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RESUMO

A doenga de Chagas, causada pelo protozoério parasita Trypanosoma cruzi, representa
um grave problema de saude pablica na América Latina. Logo no inicio da infeccdo, o
T. cruzi induz uma intensa resposta inflamatéria, com maior producéo de IL-12 e TNF-a
por células dendriticas/macréfagos e de IFN-y por células natural killer (NK). Essa
resposta desempenha um papel crucial na patogénese da doenga. Em pacientes com
idade inferior a dois anos e em adultos imunossuprimidos, o T. cruzi pode causar danos
ao SNC. A proliferacdo de astrocitos e de microglia é uma reacdo comum a danos no
SNC. O fato de TNF-o aumentar a susceptibilidade de células epiteliais a infecgdo pelo
T. cruzi parece indicar que a interacdo do parasito com a célula hospedeira depende de
inimeros fatores, dentre eles 0 microambiente em que ela esta inserida. Desse modo,
torna-se relevante avaliar os efeitos do TNF- a sobre invasdo de astrdcitos e microglias.
Neste trabalho, ambas as células foram isoladas de cérebros de ratos e foram infectadas
pela cepa Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi , 6 horas apds o tratamento com
20ng/ml de TNF-a. Astrécitos tratados com TNF-a. apresentaram aumento significativo
da porcentagem de celulas infectadas pela cepa Y de T. cruzi, 2 e 24 horas apos a
infeccdo, em comparacdo aos astrocitos ndo tratados. Essas células também
apresentaram aumento significativo no numero de parasitos/100 células 2 horas apos a
infeccdo. Por sua vez, astrocitos infectados com o clone Col 1.7G2 nédo apresentaram
diferenca nesses parametros apoOs tratamento com TNF-o. Micrdglia tratada com
20ng/ml de TNF-a, 6 horas antes da infec¢cdo com cepa Y de T. cruzi, apresentaram
aumento significativo da proporcdo de células infectadas em relacdo a células nao
tratadas. Por sua vez, a infeccdo dessas células com o clone Col 1.7G2 de T. cruzi ndo
resultou em alteracdo nesses parametros apds o tratamento com TNF-a. No0Ssos
resultados indicam que o TNF-a age de modo distinto sobre a infeccdo de astrdcitos e
micrdglia. Nossos resultados também mostram que populacdes distintas de T. cruzi

podem utilizar mecanismos diferentes para invaséo da célula-alvo.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi protozoan parasite, is a serious public
health problem in Latin America. Early in infection, T. cruzi induces an intense
inflammatory response that involves increased IL-12 and TNF-a production by
dendritic cells and macrophages, and IFN-y by natural killer (NK) cells. This response
plays a crucial role in the pathogenesis of the disease. In patients under the age of two
years and in immunosuppressed adults, T. cruzi can cause damage to the CNS. The
proliferation of astrocytes and microglia is a common response to injury in the CNS.
The fact that TNF-a increases the susceptibility of epithelial cells to infection with T.
cruzi seems to indicate that the interaction of the parasite with the host cell depends on
numerous factors, including the microenvironment in which it is inserted. Thus, it
becomes important to evaluate the effects of TNF-o on astrocyte and microglia
invasion. Both cells were isolated from rat brains and were infected with the strain Y or
the clone Col1.7G2 6 hours after treatment with 20 ng/ml of TNF-a. Astrocytes treated
with TNF-a showed a significant increase in the percentage of cells infected with T.
cruzi Y strain, 2 and 24 hours after infection, in comparison to untreated astrocytes.
These cells also showed a significant increase in the number of parasites /100 cells 2
hours after infection. In turn, Coll.7G2-infected astrocytes showed no differences in
these parameters after treatment with TNF-a. Microglia treated with 20ng / ml TNF-a
for 6 hours prior to infection with T. cruzi Y strain showed a significant increase in the
proportion of infected cells compared to untreated ones. On the other hand, infection of
these cells with the T. cruzi Coll.7G2 clone resulted in no differences in these
parameters after treatment with TNF-o. Our results indicate that TNF-a acts differently
on astrocytes and microglia infection with T. cruzi. Our results also show that different

T. cruzi populations might interact in a different way with the target cell.
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1. Introducéo e justificativa

1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase americana,
descrita por Carlos Chagas em 1909, é causada pelo protozoério parasita Trypanosoma
cruzi.

A doenca de Chagas continua representando um grave problema de salde
publica na América Latina, onde estima-se que cerca de 6-7 milhGes de pessoas estejam
infectadas e 25 milhdes em risco de adquirir a doenca (WHO, 2014). No Brasil,
segundo dados do Ministério da Saude, predominam o0s casos crénicos da doenca
decorrentes de infec¢Bes adquiridas no passado, com aproximadamente 3 milhdes de
individuos infectados (Ministério da Saude, 2014). Embora seja endémica na América
Latina, a doenca de Chagas evoluiu para um problema global de sadde devido a
migracdo dos infectados para outros continentes, principalmente Europa e Oceania
(Schmunis & Yadon, 2010).

Distinguem-se duas fases clinicas durante o curso da doenca, uma fase aguda e
uma fase crbnica. A fase aguda, periodo em que o parasito pode ser facilmente
encontrado no sangue de pacientes, inicia-se ap06s um periodo de incubacdo de 7 a 14
dias e manifesta-se por mal-estar geral, febre, sudorese abundante, dores musculares,
irritacdo, anorexia e, as vezes, vomitos e diarreias. Sinais locais na porta de entrada do
parasito, como edema periorbital indolor (sinal de Romafa) e conjutivite, assim como
linfonodomegalias, edema generalizado, hepatomegalia, e, ocasionalmente, erupcdes
cuténeas, sdo descritos nessa fase (Prata, 2001). Ha descricdo de sintomas e sinais de
envolvimento cardiaco, e em alguns casos, sintomas e sinais de envolvimento do
sistema nervoso central (SNC), como meningoencefalite aguda (Laranja, Dias et al.,
1956). A maioria dos pacientes recupera-se em 3 a 4 meses. Em necropsias de pacientes
falecidos na fase aguda sdo observadas as formas amastigotas do parasito em células do
musculo cardiaco, esquelético e liso, bem como em células da glia (Tanowitz,
Kirchhhoff et al., 1992).

Durante a fase cronica, o parasito é raramente detectado no sangue periférico e o
diagndstico baseia-se na presenca de anticorpos especificos contra antigenos do parasito
(Rodrigues, dos Reis et al., 2012). A maioria dos pacientes passa para a forma

indeterminada da fase cronica, com duracdo de 10 a 30 anos ou toda a vida, no qual os
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individuos ndo apresentam sinais clinicos caracteristicos de comprometimento cardiaco
ou digestivo evidenciados por eletrocardiograma e exames cardiolégicos do coracéo,
es6fago e colon (Prata, 2001).

Dentre as formas clinicas sintomaticas, a cardiopatia chagasica cronica é a forma
de maior ocorréncia no Brasil, acometendo cerca de 20 a 30% dos pacientes (Andrade,
1991). Eletrocardiogramas obtidos em &reas endémicas tem mostrado que cerca de 2%
dos pacientes progridem da forma indeterminada para a forma cardiaca a cada ano, onde
a caracteristica principal ¢ a alta frequéncia de arritmias, com diminuicéo da espessura e
déficit preferencialmente localizados na ponta do ventriculo esquerdo, podendo levar a
morte subita por insuficiéncia cardiaca congestiva. Em uma é&rea endémica, 15-20% dos
pacientes chagasicos desenvolvem alteracbes da motilidade, secrecdo e absor¢cdo no
trato digestivo, especialmente o esdfago e o colon (Prata, 2001).

Pacientes cronicos que se tornam imunodeprimidos podem apresentar
reativacdo da doenca, uma condi¢do caracterizada pelo aumento da parasitemia e
apresentacdes atipicas como lesbes epidérmicas e comprometimento do SNC (Pittella,
1993; Prata, 2001; Lages-Silva, Ramirez et al., 2002; Andrade, Main-Neto et al., 2011).

