também podelsstacar como formas de
transmissdo do parasita a transfusdo sanguineanspkante de 6rgéos, a infeccdo por
acidentes em laboratorios e a via transplacent@vésado por Tafuri, 1987).

A infeccdo peloTrypanosoma cruziepende de diferentes caracteristicas relacioreaaas

parasita, envolvendo o tropismo da cepa infectargesonstituintes antigénicos, a carga
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parasitaria inoculada, a morfologia, a viruléncia patogenicidade. Depende, ainda, de
caracteristicas relacionadas ao hospedeiro, coon@xgmplo, a constituicdo genética, a
resisténcia natural e a resposta imune. No sewminjesses fatores determinam a
intensidade com que esta patologia ir4 se desesryohodulando direta ou indiretamente
as fases da doenca.

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinasscels: aguda e cronica. A fase
aguda é caracterizada pela presenca de tripomastigo sangue periférico do individuo
infectado, além de um consideravel parasitismalteti(revisado por Andrade, 1991), e
pode apresentar-se de forma assintomatica ou siidomatica, ou através de
manifestacdes clinicas que envolvem febre, taqliaesplenomegalia e adenomegalia.
Em menos de 50% dos individuos na fase aguda elecéd, pode-se observar a presenca
de edema bipalpebral unilateral (sinal de Roman®), guntamente com o chagoma
cutaneo (leséo focal, nodular, arroxeada e endiaezn regides da pele), representam a
porta de entrada dos parasitas, e habitualmenteas@mpanhados por uma adenite
satélite (Andrade & Andrade, 1998).

A fase cronica pode apresentar-se em uma formatermdimada, encontrada em
individuos assintomaticos, sem alteracfes cardialossrvaveis no eletrocardiograma e
sem alteracdes do transito do tubo digestivo. Emtte, esses individuos apresentam
evidéncias parasitologicas e/ou soroldgicas deqdie peldl. cruzi.

A fase crbnica pode ainda apresentar-se com mtagtess clinicas, caracterizadas por
lesbes em alguns oOrgdos e presenca de mega-sisdramgespeito de uma baixa
parasitemia. Neste contexto, o coracdo € um dodosrgnais afetados pela doenca,

ocorrendo também um importante comprometimento rdto tgastrointestinal e do
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sistema nervoso, independente do tropismo difeakapresentado pela cepaTecruzi
envolvida na infeccao.

As principais manifestagdes clinicas observaddasecronica estdo relacionadas com o
coracdo e com o trato gastrointestinal. Estimaise 2% dos pacientes nesta fase
apresentem alguma sintomatologia cardiaca, enqupu@®t% e 3% podem apresentar
sintomas relacionados ao trato gastrointestinab esistema nervoso, respectivamente

(OMS, 2002).

1.2.1. O Sistema Imune na Doencga de Chagas

Um dos aspectos relativos a resposta imune na dan€hagas refere-se a imunidade
inata. Nesse contexto, postulou-se fprenas tripomastigotas e amastigotasTdaruzi
seriam capazes de induzir uma resposta imune iestimulando a sintese de citocinas
como IL-12, TNFe e IL-13 por macrofagos, o que conseqlentemente seria ckgpaz
ativar células NK que por sua vez produziriam NBlimentando ainda mais a ativacao
dos macroéfagos (Gazzinelli e Brener, 1997).

Conforme j4 € bem estabelecido na literatura, estaesinas produzidas pela resposta
imune inata na fase inicial da infeccdo sdo capdeestivar preferencialmente uma
resposta do tipo | em relacdo a uma resposta do Itjpo que é de fundamental
importancia para o controle da parasitemia durarfitse aguda.

Ainda em relacdo a importancia da resposta imuneomrole da parasitemia apos a
infeccdo experimental pel®. cruzi diversos grupos demonstraram a participacdo de
macrofagos, células NK e IFNETorricoet a.l, 1991; Silveet al, 1992; Gazzinellet al,

1993).
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No que diz respeito & resposta imune adaptativap&ervado que as células T CR&io

as principais envolvidas na contencdo da multipficaparasitaria, uma vez queTo
cruzi apresenta multiplicacdo citossélica e é classiosnepresentado via MHC de
classe I. Entretanto, foi demonstrado que animaificidntes em células T CD4
apresentam niveis elevados de parasitas circulantésciduais, sendo estes niveis
comparaveis aos observados em animais que apresatgkecdo do gene dB,-
microglobulina. Isto sugere que os linfocitos T CO#1, preferencialmente ativados
pelo parasita, sejam de fundamental importancia paativacdo das células T CD8
principalmente através da producéo de IL-2 e VHXevisado por Brener e Gazzinelli,
1997).

Foi ainda evidenciada importante participacdo die@pos especificos contralo cruzi,
tanto no controle da parasitemia na fase iniciaddanca, quanto na manutencédo dos
baixos niveis de parasita durante a fase cron@as@do por Umekita e Mota, 2000;
Krautz et al, 2000). Neste contexto, observou-se que a foripantiastigota dd'. cruzi
apresenta, em sua superficie, algumas glicoprateiapazes de inibir a ativagdo do
sistema complemento e conseqientemente a lise dsitpa sendo a ativagdo do
complemento dependente da interagdo parasita-gdi¢krautzet al, 2000).

Sabe-se que a fase aguda da infeccdo pode setrecaeta por uma série de alteragbes
no sistema imune. Dentre estas, destaca-se a aivagliclonal de linfocitos B e T
envolvendo principalmente os fenétipos CRETCRS', respectivamente (Mindpriet

al., 1986b, 1989). Considerando-se que tais fené8pancontram associados a doengas
autoimunes (Marcost al, 1988), alguns autores sugeriram que a ativacéol@ul

inespecifica poderia favorecer o aparecimento es&ek observadas em alguns 6rgaos
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durante a fase cronica da doenca. Contudo, os isauas) envolvidos no processo de
ativacdo policlonal ainda ndo estdo bem estab@gcideste contexto, foi evidenciado
gue glicoinositolfosfolipidios presentes na supefda forma tripomastigota da cruzi
sdo capazes de ativar linfocitos B de forma indfipace induzir a producédo de IgM,
IgG1 e 1gG3 (Benteet al, 1996). Aléem disso, demonstrou-se o envolvimeatgouma
proteina presente no parasita (TcPA 45) com agio/@oliclonal de células B (Reina-
San-Matrtinet al.,, 2000b).

Em conjunto, esses dados sugerem que O parasitasi pgd, exerceria uma acao
mitogénica sobre os linfocitos B. No entanto, fenbnstrado experimentalmente que a
deplecdo de células T CD4 é capaz de impedir déstacao policlonal, indicando a
participacao deste tipo celular neste processodpio et al, 1986b).

Outro fenbmeno observado durante a fase aguddedz@o diz respeito a uma marcante
imunossupressdo humoral e celular, o que, paranslgutores, é consequéncia da
ativacdo policlonal (Minépriet al, 1989).

Ainda em relacdo ao sistema imune, foram descatBsacdes em 6rgdos linféides
primarios e secundarios. No timo de animais infimdgpor exemplo, foi observada uma
severa atrofia na regido cortical, acompanhadagkegio de células CD@D8" (Savino

et al, 1989; Leite- de- Moraest al, 1991; Martinset al, 1994). Foram também
observadas algumas alteragbes funcionais caradeszpor aumento na atividade
citotoxica inespecifica de timdcitos, diminuicdo dEsposta proliferativa e possivel
distarbio na migracdo e diferenciacéo intratimieacélulas T (Leite de Moraex al,
1994; Cotta de Almeidat al, 2001). Além disso, formas amastigotas foram datieas

no parénquima deste 6rgao (Savwal, 1989).
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No que diz respeito aos 6rgaos linféides secunslafim observado por Mindprio e
colaboradores (1989) aumento no tamanho e no nuwehercélulas dos linfonodos
subcutaneos e do baco, possivelmente relacionagwoaesso de ativacdo policlonal.
Porém, foi mostrado em nosso Laboratorio que liofms mesentéricos sofrem atrofia
(De Meis, 1998). Além disso, existe uma alteragdoapertorio de células T nos 6rgaos
linféides periféricos (Leite de Moraes al, 1994), o que talvez decorra de um escape de
células imaturas do timo (Mendes-da-Cruz, 2000).

Também foram descritas alteracdes em ligantesepti@es de ECM nos 6gaos linfoides
secundérios durante a fase aguda da infeccdo meedl peloT. cruzi tendo sido
observado aumento na expressao de fibronectinaniteane de seus receptores em
regides do parénquima do baco e linfonodos, e atnmenexpressao de VLA-4, VLA-5
e VLA-6 na superficie de linfocitos obtidos de @agdinfoides periféricos, sendo este

aumento predominante em linfécitos T CBima-Quaresma, 1999).

1.2.2. Autoimunidade na Doenca de Chagas

A idéia inicial de que um componente autoimune psdeestar envolvido na
fisiopatologia da Doenca de Chagas foi baseada aaiosd experimentais que
demonstraram que anticorpos circulantes proverseti¢éepacientes e camundongos na
fase cronica da infeccdo pelb. cruzi sGo capazes de reconhecer especificamente
antigenos oriundos do coragéo. Posteriormente éamfibi visto que linfocitos T capazes
de reconhecer antigenos do tecido cardiaco e res&msobservados em camundongos e
pacientes chagésicos (revisado por Kierszenbau@9)1Entretanto ainda ndo se sabe de

forma conclusiva se os fendmenos autoimunes oldesveeriam desencadeados pelo
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parasita, e posteriormente afetariam antigenosripgd@gomo conseqiéncia de um
mimetismo molecular, ou se seriam desencadeadewmiente por antigenos proprios
apenas expostos ao sistema imune apés uma legfieategerada pelo parasita.

No que diz respeito a existéncia de um mimetismtecotar entre antigenos proprios do
hospedeiro e d. cruzi,foi demonstrado que células T obtidas de lestetiarzas de
pacientes com miocardiopatia durante a fase crodeainfeccdo sdo capazes de
responderjn vitro, ao estimulo com miosina humana (cadeia pesadainea proteina
B13 do parasita (Cunha-Netet al, 1996a). Posteriormente, este mesmo grupo
demonstrou que células T obtidas de pacientes ®red@ capazes de responder a
miosina cardiaca quando sensibilizadas previamantétro, com a proteina B13 db.
cruzi (Abel et al, 1997). Desta forma, estes autores propuserandupaate o curso da
infeccdo peloT. cruzi poderia ocorrer a sensibilizacdo de clones delageiT CD4
circulantes mediante o reconhecimento de antigateogproteina B13 do parasita.
Posteriormente, ao circular pelo tecido cardiasta populacdo celular seria ativada por
macrofagos apresentando a miosina cardiaca, o rgpécipria o desenvolvimento das
lesBes teciduais observadas durante a fase crdaidaenca.

