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Resumo  
 

A doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi e 

representa um sério problema de saúde na América Latina, sendo considerada 

uma doença negligenciada cujo tratamento atual é insatisfatório e limitado. A 

sua principal causa de morbidade é a cardiomiopatia, caracterizada por danos 

nas células cardíacas e presença de infiltrados inflamatórios e fibrose. A 

interação parasito-célula hospedeira e o consequente estabelecimento da 

infecção dependem da fusão do vacúolo parasitóforo (VP) com o lisossomo, 

organela relacionada à endocitose e autofagia. A via autofágica consiste em 

um importante processo de degradação de macromoléculas e organelas, tendo 

sido recentemente associada à infecção pelo T. cruzi. No entanto, a 

participação efetiva da autofagia, assim como seu papel na infecção, não são 

conhecidas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a 

participação da autofagia durante a infecção de macrófagos e células cardíacas 

(HMC) por T. cruzi. A pré-incubação com indutor farmacológico de autofagia 

(rapamicina) ou com meio de estresse nutricional (DMEM-/-) reduziu a infecção 

e a taxa endocítica em ambas as células, enquanto que a incubação posterior à 

infecção foi capaz de diminuir a proliferação do parasito apenas em HMC. A 

análise ultraestrutural apontou características autofágicas típicas como a 

predominância de autofagossomos e perfis de membrana concêntrica em 

células estimuladas pré-infecção, além da associação do VP ao 

autofagossomo, sugestivo de xenofagia. A imunomarcação para a proteína de 

autofagia LC3 foi mais abundante em células incubadas com os indutores de 

autofagia, variando a associação ao parasito nos diferentes tipos celulares e 

tempos. A imunolocalização por microscopia eletrônica revelou um aumento na 

expressão desta proteína após a infecção, localizadas no interior de 

autofagossomos. A análise da interrelação da via autofágica com a biogênese 

de corpúsculos lipídicos (importantes mediadores inflamatórios durante a 

infecção) indicou inibição da formação destas organelas em macrófagos, 

enquanto em HMC não ocorreu alteração do número. Os dados do presente 

trabalho identificam a autofagia como um processo importante que ocorre em 

resposta à infecção por T. cruzi e que parece atuar na resistência do 

hospedeiro, controlando a infecção em macrófagos e células cardíacas.          

Palavras-chave: Autofagia; Trypanosoma cruzi; macrófagos; cardiomiócitos 
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Abstract 
 

Chagas’ disease is caused by the intracellular protozoan parasite Trypanosoma 

cruzi. It remains a serious public health problem in Latin America, and the 

current treatment is not satisfactory. The disease morbidity is associated with 

cardiomyopathy, characterized by tissue damage, inflammatory infiltrates and 

fibrosis. Parasite internalization and its subsequent success in infection depend 

on the fusion of the parasitophorous vacuole (PV) to the lysosome, an important 

organelle related to endocytosis and autophagy. The autophagic pathway is the 

process involved in degradation of macromolecules and organelles. This 

pathway was recently associated with T. cruzi infection, but  its effective 

participation as well as its functional role during the infection remain to be 

defined. Thus, this work aimed to evaluate the occurrence and role of 

autophagy of macrophages and heart muscle cells (HMC) during the T. cruzi 

infection. Pre-incubation with autophagic inducers (rapamycin and starvation 

medium – DMEM-/-) reduced infection and endocytic index in both cells, while 

incubation after infection decreased the parasite replication only in HMC. 

Ultrastructural analyses of cells previously stimulated with rapamycin and 

DMEM-/- revealed typical autophagic features such as autophagosomes and 

concentric membranes. PV- autophagosomes association, suggestive of 

xenophagy, was also observed. Time- and cell-dependent increase in the 

autophagic protein LC3 was detected by immunofluorescence after autophagic 

induction. Immunonanogold electron microscopy showed an increase in this 

protein expression after infection within autophagosomes. The cross-talk 

between autophagic pathway and lipid body biogenesis (important inflammatory 

organelles during infection) indicated a cell-dependent modulation. In 

conclusion, autophagy was characterized as an important process in response 

to the T. cruzi infection and seems to participate in the host resistance acting in 

the control of the infection in macrophages and cardiac cells.     

Key words : Autophagy; Trypanosoma cruzi; macrophages; cardiomyocytes 
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1.1. Doença de Chagas 

 

A doença de Chagas ou tripanossomíase americana é uma patologia causada pelo 

protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi, descoberta em 1909 pelo pesquisador 

brasileiro Carlos Chagas. A partir de inúmeras observações, Chagas descreveu o ciclo de 

vida do parasito, as vias de transmissão, manifestações clínicas e o primeiro caso da 

doença no Brasil (Chagas, 1909).  