As formas classicas de transmissdo da doenca de Chagas incluem a via vetorial e
via transfusional. Em areas endémicas, a principal via de transmissao é a vetorial. Os
vetores do T. cruzi sdo insetos pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae (WHO, 2002). Os triatomineos eliminam os parasitas em suas
fezes durante a hematofagia e os hospedeiros vertebrados se infectam quando
tripomastigotas alcancam regides de mucosa ou de descontinuidade de epitélio deixada
pelo ato de cocar (Dias, 1956). Transmissdo oral, transmissdo vertical ou congénita,
acidental e por transplantes de érgéaos, sdo consideradas vias alternativas. Modos pouco
frequentes ou excepcionais incluem a transmisséo por via sexual, por contaminacdo por
meio de outros vetores e por outras praticas (Dias & Macedo, 2005; Dias, Neto & Luna,
2011).

A eficécia de estratégias de controle da transmissdo vetrorial € heterogénie na
América Latina. A iniciativa comeg¢ou em 1991, com Brasil, Argentina, Chile, Paraguai
e Uruguai; em 1997, com Bolivia, Colémbia, Equador, Peru e Venezuela (nos trés
Gltimos a situacdo ainda é grave devido ao menor nimero de atividades de vigilancia e
controle); em 1998, com paises da América Central e do México. A eliminacdo dos

vetores requer um controle continuo e agbes de vigilancia epidemioldgicas (Coura,
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2013). Nos ultimos anos, observa-se uma intensa e consistente reducdo na transmissao
da doenga de Chagas, com controle regular do vetor e bancos de sangue (Dias, 1957;
Dias, 2009). Vale ressaltar que em 2006 o Brasil recebeu uma certificagdo concedida
pela OPS/OMS (Organizagdo Panamericana de Saude/Organizacdo Mundial de Salde)
relativa & eliminacdo da transmissdo da doenga de Chagas pelo principal vetor,
Triatoma infestans, e pela via transfusional (Dias, 2006; Silveira & Dias, 2011).

O perfil da transmissdo da doenca apresenta um novo cenario. Com 0s avangos
no controle dos vetores domiciliares e rigorosa selegédo de doadores de sangue, as vias
alternativas cresceram de importancia. Surtos de transmissao oral tem sido detectados
em areas endémicas. Algumas possibilidades para 0 mecanismo de transmissao oral na
doenca de Chagas séo: ingestdo de leite materno de mae infectada, ingestdo de sangue
ou de carne mal cozida de mamifero infectado, especialmente reservatorios silvestres,
ingestéo de alimentos ou bebidas contaminados com fezes ou urina de triatomineos ou
secrecdo para-anal de marsupiais infectados por T. cruzi ( Dias & Macedo, 2005; Dias
& Neto, 2011).

Os casos mais recentes de transmissdo da doenca de Chagas por alimento, no
Brasil, estdo relacionados ao consumo de acai fresco. Em 2007, 100 ocorréncias da

doenca foram registradas no pais (ANVISA, 2008).



1.2. Aspectos da interacdo do Trypanosoma cruzi com o hospedeiro
vertebrado

O Trypanosoma cruzi € um flagelado da ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, caracterizado pela presenca de um unico flagelo e do cinetoplasto,
regido da mitocondria com arranjo caracteristico de DNA (Brener, 1997). Esse parasito
apresenta uma grande diversidade genética, com predominio de propragacdo clonal e
eventos ocasionais de recombinacdo génica e sdo classificados atualmente em seis
unidades tipicas discretas (DTUs: denominadas T. cruzi I-VI (Tcl-VI1). Essas unidades
possuem marcadores imunoldgicos e moleculares especificos. Tcl e Tcll sdo puras e as
demais sdo hibridas. Distintas DTUs de T. cruzi podem apresentar diferentes
caracteristicas de virulencia e patogenica. A cepa Y pertence a Tcll, apresnetando uma
parasitemia irregular e uma baixa taxa de multiplicacdo. O clone Col 1.7G2 pertence a
Tcl, apresentando alta taxa de multiplicacdo, maior parasitemia e maior mortalidade.
(Zingales, Andrade et al., 2009).

A seguir a distribuicdo epidemiologica das DTUs em humanos da América do
Sul (Figura 1):
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Figura 1. Distribuicdo epidemiolégica das DTUs em humanos na América do Sul. Prevaléncia das
formas cardiacas e assintomaticas nos paises ao Norte da linha pontilhada e das formas cardiacas,

digestiva e assintomatica ao Sul (Fonte: Zingales, 2011).

Durante o seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta as formas de proliferacdo
conhecidas como amastigota e epimastigota (em hospedeiros vertebrados e
invertebrados, respectivamente) e a forma tripomastigota, altamente infectante.
Tripomastigotas sdo capazes de infectar um grande espectro de células de mamiferos
(Yoshida, 2006). Em modelos experimentais da infeccdo por T. cruzi, células
musculares, macréfagos, células do sistema nervoso periférico, como células de
Schwann e células gliais entéricas sdo predominantemente infectadas (Brener, 1973),
além de fibroblastos, células epiteliais e endoteliais (Schenkman, Andrews et al., 1988).
Villela & Villela, (1932) relataram parasitismo de astrocitos, microglias e neurdnios no
SNC de cées jovens. Por sua vez, Da Mata, Camargos et al. (2000) descreveram
parasitismo preferencial de astrocitos no cérebro e cerebelo de ratos infectados com

diferentes populacées de T. cruzi.



A interacdo entre tripomastigotas e as células-alvo é um processo complexo que
pode envolver multiplos fatores. Barrias, de Carvalho & de Souza. (2013) consideram
que essa interacdo pode ser dividida em duas fases: adesao (incluindo reconhecimento e
sinalizacdo) e internalizagdo. O reconhecimento envolve moléculas de adeséo presentes
nas superficies tanto do parasito, quanto da célula-alvo, assim como moléculas
secretadas pelo parasito também podem desempenhar importante papel nesse processo.

A seguir apresentamos uma sintese das moléculas de superficie do T. cruzi e
moléculas presentes na membrana da célula-alvo consideradas terem importancia no
processo de internalizacdo do parasito (Magdesian, Giordano et al., 2001; Andrade &
Andrews, 2004; Yoshida, 2006; de Souza, de Carvalho & Barrias, 2010; Walker,
Oghumu et al., 2014) (Quadro 1 e Figura 2):

Quadro 1 — Sintese das moléculas envolvidas na interagéo do T. cruzi com o

hospedeiro vertebrado

Moléculas de superficie do T. cruzi

expressas sobre a superficie de tripomastigotas metaciclicos também estdo

gp82 e gp35/50
envolvidas na invasdo do parasito
empregado pelo parasita para anexar e entrar em células fagociticas e ndo ndo
9ps3 fagociticas.
gp90 parece regular negativamente a invasao da célula hospedeira
Mucinas seus residuos de acucar interagem com as células do hospedeiro

Oligopeptidase B e o L ] .
tem sido implicadas em inifec¢Ges de células hospedeiras

Tc80
] apresentam uma afinidade para os elementos de matriz extracelular e promove
Penetrinas . 3 .
adesdo e penetracdo em fibroblastos
Tc85 caracteriza-se como parte da gp85, capaz de se ligar a diferentes hospedeiros.

Trans sialidases conferem resisténcia ao complemento humano, um pré-requisito para a infeccéo

Moléculas presentes na membrana da célula-alvo

Acido sialico parece estar envolvido na adesao e invasdo de T. cruzi

Fibronectinas podem interagir com sequéncias da Tc85

) tem sido sugerida para mediar a ligacdo e entrada do parasito nas células
Galactina-3 » ) i )
dendriticas e em células do musculo liso

Receptores de L ) ) ] i
oradicini também sdo utlizados por tripomastigotas para penetrar em células de mamiferos
radicinina

Receptor TGF-f facilita a entrada do T. cruzi em células epiteliais
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Figura 2. Moléculas envolvidas na interacdo entre célula hospedeira e Trypanosoma cruzi (Fonte:de
Souza et al., 2010).