Por outro lado, a existéncia de uma ativacdo polal mediada por antigenos do
parasita, conforme sera posteriormente abordadteroativar clones de linfécitos T e
B autorreativos capazes de reconhecer antigenpagsdrevisado por Minéprio, 2001).
Neste contexto, o parasitismo tecidual e a presdagama resposta inflamatéria contra
antigenos do parasita poderiam induzir a expredsdmoléculas co-estimulatérias e
possibilitar a apresentacdo de antigenos do pr@pganismo (revisado por Reina-San-

Martin et al , 2000a).
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Alguns estudos vém sendo realizados a fim de metloonpreender os possiveis
mecanismos de autoimunidade que poderiam estadvein® nas lesdes observadas
durante a fase cronica da infeccdo. Desta formaréposto um modelo experimental
onde o coracdo de camundongos isogénicos neoréosansplantados na orelha de
camundongos adultos. Foi observado que em camuasomgrmais, os transplantes
permaneciam viaveis por longo periodo. Entretaqi@ndo o camundongo receptor era
cronicamente infectado peld. cruzi observou-se severa rejeicdo do coracao
transplantado. Além disso, foi verificado que asfaréncia de células T Ch4btidas

de camundongos na fase cronica da infeccdo, paemiao adjacente ao transplante
singénico em camundongos nao-infectados foi cagadetencadear um processo de
rejeicdo nos coracdes transplantados (Ribeiro dogoSet al., 1992; Silva-Barbosat

al., 1997), sugerindo que este tipo celular seria calgareconhecer de forma cruzada
antigenos do parasita e antigenos presentes do tridiaco.

Entretanto, Tarletoet al. (1996) discordaram desses achados, sustentanigdtade de
gue uma inflamagéo grave ocorre somente quandoasifzaesta presente no transplante,
mostrando que d. cruzi € ndo um processo autoimune, seria responsalelefato
observado nos experimentos com o coragao tranagiadie camundongo neonato.
Contestando esta hipdtese, e favorecendo a idéi@ndolvimento de fendmenos
autoimunes como um dos responsaveis pelas les8esvallas durante a fase crbénica da
infeccdo, € o fato de que em alguns 6Orgéos a parsia do parasita ndo € o suficiente
para causar um processo inflamatério. Além dissiqbtido a partir de um camundongo
infectado peloT. cruzi um clone de células T CD4apazes de rejeitar transplante

cardiaco singénico (Ribeiro-dos-Sanebvsl, 2001).
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Em relacdo a participacdo de fendmenos de autodtadeicomo um dos envolvidos na
génese das lesbes observadas no sistema nerv@sdedarDoenca de Chagas, alguns
trabalhos demonstraram a presenca de células mdeares em infiltrados
inflamatdérios nas meninges, leptomeninges e espaeowasculares (revisado por
Pittella, 1993; Prata, 1994), inclusive na ausédeainhos de parasitas. Corroborando
esta hipétese, foi demonstrado a existéncia de famdia de proteinas, localizada na
superficie do flagelo do parasita, cuja sequéntiz@a regido carboxiterminal apresenta
um mimetismo com o tecido nervoso de mamiferos (Vaarhis et al, 1993). Neste
contexto, foi evidenciado que anticorpos contra tabteinas sdo capazes de reagir de
forma cruzada com uma proteina presente no axéséambém com células do plexo
mioentérico (Van Voorhis e Eisen, 1989).

Outros autores também observaram fendmenos autegmmsistema nervoso durante a
infeccdo peloT. cruzi células T CD24 reconhecem de forma cruzada antigenos do
parasita e componentes do sistema nervoso centrastidos de resposta proliferativa, e
anticorpos reconhecendo estruturas de neurdnibdagéla glia, componentes da bainha
de mielina, no sangue de pacientes e modelos expatiais de infeccdo pelo parasita
(Lopes e Ribeiro-dos-Santos, 1979; Chaatesl, 1993; Spinellat al, 1992).

Entretanto, diversos estudos sugerem que a peasi@o parasita durante a fase crbnica
seria responsavel pelas lesdes observadas dustatiasge da infeccdo. A perpetuacéo do
T. cruzino organismo dos individuos com lesdes em érg&osemmo coragdo, trato
gastrointestinal e sistema nervoso, poderia eskacionada a carga parasitaria inoculada,
a viruléncia da cepa e a eficiéncia da respostaeénuontra o parasita durante a fase

aguda da infeccdo. Tarletat al. (2000), por exemplo, empregando um modelo de
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camundongos com delecdo do gene de Stat6, o quahcsmtra envolvido na via de
sinalizag&o intracelular de células T CD#h2, relataram diminuicdo da severidade da
doenca na fase crbnica, paralela & diminuicdo dasjpas observados no coragdo e
tecidos musculares esqueléticos. Outros autorermraram haver uma associacao
entre uma maior carga de parasitas na fase cr@aigafeccdo e um aumento relativo de
células Th2 no infiltrado inflamatorio observada iesdes cardiacas (Reis et al, 1997).
Em estudo realizado em camundongos, foi demonsigadodurante a fase cronica da
doenca, ha persisténcia do parasita nos tecidas sfm observadas as principais lesdes
desta fase, ou seja, coracgdo, trato gastrointéstinaisculos esqueléticos (revisado por
Tarleton e Zhang, 1999). Neste contexto, Jones lab@@dores (1993) utilizando
cadaveres humanos, constataram que o DNA do mamsitdetectado, através de PCR,
nos tecidos cardiacos daqueles que apresentararardi@mpatia durante a fase crénica da
infeccdo, enquanto que o material genético do panado pdde ser detectado em tecidos
cardiacos de pacientes sem miocardiopatia.

Estudos semelhantes realizados por Zhang e Tametomodelo murino na fase crénica
da infeccdo também revelaram a existéncia de umalagdo entre a persisténcia do
parasita e as lesbes observadas nos tecidos dnalig4996). Corroborando estes
estudos, Higuchet al. (1993), analisando tecidos cardiacos de pacieotesdoenca de
Chagas, demonstraram haver uma correlacédo entesenga do parasita e um infiltrado
inflamatério. Assim, os autores sugeriram que &tércia de um infiltrado inflamatério
em tecido cardiaco, e conseqientemente o0 possigséndolvimento de uma

cardiomiopatia, seriam dependentes da presencardsifa ou pelo menos de parte deste.
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Entretanto, ao analisarem fragmentos de tecidaiazars humanos, outros autores ndo
conseguiram demonstrar correlacdo positiva entneeasidade do infiltrado inflamatério
e a presenca do parasita, mesmo utilizando técomwesderadas extremamente sensiveis

(Olivares-Villagomezt al, 1998; Palominet al, 2000).

1.2.3. Alterac¢des no Sistema Nervoso observadasbeenca de Chagas

Em 1911, Vianna observou pela primeira vez o acomeeto de células do sistema
nervoso central, incluindo as regifes do cérelutiydoe medula espinhal, durante a fase
aguda da Doenca de Chagas. Posteriormente, Chadidlel®@ em 1922 realizaram os
primeiros estudos demonstrando que as alterac@Esvalolas durante a fase aguda da
infeccdo ndo eram restritas ao sistema nervosoat€B8NC), mas também acometiam o
sistema nervoso periférico (SNP), autbnomo, e gdsghtéricos.

Durante a fase aguda da doenca estima-se que 18%adtentes desenvolvam uma
forma severa de encefalite, sendo a maioria degtescas menores de 2 anos de idade
(revisto por Pentreath, 1995). O falecimento deptasentes ocorre em quase todos o0s
casos, sendo resultante do proprio acometimentbi@rou da miocardite chagasica
aguda, geralmente intensa (Pittella, 1993).

Os achados histopatologicos observados no SNC téuaaiase aguda da infeccéo, tanto
em humanos como em modelos experimentais, incluarasipismo em regides do
cérebro e medula espinhal, intenso infiltrado m#&drio nas meninges, leptomeninges e
espacos perivasculares, aumento das leptomeniedesya cerebelar e formacdo de
nodulos contendo astrocitos, células da microghacrofagos e neutréfilos (Pittella,

1993; Prata, 1994; Da Matta et al., 2000).
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A intensidade da encefalite pode variar nos paggeobm a forma aguda assintomatica
ou leve, sendo observada apenas em focos espatsase mesmo inexistente. J& nos
pacientes imunocomprometidos, a encefalite € gerakn muito mais grave, com
tendéncia a necrose e a hemorragia (Queiroz, 18vidfo por Pittlla, 1993).

Formas amastigotas do cruzi,descritas em regides do SNC, podem ser observadas
interior de astrocitos, microglia e células endaigl Os neurbnios sdo raramente
parasitados, mas a presenca de formas amastigniaterior destas células foi descrita
por alguns autores (Pittella, 1991 apud Vilela keldj 1932; Tanowitz et al., 1982).
Embora raramente parasitados, os neurdnios perdemn®rfologia tipica e séo
destruidos por mecanismos relacionados, ou nasesenca do parasita. Em estudos
utilizando caes como modelo experimental, foi destraido que os neurdnios localizados
proximos aos sitios inflamatérios sdo raramenteagi@dos, sendo a degeneracao
observada considerada inespecifica (Queiroz, 1Pitgjla et al., 1990).

E provavel que a entrada da cruzino SNC ocorra através de vasos sanguineos.
Entretanto, o acesso do parasita via liquor, prelvaente devido a uma lesdo no plexo
coroide, também é uma hipotese aceitavel, e queréborada pela presenca freqliente
de T. cruzino liquor, inclusive em pacientes sem sintomasahégicos (Hoff et al.,
1978).

Pouco se sabe a respeito das lesfes histopatddgic&NC durante a fase crbnica da
infeccdo. De fato, o acometimento do SNC durantasa crbnica da doenca ocorre
raramente, e a reativacao da infeccdo durantdasstgpode ocorrer (apesar de raramente)
em pacientes imunocomprometidos. Recentemente @&wnodstrada regressdo do

infiltrado inflamatorio em regides do SNC durantiase cronica da infec¢édo. Entretanto,
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neste estudo os sintomas neuroldgicos observadmompmantemente durante a fase
cronica, ndo estavam relacionados a presenca aéabtec O predominio dos sintomas
durante esta fase da doenca poderia ser explicalds fesfes geradas durante a fase
aguda, uma vez que todos os animais estudadosvdbsgam encefalite durante esta
fase. Desta forma, lesdes geradas durante a fada dg infeccéo deixariam sequelas, as
guais se manifestariam durante a fase cronicaa(8thal., 1999a).