  Esta patologia é reconhecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

uma das 13 maiores doenças tropicais negligenciadas. De acordo com o levantamento 

feito pela Organização Pan Americana de Saúde (PAHO) estima-se que, apenas na 

região latino-americana, a doença acomete 8 milhões de pessoas e milhares de casos 

surgem anualmente, tendo mais de 100 milhões de indivíduos em área de risco (OMS, 

2010; DNDi, 2011). Na América Latina, região endêmica, estudos paleontológicos 

demonstraram evidências da tripanossomíase americana há mais de 9.000 anos, 

sugerindo que o surgimento desta zoonose em humanos está associado ao sedentarismo, 

hábitos de agricultura e domesticação de animais, pois antes a doença era limitada a 

animais silvestres (Aufderheide et al., 2004; revisto em Ferreira et al.,2011).   

A doença de Chagas pode ser dividida em duas fases: aguda e crônica, sendo que 

a primeira compreende o período inicial pós-infecção, que pode variar de 4 a 8 semanas. 

Geralmente essa fase é assintomática devido à baixa carga parasitária, apresentando 

acessos febris. Em alguns casos, a febre pode ser prolongada, ocorrendo 

hepatoesplenomegalia ou, no caso de transmissão vetorial, o primeiro sinal da infecção 

pode ser a lesão provocada na pele denominada chagoma de inoculação, que quando 

acomete a mucosa ocular é chamado de sinal de Romaña (revisto em Rassi Jr et al., 

2010). Após alcançar a circulação, o parasito invade as células e proliferam intensamente. 

A proliferação do parasito na fase aguda pode provocar um espessamento microvascular, 

alterações cardíacas como fibrose e também nos nervos entéricos (revisto em Nagajyothi 

et al., 2012). No entanto, 60 a 70% dos indivíduos infectados não desenvolvem 

manifestações clínicas da doença na fase aguda, evoluindo para a fase indeterminada, 

definida pela sorologia positiva para anticorpos contra o parasito e eletrocardiogramas 

normais.  
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A maioria dos pacientes evolui para fase crônica indeterminada assintomática onde 

permanecem pelo resto das suas vidas. Entretanto, cerca de 25% dos pacientes evoluem 

para a fase crônica caracterizada essencialmente por cardiomiopatia, comprometimentos 

gastrointestinais ou ambos. A maior incidência da forma clínica digestiva encontra-se na 

Argentina, Brasil, Chile e Bolívia, provavelmente associada à população residente na 

área. Apresenta como sintomatologia o megacólon e megaesôfago, que leva a alterações 

na motilidade e absorção gastrointestinal. Um pequeno grupo de pacientes pode ainda 

apresentar complicações neurológicas, como meningoencefalite e lesões periféricas 

(revisto em Rassi et al., 2010).  

Em 2008, a OMS estimou mais de 10.000 mortes decorrentes de complicações 

envolvendo a tripanossomíase americana (OMS, 2010). A cardiomiopatia associada à 

infecção é considerada a principal causa de morbidade entre os pacientes da doença de 

Chagas, sendo a forma clínica cardíaca a mais comum observada na fase crônica. Os 

pacientes apresentam arritmias e aneurismas apicais, tromboembolismo e outras falhas 

que comprometem o batimento cardíaco (revisto em Rassi et al., 2012). A histopatologia 

de pacientes com cardiomegalia mostrou uma hipertrofia e fibrose do miocárdio, além da 

destruição do tecido conjuntivo. Essas alterações observadas refletem em anormalidades 

eletrocardiográficas, muitas vezes normalizadas apenas com o uso de marca-passo 

(revisto em Machado et al., 2012).   

Comprometimentos incomuns como lesões epiteliais ou evolução da fase 

indeterminada para crônica, como danos mais severos no coração têm sido observadas 

em indivíduos imunocomprometidos, como no caso de pacientes HIV-positivos ou 

transplantados (OMS, 2010; Martins-Melo et al., 2012; revisto em Parker & Sethi, 2011).   

Na fase aguda da infecção, diversas células mono e polimorfonucleares são 

direcionadas ao local onde o parasito se encontra. No tecido cardíaco, monócitos da 

corrente sanguínea são diferenciados em macrófagos ativados, que iniciam a produção 

de diversas moléculas para o combate ao protozoário. Estudos in vitro e in vivo, como uso 

de camundongos e ratos, demonstram que essas células do sistema imune apresentam 

uma morfologia e fisiologia diferenciada (revisto em Melo, 2009). Na presença do fator 

estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) ou interferon-gama (IFN-

γ), a replicação intracelular do parasito diminui (Reed, 1988; Rodrigues et al., 2012). Por 

outro lado, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), a interleucina-12 (IL-12) e a IL-6 

apresentam aumento na expressão, seguido pela menor expressão de citocinas do perfil 
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M2 (via não clássica) como IL-4 e IL-13 (Abrahamsohn & Coffman, 1996). Adicionalmente, 

a produção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS), IL-10, fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-β) e prostaglandina E2 (PGE2) também são 

conhecidos como mecanismos de resistência à infecção (Rodrigues et al., 2000; Melo et 

al., 2003). 

Outra característica observada em macrófagos infectados é o aumento do número 

de corpúsculos lipídicos (CL), estruturas ricas em lipídios neutros e proteínas associadas 

à produção de mediadores inflamatórios, como cicloxigenases, prostaglandinas e 

leucotrienos (Melo et al., 2003; Melo et al., 2006; D’Ávila et al., 2008a;2008b;2011). 