Um dos mecanismos de internalizacdo do T. cruzi é a fagocitose, quando as
células emitem pseudopodes. Em fagocitos profissionais (tais como macrofagos) a
ativacdo de proteinas tirosina quinase foi observada, seguido do recrutamento de PI-3-
quinase e filamentos de actina. Esse é o principal mecanismo de entrada de T. cruzi em
macrofagos. Em outro mecanismo conhecido como endocitose, a emissdo de
pseudopodes ndo ocorre, mas ocorre a participacdo de filamentos de actina.
Tripomastigotas também podem entrar por invaginacdo da membrana, sem a
participacdo de filamentos de actina. Este ultimo processo tem sido considerado como
uma forma ativa para a entrada do parasito com gasto de energia. Apds a internalizacéo,
os tripomastigotas se alojam no compartimento vacuolar e inicia-se um processo de
diferenciacdo do parasito em amastigotas (Ley, Nussenzweig et al., 1990; Andrews,
Abrams et al., 1990; Andrade & Andrews, 2004; Yoshida, 2006; de Souza, de Carvalho
& Barrias, 2010; Walker, Oghumu et al., 2014).
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Logo no inicio da infecc¢do, o T. cruzi induz uma intensa resposta inflamatoria, o
que implica em produgdo de IL-12 e TNF-a por células dendriticas/macrofagos e
interferon gamma (IFN-y) por células natural killer (NK), desempenhando um papel
crucial na patogénese da doenca (Golgher & Gazzinelli, 2004). Posteriormente ocorre a
ativacdo da imunidade adquirida, com a expansio de células TH1 CD4", anticorpos de
respostas especificas e geracdo de células CD8" citotoxicas que destroem as células
parasitadas (Benitez-Hernandez, Mendez-Enriquez et al. 2010).

Em modelos experimentais, €& possivel conhecer alguns dos eventos
imunoldgicos que ocorrem durante as primeiras horas ap6s a infec¢do. Observou-se que
antigenos de T. cruzi induzem ativacdo de celulas NK antes da expansdo dos linfocitos
T. Durante esta fase, os macréfagos induzem uma cascata de citocinas: inicialmente eles
produzem interleucina IL-12, que atua sobre as células NK para induzir a producéo de
IFN-y, que por sua vez aumenta a produgdo de IL-12, fator de necrose tumoral (TNF-a)
e oxido nitrico (NO) em macrofagos, contribuindo, assim, para a eliminacdo do parasita
(Camargo, Andrade et al., 1997; Rodrigues, Reis et al., 2012). Ao mesmo tempo,
ambos os tipos de células sintetizam citocinas reguladoras, tais como a IL-10 e IL-4
para reduzir os efeitos prejudiciais associados com o excesso de estimulacdo do sistema
imune (Sathler-Avelar, Vitelli-Avelar et al., 2009).

Basso (2013) sugere que os niveis de IL-6 e TNF-o parecem ser marcadores
anteriores do desfecho fatal da carga parasitaria em camundongos, assim como a acao
de mediadores soluveis, como a IL-12, IL-18, IFN- y e o NO sao cruciais para inibir a
replicacdo do parasito e elimina-lo.

Em pacientes imunossuprimidos, o T. cruzi pode causar danos ao SNC, como
relatado nos casos de tratamento apds transplantes ou enxertos e em casos de infec¢édo
pelo HIV. Nesses casos, 0os pacientes desenvolvem meningoencefalite, hipertensao
intracraniana, déficites neuroldgicos focais e lesdes do SNC devido a reativacdo da
infeccdo local (Pittella, 1993). Durante o seu detalhado estudo, Carlos Chagas ja
relatava um eventual comprometimento do sistema nervoso, principalmente em criancas
(Chagas, 1909). Pacientes chagasicos com idade inferior a dois anos e adultos em estado
de imunodeficiéncia podem desenvolver meningoencefalite aguda grave (Pittella, 1993;
Lages-Silva, Ramirez et al.,, 2002). De modo semelhante, ratos em fase de
amamentacdo, infectados com tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi mostram maior

comprometimento do SNC (Silva, Nagib et al., 2004). Entretanto, a eliminacdo de
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macréfagos por administracdo de clodronato reduziu o parasitismo, indicando que
macrofagos interferem no processo de invasdo do SNC pelo T. cruzi. Nessa condicéo,
h& menor expressdo de ocludina em células endoteliais (desestabilizacdo de z6nulas de
ocluséo), menor expressdo de I-CAM pelas células endoteliais e diminuicdo acentuada
do parasitismo de astrocitos (Silva, Nagib et al., 2004).

1.3. Células da glia

Os astrocitos sdo ceélulas gliais que possuem importantes propriedades
fisiolégicas importantes para a homeostase do SNC: afetam a funcdo neuronal pela
liberacdo de fatores neurotroficos, guiam o desenvolvimento neuronal, contribuem para
0 metabolismo de neurotransmissores, participam da plasticidade sinaptica, influenciam
na barreira hematoenceféalica (BHE) (Dong & Benveniste, 2001), cuja proximidade
estreita dos seus pés terminais sobre a superficie exterior ao endotélio e da respectiva
membrana basal sdo fundamentais na formacéo e a atividade secretora é essencial para a
manutencdo da integridade da barreira (Abbott, 2002).

As microglias sdo macrofagos residentes no SNC, que ap0s uma infeccdo,
exposicdo a estimulos inflamatdrios ou interacdo com células derivadas do sangue no
tecido, tornam-se ativas para executar varias funcdes imunes inatas, incluindo o
reconhecimento e eliminacdo de patdgenos invasores, a inducdo da inflamacéo,
citotoxidade e a regulacdo de respostas das células T através de apresentacdo de
antigenos (Aloisi, 2001).

Em resposta a um dano no tecido nervoso, células da glia comumente liberam
mediadores pro-inflamatérios, radicais livres e proteases como um esforco para
restabelecer a homeostase do tecido (Aloisi, 2001; Dong & Benveniste, 2001). No
entanto, o excesso de producdo dessa substancias devido a persistentes estimulacdes
antigénicas resulta em morte neuronal (Bombeiro, Gongalves et al., 2012).

A proliferacdo de astrocitos e de micrdglia € uma reacdo comum a danos no
SNC (Giulian & Baker, 1985) que visa restabelecer a homeostase local. Considerados
macrofagos residentes do SNC, micrdglias quando ativadas liberam substancias que sao
neurotdxicas em concentracdes elevadas (Aloisi, 2001). Além disso, varios estudos tem
demonstrado que os astrocitos também realizam funcBes imunes (Dong & Benveniste,
2001), como a producéo de citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas (Aloisi, Ria et al.,
1999).
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1.4. Barreira hematoencefalica

A barreira hematoencefalica (BHE) é uma barreira seletiva que mantém o
equilibrio homeostatico no SNC e o protege contra agentes patogénicos. Em
vertebrados, a BHE é formada por células endoteliais cerebrais, especificamente pelas
zbnulas de ocluséo entre essas células. Outros componentes do SNC que interferem com
a integridade da BHE sdo a lamina basal, os pericitos e astrécitos (Weiss, Cazaubon et
al., 2009).

A membrana basal dos capilares cerebrais constitui fator importante para a BHE,
sustentando a propria célula endotelial e o compartimento glial (Bernstein, 1985, Brito
et al., 2010).

Os pés terminais de astrocitos cobrem 90% da superficie cerebrovascular e
restringe a permeabilidade do leito vascular e tem papel importante na migracdo de
células sanguineas para o parénquima cerebral (Li, 2005) e sdo fundamentais na
formacdo e manutencao da BHE (Abbott, 2002).