Por outro lado, as alteracbes no SNP durante a de@@ica sdo freqlientemente
observadas, principalmente na inervacdo cardiata plexo de Auerbach. Alteragfes
anatémicas e fisioldgicas foram demonstradas, mtonodelos experimentais como em
humanos, em fibras sensoriais periféricas, neusdmotores, ganglios espinhais e no
nervo ciatico (Losavio et al., 1993).

Apesar do acometimento do sistema nervoso seritedesde que a Doenca de Chagas
foi descoberta, os mecanismos envolvidos na gédasdesdes, e a extensdo destas,
ainda permanecem pouco esclarecidos. Alguns auwtéragpropondo o envolvimento de
mecanismos imunolégicos. Corroborando esta hipotédse demonstrado que a
transferéncia de células T, oriundas de camundongdase cronica da infeccao, para
camundongos nao-infectados acarreta no desenvalionde lesdes inflamatorias no
SNC (Said et al.,, 1985; Hontebeyrie-Joskowicz et &4P987). Também foram
evidenciados anticorpos circulantes que reconheestnuturas cerebrais e células de
Schwann no SNP (Ribeiro-dos-Santos et al., 197%si6oet al., 1974; Khoury et al.,
1979), durante as fases aguda e crbnica da doaléga,de componentes da bainha de

mielina (Chaves et al, 1993; Spinella et al, 1992).
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Conforme mencionado acima, um dos mecanismos paxppara o reconhecimento de
estruturas do sistema nervoso durante a infecchBo Tpecruzi é a existéncia de um
mimetismo molecular entre o parasita e antigenosistema nervoso. Desta forma, foi
demonstrado por Petri e Van Voorhis (1991) mimatismolecular entre diversos
antigenos ddl. cruzie antigenos lipidicos e protéicos do tecido nervaszntre os
antigenos lipidicos foram descritos, neste trababhudfolipideos e sulfogalactoses,
estando estes presentes apenas na mielina e gdlaiss

Em relacédo aos antigenos protéicos foram deschitas proteinas, de 25 e 160 kDa (F1-
160, encontrada no flagelo do parasita), e quesaptam mimetismo molecular com uma
proteina de 48 KDa presente no cérebro de camundoagem axbnios de nervos
periféricos (Van Voorhis & Eisen, 1989).

Cabe ressaltar, que anticorpos capazes de reconhgu®teina F1-160, presente no
parasita, foram detectados em humanos e em modefEsimentais; ja 0os anticorpos
capazes de reconhecer a proteina de 25 kDa desé&dtaapazes de gerar paralisia letal
guando transferidos passivamente para camundongosnfectados (Petry e Van
Voorhis, 1991).

Corroborando a hipétese de que mecanismos autogputessem estar envolvidos nas
lesbes observadas no SNC, foi demonstrado queiltraidd inflamatorio detectado
durante a fase aguda da infeccdo ndo se encomasagiamente relacionado a presenca
de formas amastigotas e/ou antigenos do paradita €6al, 1999a). No entanto, ndo se
pode afastar a hipétese de que antigenos do pardsittenham sido detectados pelas

técnicas utilizadas.
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Pouco se sabe a respeito da natureza do infiltnaiitomatorio observado no SNC,
principalmente durante a fase aguda da infeccdioeidenciado que células T CD8
predominam ao lado de macréfagos, estando as éluf@aD4 em menor quantidade
(Silva et al, 1999a). Entretanto, os mecanismos envolvidogparte deste infiltrado
celular ao sistema nervoso, assim como 0s mecasisnaeculares envolvidos nas
interacdes entre células do sistema imune e célltasistema nervoso, durante a
infeccdo peloT. cruzi, permanecem pouco esclarecidos. Uma possibilideda s
existéncia de iteracdes mediadas por ECM, que @agidte sdo relevantes na migragao
de leucdcitos para sitios de inflamacéo (revisamo/aday & Lider, 2000).

No que diz respeito a expressao dos ligantes e@tmes de ECM no SNC durante a
infeccdo peldrl. cruzi foi demonstrado, em camundongos, um aumento plesséo de
fibronectina e laminina nos espacos perivasculamess regides da meninge,
leptomeninge, plexo cordide e membrana basal degsvaangiineos durante as fases
aguda e crbnica da infeccdo. Também foi observadaumento da expressaoa4, a5

e a6 integrinas nos vasos do tecido cerebral (Silval.etLl999b). Neste mesmo estudo,
foi evidenciada a presenca de células positivas périntegrina eab-integrina no
infiltrado inflamatdrio, as quais estavam localiaagréximas da fibronectina detectada
nos espacos perivasculares, sugerindo uma pagémpae componentes da ECM,
especialmente da fibronectina na entrada e migraegar no interior do parénquima
cerebral.

Entretanto, ndo ha estudos avaliando diretameteaeagbes celulares, particularmente o
evento de adesao, entre células do sistema neeMo¥dcitos de animais infectados pelo

T. cruzi
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1.3. InteragOes entre matriz extracelular e célulado sistema imune

Conforme mencionado anteriormente, a interacace dntfécitos e ECM é mediada
principalmente por uma subfamilia da familia dasgrinas.

As integrinas sdo proteinas transmembranares dete¥ocas, formadas por cadeias
polipeptidicas ¢ e ) unidas entre si por ligacbes ndo-covalentes aeld por Hynes,
2002). O sitio de ligagdo com as moléculas de E@Mqge ser formado por sequéncias
de ambas as subunidades, e o dominio citoplasnddEantegrinas faz conexdo com o
citoesqueleto possibilitando uma sinalizacéo irdar (revisado por Ivaska & Heino,
2000).

Atualmente, vinte e quatro heterodimerdys formados por oito diferentes cadefas
dezoito subunidades sdo conhecidos, sendo que uma subunidguEde se ligar a mais
de uma subunidad& Além disso, sabe-se que uma integrina pode aedignais de um
ligante de ECM (revisado por Ivaska & Heino, 2000).

Diversas integrinas estdo envolvidas na interagdtoe ediferentes tipos celulares e
elementos de ECM. No que diz respeito aos linf&citoi demonstrado que os principais
receptores envolvidos pertencem a subfanfilia(revisado por Hynes, 2002) também
conhecida como VLA (do Inglégery late antigeh Nesta subfamilia, diferentes cadeias
o podem se unir a cadefl, constituindo diferentes integrinas, as quaidigaam a
diferentes componentes da ECM. Assim, foi demodsttpie os principais receptores de
fibronectina expressos na superficie dos linféctosdo o VLA-4 e o VLA-5 4B1 e
o531 integrinas, respectivamente). J4 a integrina \BLAei identificada como o

principal receptor de laminina em linfocitos T humoa (Shimizu et al, 1990).
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A interacdo entre ligantes e receptores de ECMpézcde desencadear mecanismos de
ativacdo intracelular que culminam com a modulag@aliversas respostas biologicas.
Nesse sentido, foi evidenciada a importancia destaacdo no processo de migragcéo e
diferenciacdo intratimica (revisado por Savieb al 2000; Schmeissner, 2001), na
inducdo de morte por apoptose de timocitos dupftipos no timo (Takayamat al,
1998), na ativacdo de células T Cliimanas (Yamadet al, 1991) e na migracéo de
células T para tecidos especificos na periferiecS@éeseet al, 1991).

Além de interagir diretamente com células do siatémune, os elementos de ECM séo
capazes de se ligar a diversas citocinas e quin@scimodulando desta forma a atividade
linfocitaria (revisado por Vaday e Lider, 2000).9e contexto foi descrito que a ligacao
de quimiocinas a ECM é capaz de criar um gradigateoncentracdo fundamental para
direcionar a migracao linfocitaria (Gilat al, 1996; Lideret al, 1995, revisado por Epler
et al 2000), além de induzir a adeséo de linfocitosfib@nectinain vitro (Carret al,
1996).

Cabe ressaltar que a expressao de integrinas e#fisigdos linfocitos (e outros tipos
celulares) € modulada através da interacdo comlemsertos de ECM (Diamond &
Springer, 1994; Shimizu & Hunt, 1996). Isto pernmitadancas de avidez e afinidade nas
moléculas de integrina (Dinamond & Springer, 19®§zzoni & Hemler, 1998),
possibilitando uma interagédo dindmica e controktee os linfécitos e 0 microambiente

gue os cerca.
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1.4. Expresséo de componentes de matriz extracelulao sistema nervoso central

Até 1962, a existéncia de ligantes e receptoresE@® no sistema nervoso era
controversa. Embora ja estivesse bem estabele@dzsanca destes elementos em outras
estruturas do organismo, alguns pesquisadoresi@asv@t que as células do sistema
nervoso encontravam-se tdo unidas, que ndo sessivpb a existéncia de uma matriz
entre elas (Horstmann, 1962). Atualmente, apesairta serem relativamente poucos
0s estudos a este respeito, € sabido que a ECMresnte e desempenha importante
funcdo no SNC e SNP, incluindo diferenciacdo eiferalcdo celular, morfogénese e
manutencdo do funcionamento e da estrutura dovsstervoso (Reichardt & Tomasseli,
1991; Venstrom & Reichardt, 1993; Gikttal, 1996). Além disto, a ECM esta envolvida
na formacéo de sinapses, crescimento axonal eeeggio de neurdnios danificados em
decorréncia de neoplasias e edemas cerebrais (Rutkd 988).

A distribuicdo e a concentracdo dos elementos diel BG SNC variam ao longo do
desenvolvimento e durante a vida adulta. Assimamtera ontogénese do SNC pode ser
observada uma elevada expressdo de laminina enditiina em diversas regioes,
principalmente em locais onde sdo observados ungsagdio neuronal, estando estas
moléculas envolvidas com a migracdo de célulasomais e com o0 crescimento axonal
(Pires-Neto, 1999; Novak e Kaye, 2000). Entretamtogxpressao destas moléculas
diminui ao final do desenvolvimento, sendo obseamgada vida adulta, em condicbes
fisiologicas, apenas ao redor dos vasos e naacedo tecido nervoso com a pia-mater
(Venstrom e Reichardt, 1991).

O colageno tipo IV também pode ser observado derrardesenvolvimento do sistema

nervoso, em regides da crista neural, medula espil@imina basal dos nervos periférico,
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juncdo neuromuscular e interior do encéfalo. Eattet durante a vida adulta, apenas
pequenas quantidades desta molécula podem settadieteano parénquima cerebral,
particularmente na membrana basal dos vasos (Rtitdal988).

Além das glicoproteinas citadas acima, as quaanfoalvos do nosso estudo, outras
moléculas de ECM também podem ser detectadas nq §N@do as proteoglicanas, a
tenascina e a trombospondina os principais coimggidesta matriz (Aquinetal, 1984;
Novak e Kaye, 2000).