Proveniente do retículo endoplasmático, a síntese dos CL está associada às vias de 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e da proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) 

(Maya-Monteiro et al., 2008) e dentre as suas proteínas descritas destacam-se enzimas 

de metabolismo lipídico como perilipina, proteína relacionada a diferenciação de adipócito 

(ADRP), GTPases Rab, chaperonas e caveolinas (revisto em Melo et al., 2011a; Melo & 

Dvorak, 2012).   

 

1.1.1. Transmissão, epidemiologia e profilaxia  

 

A forma de transmissão da doença mais comum ocorre por insetos da subordem 

Triatominae, destacando as espécies Triatoma infestans, T. dimidiata e Rhodnius prolixus 

(revisto em Rassi Jr et al., 2010). Além da via vetorial, há outras formas de transmissão 

como a transfusão de sangue, o transplante de órgãos, a transmissão congênita, a via 

oral (contaminação de alimentos com urina e fezes do triatomíneo infectado) ou ainda os 

acidentes laboratoriais (revisto em Parker & Sethi, 2011). A transmissão vetorial envolve a 

presença do inseto triatomíneo popularmente conhecido como barbeiro. Com a ação 

humana sobre o ambiente silvestre, houve uma “domiciliação” desses vetores, tanto que 

dos 48 triatomíneos identificados no Brasil, 30 se encontram no ambiente domiciliar 

(revisto em Coura & Viñas, 2010). Somado a isso, muitos animais são reservatórios do 

parasito, tanto mamíferos domésticos como cães quanto silvestres como marsupiais 

(revisto em Rassi Jr et al., 2010).  

 Segundo a OMS, a doença de Chagas é considerada endêmica em 21 países da 

América Latina. Todavia, a doença não está mais limitada a países tropicais, sendo 

também encontrada na Europa, Estados Unidos, Austrália e Japão. A globalização e a 
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contínua emigração de indivíduos das áreas endêmicas são as principais causas desse 

aumento, sendo as transmissões não-vetoriais, principalmente a transfusão sanguínea a 

via de transmissão preponderante em áreas não-endêmicas (revisto em Coura & Viñas, 

2010). Nos Estados Unidos, não é obrigatória a realização da sorologia para T. cruzi nos 

bancos de sangue, mesmo com o crescente número de pacientes e a imigração de 

pessoas de países endêmicos da doença (revisto em Bern et al., 2011). Recentemente foi 

criada na Europa a EuroTravNet, uma rede para controle de doenças infecciosas no 

continente, que contabilizou em 2009 mais de 13.000 pacientes infectados em nove 

países (Pérez-Molina et al., 2011; Gautret et al., 2012). 

Em 1991, foi criado o Inconsul (Iniciativa do Cone Sul) nos países onde a doença 

de Chagas é endêmica. A partir desse momento, grande parte dos esforços de profilaxia 

concentrou-se na eliminação ou controle da população vetorial em áreas urbanas (OMS, 

2010; Hashimoto & Schofield, 2012; Sarquis et al., 2012). Outra via de transmissão 

importante é a oral, comum em surtos da doença em regiões onde há o controle dos 

triatomíneos. Na Colômbia e Venezuela esses surtos estão associados ao consumo de 

sucos de goiaba, laranja e tangerina e no Brasil, a cana-de-açúcar, açaí e bacaba 

(Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). No levantamento feito no país entre os anos de 

2005 e 2008, dos 445 novos casos de Doença de Chagas, mais de 70% dos pacientes 

apontaram a via oral como forma de transmissão (Silveira & Dias, 2011). Sugere-se, 

assim que, além da eliminação do inseto vetor, políticas de profilaxia envolvam 

esterilização e sorologia do parasito em bancos de sangue, melhor estrutura de moradias 

e educação sanitária e profilática (revisto em Coura & Dias, 2009).  

     

1.1.2. Diagnóstico e tratamento 

 

Segundo a OMS, para a confirmação da infecção pelo T. cruzi, são necessários 

dois exames sorológicos positivos no paciente. Além da sorologia para o protozoário, a 

infecção pode ser detectada por testes parasitológicos como hemocultura e reação de 

cadeia da polimerase (PCR) (OMS, 2010). Uma vez diagnosticado, é recomendado o 

tratamento com a droga benznidazol (Bz). Dois compostos desenvolvidos nas décadas de 

60 e 70 foram utilizados por muitos anos na clínica – o Bz e o nirfutimox. Entretanto, a 

descontinuidade na produção do segundo na década de 80 no Brasil e, mais 

recentemente, em El Salvador impede o seu uso no tratamento (DnDi, 2012; Pinto Dias, 
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comunicação pessoal). O Bz é indicado para todas as fases da patologia e o tratamento 

pode prevenir a progressão da doença com a diminuição da carga parasitária, entretanto 

não deve ser utilizado por gestantes (revisto em Coura & Borges-Pereira, 2010; 

Nagajyothi et al.., 2012). Contudo, a busca por novos fármacos mais eficazes prossegue, 

principalmente devido à eficácia limitada do Bz na fase crônica da doença, que 

juntamente com os efeitos colaterais diagnosticados no seu uso contínuo como a perda 

de peso e anorexia, sonolência, alterações dermatológicas e neurológicas, reforça a 

necessidade de alternativas para o tratamento (revisto em Apt, 2010).  