Pericitos estdo ativamente envolvidos na manutengéo na permeabilidade da BHE
(Weiss, Cazaubon et al., 2009).

A BHE também desempenha um importante papel na regulacdo homeostatica do

microambiente cerebral necessaria para a homeostase do SNC (Abbott, 2002).

Endothelial basement membrane

Parenchymal basememnt membrane Blood vessel lumen

Perivascular space Pericyte

Endothelial cell
Perivascular macrophage

Astrocyte end-feet

Tight junction

Figura 3. llustracdo de um vaso capilar mostrando a BHE, que consiste de um complexo sistema de
juncBes de oclusdo em células endoteliais cerebrais. Observam-se pericitos, membrana basal e pés

terminais de astrocitos. (Fonte: Masocha & Kristensson, 2012).
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1.5, TNF-a

Sabe-se que 0 TNF-a é capaz de induzir a perda da integridade da BHE (Carvey,
Hendey & Monahan, 2009). Ademais, a ativagdo do endotélio por TNF-a leva a maior
expressao de moléculas de adesdo como I-CAM (Ren, Zhao et al., 2010; van Buul, van
Rijssel et al., 2010). Sabe-se também que em presenca de TNF-a ha uma reducdo de
GFAP (glial fibrilar acidic protein), filamento intermediario caracteristico de astrocitos
(Cardoso, Brites & Brito, 2010), mas 0s mecanismos envolvidos nestes eventos
permanecem obscuros.

Pinto, Sales e colaboradores (2011) demonstraram que 0 TNF-o facilita a
entrada de T. cruzi em células epiteliais LLC-MK2 (linhagem celular epitelial de rim de
macaco) e HEK293T (linhagem celular de rim embrionario humano) nas primeiras
horas de infeccdo. O aumento do nimero intracelular de parasitos nas células tratadas
foi claramente dependente da concentragéo da citocina (Pinto, Sales et al., 2011).

O fato de TNF-o aumentar a susceptibilidade de células epiteliais a infecgdo
pelo T. cruzi parece indicar que a interacdo do parasito com a célula hospedeira depende
de inimeros fatores, dentre eles 0 microambiente em que ela esta inserida.

Dados preliminares obtidos no laboratério Profé, Conceicdo Machado
(ICB/UFMG) indicam que em cardiomidcitos os efeitos do tratamento com TNF-a sdo
distintos daqueles descritos acima para células epiteliais (dados ndo publicados).

Desse modo, torna-se relevante avaliar os efeitos do TNF- a sobre invasdo de

astrécitos e microglias por duas populagdes de T. cruzi, a cepa Y e o clone Col 1.7G2.
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2. Objetivos

Avaliar os efeitos do tratamento com TNF-a sobre a infec¢do de células da glia
pela cepa Y e pelo clone Col 1.7G2 de Trypanosoma cruzi.

2.1.  Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do tratamento com TNF-a sobre a infec¢do de astrocitos e de
microglia pela cepa Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi:

(1 O percentual de células infectadas;

(i) O nuamero de parasitos intracelulares;

(iii)  Correlacionar os dados de infecgé@o pelo T. cruzi com a acdo do TNF-a.
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3. Metodologia

3.1. Cultivo celular

Astrdcitos e microglia foram cultivados em garrafas T175, contendo meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) de baixa glicose, 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (PS). As garrafas foram mantidas em
uma incubadora a 37 °C e 5% de CO,. O meio de cultura era trocado a cada semana e

substituido por meio novo.

3.1.1. Isolamento de astrdcitos e microglia

Astrdcitos e microglia foram isolados de cérebros de ratos Holtzman neonatos
com até 24 horas p6s-nascimento (Seregi, Keller et al., 1984). Todo o procedimento foi
realizado no fluxo laminar e com materiais cirirgicos estéreis.

Para retirada do cérebro, os animais foram decapitados com uma tesoura e dois
cortes foram feitos na calota a partir do lado occipital, acima do pavilh&o auditivo sobre
os olhos em direcéo a ponta do focinho. Os cérebros foram retirados com uma pequena
espatula-colher e colocados em uma placa contendo tampédo fosfato-salino (PBS-
phosphate buffered saline) gelado. Os hemisférios foram retirados e separados do
mesencéfalo, do tronco cerebral e do cerebelo. As meninges foram removidas e o tecido
foi homogeneizado, filtrado em membrana de 70 um e centrifugado a 1000 rpm por 3
vezes durante 10 minutos cada. Em seguida, as celulas foram ressuspendidas em
garrafas de cultura com meio DMEM contendo 10% SFB e 1% PS. As garrafas foram
mantidas em uma incubadora a 37 °C e 5% de CO,.

Essa cultura primaria continha astrécitos e microglias. Os astrocitos aderem ao
fundo da garrafa, enquanto as microglias eram coletadas do sobrenadante resultante da
cultura.

Apos atingir a confluéncia, momento em que os astrdcitos param de proliferar
por causa da inibicdo por contato, essas células foram levadas para o shaker orbital a
37°C e 150 rpm overnight e posteriormente 0 meio DMEM foi substituido por um meio
novo. No dia seguinte as células passaram por um tratamento de 4 dias com citosina-
arabnosideo (AraC), um farmaco anti-mitotico que inibe a replicacdo do DNA e,
impede a proliferacdo de micrdglias de outros contaminantes, obtendo assim uma
cultura de astrocitos pura. Em seguida, os astrocitos foram congelados em DMSO e

imediatamente armazenados a — 70°C.
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Microglias eram coletadas do sobrenadante da cultura priméaria e plagueadas em

laminulas de vidro no momento do experimento.

3.1.2. Manutencdo da cepa Y

Tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram obtidos a partir do sangue de
camundongos infectados no Laboratério de Biologia do Trypanosoma cruzi e doenca de
Chagas (ICB-UFMG), coordenado pelo professor Dr. Egler Chiari e congelados em
meio contendo 90% de Dimetsulfoxido (DMSQO) e 10% de SFB.

Os parasitos eram descongelados e mantidos em culturas de células epiteliais de
rim de macaco (LLC-MK2) cultivadas em meio DMEM suplementado com 2% de SFB
e 1% de PS, mantidas em estufa umidificada, a 37° C e 5% de CO, Trocas do meio
eram realizadas a cada dois dias. Ap6s o 7° dia, o sobrenadante contendo
tripomastigotas era coletado em tubo falcon, centrifugado por 10 minutos a 2200 rpm, e
a seguir mantidos em estufa com atmosfera Umida por, pelo menos, duas horas, para que
0s tripomastigotas nadassem no sobrenadante e se separassem de amastigotas e restos
celulares de celulas rompidas, que permanecem no pellet. A seguir, 0 sobrenadante era
coletado e o nimero de tripomastigotas viaveis estimado em camara de Neubauer. Apos
a contagem, uma nova cultura de células LLC-MK2 era infectada na proporcdo de
3x10° parasitos. Os parasitos eram mantidos por, no méximo, 6 passagens para que n&o

ocorressem alteragdes na viruléncia dos mesmos.

3.1.3. Manutencao do clone Col 1.7G2

Tripomastigotas do clone Col 1.7G2 de T. cruzi também foram obtidos a partir
do sangue de camundongos infectados no Laboratério de Biologia do Trypanosoma
cruzi e doenca de Chagas (ICB-UFMG), coordenado pelo professor Dr. Egler Chiari e
congelados em meio contendo 90% de DMSO e 10% de SFB.

A manutencédo dos parasitos foi semelhante a cepa Y, entretanto o meio DMEM

era trocado todos os dias.
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3.2. Padronizacdo do Ensaio: Quantificacdo de parasitos em infeccdo de
astracitos pela cepa Y de T. cruzi

Astrdcitos foram plaqueados em laminulas circulares de vidro tratadas em poli-
L-lisina em placas de 24 pocos e na densidade 1,5x10° células por poco.