Apesar da expressao de algumas moléculas de ECMsiwve de fibronectina, laminina e
colageno tipo IV, diminuir ao longo do desenvolvittte e durante a vida adulta
encontrarem-se restritas a algumas regides do $H@, sendo demonstrado que a
expressao destas moléculas no SNC é modulada #dedntes tipos de lesao (revisado
por Stichel & Mdller, 1998). Por exemplo, h4 um amio de laminina e colageno tipo
IV apos lesdo de medula espinhal, sendo este aarabsérvado na regido da lesdo e em
regides do parénquima, préximas ao local aondeao léi induzida (Tuszynski et al.,
2002).

As principais células descritas na producédo de EPls lesdo do SNC sao os astricitos
(Smith et al., 1986; McKeon et al., 1991; Canningle 1996; Fitch & Silver, 1997;
Powel et al., 1997; Davies & Silver, 1998; Fildérak, 1999), os macréfagos (Davies et
al., 1999; Jones et al., 2002), uma populacédo Heaséprogenitoras oligodendrogliais
(Fawcett & Asher, 1999; Filder et al., 1999; Askeral, 2000; Jones et al., 2002), e as
células de Schwann, as quais sdo capazes de niigr&NP para o local da lesédo

(Tuszynski et al., 2002).
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Considerando-se a relevancia dos elementos de E@Mfisologia do SNC e

considerando-se a importancia deste sistema paraamutencdo da homeostasia,
poderiamos imaginar que alteracbes na expressdasdewoléculas, associadas a
diferentes patologias, gerasse um estimulo hamot& como consequéncia, um afluxo

de leucdcitos para o local.

1.5. Objetivos

Estudos anteriores vém demonstrando que a infguel@ol. cruzicursa com diversas
alteracfes no sistema imune e em érgdos-alvo carnoagao e o sistema nervoso.
Dentre as modificacdes observadas, podemos ci@teaacdes dos elementos de ECM,
as quais vém sendo correlacionadas com distUrkldomidracao linfocitaria, e com a
génese da miocardiopatia.

Conforme mencionado, o0 SNC também ¢ afetado dumanteso da Doenca de Chagas,
sendo observado um infiltrado inflamatério em regid@e parénquima, além de um
aumento na expressdo de proteinas de ECM tais fibrooectina, laminina e coladgeno
tipo IV. Entretanto, ndo h& estudos evidenciandaigjtipos celulares poderiam estar
envolvidos na sintese de ECM nesta condicdo patalog nem como um aumento
destas moléculas poderia interferir com as intesa@htre células do sistema imune e
células de tecido nervoso, particularmente céluasonais.

Considerando-se a importancia dos elementos de B@Mabordagem poderia ser
relevante para uma melhor compreensdo dos mecanistoteculares envolvidos na
interacdo de linfocitos T com células neuronaisnfieccdo peldl. cruzj tendo em vista
gue este tipo celular € raramente parasitado, ergoanismos de autoimunidade vém

sendo implicados na génese das lesdes neuronasvathas durante a infeccédo pelo
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parasita. Uma das maneiras de se abordar est@gueatrealizacdo de experimentos em
condicOes desfavoraveis a existéncia de interad@R/MHC, de modo a melhor
identificarmos aquelas interacbes mediadas por Bd&dte contexto inserimos 0 NOSSo
trabalho. Assim, utilizando um modelo vitro, procuramos analisar as seguintes
guestoes:

- Como a infeccéo pel®. cruzipoderia interferir na expressao de elementos dd &
células neuronais oriundas do SNC?

- Como tal infeccdo poderia interferir na interagdtre linfocitos e células neuronais, e

qual seria o envolvimento de ligantes e receptdedSCM nesta interagdo?
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2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Animais

Camundongos isogénicos BALB/c machos, com idadeee®ite 8 semanas foram
fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais deotatidrio da Fundacdo Oswaldo
Cruz. E importante ressaltar que, todos os proaautios envolvendo animais, foram
realizados de acordo com as normas estabelecidpeadas no protocolo PO 145-02
pelo comité de ética em experimentacdo animal diestituicdo. Em cada tipo de
experimento, foram incluidos pelo menos 5 anima&scdda grupo (ndo-infectados e

infectados peld. cruz).

2.2. Cultivos de células neuronais

2.2.1. Cultura da linhagem N2a

O clone N2a foi estabelecido a partir de um neasibma espontaneo em camundongo
albino, originado a partir de células da medulantsp (Klebe e Ruddle, 1969). Em
nosso laboratdrio, esta linhagem celular foi calfix em atmosfera com 5% de GO37°

C, e mantida em meio completo (RPMI 1640, supleatentom soro bovino fetal 10%,
10mM de HEPES, 100.000 UI/L de penicilina, 2mM deglitamina, e 1% de piruvato
de sddio), obtidos junto & Gibco/BRL (GaithersbigA).

A manutencdo das culturas foi realizada atravésudessivas passagens: ao atingirem
estado de semi-confluéncia, as células N2a fordmmetidas a digestdo enzimética a
temperatura ambiente durante cinco minutos, comc&ol de tripsina 0,25% e EDTA
0,02%, preparada em salina livre de calcio e magr{ph 7,2). Em seguida, as células
foram lavadas por centrifugacéo (1200 rpm por Subosm a 24°C) em meio suplementado

com 10% de soro bovino fetal. Apds serem lavadas¢hilas viaveis foram contadas em
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camara de Neubauer (utilizando-se o método de s&mlpelo azul de trypan,) e
plaqueadas em frascos de 25°diunc, Roskilde, Dinamarca) a uma concentracdo de

2,5 x 16 células/ml.

2.2.2. Cultura priméria de neurdnios

As culturas primarias de neurdnios foram obtidagsc®do com o método descrito por
Gomes e colaboradores (1996), sendo gentilmentedasedpelo Laboratério de

Morfogénese Celular, Departamento de Anatomia,itinst de Ciéncias Biomeédicas,
Universidade Federal do Rio de Janeiro. De acoain este protocolo, camundongos
suicos de 15 dias fetais foram decaptados, osroéréwram removidos em condicbes
estéreis e transferidos para uma solucdo tampasalitea-fosfato (8% NacCl; 5,36%

Na2HPO4; 0,4% KH2PO4 e 0,9% KCI e glicose 0,6%). mAsninges foram entdo

delicadamente removidas, e os hemisférios cerelt@msecados, possibilitando a
obtencéo dos cértex cerebrais dos camundongos.vem@emovidos, os cortex cerebrais
foram cortados em pequenos fragmentos, os quamftransferidos para um tubo de 15
ml (Nunc) contendo meio de cultura DMEM F-12 (Gip&®aithersburg, USA). As

células foram mecanicamente dissociadas com oi@udd uma pipeta Pasteur, e
centrifugadas a 3000g durante 4 min. a temperaoraiente. O precipitado celular
obtido foi ressuspenso em meio Neurobasal-A sughado com B-27 (Gibco,

Gaithersburg, USA), e ap0s contagem em camara déaMer, as células foram
plaqueadas e mantidas em cultura em atmosfera de3%6) a 37C. O meio de cultura

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

2.3.1. Infeccdo dos animais

A infeccdo dos camundongos BALB/c utilizados nderéntes protocolos experimentais
foi realizada através de inoculacéo via intrapegt de 10 parasitagliluidos em PBS
0,15mM, pH 7,20s parasitas utilizados na infecgéovivo foram isolados a partir do
sangue de camundongos BALBI/c, infectados pela ¢pambiana doT. cruzi, e

sacrificados no pico de parasitemia (21 dias apofeeacao).

2.3.2. Infeccaan vitro

Para a manutencdo db. cruzi in vitro, estabelecemos cultivo de células Vero,
plagueadas em frascos de 25dMunc, Roskilde, Dinamarca) & concentracdo de 2x10
células/mL. Apds 24 horas, as culturas foram iafdg@s com formas tripomastigotas da
cepa “Colombiana” dd. cruzi(Federici et al, 1964), isoladas do sangue peciféde
camundongos BALB/c machos, de 7-8 semanas de idaiteccdo de células Veffoi
realizada numa relacao de 20 parasitas/célulalmente plaqueada. Decorridas 6 horas
de infeccdo, os parasitas livres foram retiradosalrenadante por repetidas lavagens
em PBS. Apds cinco dias diefeccdo, os parasitas liberados foram recolhittosdos
por centrifugacdo (3000 rpm por 15 minutos a teatpes ambiente) e contados em
camara de Neubauer.

A infeccdo de células N2a foi realizada utilizars#goformas tripomastigotas da cepa
Colombiana dar.cruzimantidas em até cinco passagens sucessivas o ddtcélulas

Vero, conforme explicado acima. Decorridas 24 ha@ss o plaqueamento das células,
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as culturas de N2a foram submetidas a infeccaoTpetouzia razdo de 20 parasitas por
N2a inicialmente plaqueada, sendo os parasitasidoantiurante 6 horas. Apos este
periodo, as culturas foram exaustivamente lavauzssibilitando a remocéo de formas
tripomastigotas de parasitas ainda presentes mersante.

A infeccdo das culturas primarias de neurbnioddiba apos 4-5 dias do plaqueamento
dos neurdnigsutilizando-se formas tripomastigotas a razdo gearasitas por neurbénio
inicialmente plaqueado. Seis horas apos, as csltfoeam lavadas possibilitando a

remocao de formas tripomastigotas ainda presentssbrenadante.

2.4. Anticorpos e sistemas de revelagéo

Os ensaios de imunoperoxidase foram realizadagantdo-se anticorpos produzidos em
coelho especificos para laminina, fibronectina olageno tipo IV, obtidos junto a
Novotec (St. Martin-la-Garenne, Franca). Estesepg sao capazes de reconhecer de
forma especifica as proteinas de ECM corresponsletateto em tecidos provenientes de
camundongos normais como de animais infectadosTpatauzi conforme previamente
estabelecido (Savino et al, 1989). Como sistema&wkdacao foi utilizado soro de ovelha
conjugado a biotina capaz de reconhecer espec#icgnimunoglobulina de coelho, o
complexo estreptavidina-peroxidase (ambos obtidoantoj a Amersham,
Buckinghamshire, Inglaterra), o substrato enzinsaBeamino-etilcarbazol (Sigma, St.
Louis, EUA) e HO, (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).

Nos ensaios de imunofluorescéncia indireta partecdao de elementos de ECM, foram
utilizados os mesmos imunossoros descritos acirnmoCsistemas de revelacdo foram

utilizados soros de cabra anti-lg de coelho, cagog ao isotiocianato de fluoresceina
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(GAR/FITC) ou ao “cychrome” (GAR/Cy3), obtidos jand Biosys (Compiegne, Franca)
e a Sigma (St. Louis, EUA), respectivamente. Canéosera abordado posteriormente,
0S mesmos anticorpos especificos para os elemeatostriz extracelular utilizados nos
ensaios de imunocitoquimica, foram empregados meses de adeséo.