 

1.2. T. cruzi e seu ciclo de vida 

 

Protozoário da ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae, o T. cruzi possui 

três formas evolutivas: epimastigota, tripomastigota e amastigota. Este parasito possui 

diversas organelas comuns às demais células eucarióticas, mas apresenta uma 

particularidade da ordem: a mitocôndria única e ramificada, com o DNA concentrado em 

uma das extremidades da organela (cinetoplasto). O DNA de cinetoplasto (kDNA) é 

constituído por uma rede de DNA composta por milhares de minicírculos e dezenas de 

maxicírculos interconectados (Shapiro & Englund, 1995). Os maxicírculos são análogos 

ao DNA mitocondrial de eucariotos superiores em relação à estrutura e funcionalidade, 

sendo responsáveis por codificar RNA ribossomal e subunidades dos complexos 

respiratórios mitocondriais. Os minicírculos codificam RNA que modificam os transcritos 

dos maxicírculos em um processo chamado edição de RNA (Ávila & Simpson, 1995; 

Stuart & Panigrahi, 2002). Entretanto, apesar do kDNA representar cerca de 30% do DNA 

total do parasito, poucas proteínas são sintetizadas na mitocôndria, sendo a maioria 

importada do citosol (revisto em De Souza et al, 2009). A característica morfológica do 

cinetoplasto varia de acordo com o estágio de desenvolvimento do protozoário, sendo em 

forma de bastão nas formas epimastigotas e amastigotas, e arredondado em 

tripomastigotas (De Souza, 2002a). Outra característica marcante é a inserção e tamanho 

do flagelo nas diferentes formas: interiorizado na amastigota, região posterior em 

tripomastigotas e antero-lateral em epimastigotas (Figura 1.1) (revisto em De Souza, 

2002b). Tanto o cinetoplasto como o flagelo são de fundamental importância durante a 

divisão celular por estarem fisicamente associados à bolsa flagelar, auxiliando no 

processo de fissão mitocondrial (Gull, 1999).   



Introdução 

 

7 
 

Além das características já mencionadas, o T. cruzi possui organelas peculiares 

não encontradas em células de mamíferos. Dentre elas, destaca-se o acidocalcissomo, 

organela ácida, reservatório de pirofosfato e polifosfato além de inúmeros íons como 

magnésio, zinco, cálcio e sódio. Atuando como fonte energética secundária, os 

acidocalcissomos também participam do mecanismo de manutenção do pH e 

osmolaridade celulares (Docampo et al., 2005, 2010; Rohloff & DoCampo, 2008). Os 

glicossomos são organelas esféricas de matriz densa presentes apenas em organismos 

tripanosomatídeos. Dentro desta organela, encontram-se as enzimas responsáveis pelas 

etapas iniciais da via glicolítica, sendo observado em Trypanosoma brucei que alterações 

nos níveis de enzimas glicolíticas ocorrem de acordo com o meio em que o parasito está 

inserido (Opperdoes & Borst, 1977; revisto em Parsons, 2004; De Souza, 2009a), sendo a 

glicólise a principal fonte de trifosfato de adenosina (ATP) nas formas sanguíneas de T. 

brucei. Os glicossomos são considerados um tipo específico de peroxissomo que no caso 

do T. cruzi não contém catalase. Essa organela contém enzimas para outros processos 

importantes como a via das pentoses-fosfato, β-oxidação de ácidos graxos, via de 

biossíntese de pirimidina, entre outros (Michels et al, 2006). Na região posterior somente 

das formas epimastigotas, são encontrados os reservossomos, organelas esféricas 

consideradas pré-lisossomos devido à ausência de marcadores de lisossomais típicos 

(Soares, 1999).  

Em seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta dois hospedeiros: um vertebrado 

mamífero incluindo o homem; e um invertebrado, o inseto triatomíneo popularmente 

conhecido como barbeiro. Durante o seu repasto sanguíneo, o triatomíneo ingere formas 

tripomastigotas que ao alcançar a porção anterior do intestino se diferenciam em 

epimastigotas, formas replicativas presente no inseto. Após a migração para a porção 

terminal do intestino do inseto, ocorre uma nova diferenciação, de epimastigotas para 

tripomastigotas metacíclicos (metaciclogênese). Essas formas metacíclicas são 

eliminadas junto à urina e fezes do inseto durante a hematofagia, alcançando a corrente 

sanguínea do mamífero através da injúria provocada pela picada do inseto ou através de 

alguma mucosa. Formas tripomastigotas metacíclicas podem infectar qualquer tipo celular 

no sítio de inoculação como macrófagos e células epiteliais. Após a internalização, os 

tripomastigotas começam a se diferenciar em amastigotas dentro do vacúolo parasitóforo 

(VP) terminando o processo no citoplasma. Os amastigotas proliferam intensamente no 

ambiente intracelular até que uma nova diferenciação ocorre para tripomastigotas, os 
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quais rompem a célula e atingem, a corrente sanguínea, o que possibilita a invasão de 

outras células e tecidos. O ciclo se completa quando um novo triatomíneo se alimenta do 

sangue do mamífero infectado (Figura 1.2) (revisto em De Souza, 2009).   