Apobs 24 horas, os astrocitos foram infectados com tripomastigotas de T. cruzi
nas proporcdes de 10:1 (3x10° parasitos/ml), 5:1 (1,5x10° parasitos/ml) e 2:1 (6x10°
parasitos/ml). Apds 2 horas de incubagdo o meio contendo os parasitos foi removido e
as células foram lavadas trés vezes com PBS. Um novo meio DMEM contendo 2% de
SFB e 1% de PS foi adicionado a cultura, que foi levada para a estufa a 37°C.

Apo6s tempos previamente definidos (2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 30, 36 ou 42
horas ap06s a infec¢do), as laminulas foram fixadas com paraformaldeido 4% em tampéo
fosfato e posteriormente tratadas com o marcador nuclear DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole, dihydrochloride) na concentracdo de 1/250 pl, para a contagem das
celulas.

Para os tempos entre 2 e 8 horas, além da marcacdo com DAPI, também foi
utilizada imunofluorescéncia com anticorpo primario anti-T.cruzi obtido em coelho e
conjugado com anticorpo secundario Alexa 488 goat anti-rabbit, para observacdo de

parasitos ndo internalizados e aderidos a membrana.

3.3. Padronizacdo do Ensaio: Tratamento com TNF e infeccdo de
astrocitos e micréglias com a cepa Y e com o clone Col 1.7G2 de T. cruzi

Astrocitos e microglias foram plaqueados em laminulas circulares de vidro
tratadas em poli-L-lisina em placas de 24 pocos e na densidade 1,5x10° células por
pOGoO.

Apo6s 24 horas do plagueamento, as células foram tratadas por 6 horas nas
seguintes concentraces de TNF-a: 0, 5, 10, 20 a 50ng/ml. Apds o tratamento, as células
foram infectadas com tripomastigotas da cepa Y ou do clone Col 1.7G2 de T. cruzi na
proporcdo de 2:1 (3x10° parasitos/ml). Ap6s 2 horas de incubacdo o meio contendo os
parasitos foi removido e as células foram lavadas trés vezes com PBS. Um novo meio
DMEM contendo 2% de SFB e 1% de PS foi adicionado a cultura, que foi levada para a
estufa a 37°C.
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Apb6s tempos previamente definidos, as laminulas foram fixadas com
paraformaldeido 4% e posteriormente tratadas com o marcador nuclear DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) para a contagem das células.

Para os tempos entre 2 e 8 horas, além da marcacdo com DAPI, também foi
utilizada imunofluorescéncia com anticorpo primario anti-T.cruzi obtido em coelho e
conjugado com anticorpo secundario Alexa 488 goat anti-rabbit, na concentracdo de
1/500ul.

3.4. Determinacdo do percentual de células infectadas e da taxa de
infeccdo

Apos a marcacdo do DNA nuclear e do cinetoplasto com DAPI, a percentagem
(%) de células infectadas (namero de células infectadas/nimero de células total), assim
como a taxa de infeccdo (nimero de parasitos intracelulares/nimero de células
infectadas) foram avaliados mediante contagem do nimero de amastigotas intracelulares
e do numero de células infectadas. Esta analise foi conduzida em microscépio de
fluorescéncia Axioplan-2 da Zeiss (objetiva de imersdo com aumento de 63X). Em cada
laminula foi contada uma média de 10 campos aleatdrios, totalizando um nimero minimo

de 500 células. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.5.  Imunocitoquimica em microscopia de fluorescéncia

Para determinar a pureza de astrécitos na cultura primaria, foi utilizado o
anticorpo anti-GFAP (proteina glial fibrilar acidica) para a identificacdo de filamentos
intermediarios. Apos a fixacdo em paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato das
laminulas contendo a cultura, as células foram lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos) e
incubadas com solucdo de bloqueio de ligacGes inespecificas (0,1g de BSA diluido em
10ml de PBS + 10ul de Tween 20) por 1 hora. Em seguida, lavadas em PBS, 1 vez por
2 minutos, incubadas com o anti-GFAP obtido em coelho na concentracdo de 1:500
(diluido em 10% da solucédo de bloqueio e 90% de PBS) e mantidas em camara Umida a
4° overnight. Posteriormente, lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos) e incubadas com
0 anticorpo secundario Alexa 488 goat anti-rabbit na concentracdo de 1:400 (diluido em

10% da solucdo de blogueio e 90% de PBS). Em seguida lavadas em PBS (3 vezes de 5



19

minutos) e incubadas, incubadas com DAPI (1:250) por 5 minutos, lavadas com PBS, 1
vez por 5 minutos e montadas em ldminas sob laminulas com um montante contendo
90% de glicerol e 10% de Tris HCI 1M com pH final 9,0.

Para determinar a pureza de microglias na cultura primaria, foi utilizado o
anticorpo anti-IBA1, que reconhece uma proteina quelante de Ca’™ presente no
citoplasma microglial. Apos a fixagdo em paraformaldeido 4% das laminulas contendo a
cultura, as células foram lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos) e incubadas com
solucdo de bloqueio de ligacGes inespecificas por 1 hora. Em seguida, lavadas em PBS,
1 vez por 2 minutos, incubadas com o anti-IBA1 obtido em coelho na concentragéo de
1:500 (diluido em 10% da solugdo de bloqueio e 90% de PBS) e mantidas em camara
Umida a 4° overnight. Posteriormente, lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos) e
incubadas com o anticorpo secundario Alexa 488 goat anti-rabbit na concentracdo de
1:400 (diluido em 10% da solucéo de blogqueio e 90% de PBS). Em seguida lavadas em
PBS (3 vezes de 5 minutos) e incubadas com DAPI (1:250) por 5 minutos, lavadas com
PBS, 1 vez por 5 minutos e montadas em laminas sob laminulas com um montante
contendo 90% de glicerol e 10% de Tris HCI 1M com pH final 9,0.

Para identificar parasitos ndo internalizados, aderidos as membranas das células
avaliadas nos tempos inferiores a 8 horas, foi utilizado o anticorpo anti-T. cruzi. Apés a
fixacdo em paraformaldeido 4% das laminulas contendo a cultura, as células foram
lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos) e incubadas com solucdo de bloqueio de
ligacGes inespecificas por 1 hora. Em seguida, lavadas em PBS, 1 vez por 2 minutos,
incubadas com o anti- T. cruzi obtido em coelho na concentracdo de 1:500 (diluido em
10% da solugdo de bloqueio e 90% de PBS) e mantidas em camara Umida a 4°
overnight. Posteriormente, lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos) e incubadas com o
anticorpo secundario Alexa 488 goat anti-rabbit na concentracdo de 1:400 (diluido em
10% da solucdo de blogueio e 90% de PBS). Em seguida lavadas em PBS (3 vezes de 5
minutos) e incubadas, incubadas com DAPI (1:250) por 5 minutos, lavadas com PBS, 1
vez por 5 minutos e montadas em laminas sob laminulas com um montante contendo
90% de glicerol e 10% de Tris HCI 1M com pH final 9,0.

As analises foram conduzidas em microscépio de fluorescéncia Axioplan-2 da
Zeiss (objetiva de imersdo com aumento de 63X). Em cada laminula foi contada uma

média de 10 campos aleatorios, totalizando um nimero minimo de 500 células.
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3.6. Andlises estatisticas
Para andlises estatisticas dos dados foi utilizado o programa Prism 5.1 e o teste
One-way ANOVA Kruskal-Wallis seguido do p6s teste de Dunn.
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4. Resultados

4.1. Cultivo celular

4.1.1. Cultura priméria de astrécitos

Para identificacdo de astrocitos isolados utilizou-se anticorpo anti-GFAP (Figura
4). A possibilidade de contaminacdo da cultura por micrdglia foi avaliada pela
imunomarcagdo desse tipo celular com o anticorpo anti-IBA1l. O percentual de
microglia na cultura de astrocitos foi menor que 5% e, portanto, considerou-se a pureza
da cultura priméria de astrocitos maior que 95%.