Para a avaliacdo do percentual de infeccdo fazadib soro de coelho infectado pela
cepa Colombiana ddl. cruzi, em fase aguda da infeccdo, preparado em nosso
Laboratorio. Antes da sua utilizagdo, o soro potial anti-T. cruzifoi adsorvido em
células N2a ou em neurdnios provenientes da cyttumaaria.

A adsorcdao foi realizada adicionando o soro pahigl@anti-T. cruzia uma suspenséo de
células N2a (com 48 h de cultura) ou de neurdnioggmientes da cultura primaria (5-7
dias) em relacdo volume-volume, submetido & agitadérante 40 minutos, e
centrifugados a 12000 rpm por 1 min a temperatanbiente. O sobrenadante assim
obtido foi utilizado para analise do percentualcétulas infectadas. Este procedimento
nos permitiu garantir que o soro utilizado para etecgcdo do parasita nao estaria
reconhecendo de forma cruzadd .ocruzi (ou antigenos deste) e estruturas das células
N2a ou dos neurdnios. A presencalderuzifoi revelada com GAR/FITC ou GAR/Cya3.
As andlises citofluorométricas foram realizadadizathdo-se 0s seguintes anticorpos
monoclonais em diluicbes adequadas e previamemdbdeabscidas: anti-TCH3/FITC,
anti-CD&/Cy-chrome,  anti-CD49d/FITC, anti-CD49e/PE  (Phagein/Becton-
Dickinson, San Diego, USA); anti-CD49f/FITC (Immuach, Marseille, France); anti-
CDA4/PE ou anti-CD4/FITC (Caltag, San Diego, USAntidorpos ndo-relacionados, mas
de mesmo isotipo e acoplados aos mesmos fluorosrtistados acima, foram utilizados

como controles negativos, sendo obtidos junto arfihgen. As caracteristicas gerais

48



dos anticorpos primarios descritos acima encongamesumidas na tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos primarios para deteccéo de l@ntes e receptores

de matriz extracelular e proteinas de superficie dinfocitos T

Anticorpo Clone Especificidade Molecular

anti-fibronectina | Imunossoro Fibronectina (semmisinar isoformas)
anti-laminina Imunossoro Laminina (sem discrimiisaformas)
anti-coladgeno IV | Imunossoro Colageno tipo IV

anti-VLA-4 clone R1-2 CDA49d (cadeia-4 do receptor de fibronectina)
anti-VLA-5 clone MFR5 - 5H10| CD49e (cadeia-5 do receptor de fibronectina)
anti-VLA-6 clone GoH3 CD49f (cadeiax-6 do receptor de laminina)
anti-TCRuf3 clone WT 31 Cadeia3 do receptor de células T

anti-CD4 clone YTS 191.1 CD4

anti-CD8 clone 53-6.7 CDS8a

2.5. Imunocitoquimica

Para a realizacdo dos ensaios de imunofluorescigriiata, as células em cultura foram

fixadas em paraformaldeido 4%, por 10 minutos ap&satura ambiente, sendo em

seguida exaustivamente lavadas em PBS. Posteritgmematerial foi incubado com

anticorpo primario por 1 h, lavado por 3 vezes eocntvas com PBS, e incubado por 40

min com GAR/FITC ou GAR/Cy3, conforme descrito aimenente. Apos 3 lavagens
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sucessivas em PBS, as culturas foram observadas@oscopio de fluorescéncia (Hund
Wetzlar, Alemanha).

Nos ensaios de imunoperoxidase, foi utilizado anpic secundario conjugado a biotina,
seguido de estreptavidina-peroxidase. Ap0s suasdavagens em PBS, a atividade

enzimatica foi revelada com aminoetilcarbazol eesenca de $D,0,03%

2.6. Avaliacdo dos percentuais de infecgao

A fim de estabelecermos o percentual de céluleeciaflas em cultivos neuronais, as
células N2a foram inicialmente plaqueadasna concentracéo de 4%1@lulas por poco
(Lab-Tek de 4 camaras; Nunc, Roskilde, Dinamas®ndo posteriormente submetidas a
infeccao de acordo com o protocolo abordado no @etarior. Seis horas apds, as células
foram fixadas com paraformaldeido 4%, por 10 misudotemperatura ambiente. As
formas amastigotas d®. cruzi foram detectadas por técnica de imunofluorescéncia
indireta, e o percentual de células infectadasuentotal de 300 células) foi avaliado por
contagem direta ao microscopio de fluorescéncia.

Os neurdnios derivados de culturas primarias foraicialmente plagueados a
concentracdo de 1@élulas/poco em laminulas de vidro em placa dep@bs com
16mnt (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Decorridos 4-5 dasculturas foram submetidas
a infeccdo, e apds 6 horas foram fixadas com panaideido 4%, por 10 minutos a
temperatura ambiente, sendo posteriormente sutasedidmunofluorescéncia indireta e

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

Com a finalidade de detectarmos a presenca de miesna&le matriz extracelular
(fibronectina, laminina e colageno do tipo 1V), edlulas N2a foram plagueadas a
concentracdo de 2xi0élulas/poco (Lab-Tek de 8 camaras), sendo fixd8dwras ap6s
com paraformaldeido 4% por 10 minutos a temperatoniaiente, e submetidas a ensaios
de imunoperoxidase.

Com o objetivo de avaliarmos a cinética de expreessd ECM, as culturas foram
plagueadas & concentracéo de 3xulas/poco (Lab-Tek de 8 camaras), infectadas ou
ndo peloT.cruzi, fixadas 6, 12, 24 e 48 horas ap0s a infeccdo, stepormente,
submetidas a imunofluorescéncia indireta.

Numa série de outrosnsaios, células N2a foram plaqueadas & concentriE®x10
células por poco (Lab-Tek de 8 camaras) e apéoeaksubmetidas ao tratamento com
sobrenadante de cultura de células N2a infectatiesadante de cultura de células N2a
normal, meio axénico ou infeccdo pe€locruzi conforme o protocolo mencionado.
Decorridas 48 horas do tratamento ou infeccdo, w@turas foram fixadas em
paraformaldeido 4%, por 10 minutos a temperaturaiete, e a deteccédo de proteinas
de ECM definida por imunofluorescéncia indireta.

O protocolo utilizado para a obtengcéo dos sobrertadaera descrito posteriormente.

No que diz respeito as culturas primarias de neosdras ceélulas foram inicialmente
plaqueadas & concentracdo d€ télulas/poco (placa de 24 pocos de 16%nm
submetidas ou nédo a infeccdo peélocruzi Vinte e quatro horas apos, as células foram
fixadas em paraformaldeido 4%, send@ds proteinas de ECM detectadas por

imunofluorescéncia indireta.
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2.8. Obtencao de sobrenadantes de culturas infecigle de meio axénico de cultivo

de Trypanosoma cruzi

A fim de obtermos os sobrenadantes para postetiimagdo em nossos experimentos,
células N2a foram plaqueadas & concentracéo dé' 4glilas/ml em placas de Petri de
35x10 mni (Nunc) sendo posteriormente submetidas ou ndoexgéab peldl. cruzi
Decorridas 48 horas, os sobrenadantes das cultordsoles, assim como das culturas
infectadas, foram recolhidos para posterior utgifza

Para a obtencdo do meio axénico, formas triponwasglol. cruziforam cultivadas em
meio completo & concentracdo de 1,6xidrasitas/ml em placas de Petri de 35x10;mm
sendo o sobrenadante recolhido apds 48 horas tikocul

Os sobrenadantes obtidos das culturas infectadasgi@uassim como 0 meio axénico
foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos aptyatura ambiente, o que
possibilitou a precipitacdo de formas tripomastigotdo parasita que porventura
pudessem estar presentes nos sobrenadantes. &esdimrento nos permitiu garantir que
0s sobrenadantes utilizados nos tratamentos re@méo continham o parasita. Apds a
centrifugacdo, ainda nos certificamos da ausénestednos sobrenadantes adquiridos,

através da observacéo dos sobrenadantes em mizi@stico.

2.9. Andlise do ciclo celular em cultivos de céludaN2a
As células N2a foram inicialmente plaqueadas a eumacdo de FOcélulas/mL em
frasco de 25 cfe submetidas ou ndo & infeccdo p&locruzi conforme protocolo

mencionado. Decorridas 48h apds a infeccao, féizeela a analise do ciclo celular por
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iodeto de propideo de acordo com a técnica deguottaVindelov (1977) As células
foram obtidas por tripsinizacdo, e incubadas poteviminutos a 4C, com 1mL da
solucéo de Vindelov (Tris-HCI 3.4mM, pH=7.6, iodete propideo 0.075 mM; NP-40
(v/v); ribonuclease de pancreas bovino 700 UL e INEIInM). Todos esses reagentes
foram obtidos junto a Sigma Co. As células foratdiemnalisadas em citbmetro de fluxo
FACScalibur (Becton-Dickinson, San Diego, USA) imthdo-se o“software” Cell

Quest, e determinacéo inicial de parametros dertama granulosidade

2.10. Deteccao de apoptose em células neuronais

As células N2a foram inicialmente plaqueadas a comzentracéo de 1@élulas/mL e
submetidas ou ndo a infecgdo pé&locruziconforme protocolo mencionado. Quarenta e
oito horas apos, as células foram tripsinizadaxebadas com 150 ul de 7AAD (Sigma
Co.) a concentracdo de 20 pg/ml para cada S&dldlas. A incubacdo foi procedida
protegida da luz, a°€ durante 20 min, e as células foram posteriormanétisadas em

citbmetro de fluxo utilizando-sesmftwareCell Quest

2.11. Preparacao de esplendcitos enriquecidos entutés T

Visando a um enriquecimento vitro de células T, os esplendcitos foram obtidos de
camundongos normais ou no pico de parasitemia stadguda da infeccéao, isto €, 21
dias. Para tal, o baco foi removido, macerado essgmca de meio completo, e as células
obtidas foram centrifugadas a 1500 rpm durante I® antemperatura ambiente. O
precipitado foi entdo ressuspenso e incubado daidhtin com solugcdo hemolisante de

NH4CI 0,85%. Apos este periodo a atividade da smldgemolisante foi bloqueada com
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15 ml de meio completo. Em seguida, a amostradoirdugada a 1500 rpm por 10 min
a temperatura ambiente, e o sobrenadante foi idoothdescartado, sendo a viabilidade
das células avaliada com azul de trypan.