 

 

 

Figura 1.1. Ultraestrutura do T. cruzi e suas formas evolutivas.  

(Adaptado de DoCampo et al., 2005) 
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Figura 1.2. Ciclo evolutivo do T. cruzi (Adaptado de Rassi et al., 2010). 

 

1.2.1. Interação parasito-célula hospedeira 

 

Diversos fatores podem influenciar o processo de interação do parasito com as 

células de mamíferos, dentre os quais podemos destacar a cepa, a forma do parasito e o 

tipo celular. Esse processo se encontra diretamente relacionado à expressão de 

moléculas envolvidas nas etapas de reconhecimento, adesão, sinalização e internalização 

do patógeno. Em um primeiro momento, ocorre a adesão do T. cruzi na superfície da 

célula hospedeira através do reconhecimento de moléculas na superfície do protozoário.  
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Após essa etapa de reconhecimento, uma via de sinalização é disparada na célula 

hospedeira, culminando na internalização do parasito e na formação do VP contendo o 

tripomastigota. Após o rompimento da membrana deste vacúolo através da participação 

de enzimas como a cruzipaína e TcTox, o protozoário é liberado para o citosol onde a 

diferenciação para amastigotas se completa, dando prosseguimento ao ciclo do parasito 

(Hall et al., 1992; Steconni-Silva et al., 2003; Rubin-de-Cellis et al., 2006; revisto em De 

Souza et al., 2010).  

Dentre as diversas moléculas que atuam no processo de adesão do parasito, 

destacam-se as mucinas e transialidases. As mucinas, grupo de glicoproteinas que 

recobrem a superfície, estão presentes no T. cruzi interagindo com resíduos de açúcar do 

da membrana celular do mamífero. As transialidases são responsáveis por transferir ácido 

siálico da membrana celular do hospedeiro para mucinas do protozoário, impedindo a lise 

pelo sistema complemento do hospedeiro, necessário para o sucesso da infecção 

(Schenkman et al., 1993; Yoshida et al., 1997). Já foi descrita a presença das 

transialidases gp82 e gp85 em tripomastigotas metacíclicos e de cultura, respectivamente, 

sendo a presença da gp83 demonstrada em ambas as formas infectivas (revisto em Alves 

& Mortara, 2009). Proteases do parasito como a cruzipaína, oligopepetidase B e a Tc80 

também desempenham papel durante interação parasito-mamífero, resultando na 

liberação de cálcio do retículo endoplasmático do hospedeiro ou na hidrólise de 

componentes de matriz extracelular (Tardieux et al., 1994; Caler et al., 1998; Rodriguez et 

al., 1999; Garzoni et al., 2003; Calvet et al., 2004; Melo et al., 2008; revisto em De Souza 

et al., 2010).   

Além da alteração no fluxo de cálcio e adenosina monofosfato cíclico (AMPc) 

(Tardieux et al., 1992; Caler et al., 2000), diversas moléculas da membrana plasmática da 

célula hospedeira estão associadas à etapa de adesão do parasito como glicoconjugados, 

receptores e domínios lipídicos conforme descritos em células fagocíticas e não-

fagocíticas profissionais (Soeiro et al., 1999; Todorov et al., 2003; Barrias et al., 2007; 

Fernandes et al., 2007; de Melo-Jorge & PereiraPerrin, 2007; Nagajyothi et al., 2011; 

Hissa et al., 2012). Receptores de citocinas como TGF-β e do tipo toll-like também estão 

envolvidos na sinalização durante a infecção por T. cruzi (Waghabi et al., 2005; 2007, 

Bafica et al., 2006; revisto em Villalta et al., 2009).  

O aumento do cálcio citosólico e a sinalização desencadeada pelo parasito na 

célula hospedeira permitem a invasão do protozoário na célula por um mecanismo ativo 



Introdução 

 

11 
 

ou passivo. Durante o processo ativo, não há a mobilização do citoesqueleto do 

hospedeiro, entretanto no passivo, observa-se a participação de filamentos de actina e, 

tanto na penetração ativa como passiva, a mobilização de lisossomos ao sítio de entrada 

(Schenkman et al., 1991; Shenkman & Mortara, 1992; Barbosa & Meirelles, 1995; 

Rodriguez et al., 1999; Andrade & Andrews, 2004; Ferreira et al., 2006; Albertti et al., 

2009; Fernandes et al., 2011). A participação dos lisossomos torna-se essencial para o 

sucesso da infecção, uma vez que o  pH do vacúolo parasitóforo deve ser ácido para que 

o processo de diferenciação para amastigotas se inicie (Ley et al., 1990; revisto em 

Andrade & Andrews, 2005).     