Os astrocitos na cultura primaria apresentavam 0s prolongamentos
caracteristicos que irradiam a partir de seu corpo celular e permaneciam vidveis em

cultura por quase 3 meses.

4.1.2. Cultura priméaria de microglia

A identificacdo de micrdglia baseou-se na imunofluorescéncia positiva para anti-
IBAL (Figura 5). A pureza da cultura foi superior a 95%.

As microglias apresentavam-se como pequenas esferas nas garrafas de cultura
contendo astrécitos. Apds serem coletadas e plaqueadas, apresentavam aspecto

fusiforme. Essas células permaneciam viaveis em cultura por somente 3 dias.
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Figura 4. Cultura priméria de astrocitos. Imunofluorescéncia com anti-GFAP. A: marcacdo nuclear com

DAPI; B: imunomarcacgao com anti- GFAP; C: sobreposi¢do das imagens.
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C

Figura 5. Cultura primaria de microglia. Imunofluorescéncia com anti-IBA1. A: marcagdo nuclear com

DAPI; B: imunomarcacgao com anti-IBA1; C: sobreposicao das imagens.

4.2. Infeccdo de astrdcitos e micrdglia com T. cruzi

Astrocitos foram inicialmente infectados com a cepa Y de T. cruzi na proporcao
de 10:1 e analisados durante os intervalos de tempo previamente definidos, conforme
descrito em material e métodos.

Nos intervalos de tempo inferiores a 8 horas, é possivel observar parasitos ndo
internalizados, porém aderidos as membranas dos astrécitos. Para a realizacdo das
contagens nesses intervalos de tempo, além da marcacdo nuclear com o DAPI, foi
realizada a imunofluorescéncia com o anticorpo anti-T.cruzi (Figura. 6). A gquantidade
desses parasitos ndo internalizados foi inferior a 5%, em todos os tratamentos
realizados.

Observou-se que ap6s 24 horas da infeccdo, algumas células comecavam a se
romper, tornando inviavel a contagem apds esse tempo. Desse modo, ficou determinado

que o limite de tempo estabelecido para analise seria o de 24 horas.



25

Astrdcitos foram infectados com a cepa Y de T. cruzi nas propor¢des de 10:1,
5:1 e 2:1 parasitos/célula. A infecgdo de astrdcitos na proporcéo de 10:1 parasitos célula
resultou em percentual de 70 a 90% de células infectadas no periodo entre 2 a 24 horas
de infeccdo. Nesse periodo, o nimero de amastigotas intracelulares variou de 220 a 300
parasitos/100 células infectadas (Figura 7).

Utilizando-se a proporcao de 5:1, a porcentagem de células infectadas variou de
60 a 90% e a taxa de infeccdo de 220 a 260 parasitos/ cem células, no periodo entre 2 a
24 horas de infecdo. Ja& na proporcdo de 2:1, a percentagem (%) de astrocitos infectados
ficou em torno de 40-50%. O numero de parasitos intracelulares variou de 180 a 200
parasitos/100 células infectadas no periodo de 2 a 24 horas apds a infeccéo (Figura 7).

Tendo em vista esses resultados, optou-se por utilizar a proporgdo de 2:1
parasitos/célula para o estudo dos efeitos do TNF-a sobre a infeccdo de astrécitos com a
cepa Y. Esse estudo foi realizado nos periodos de 2 e 24 horas apds infec¢do, tendo em
vista que nos periodos intermediarios ndo se observou diferenca significativa no

percentual e células infectadas e no nimero de amastigotas intracelulares.
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C

Figura 6. Cultura priméria de astrécitos infectados com cepa Y de T. cruzi na proporcdo de 10
parasitos/célula. A: marcacdo nuclear com DAPI. B: imunomarcagdo com anti-T.cruzi; C: sobreposicao

das imagens.
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Figura 7. Infeccdo de astrécitos por tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi nas proporgdes de 2:1, 5:1 e
10:1 parasitos por célula. A: Percentual de astrocitos infectados. B: NUmero de amastigotas por 100

células.

A mesma proporcdo (2:1) foi utilizada para a infec¢do de astrocitos com o clone
Col 1.7G2 de T. cruzi.
Somente astrocitos foram avaliados nas trés proporcbes de parasitos/célula

(10:1, 5:1 e 2:1). Todos os demais experimentos foram avaliados na proporc¢édo de 2:1.
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Figura 8. Imagem representativa de astrocitos infectados com cepa Y de T. cruzi nas seguintes
proporc¢des de parasitos/célula: A (2:1); B (5:1); C (10:1).

4.3. Determinacdo da concentracdo de TNF-a a ser utilizada na infecgdo
de astrdcitos pela cepa Y e pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi.

O tratamento dos astrécitos com 20ng/ml de TNF-a, por 6 horas, resultou em
aumento significativo da porcentagem de células infectadas com a cepa Y de T. cruzi
em relacdo aos tratamentos com Ong e 5ng/ml de TNF-a, no tempo de 2 horas apos a
infeccdo (Figura 9A). No tempo de 24 horas apds a infeccdo, os astrdcitos tratados com
20ng apresentaram um aumento significativo sobre a porcentagem de células infectadas
comacepa Y de T. cruzi somente em relacdo aos tratados com 5ng (Figura 9C).

Astrocitos infectados pelo clone Col 1.7G2 ndo apresentaram diferenca
significativa na porcentagem de células infectadas em qualquer das doses de TNF-a

testadas, 2 e 24 horas ap0s a infeccdo (Figura 9B e D).
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Figura 9. Percentagem de astrdcitos infectados pelas cepa Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi
apos tratamento por 6 horas com diferentes concentracdes de TNF-a. A: Duas horas ap6s infeccdo
com cepa Y (n=6). B: Duas horas apés infeccdo com o clone Col 1.7G2 (n=9). C: 24 horas ap0s infec¢cdo
pela cepa Y (n=6). D: 24 horas ap6s infec¢do com o clone Col 1.7G2 (n=9). * p<0,03; ** p<0,0003.

O numero de parasitos/100 células infectadas aumentou significativamente apos
o0 tratamento dos astrocitos com TNF-o nas concentragdes de 20 e 50ng/ml em relagdo
ao controle, 2 horas apos a infeccdo com a cepa Y de T. cruzi (Figura 10). Esse efeito
ndo se repetiu no tempo de 24 horas de infeccdo com essa cepa. Em qualquer das
concentraces utilizadas, TNF-a ndo alterou a proporcdo de células infectadas com o
clone Coll1.7G2, assim como o0 nimero de parasitos/100 células, nos tempos de 2 e 24

horas ap0s a infeccao.
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Figura 10. NUumero de parasitos intracelulares em astrdcitos infectados pela cepa Y ou pelo clone
Col 1.7G2 de T. cruzi ap6s tratamento por 6 horas com diferentes concentragdes de TNF-a. A: Duas
horas ap6s infeccdo com a cepa Y (n=6). B: Duas horas apds infeccdo com o clone Col 1.7G2 (n=9). C:
24 horas apos infec¢do com a cepa Y (n=6). D: 24 horas apo6s infecgdo com o clone Col 1.7G2 (n=9).

* p<0,008.

4.4. Determinacdo da concentracdo de TNF-a a ser utilizada na infeccéo
de microglias pela cepa Y e pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi

O tratamento das micrdglias com 20ng e 50ng de TNF-o, por 6 horas
demonstrou um aumento significativo sobre a porcentagem (%) de células infectadas
coma cepa Y de T. cruzi 2 horas ap0s a infeccdo em relacdo aos tratamentos com Ong e
5ng/ml de TNF-a (Figura 11 A). Apos 24 horas, as microglias tratadas com 20ng e 50ng
de TNF-a apresentaram um aumento significativo sobre a porcentagem (%) de células
infectadas com a cepa Y de T. cruzi em relacdo aos outros grupos (Figura 11C).