A amostra celular depletada de hemacias foi entiqaeem células T através de
passagem em coluna de |4 de nylon (Polysciences, Warrington, USA), conforme
descrito por Julius e colaboradores (1973). Paaat colunas foram inicialmente
lavadas com 40 ml de meio completo, sendo enté@seentada suspenséo 2 R @élulas
em 2 ml, e incubacdo a temperatura ambiente duddntéds células foram eluidas da
colunas atraveés de sucessivas lavagens com 40 méideRPMI 1640.

A eficacia desta metodologia foi avaliada por titofimetria utilizando-se anticorpos
monoclonais anti-TCR/FITC, anti-CD4/PE e anti-CD@/@Gbtivemos um percentual de

aproximadamente 85% de células T no grupo congradie 90% no grupo infectado.

2.12. Adeséo de linfécitos a linhagem N2a

Células N2a foram inicialmente plaqueadas a umaesaracdo de 5xf@élulas/mL, e
submetidas ou nao a infec¢éo pé&laruziconforme protocolo previamente mencionado.
Decorridas 48 horas ap0s, as culturas controlasnassmo as infectadas foram co-
cultivadas com esplendcitos enriquecidos em célllagb0 esplendcitos por N2a)
derivadas de animais infectados ou ndo (conformecimeado acima), durante 1 hora a
37°C e em atmosfera de G&endo os primeiros 30 minutos em repouso, e maideem
agitacdo a 60 rpm. As células ndo-aderentes foralitadamente aspiradas, até que

permanecessem apenas os esplendcitos aderiddalas bR2a.
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Apoés o ensaio de adesdo, as co-culturas de cél@as esplendcitos foram fixadas em
metanol, coradas com Giemsa (Merck, Rio de Janéugnte 20 minutos a temperatura
ambiente, e 0 niumero de esplendcitos aderidosgholad\N2a, assim como o0 niumero de
células N2a que apresentavam esplendcitos adefailasontado considerando-se um
total de 300 células N2a. Os resultados foram egpsecomo um indice de adeséo (I1A),
conforme previamente estabelecido em nosso labaratsando avaliar a adeséo de
timécitos a células epiteliais timicas (Lannes-kett al, 1993; Lagrota -Candido et al,

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

N2a com esplendcitos aderidos esplendcitos aderidos as N2a
A= OO0O000O00 -------- good x 0ogoobooooooodg X 100
N2a total N2a total
Alternativamente, medimos a freqiéncia de esplém®eaideridos, definida como a razéo

de células aderidas sobre o total de esplenéamiosados para aderir.

2.13. Avaliacao citofluorimétrica do fenétipo dos gplendcitos aderidos.

A avaliacdo fenotipica de sub-populacdes de libddci T foi realizada por
citofluorimetria utilizando-se tripla coloracdo dorme descrito (Dalmau et al, 1999). Os
esplendcitos aderidos sobre as células N2a forditosbatravés de agitacao das culturas
e sucessivas lavagens, plaqueados em microplacimdi® em “V” a concentracdo de
10 células/poco e incubados durante 30 minutos a 4Br& anticorpos monoclonais
anti-TCRuB/FITC, anti-CD4/PE e anti-CD8/Cy, ou anti-CD4/PH{i&D8/Cy, ou anti-

CD4/PE, anti-CD8/Cy e anti-VLA-4/FITC, ou anti-CH4TC, anti-CD8/Cy e anti-VLA-

55



5/PE, ou anti-CD4/PE, anti-CD8/Cy e anti-VLA-6/FIT@luidos adequadamente em
PBS/2% de soro bovino fetal. Apds lavagem, as agltdram recolhidas e fixadas em
solucdo de PBS/azida sédica 0,05% contendo 1% rdealfdeido, em volume final de
200 pl por amostra, sendo analizadas por citometrial@eof utilizando o programa
CellQuest. Para a obtencdo da populacéo celular assudada, realizamos uma janela
(“gate”) celular utilizando parametros de tamankersus granularidade o que nos
possibilitou a exclusdo de debris ou células moNassas analises foram realizadas ap6s
obtencdo de 10.000 a 40.000 células por amostraalgons experimentos, também

avaliamos a freqiiéncia de de adeso de linfocittes fEndtipo CDZ4ou CDS.

2.14. Participagdo da matriz extracelular na adeséade linfécitos T as células N2a
Objetivandoavaliar o papel dos elementos de ECM, fibronectiaainina e colageno
tipo 1V, na adesédo de esplendcitos a cultura ddaN2a, realizamos experimentos nos
quais as culturas foram inicialmente plaqueadasnaantracdo de 5x1@élulas/mL em
frascos de 25 ct Ap6s 72 horas, as culturas foram tratadas dur@®tminutos com
anticorpos especificos para laminina, fibronectinaolageno tipo 1V, ou ainda com um
anticorpo irrelevante, obtidos conforme jA menaitmautilizados a concentracédo de 10
pg/ml conforme previamente descrito por nosso Laao (Villa-Verde et al, 1994).
Apoés o tratamento, foi realizado o ensaio de adesfguido por fixacdo das culturas,
coloracdo por Giemsa e determinacdo do indice dedad Cabe ressaltar que nestes
experimentos as co-culturas foram realizadas emdreesplendcitos provenientes de

camundongos infectados e as culturas de célulanianfectadas.
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2.15. Avaliacéo estatistica

Para compararmos os indices de adesao entre aftuw@s tratadas com anticorpo anti-
ECM e a co-cultura controle, utilizamos o teste dykque permite comparacao
estatistica entre valores de indice. Os resultéoi@sn considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.
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3. RESULTADOS

58



3.1. Infeccdoin vitro de células do sistema nervoso central peloypanosoma cruz
Considerando-se que durante a fase aguda da infpet@rl. cruziobserva-sé vivoum
intenso parasitismo em diversos tecidos, inclusivecélulas do sistema nervoso central,
investigamos se células neuronais, oriundas daderm celular de neuroblastoma N2a,
assim como cultivos primarios de neurénios podersam infectadasn vitro pelo T.
cruzi. Observamos que, apdés seis horas de infeccdo,0%0-das células N2a
apresentavam-se infectadas pdlo cruzj enquanto que nas culturas primarias este
percentual variou entre 20-25% (Fig. 1). No entaséolevarmos em consideracdo que a
relacdo n° de parasitas/n°® de células neuronaidefd0/1 para as células N2a e de 5/1
para os neurbnios de cultivos primarios, é possjuela sensibilidade a infec¢do pélo

cruzi dos neurdnios de cultivos primarios seja maioradas células de neuroblastoma.

3.2. Caracteristicas gerais das células neuronaisp@ infecgdo in vitro pelo
Trypanosoma cruz

Observamos que a infec¢do p@&locruziresultou em alteracdo no aspecto microscopico
das células N2a, as quais apresentavam-se com uon tamanho e com um aspecto
vacuolizado quando comparadas as ceélulas das aulnfo infectadas (Fig. 2 a-b).
Alteracdes morfolégicas semelhantes foram obsesvat#s culturas priméarias de
neurdnios infectadas pelo parasita (dados nao attwsy.

Ao analisarmos parametros de tamanho e granulasipad citometria de fluxo, vimos
gue as culturas de neuroblastoma infectadas apaesen perfil de tamanho e
granulosidade maior que culturas normais (Fig.d}. ®e fato, cerca de 60% das células

oriundas de cultivos de 48 horas de infeccdo apt@gam-se maiores e mais granulosas
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gue os cultivos controles. Tal diferenca corresporab percentual de células infectadas,
apos 48 horas de cultura.

Além disso, observamos diminui¢cao de cerca deveges, no niumero de células N2a nas
culturas infectadas quando comparadas com as asiitontroles.

Procuramos entéo verificar se este fendbmeno sesiaedado por um aumento da morte
celular e/ou por uma alteracdo no ciclo celular ddtiras infectadasAté o momento,
realizamos um experimento, onde a infeccdo naaedoaraumento de morte celular,
mas sim alteracéo do ciclo celular, com maior petee de células na fase de sintese nas

culturas infectadas quando comparadas as cultardsotes (Fig. 3).

3.3. A infeccéoin vitro pelo Trypanosoma cruzi modula a expressao de ligantes de
matriz extracelular

Sabendo-se que a infecc@iovivo pelo T. cruzi é capaz de modular a expressao de
elementos de ECM em sitios diversos, incluindceesist nervoso central (Silva et al.,
1999b), coracao (Andrade et al.,1989) e 6rgaosities (Lima-Quaresma, 1999), e ainda
tendo em vista que a infeccé@ovitro de diferentes tipos celulares induz efeito similar
(Farias-de-Oliveira, 2001; Corréa-de-Santana, 199®curamos investigar se tal efeito
também poderia ocorrer na infec¢cdo neuranaltro.

Observamos inicialmente que tanto a linhagem deob&astoma como 0s neurdnios
oriundos de cultivo primario expressam constitutieate fibronectina, laminina e
colageno tipo IV (Figs. 4-5). Por outro lado, sergao peld. cruziresultou em aumento

da expresséao de fibronectina, laminina e colaggodV, tanto nas células N2a quanto
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nas culturas primarias de neurbnios, sendo estaulagiib evidenciada através de
analises por imunofluorescéncia indireta (Fig.®.a-

Uma analise cinética mostrou que tal efeito podeda detectado 12 horas apds a
infeccdo, enquanto que no tempo mais precoce, @shpos-infeccdo, ndo vimos

diferenca no padrdo de ECM entre as culturas imdlast e ndo-infectadas (dados néo
mostrados).

Cabe ressaltar, que a modulacdo dos ligantes de B&Mse apresentou restrita as
células parasitadas da cultura infectada (dadosno&trados).

Tais achados nos levaram a pensar que o parasi&ipaestar modulando de forma
indireta a expressao de ECM. Realizamos entao iex@eios nos quais as culturas nao
infectadas foram submetidas ao tratamento com satlamte oriundo de uma cultura
infectada, ou alternativamente, com meio axénicoulteso deT. cruzi.Observamos que

0 sobrenadante obtido a partir da cultura infectadeapaz de acarretar um aumento de
expressao de fibronectina, laminina e colageno i mesmo ndo sendo observado

em relagdo ao meio axénico Becruzi(Fig. 6 e-f).

3.4. A infeccdo peloTrypanosoma cruzi aumenta a adesdo de linfocitos T sobre
células neuronais

Considerando-se 0 aumento da expressao de ligémte€M por células N2a mediante a
infeccdo peldr. cruzi,e ainda, a importancia destas moléculas no proaissalesdo e
migracao linfocitaria, procuramos avaliar se adpé® poderia interferir no processo de
adesdo entre ceélulas do sistema imune, represeniaala linfocitos T obtidos de

camundongos infectados ou nédo, e células do sistemaso, representadas pela
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linhagem de neuroblastoma N2a. Vimos que a infed@oam dos sistemas ou de ambos,
resultou em aumento na adeséo de células T aasd@la, quando comparada a adesao
de células T provenientes de camundongos ndo-afestsobre culturas de N2a néo-
infectadas

O aspecto geral das culturas, assim como a quzagdio da adesdo (conforme descrito
no item Materiais e Métodos), podem ser observaddsgura 7.