Uma das hipóteses descritas para a fusão lisossomal envolve a liberação das 

enzimas hidrolíticas desta organela no local onde o parasito se adere e é internalizado 

(Andrade & Andrews, 2004; Fernandes et al., 2011, Hissa et al., 2012). Outra 

possibilidade parece ser a fusão do lisossomo com o vacúolo previamente formado 

contendo o parasito (Woolsey & Burleigh, 2004; revisto em Burleigh, 2005). Independente 

da fusão inicial ou tardia da organela, os mecanismos envolvidos na invasão parecem 

depender da participação da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) (Todorov et al., 2000; 

Wilkowsky et al., 2001; Woolsey et al., 2003) (Figura1.3). PI3K são enzimas que 

fosforilam os fosfatidilinositóis como fosfatidilinositol-4-fosfato ou fosfatidilinositol-4,5-

bifosfato. À semelhança do que ocorre com a Vps34p em leveduras, junto à atividade 

catalítica, também foi identificada a participação de PI3K na regulação do citoesqueleto, 

captação de glicose e na fusão endossomal (Corvera & Czech, 1998). Desse modo, 

diversas proteínas presentes em endossomos como a EEA1 e as GTPases Rab 

mostraram associação com a via de PI3K, inclusive durante a internalização do T. cruzi 

(Wilkowsky et al., 2002; Woolsey et al., 2003; Andrade & Andrews, 2004; Batista et al., 

2006). 

Apesar de não serem descritas como formas infectivas, amastigotas também 

podem infectar células, possuindo diferentes moléculas em sua superfície e mecanismos 

de sinalização, geralmente dependentes de cálcio e PI3K (Fernandes et al., 2006). Vias 

não-usuais para a internalização e proliferação do T. cruzi envolvendo a associação a 

outras infecções ou a células apoptóticas vem sendo descritas (Freire-de-Lima et al., 

2000; Andreoli et al., 2003; D’Ávila et al., 2011). Em linhas gerais, o processo de infecção 

promove diversas alterações na célula hospedeira, incluindo a modulação da expressão 

gênica. Genes envolvidos na reorganização do citoesqueleto, interação célula-célula, 
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apoptose e ciclo celular e, muitos deles associados a mecanismos de estresse, resposta 

imune e inflamação,u vem sendo relacionados à infecção pelo parasito. Entretanto, suas 

implicações biológicas ainda requerem mais investigações (Vaena de Avalos et al., 2002; 

Manque et al., 2011).  

 

 

Figura 1.3. Mecanismos de internalização de tripomastigotas nas células 

hospedeiras. 

 

1.3. Autofagia 

 

Células eucarióticas possuem mecanismos de reciclagem de macromoléculas que 

envolvem dois sistemas principais: ubiquitina-proteassomo e autofagia-lisossomo. O 
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primeiro é responsável pela degradação de proteínas citosólicas mediante a conjugação à 

ubiquitina e seu direcionamento ao complexo multienzimático denominado proteassomo 

(revisto em Koga et al., 2011). Já a autofagia, consiste no mecanismo de degradação de 

quaisquer componentes citoplasmáticos através da via lisossomal, de modo seletivo ou 

não seletivo. Este processo ocorre fisiologicamente durante todo o ciclo celular, mas é 

exacerbado em condições de estresse como na deprivação nutricional. Por se tratar de 

uma atividade fisiológica e constitutiva, a via autofágica possibilita adaptações a 

diferentes condições, permitindo a diferenciação, desenvolvimento e a homeostase 

celular. Além disso, a autofagia promove em determinados tipos celulares a modulação do 

ciclo celular, crescimento, apresentação antigênica, produção de citocinas e degradação 

de patógenos intracelulares (revisto em Münz, 2009).  O desequilíbrio dessa via 

autofágica (aumento ou redução) pode provocar morte celular autofágica (revisto em 

Kroemer & Levine, 2008). 

Em meados da década de 1950, Christian de Duve descreveu os lisossomos e 

criou em 1963, o termo autofagia. Este foi inicialmente descrito em células de mamíferos 

após observações por microscopia eletrônica de transmissão de estruturas circundadas 

por membrana única ou dupla, que armazenavam citoplasma e componentes em diversos 

estágios de degradação (Figura 1.4) (revisto em Klionsky, 2007).  

 

 

Figura 1.4. Autofagossomos por microscopia eletrônica de transmissão. 

Vacúolos com diferentes graus de degradação com uma ou mais membranas 

envolvendo conteúdo a ser degradado (Duque, 2010).  
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Nos anos subsequentes, poucos estudos morfológicos envolvendo este mecanismo 

de degradação foram realizados. A partir do final da década de 1990, utilizando leveduras 

como modelo, foram descobertos os primeiros genes associados à autofagia - ATGs (do 

inglês AuTophaGy related genes), o que permitiu o avanço dos estudos moleculares e 

bioquímicos do processo (Mizushima et al., 1998; 2011a). Atualmente, mais de 30 ATGs 

são conhecidos em Sacharomyces cereviseae, sendo a maioria ortólogos em mamíferos 

e outros eucariotos (revisto em Xie & Klionsky, 2007).   