Micréglias infectadas pelo clone Col 1.7G2 ndo apresentaram diferenca significativa



32

sobre a porcentagem de células infectadas em qualquer das doses de TNF-a testadas nos
periodos de 2 e 24 horas de infeccdo (Figura 11B e D).
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Figura 11. Percentagem de micréglias infectadas pela cepa Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi
apos tratamento por 6 horas com diferentes concentragdes de TNF-a. A: Duas horas ap6s infecgdo
com cepa Y (n=9). B: Duas horas ap6s infeccdo com o clone Col 1.7G2 (n=9). C: 24 horas ap0és infec¢do
pela cepa Y (n=9). D: 24 horas ap6s infec¢do com o clone Col 1.7G2 (n=9). *** p<0,0001.

O numero de parasitos por 100 células infectadas apds o tratamento de
micrdéglias com diferentes concentracbes de TNF-a por 6 horas ndo alterou
significativamente em qualquer das concentracfes utilizadas, na infeccdo com a cepa Y
ou com o clone Col 1.7G2 de T. cruzi, nos dois periodos de tempo analisados. (Figura
12).
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Figura 12. NUmero de parasitos intracelulares em micréglia infectada pela cepa Y ou pelo clone Col
1.7G2 de T. cruzi ap6s tratamento por 6 horas com diferentes concentracdes de TNF-a. A: Duas
horas ap6s infecgdo com a cepa Y (n=9). B: Duas horas apds infec¢cdo com o clone Col 1.7G2 (h=9). C:
24 horas ap6s infecgdo com a cepa Y (n=9). D: 24 horas apds infec¢do com o clone Col 1.7G2 (n=9). *
p<0,008.

4.5. Efeito do tratamento com 20ng de TNF-a sobre a infec¢io de
astrocitos com a cepa Y e o clone Col 1.7G2 de T. cruzi

Apos os resultados referentes a curva de concentracdo de TNF-a, optou-se pela
dose de 20 ng/ml de TNF-a no estudo dos efeitos dessa citocina sobre a infeccdo de
astrécitos e de micrdglias com a cepa Y ou com o clone Col 1.7G2 de T. cruzi

Astrocitos tratados com 20ng/ml de TNF-a, por 6 horas, apresentaram um
aumento significativo no percentual de células infectadas pela cepa Y de T. cruzi em

relacdo as células ndo tratadas, nos periodos de 2 horas e 24 horas de infec¢do (Figuras
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13A, 14 e 15). O mesmo efeito ndo foi observado na infecgdo de astrécitos pelo clone
Col 1.7G2 de T. cruzi (Figuras 13B, 14 e 15).

Em relacdo ao nimero de parasitos por cem células infectadas, os astrécitos
tratados com 20ng/ml de TNF-o apresentaram um aumento significativo somente no
tempo de 2 horas de infe¢cdo com a cepa Y T. cruzi (Figuras 13C, 14 el5). Astrocitos
infectados pelo clone Col 1.7G2 ndo apresentaram diferenca significativa em relagéo ao

namero de parasitos por cem células infectadas (Figuras 13D, 14 e15).
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Figura 13. Efeito do tratamento com 20ng de TNF- a, por 6 horas, sobre a infeccdo de astrocitos
pela cepa Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi. A: Percentagem de astrdcitos infectados pela cepa Y
(n=12). B: Percentagem de astrécitos infectados pelo clone Col 1.7G2 (n=12). C: Parasitos por cem
células infectadas pela cepa Y (n=12). D: Parasitos por cem células infectadas pelo clone Col 1.7G2
(n=12). * p<0,03; *** p<0,005.
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Figura 14. Efeito do tratamento com TNF- a, por 6 horas, sobre a infec¢éo de astrocitos pela cepa Y
ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi no tempo de 2 horas. A: Astrécitos infectados pela cepa Y com
Ong de TNF- a. B: Astrocitos infectados pela cepa Y com 20ng de TNF- a. C: Astrdcitos infectados pelo
clone Col 1.7G2 com Ong de TNF- a. D: Astrocitos infectados pelo clone Col 1.7G2 com 20ng de TNF-

.
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Figura 15. Efeito do tratamento com TNF- a, por 6 horas, sobre a infeccédo de astrocitos pela cepa Y
ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi no tempo de 24 horas. A: Astrocitos infectados pela cepa Y com
Ong de TNF- a. B: Astrocitos infectados pela cepa Y com 20ng de TNF- a. C: Astrdcitos infectados pelo
clone Col 1.7G2 com Ong de TNF- a. D: Astrécitos infectados pelo clone Col 1.7G2 com 20ng de TNF-

.
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4.6. Efeito do tratamento com 20ng de TNF-a sobre a infeccido de
microglia com a cepa Y ou com o clone Col 1.7G2 de T. cruzi

Assim como os resultados obtidos para astrdcitos, micrdglias tratadas com
20ng/ml de TNF-a por 6 horas apresentaram um aumento significativo no percentual de
células infectadas pela cepa Y de T. cruzi em relacdo as células ndo tratadas, nos
periodos de 2 horas e 24 horas de infecgdo (Figuras 16A, 17 e 18). O mesmo efeito ndo
foi observado na infeccdo de micréglias pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi (Figuras 16B,
17 e 18).

Em relacdo ao niumero de parasitos por cem células infectadas, ndo se observou
diferenca significativa tanto na infecdo com a cepa Y quanto pelo clone Col 1.7G2 de T.
cruzi (Figuras 16C e D, 17 e 18).
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Figura 16. Efeito do tratamento com 20ng de TNF- a, por 6 horas, sobre a infeccdo de microglias
pela cepa Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi. A: Percentagem de micrdglias infectadas pela cepa Y
(n=12). B: Percentagem de microglias infectadas pelo clone Col 1.7G2 (n=15). C: Parasitos por cem
células infectadas pela cepa Y (n=12). D: Parasitos por cem células infectadas pelo clone Col 1.7G2
(n=15). *** p<0,005.
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Figura 17. Efeito do tratamento com TNF- a, por 6 horas, sobre a infec¢cdo de microglias pela cepa
Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi no tempo de 2 horas. A: Micrdglias infectadas pela cepa Y com
Ong de TNF- a. B: Micréglias infectadas pela cepa Y com 20ng de TNF- a. C: Microglias infectadas pelo
clone Col 1.7G2 com Ong de TNF- a. D: Micréglias infectadas pelo clone Col 1.7G2 com 20ng de TNF-

.
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Figura 18. Efeito do tratamento com TNF- a, por 6 horas, sobre a infeccdo de microglias pela cepa
Y ou pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi no tempo de 24 horas. A: Micréglias infectadas pela cepa Y com
Ong de TNF- a. B: Micréglias infectadas pela cepa Y com 20ng de TNF- a. C: Microglias infectadas pelo
clone Col 1.7G2 com Ong de TNF- a. D: Microglias infectadas pelo clone Col 1.7G2 com 20ng de TNF-

.
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5. Discussao

Em nosso trabalho, a infeccdo de astrocitos de cultivo primario na proporcéo de
10 parasitos/célula resultou em percentual de células infectadas em torno de 80% logo
ap6s 2 horas de infeccdo, muito superior ao relatado por Vargas-Zambrano e
colaboradores (2013), onde a porcentagem de células infectadas atingiu 30% no
segundo dia apds a infeccdo, 50% no terceiro e 90% no sexto dia e a analise durou até o
sexto dia pds-infeccdo e a porcentagem foi aumentando ao longo do tempo, assim como
0 numero de amastigotas por célula. Por volta do quarto dia ap6s a infeccdo,
amastigotas transformados em tripomastigotas foram liberados para o meio de cultura
causando um significativo aumento na porcentagem de células infectadas no quinto dia
pos-infecgdo, em contraste com 0s nossos resultados, onde os astrocitos ja comegaram a
se romper no periodo de 24 horas de infeccdo. Essas diferencas podem estar
relacionadas tanto com a linhagem de astrocitos utilizados (astrocitoma e cultivo
primario), quanto a populacédo de T. cruzi, pertencentes a DTU’s diferentes (Tcl e Tcll).
Em relacdo a parasitos por células infectadas, nossos resultados s&o semelhantes os
obtidos por aqueles autores.