Nosso proximo passo foi determinar o fenoétipo dofditos T aderidos sobre células
N2a, na presenca ou auséncia de infecg@oviyo ou in vitro). Através de andlises
citofluorimétricas, vimos que na auséncia totalimfeccdo ocorre um predominio na
adesdo de células T CD4A adesdo preferencial desta subpopulagéo ceanarém foi
observada quando apenas a cultura de células N2adotada, apesar de a proporcéo
CD4/CDS8 variar, ja que nesta condicdo experimemtaumento de adesdo ocorreu
devido a maior interacdo de células T CD8, enqugotoa adesdo de T CD4 a células
N2a permaneceu praticamente inalterada quando cadgao grupo controle, ou seja, a
co-cultura de N2a néo-infectada e células T de aisimio-infectados.

Por outro lado, o aumento do indice de adesédo wd®iquando esplendcitos derivados
de animais infectados foram co-cultivados com Niectadas ou néo, foi decorrente de

um aumento na adeséo tanto de células T'@Drho de células T CDgFig. 8).

3.5. A adesado de linfécitos T sobre células neurdeaé mediada por interacdes
envolvendo matriz extracelular
Considerando haver um aumento dos ligantes e mespie ECM mediante a infeccéo,

respectivamente, na linhagem de neuroblastoma espdsnocitos (Lima-Quaresma,
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1999), e ainda, um aumento na adesdo de célulabré sélulas N2a na vigéncia de
infeccdo peloT. cruzi , decidimos avaliar se 0o aumento de ECM poderiares
favorecendo o evento de adeséo, uma vez que éstesnéos encontram-se intimamente
envolvidos com os fendbmenos de migracao e adesdlares. De fato, observamos que o
tratamento prévio das culturas de N2a com anticgni-fibronectina, anti-laminina ou

anti-colageno tipo 1V, acarretou diminuicdo de @teguando comparado aos valores
obtidos apods tratamento com anticorpo irrelevaRt&. outro lado, ndo ocorreu uma

diferenca significativa ao compararmos os tratangeantre si (Fig. 9).

3.6. Modulacéo de receptores de matriz extracelulaem esplendcitos, apds adesao a
células N2a

A fim de melhor compreendermos os mecanismos mialesienvolvidos no fendmeno
de adesédo entre as células neuronais e célulastdma imune, optamos por analisar a
expressao dos receptores de fibronectina e lam{ngspectivamente, VLA-4, VLA-5 e
VLA-6) na populagdo de esplendcitos aderidos aslagiN2a apos as diferentes
condicbes de co-cultura. Para tal, determinamopeosentuais de células expressando
alta densidade de cada receptor analisado (célll#s""). Observamos haver um
predominio de esplendcitos VLAY e VLA-5"9" quando esplendcitos de animais
normais foram co-cultivados com células N2a coatml infectada pel®. cruzi

Resultado semelhante foi observado ao analisarmpopuwacéo de esplendcitos oriundos
de animais infectados aderida a cultura de N2atade.

Por outro lado, a analise dos esplendcitos de amimgectados apds co-cultivo com

células N2a controles, nos permitiu evidenciar wedpminio de esplendcitos VLA-6
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positivos dentre a populacdo de células aderefi@msbém observamos aumento na
densidade de VLA-6 ao compararmos a expressdo deskdcula em esplendcitos
infectados antes e apds a co-cultura com N2a dentro

O percentual de esplendcitos positivos para VLAHMA-5 e VLA-6 antes, e apds as

diferentes condi¢des de adeséo pode ser obseraadbeia 2.

Tabela 2. Expresséo de receptores de fibronectinade laminina em esplendcitos
enriguecidos em células T, apos adesé@ovitro a células N2a, na auséncia ou

vigéncia de infeccdo peldrypanosoma cruz*

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
N2alx SP N 9,53 17,98 6,37
SP I 18,39 8,51 17,26
N2a | x SP | 21,98 27,23 6,35
N2a N x SP | 18,81 13,75 31,83

*Os valores mostrados correspondem aos percentl@isélulas expressando alta
densidade de cada receptor. Tais valores sdo espatisos de 3 experimentos
independentes. **N2a N e N2a | referem-se as @asturdo-infectadas e infectadas,
respectivamente; SP N e SP | referem-se aos esjilendbtidos de animais nao-

infectados e infectados, respectivamente
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No presente trabalho, desenvolvemos estindaitro sobre interagbes celulares entre
neurénios e linfocitos T, em um contexto de infece&perimental peldrypanosoma
cruzi, procurando avaliar a participacdo de componetaanatriz extracelular.

Um dos aspectos que abordamos inicialmente foi ssilpidade de infectarmos
neurdniosin vitro, fossem essas células derivadas de um neurobkasiande cultivos
primarios. Em ambos os casos houve infeccdo, cmr@oldo a nocdo de que, apesar de
raros, os neurdnios podem ser infectamogivo (Tanowitz, 1982). Nos modelos aqui
avaliados, a infeccéo é patente e a presenca dlaséifectadas (muito maior do que o
observadan vivo) se deve parcialmente a exposicdo direta dos nesr@o parasita,
eliminando entre outras, a barreira hemato-encefali

Por outro lado, em experimentos realizados maisntemente, vimos que astrocitos
também podem ser infectadiosvitro (Fig. 10), e que a permissividade a infec¢éo é 3-4
vezes maior que aquela observada em neurdniofibooando a maior infectividade
observadan vivo (Da Mata, 2000 apud Vilela & Vilela, 1932). Assif,possivel que
caracteristicas diferenciais especificas a cadadgbular, também contribuam para tal
diferenca de permissividade a infeccao geloruzi

Ja € bem estabelecido na literatura que a infedgdibroblastos e células epiteliais pelo
T. cruziresulta na morte das células parasitadas (Brdrgat3; Ming et al, 1995).
Entretanto, nossos ensaios avaliando a apoptosélulas neuronais evidenciaram que a
infeccdo da cultura de neuroblastoma ndo acarmtowm aumento da morte celular

guando comparado a cultura controle.
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Estes resultados corroboram com estudos receneeprgpde um papel protetor do
cruzi, especificamente da trans-sialidase, apos a indede&élulas nervosas (Chuenkova
et al., 2000; 2001).

Por outro lado, apesar do aparente papel protattrads-sialidase sob células neuronais
durante a infeccdo pelb. cruzi foi demonstrado que esta é capaz de induzir apept
intratimica no complexo de célulasrse(Mucci et al, 2002).

Acredita-se que a sobrevivéncia de células newsdnduzida pelo proprio parasita (em
contraste com a morte de outros tipos celulares tgod®ém sdo parasitados) possa
minimizar as lesdes neuronais observadas duramtfeegdo, o que conseqlientemente
interfere com a relacdo parasita/hospedeiro, unm quee 0 sistema nervoso € de
fundamental importancia para a manutencéo da hdaas@$Chuenkova et al., 2001).

Em um experimento realizado, evidenciamos aumentgercentual de células em
sintese nas culturas de N2a infectadas quando cadwmas culturas controles. Por outro
lado, ndo foi observado um aumento proporcionape@entual de células em fase de
G2/M nas culturas infectadas. Esses dados, apesaeassitarem de confirmacdo, nos
permitem especular que a infeccdo poderia est@amrampendo o ciclo celular durante a
fase de sintese.

Por outro lado, sera também necessario identifa&forma precisa, se estas alteracdes
sdo restritas as células parasitadas, ou se tarpbdariam ser observadas nas ceélulas
ndo-parasitadas da cultura infectada. Nesse sentidoaumento de fase S, poderia
decorrer da sintese de DNA do parasita, e ndo hdadespedeira. Tal hipdtese é
sustentada pelos dados de citometria de fluxo martao Yersu$ granulosidade, que

nos permitiram evidenciar que o aumento de tamablservado na cultura infectada foi
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propiciado pela populacédo de maior granulosidadgiahse deve muito provavelmente a
presenca de formas amastigotas do parasita naomtis células. Assim, teremos que
efetuar experimentos envolvendo bromodeoxiuridin@osterior analise das culturas ao
microscopio optico, 0 que nos permitira contarfatena diferencial, apenas os nucleos
em fase S das células neuronais.

Nossos estudos envolvendo detecgdo de ECM demi@mstrpue a infeccdo pela cruzi
acarretou aumento de fibronectina, laminina e @lagtipo IV na linhagem de
neuroblastoma e nos neurénios oriundos de cultivogpio.

Tendo em vista as semelhancas de comportamento/atias entre as culturas de N2a e
as culturas primarias, usamos células N2a para atizagdo dos experimentos
subsequentes.

Também notamos que a modulacdo de ECM nas culderasuroblastoma infectadas
mostrou-se tempo-dependente, ndo ocorrendo nagipsrhoras apos a infeccdo. Isto
poderia sugerir que o aumento de ECM necessitdndese e novd das diferentes
moléculas, e ndo signifique apenas um aumento crecs®. Experimentos utilizando
técnicas de immunoblotting e “northenblotting serdo necessarias para demonstrar
respectivamente uma possivel modulacdo dessasina®te dos RNA mensageiros
correspondentes.

Os mecanismos envolvidos na modulacdo de ECM pfdagédo ainda ndo se encontram
esclarecidos. Entretanto, nossos resultados evatelw aumento na deposicdo de
fibronectina, laminina e colageno tipo IV em cudtside neuroblastoma tratadas com o
sobrenadante de culturas infectadas sugerem quedalagdo destes elementos poderia

ser, tanto resultado direto da interacdo paraéltdé&c hospedeira, quanto conseqiéncia
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desta interacdo. O parasita poderia assim intedern a producédo de fatores solUveis
produzidos por células nervosas, 0s quais podeindaragir com a propria célula
parasitada, ou com células ndo-infectadas, resldtam aumento da expresséo de ECM.
A modulacdo de ECM no SNC também parece ocorres apdfeccdo experimental pelo
T. cruzi Foi demonstrado, em um estudo Vivo’ utilizando camundongos, que durante
a fase aguda da infeccdo ocorre aumento da exprdesseCM em diversas regifes do
SNC (Silva et al., 1999b).

Nossos resultados também sugerem que 0s neur@desgm ser um dos tipos celulares
envolvidos no aumento de producdo de ECM duramtieecdo peldl. cruzi

Foi ainda evidenciado por Silva e colaboradore9g1gue o aumento de ECM no SNC
nao se encontra necessariamente relacionado anpasesie antigenos ou formas
amastigotas do parasita. Assim, tais resultadosrgain nossa hipdtese de que a
modulacéo de ECM durante a infec¢cdo pElacruzi poderia estar ocorrendo de forma
indireta, e que isto também poderia ser obseriragivo.