 

1.3.1. Tipos de Autofagia 

 

Os tipos mais comuns de autofagia em mamíferos são: a macroautofagia, 

microautofagia e a autofagia mediada por chaperona (AMC) (Figura 1.5) (revisto em 

Mizushima et al., 2011b).  

 

 

Figura 1.5. Tipos de autofagia (Adaptado de Dong & Czaja, 2011). 
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1.3.1.1. Macroautofagia 

 

A macroautofagia foi o primeiro tipo descrito em mamíferos e o mais estudado, e 

consiste no sequestro de macromoléculas e organelas por estruturas denominadas 

autofagossomos, que circundam o material a ser degradado pelo lisossomo. Este tipo de 

autofagia pode ser realizado de modo seletivo, mediante a participação de proteínas 

adaptadoras como a p62, Parkina ou sequestrossomo 1 (SQSTM1) em células de 

mamíferos, que interagem com proteínas do autofagossomo, como de modo não-seletivo, 

onde as macromoléculas e/ ou organelas são envoltas pela membrana sem proteínas 

específicas (revisto em Münz, 2009).  

Grande parte das etapas da macroautofagia é dependente das proteínas Atg e 

suas conjugações. Destacam-se os sistemas: Atg1 quinase/ quinase tipo Unc (ULK) e 

seus reguladores, PI3K classe III e os complexos envolvendo Atg8 (LC3 em mamíferos) e 

Atg12. A Figura 1.6 ilustra o mecanismo de formação do autofagossomo.  

 

 

Figura 1.6. Etapas da macroautofagia (Adaptado de GeneTex, 2012). 

 

O mecanismo de indução da macroautofagia depende de condições de estresse, 

principalmente daqueles que culminam em baixa nutricional, como estresse oxidativo, 

diferenças de temperatura e déficit de nutrientes.  Direciona-se assim a inativação da 
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proteína sensora de nutrientes – proteína alvo da rapamicina (TOR), referida em 

mamíferos como mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos) (Sengupta et al., 2010). A 

proteína TOR é uma serina-treonina quinase que além de controlar a resposta ao 

estresse e a nutrientes, também atua no controle do ciclo celular, fatores de crescimento e 

de energia como ATP. Dois complexos são descritos: TORC1 e TORC2, sendo que o 

primeiro apresenta a subunidade FKBP12, que se associa a rapamicina, fármaco inibidor 

de TORC1, comumente usado como indutor do processo autofágico (Hall, 2008; 

Mizushima et al., 2011a). A inibição da TOR (através do estresse nutricional ou por efeito 

da rapamicina) leva a não-fosforilação da Atg quinase ULK1/2 formando o complexo com 

Atg13, Atg101 e RB1-inducible coiled-coil protein 1 (FIP200), que é direcionado ao local 

de iniciação do autofagossomo.  

Concomitantemente, ocorre a formação da estrutura pré-autofagossomal (PAS) de 

maneira PI3K-classe III dependente. Com a participação das Atg14L e beclina-1 no 

complexo PI3K, há o recrutamento de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) do retículo 

endoplasmático para a formação da PAS. A presença de PI3P no retículo é uma das 

evidências que sugerem esta organela como a origem da membrana da PAS, embora 

outras fontes como a mitocôndria e o Golgi sejam também indicadas (Geng & Klionsky, 

2010; Luo et al., 2009). Além do complexo PI3K-classe III, outras proteínas efetoras de 

PI3P também estão associadas, como é o caso da proteína de domínio de repetição WD 

de interação ao fosfatidilinositol (WIPI-1 ou Atg18 em leveduras) que se associa a Atg2 

iniciando o PI3P na membrana autofagossomal. A Atg9, também presente em 

endossomos tardios e no Golgi, é inserida no autofagossomo no início da sua formação. 

Para a expansão da PAS, dois sistemas tipo ubiquitina estão envolvidos: LC3 (Atg8 

em leveduras) conjugado à fosfatidiletanolamina (PE), e Atg5-Atg12. A proteína associada 

ao microtúbulo 1 de cadeia pesada 3 (LC3 ou MAP1-LC3) e seus homólogos [proteína 

associada ao receptor do ácido gama-aminobutírico (GABARAP, GABARAPL-1, 

GABARAPL-2)] são sintetizados como moléculas precursoras. Após serem clivadas por 

Atg4, e, com a participação de Atg7 e Atg3 ocorre a ligação covalente ao fosfolipídeo PE. 

