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Doencas causadas por protozoarios (microrganismos unicelulares) representam um grave
problema de salde publica devido ao alto indice de mortalidade que causam. A Doenca de Chagas
tem como agente etiologico, ou seja, agente causador da doenca, um parasita chamado
Trypanosoma cruzi. Este parasita pode infectar o ser humano ap6s uma picada do inseto
popularmente chamado de barbeiro, que defeca no local da picada. A pessoa se contamina com 0S
parasitas presentes nas fezes do inseto ao cocar o local da picada. Atualmente, 10 a 16 milhdes de
pessoas no mundo estdo infectadas pelo parasita T. cruzi e apresentam sequelas clinicas, que
podem ndo gerar sintomas, mas serem fatais, como inflamacdo do miocardio e em regiGes do
cerebro.

Recomenda-se tratamento medicamentoso durante a fase inicial da infeccdo (primeiros 6
meses). Neste periodo a resisténcia da pessoa infectada é maior e a associacdo de uma resposta
imunoldgica eficiente, incluindo células sanguineas denominadas mondcitos, eosinofilos e
neutrofilos, com o tratamento medicamentoso poderd promover um total controle da multiplicacéo

deste parasita no hospedeiro. No entanto, o parasita T. cruzi desenvolveu mecanismos para escapar
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da resposta imune e persistir no organismo. Sendo assim, passados 0s seis primeiros meses, a queda
na eficiéncia da resposta imune na auséncia de medicacao especifica geralmente resulta em lesbes
dos 6rgéos infectados.

Dentre as células do sistema imune, os neutréfilos sdo as primeiras a chegarem ao local de
uma inflamacdo. Além do mecanismo mais conhecido de defesa dos neutrofilos, a fagocitose, foi
descoberto recentemente que os neutrofilos sdo capazes de liberar seu DNA em resposta a um
estimulo infeccioso, formando estruturas que sdo chamadas NETs (armadilhas extracelulares de
neutrofilos) (Figura 1). Estas estruturas sdo capazes de capturar e matar diversos patogenos,

contribuindo na eliminacdo destes pelo hospedeiro.

Figura 1. Neutrofilos ativados demonstrando a formacéo e liberacdo de NETS. (a) neutrofilos ndo

ativados e com DNA intracelular; (b) neutréfilos ativados e com DNA extracelular como
evidenciado pelas setas brancas. Fonte: modificado de Fuchs et al. (2007). Escalas: 10um.

O processo que libera estas estruturas € denominado NETose, e ainda € alvo de diversos
estudos, sendo definido por apresentar caracteristicas distintas daquelas apresentadas pelos

processos comuns de morte celular, a apoptose e a necrose.
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A caracteristica principal de morte celular pelo processo de apoptose é a degradacdo do
DNA intracelular e a exposi¢do de uma molécula chamada fosfatidilserina na membrana externa da
ceélula apoptotica. A exposicao de fosfatidilserina sinaliza para o sistema imune que esta célula deve
ser fagocitada e eliminada, pois se encontra em processo de morte celular. Na morte celular por
necrose a principal caracteristica € o aumento da permeabilidade da membrana da célula. Este fato
desestabiliza o equilibrio osmotico da célula resultando em morte por rompimento da membrana
celular.

Pensando neste novo processo capaz de capturar e matar patdgenos e nos protozoarios
causadores da Doenca de Chagas, diversos testes foram realizados pelo nosso grupo de estudos na
Unesp - Assis para verificar: 1) se o parasita T. cruzi seria capaz de estimular a geragdo das NETS;
e, 2) se 0 processo de NETose induzido pelo parasita ocorreria na presenca de morte celular
programada ou necrose. Nestes testes foi verificada se ha a presenca de caracteristicas dos outros
processos comuns (apoptose e necrose) para demonstrar também se o processo de NETose é
realmente distinto.

Durante os experimentos, os neutrofilos isolados de amostras de sangue humano de
doadores voluntarios foram colocados em contato com os parasitas T. cruzi (isolados de
camundongos infectados) em diferentes periodos de tempo (1 a 4 horas). Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias e Letras de Assis (protocolo 02073912.0.0000.5401) e do Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (protocolo 262/2012).

Apdls estes diferentes periodos de tempo foram realizados testes de microscopia de
fluorescéncia para visualizacdo do DNA intra e extracelular. A viabilidade celular foi investigada
atraves de ensaios de taxa metabolica (adicdo de MTT), degradacdo do DNA (eletroforese em gel
de agarose) e permeabilidade da membrana celular (citometria de fluxo).

Podemos observar na Figura 2 que, em contato com o parasita T. cruzi, os neutréfilos foram

estimulados a extravasarem seu DNA para 0 meio extracelular. Analises microscopicas mais
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detalhadas demonstraram haver parasitas capturados em toda a extensdo das NETs. Além disso, as
analises de viabilidade celular demonstraram que neutrofilos incubados com o parasita T. cruzi ndo
apresentam sinais de degradacdo de DNA, nem exposi¢cdo da molécula fosfatidilserina e nem

alteracdo da permeabilidade celular.

Figura 2. Neutréfilos humanos co-incubados com o parasita T. cruzi apresentam liberacdo de NETs
(indicadas pela seta branca). A coloracéo azul se da em virtude de um corante especifico para DNA
chamado DAPI. Aumento de 400x.

Com este conjunto de resultados, nosso grupo demonstrou pela primeira vez que o parasita
T. cruzi é capaz de estimular a geracdo das NETs. Reafirmamos ainda que a NETose se apresenta
como um processo distinto de apoptose e necrose. A continuacdo destes estudos, conhecendo
melhor as distingbes do processo de NETose, pode auxiliar no desenvolvimento de novas
estratégias que possam estimular o sistema imunologico de forma eficiente e assim melhorar o
controle da infeccdo por T. cruzi e sua patogenia. O estimulo controlado das NETs podera ajudar

na captura e eliminacdo dos parasitas, de forma que o sistema imune ndo cause tantas lesGes ao
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organismo nas tentativas de eliminacdo do patogeno, que tem se mostrado resistente aos seus

mecanismos atuais e aos tratamentos existentes.

Glossério:

Parasita — organismo que vive em associa¢cdo com outro organismo, retirando deste, meios para sua
sobrevivéncia;

Sequelas clinicas — altera¢do da anatomia ou funcéo do corpo, sendo causada por uma doenca ou
um acidente;

Miocéardio — musculo do coracéo;

Fagocitose — englobamento e digestdo de particulas solidas e microrganismos por uma célula;
Hospedeiro — € um organismo que abriga outro, ou seja, 0 organismo que abriga o parasita;
Permeabilidade — propriedade da membrana celular que permite a passagem de substancias do
meio externo para o meio celular ou vice-versa;

Patogenia — modo como a doenga age no organismo, sequéncia de caracteristicas da doenca

causadas pelo patogeno.
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