Em experimentos realizados mais recentemente, erstorda expressao de ECM durante
a infeccdo pelol. cruzi também foi observado em culturas priméarias dedeisiis
oriundos do SNC, conforme evidenciado na figura 11.

Outros tecidos e tipos celulares também apresemadulacdo de ECM apds a infeccdo
pelo T. cruzi Neste contexto, estudosn“vivo”, utilizando modelos experimentais,
demonstraram um aumento de ECM no coracdo e no dumante a fase aguda da
infeccdo (Andrade et al, 1989; Saviet al., 1989). Aléem disso, estudosn*vitro”

desenvolvidos em nosso Laboratorio demonstraraamestiulacdo em células epiteliais
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timicas, linhagem de fibroblastos, assim como elturcude células adeno-hipofisarias e
da cortex adrenal (Farias-de-Oliveira, 2001; Cod@&&g&antanat al.,1999).

Por outro lado, vimos que antigenos do parasierddins em meio axénico ndo sdo
capazes de modular a expresséo de fibronectinajiferou colageno tipo IV por células
N2a. Entretanto, foi demonstrado por Pinho e coldmres (2002) que a adsor¢cédo de
antigenos dd. cruzia células (linhagens de células epiteliais, masesle fibroblastos)
ndo-infectadas é capaz de aumentar a deposicas d@eshponentes de ECM.

Os resultados diferentes por nos obtidos poderiamegplicados pelos diferentes
protocolos experimentais utilizados, incluindo aantracdo de antigenos @o cruzi
adicionada as culturas celulares. Assim, ndo podesiegcartar a hipétese de que em
maiores concentracfes 0s antigenos do parasita&mampbderiam modular a expressao
de ECM em nosso sistema.

Considerando-se o aumento de ECM em células ndararfactadasn vitro pelo T.
cruzi, e tendo em vista a importancia destes elemen&ss imteracdoes celulares,
poderiamos sugerir que este fendmeno implicarianaior interacdo entre estas células e
células do sistema imune, as quais sao de fatotddts em regides do SNC durante a
fase aguda da infeccéo pélocruzi.

Confirmando nossa hipétese, o presente trabalhdrangse a infeccam vitro peloT.
cruziacarretou aumento da interacao entre células maigr(heuroblastoma) e células do
sistema imune (esplendcitos enriquecidos em [litdécT), evidenciando também que
esta interacdo é, pelo menos em parte, mediada elelmentos de ECM estudados, uma
vez que o bloqueio destas moléculas com anticappscificos resultou em diminuicdo

significativa do indice de adesdo de esplendcitosélalas N2a. Reforcando esse
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conceito, cabe salientar que nosso modelo de g&tenaeurdnio/linfocito T € de natureza
alogénica (N2a derivadas de um camundongo suicacspiergcitos derivados de
camundongos BALB/c), e portanto, em principio, e&wolvem interacdes TCR/MHC.
No entanto, ainda ndo podemos formalmente descarfaipotese segundo a qual a
ades&o células N2a/linfocitos T CD& parcialmente mediada por interagdo MHC classe
IITCR. Nesse sentido, experimentos de bloqueiodésao induzido por anticorpos anti-
MHC classe | seréo realizados em breve.

Ainda assim, nossos resultados sugerem que fibinag¢aminina e colageno tipo IV
também possam estar mediando estas interagdeivo, uma vez que a presenca do
infiltrado inflamatério no SNC de camundongos dteaa fase aguda da infeccao é
observada principalmente em associacao a molédel&a€M (Silva et al., 1999a).

Por outro lado, a auséncia de um bloqueio totaldésao em nossos experimentos sugere
gue outras moléculas possam estar mediando a daterantre células neuronais e
esplendcitos. Além da hipétese (ainda que imprdyaiada acima, uma possibilidade
seria a interagdo entre ICAM-5 (expresso em neasdne LFA-1 (expresso em
leucécitos), uma vez que a interacdo entre egtes tielulares pode ser bloqueada
vitro com 0 uso de anticorpos monoclonais especificoes ggtas moléculas (Tiat al,
2000).

O envolvimento dos ligantes e receptores de ECMimasacdes celulares durante a
infeccdo peloT. cruzi foi demonstrado em nosso Laboratorio, por SilvabBsa e
colaboradores (1997). Neste trabalho, os autorasmsum modelo, no qual células T
CD4" obtidas do baco de animais chagasicos cronicos éransferidas em local

adjacente a um coracdo de animal neonato, previantesnsplantado no pavilhdo
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auricular de receptores adultos singénicos norifstis €, que nunca foram infectados
pelo T. cruz). Nesta condicdo experimental, ocorria destruigéotecido cardiaco
transplantado; destruicdo esta que era bloquedadquas orelhas eram tratadas por
anticorpo monoclonal anti-laminina, ou quando o®litos eram tratados com anticorpo
anti-receptor de laminina VLA-6. Ainda neste mesesiudo, ficou patente que o
bloqueio da interacdo laminina/VLA-6 gerava um adlonde células inoculadas fora do
transplante, sugerindo fortemente bloqueio da rpapaelular, portanto independente de
interacdes MHC/TCR.

Além da migracdo celular propriamente dita, a anled@ linfécitos a células néo-
linféides pode ser mediada por ECM. Este é o casadisdo de linfocitos timicos a
células do microambiente timico (ver revisdo Savetoal., 2002). Neste caso em
particular, foi demonstrado em nosso Laboratorice qu fendmeno de adesao
timécito/célula epitelial timica é de fato mediadaor ligantes e receptores de ECM, e
independe da ligagdo MHC/TCR (Villa-Verde et ab94). Além disso, o fenbmeno é
tdo conservado filogeneticamente que pode ocanéey,apenas em situacdo alogénica
mas também xenogénica (Moreira-Ramos, 1999).

Ao analisarmos os resultados obtidos nas diferentexlicbes experimentais aqui
avaliadas, podemos sugerir que o aumento de ECRu#aras de células N2a (derivada
de camundongo sui¢o) apos a infecg@witro propiciou uma maior interacdo de adesao
com células T de bago proveniente de animais BAlLRonais, quando comparamos
com a interagdo observada na auséncia de infegtéaé€sultado estd de acordo com o
conceito de que elementos de ECM participam dadadésterocelular, e que um

aumento da disponibilidade destes elementos podiaciéitar tal interacéo.
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Vimos ainda que as co-culturas envolvendo esplesggorovenientes de animais
infectados apresentaram um maior indice de ades@iodq comparado as co-culturas
envolvendo esplendcitos de animais normais. Estdtaglo poderia ser explicado pelo
aumento da expressao de receptores de ECM (VLAA-¥ e VLA-6) observada em
esplendcitos de camundongos durante a fase agudéededo (Lima-Quaresma, 1999),
0 que de novo, possibilitaria uma maior interagéalar.

A analise das subpopulacfes de linfocitos T aderédaculturas de neuroblastoma nos

permitiu perceber que a infeccdo acarretou maioreato da adesdo de células T ¢Ds8
guando comparado a adeséao de células T'COdrroborando com 0s nossos resultados,

foi demonstrado predominio de células T Cosn relacdo as células T Cb4o

infiltrado inflamatério presente em regides do Sh@ante a fase aguda da infeccao
(Silva et al, 1999a). E interessante notar que a andliseifécatdos linfocitos CD4e
CD8" aderidos evidenciou de maneira geral, aumento emeptual de células
expressando alta densidade dos diferentes VLAs.s Tdiferencas devem-se
provavelmente ao fato de células expressando ndémsidade desses receptores
aderirem mais facilmente aos cultivos neuronais.

Concluimos assim que a infeccao de células neryias. cruziresulta em aumento na
expressao de elementos de ECM, e que tal modufagdavelmente esta relacionada
com alteracdes de adesao ceélulas do sistema intélalas nervosas.

Estas interacdes mediadas por ECM envolvendo séhdevosas e linfocitos no contexto
da infeccdoT. cruzi ainda ndo haviam sido evidenciadas. Neste contextmodelo

utilizado pode ser visto como relevante para umdhonecompreensdo de alguns
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mecanismos celulares e moleculares possivelmentelviaios na génese das lesdes
observadas no sistema nervoso durante a infec@d peruzi

Considerando os nossos resultados, poderiamosirsqger a infeccdo peld. cruzi
resultaria em alteracdes na expressao de elemgatBEM no SNC, os quais poderiam
também estar sendo sintetizados por neurbniog@#ss, além de células classicamente
envolvidas com a sintese destas moléculas. Alésodis presenca dd. cruzi no
parénquima do SNC, e no interior destes e outpus tcelulares, poderia propiciar um
aumento na sintese de ECM, ndo sO das célulasitpdess mas também de outras
células do microambiente. Tal fenbmeno poderia mecala estimulacdo de fatores
sollveis por células parasitadas, conforme sugsriemy nossos experimentos, e/ou da
presenca de antigenos do parasita, conforme mogicadPinho e colaboradores (2002).
Como se sabe, durante a fase aguda da infeccavatsgeum infiltrado inflamatério no
SNC, com predomino de linfocitos T CDESilva et al, 1999). Tendo em vista nossos
resultados, a interacdo de natureza adesiva décilio§ T, particularmente com
neurbnios, poderia estar aumentada na vigénciafegdio chagasica, sendo mediada por
elementos de ECM. Poderiamos entdo imaginar gféeiios T (principalmente células
CD8") ativados por antigenos db. cruzi na periferia, uma vez presentes no SNC
apresentariam maior adesividade as células negtonajue poderia contribuir para o
reconhecimento imunoldgico destas células (umaquezfoi demonstrado na literatura
gue antigenos do. cruziapresentam um mimetismo molecular com célulasoses) e
consequente lesdo das mesmas.

Como consequéncia do infiltrado inflamatoério, unrangle quantidade de citocinas

estaria sendo liberada, o que poderia contribua paquebra de toleréancia, possibilitando
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gue linfécitosnaive capazes de reconhecer antigenos préprios tantssan ativados,

0 que poderia contribuir para a destruicdo de aglakeuronais e de outras células do
SNC.

Tais mecanismos poderiam explicar porque, apesarradamente parasitados, e
possivelmente protegidos da apoptose medianteeci&d peld. cruzi os neurdnios sdo
lesados durante a fase aguda da infeccaolpgfmnosoma cruzi

Em concluséo, nosso trabalho mostra que, pelo memosondigdesn vitro, ha um
envolvimento de ligantes e receptores de matrimeglular na interacdo entre linfocitos
T e células neuronais, interagcdes estas que pbesne ocorrem na infecgéo

experimental peldl. cruziin vivo.
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