Troyo & Chinchilla (2003) analisaram a multiplicacdo de T. cruzi em astrocitos
isolados de camundongo, rato e hamster e observaram que o nimero de amastigotas em
astrécitos de rato € menor que naqueles isolados de hamster e camundongo. De acordo
com esses autores, estudos in vitro sobre a multiplicacdo intracelular de T. cruzi devem
considerar as diferencas que podem existir entre células-alvo de origem distinta, nesse
caso, de hospedeiros distintos.

Estudo realizado por Silva e colaboradores (2015) sobre a infeccdo de cultura
primaria de astrocitos de camundongo pela cepa Colombiana de T. cruzi (Tcl) mostrou
porcentagem de células infectadas em torno de 30% ap0s 4h da infeccdo e de 80% apos
24h. Para infeccdo dessas células, os autores utilizaram a propor¢cdo de 10
parasitos/célula. Diferentemente dos nossos resultados, ocorreu um aumento da
porcentagem de células infectadas nos periodos de 4 e 24 horas de infeccdo. Ao
utilizarem a proporcdo de 1:1 para a infeccdo de astrécitos, o percentual de células
infectadas alcancou 10% , 4 horas ap0s a infeccdo, e 50% ap06s 24 horas. Os astrocitos
apresentaram em torno de 200 parasitos/100 células ap6s 4 horas de infeccdo, resultado
semelhante ao nosso nessa proporcdo de 10:1, porém apds 24 horas o ndmero de

parasitos/100 células foi de 600, bem superior ao nosso resultado. J& na proporcdo de
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1:1 o numero de parasitos/100 células foi menor que 100 ap6s 4 horas e 200 apds 24
horas.

Da Mata e colaboradores (2000), ao analisarem, em ratos lactentes, a infecdo do
SNC pela cepa Y ou pelo clone CL-Brener, observaram parasitismo em regides do
cérebro e no cortex cerebelar. Esses autores mostraram que os astrocitos sdo o principal
alvo do T. cruzi no SNC.

Silva e colaboradores (2015) também avaliaram a infeccdo do SNC, em ratos,
pela cepa Colombiana de T. cruzi | e observaram que 80% dos amastigotas no SNC
estavam em astrocitos distribuidos ao longo do parénquima cerebral, tanto na fase
cronica, quanto na fase aguda. Nossos resultados, obtidos in vitro, mostraram que a
invasdo de astrocitos infectados por T. cruzi € maior que em microglia, confirmando os
astrécitos como alvo preferencial do T. cruzi. Em relagé@o aos efeitos do tratamento com
20ng de TNF-a, nossos resultados mostram que essa citocina aumenta a percentagem de
astrécitos infetados pela cepa Y de T. cruzi, nos periodos de 2 e 24 horas de infec¢do. O
mesmo efeito ndo foi observado na infeccdo de astrdcitos pelo clone Col 1.7G2 de T.
cruzi. Ja em relacdo a taxa de infeccdo com cepa Y, o tratamento prévio com TNF-a
resultou em aumento significativo de parasitos intracelulares no periodo de 2 horas de
infeccdo. Esse resultado pode indicar que 0 TNF-o favorece a adesdo e invasdo de
tripomastigotas nesse tipo celular.

O tratamento, in vitro, de astrécitos com 10ng de IFN-y pelo grupo de Silva
(2015) aumentou a susceptibilidade a infeccdo pela cepa Colombiana de T. cruzi e
promoveu a proliferacdo de amastigotas. Entretanto, quando os astrcitos foram tratados
com anticorpo anti- TNF-a antes do tratamento com o IFN-y, esse aumento na infecgao
ndo foi observado, indicando que esse efeito do tratamento com o IFN-y se deve a
inducdo da producdo de TNF-a pelo mesmo. Esses resultados sobre os efeitos indiretos
do IFN-y, atuando sobre a estimulacdo da producdo de TNF-a sao semelhantes aos
nossos resultados, onde o tratamento dos astrécitos com TNF-o demonstrou um
aumento significativo sobre a porcentagem de células infectadas em relacdo aos
astrécitos nao tratados, nos tempos de 2 e de 24 horas apos a infeccdo. Em relagdo ao
namero de parasitos/100 células infectadas, apenas o tempo de 2 horas apds a infeccao
demonstrou um aumento significativo em relacdo ao controle. Entretanto, vale ressaltar

gue nossos resultados foram obtidos com a cepa Y de T. cruzi.
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Quando avaliamos a infeccdo de astrécitos pelo clone Col 1.7G2 de T. cruzi, ndo
encontramos diferenca significativa em relagdo ao tratamento com o TNF-a, mesmo
com concentracdo de 100ng/ml, seja em relacdo a porcentagem de células infectadas
seja em relacdo ao nimero de parasitos intracelulares. Até onde conseguimos avaliar,
ndo ha outros dados na literatura sobre infecg¢do de astrécitos com o clone Col 1.7G2.

Nossos resultados obtidos com a infecdo de micréglia com a cepa Y mostram
que o tratamento com TNF-a ndo altera a taxa de infeccdo desse tipo celular. Entretanto,
a porcentagem de células microgliais infectadas com a cepa Y de T. cruzi, nos tempos
de 2 e de 24 horas de infecdo, aumenta apds tratamento com essa citocina. Até onde
conseguimos pesquisar na literatura, nosso trabalho € o primeiro a estudar a infecéo, in
vitro, de microglia por T. cruzi. Assim como os resultados obtidos com o clone Col
1.7G2 de T. cruzi em astrocitos, microglias também ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao tratamento com o TNF-a, seja em relagcdo a porcentagem de
células infectadas seja em relacdo ao numero de parasitos intracelulares.

Nossos resultados sugerem que tanto astrocitos quanto microglias quando
submetidos ao tratamento com TNF-o tornam-se mais susceptiveis a infeccao pela cepa
Y de T. cruzi, pois a porcentagem de células infectadas aumenta significativamente em
relacdo as células ndo tratadas. Entretanto, a invasdo desses tipos celulares por
tripomastigotas parece ser afetada diferentemente por essa citocina.

Estudo anteriormente realizado no Laboratério Profa. Conceicdo Machado,
mostrou que o TNF-a também facilita a entrada de tripomastigotas da cepa Y de T.
cruzi em celulas LLC-MK2 e HEK293T (Pinto e colaboradores, 2011), mediante
ativacdo do fator de transcricdo NFk-B. De modo interessante, Hall e colaboradores
(2000) mostraram que em células musculares cardiacas, um dos tipos celulares
preferencialmente parasitados pelo T. cruzi, ndo ocorre ativacdo de NFk-B. Esse fator
de transcricdo regula a expressdo de genes relacionados a secrecdo de mediadores da
resposta inflamatoria. Seria interessante avaliar se a infeccdo de astrécitos e de
micrdglia por distintas populac¢bes de T. cruzi resultaria em ativacdo ou ndo desse fator
de transcricéo.

No caso especifico do SNC, hd uma relagdo intima entre astrocitos e a
manutencdo da BHE. TNF-a é capaz de induzir a perda da integridade dessa barreira.

Consideramos pertinente avaliar os efeitos do TNF sobre modelos in vitro de BHE,
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atualmente considerados excelentes ferramentas para estudar mecanismos envolvidos

em doencas que afetam o SNC.
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6.  ConclusGes

Nossos resultados permitem concluir que:
i) Astrocitos e microglia exibem comportamento distinto em relacdo ao percentual de
células infectadas, in vitro, pelo T. cruzi;
ii) O tratamento prévio com TNF-a aumenta a propor¢do de astrdcitos e micrdglia
infectadas pela cepa Y de T. cruzi;
iii) O tratamento prévio com TNF-a n3o afeta a infe¢do de astrocitos e microglia pelo
clone Col 1.7 G2.
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