LC3-PE localiza-se tanto na membrana externa como na membrana interna do 

autofagossomo, representando o marcador de autofagossomos mais difundido, uma vez 

que está presente durante todo o processo autofágico, incluindo o processo de fusão 

lisossomal (revisto em Yang & Klionsky, 2010). Assim como a LC3, a Atg12 também está 

presente no citosol como molécula precursora, cuja ativação é dependente de Atg7 e 
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Atg10, possibilitando a conjugação a Atg5. O complexo Atg5-Atg12 se liga à Atg16 e ao 

contrário dos demais complexos, este é constitutivamente formado, sequestrando 

membrana, independente das condições de nutriente. Em mamíferos, é descrita a 

presença do conjugado Atg5-Atg12 até o final da PAS, estando ausente a partir do 

estágio de maturação do autofagossomo. Sua importância in vivo está relacionada à 

facilitação da reação de ativação de LC3 pela Atg3 (Mizushima et al., 2011a). 

Diversos complexos proteicos estão envolvidos durante as etapas de maturação do 

autofagossomo até a fusão lisossomal. Rubicon e a proteína associada à resistência a 

radiação ultravioleta (UVRAG) são proteínas que se ligam a beclina-1 e regulam o tráfego 

endocítico e autofagossomal. Quando estão associadas, o complexo regula 

negativamente a maturação e a dissociação de Rubicon a UVRAG/beclina-1 levando a 

regulação positiva do processo (revisto em Mehrpour et al., 2010). Outra proteína 

importante na etapa de maturação é a Rab7. A atividade GTPásica, estimulada pela 

associação UVRAG/beclina-1, permite a fusão de endossomos tardios (comumente 

marcados por Rab 7) a autofagossomos (Gutierrez et al., 2004a). Para a fusão lisossomal, 

a ausência das proteínas de membrana como Lamp-1 e Lamp-2 impede a formação do 

autofagolisossomo, assim como demonstra a importância do conteúdo lisossomal na 

degradação de componentes, mediada por ATPases, fosfatases, lipases e principalmente 

proteases como as catepsinas, calpaínas, caspases e presinilinas (revisto em Luzio et al., 

2007).   

 

1.3.1.2. Microautofagia 

 

A microautofagia envolve a degradação de componentes citoplasmáticos como 

proteínas e organelas usando a própria membrana do lisossomo como membrana de 

iniciação, também visualizado por microscopia eletrônica de transmissão como corpos 

multivesiculares. Descrita inicialmente em células de mamíferos, os mecanismos 

moleculares envolvidos ainda não estão bem esclarecidos, se conhecendo apenas a 

participação de algumas GTPases, citoesqueleto e hidrolases lisossomais no processo 

(revisto em Li et al., 2012; Mijaljica et al., 2011). 
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1.3.1.3. Autofagia mediada por chaperona (AMC) 

 

Na AMC, proteínas são translocadas para o lúmen dos lisossomos, sem a 

formação de vesículas intermediárias, através da participação da proteína Lamp-2A 

(proteína membranar do tipo 2A associada ao lisossomo). Para tanto, tais proteínas-

substrato apresentam a sequência sinal KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln), que é 

reconhecida pela chaperona hsc70, direcionando o complexo ao lisossomo, onde se liga a 

Lamp-2A. Uma multimerização da Lamp-2A ocorre, gerando um poro por onde o 

substrato será translocado para eliminação (Cuervo, 2004; Orenstein & Cuervo, 2010) 

 

1.3.2. . Autofagia em mamíferos 

 

Em todas as etapas de vida do mamífero, seja na formação e desenvolvimento do 

embrião, na fase neonata e pós-nascimento, a autofagia desempenha papel crucial. Após 

o nascimento, quando a nutrição não é mais feita através da placenta, ocorre um severo 

estresse nutricional, desencadeando o processo autofágico. Camundongos knockout para 

Atgs 3, 5, 7, 9 ou 16L não sobrevivem após o nascimento, devido ao decréscimo de 

aminoácidos no organismo (Mizushima & Levine, 2010). Durante o desenvolvimento pós-

natal, a participação da autofagia mostra-se importante em diversos órgãos como o 

cérebro, onde a autofagia previne a formação de agregados proteicos e o acúmulo de 

organelas danificadas, desencadeando doenças neurodegenerativas. Já no fígado, a 

lipofagia (degradação de CL) é essencial para a gliconeogênese e homeostase tecidual, 

além de convergir com a via de lipólise (Singh et al., 2009). Em adipócitos, a inibição da 

via autofágica reduz a formação de triglicerídeos e assim como os níveis de fatores de 

transcrição responsáveis pela diferenciação adipogênica (Mizushima et al., 2011a). 

No coração, funções importantes são atribuídas ao processo autofágico. Em ratos, 

quando a via está suprimida, há o acúmulo de mitocôndrias danificadas, além da redução 

no número de sarcômeros podendo ou não apresentar má formação.Tal fato desencadeia 

a morte do animal até o sexto mês de vida, sendo observado no animal adulto que a 

deficiência de Atg5 leva à hipertrofia e disfunção cardíaca (Nakai et al., 2007). Dessa 

forma, o balanço da autofagia parece ser a chave do funcionamento cardíaco, pois o 

aumento da expressão de beclina-1 compromete o órgão em situações de pressão arterial 
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elevada. Na via de isquemia e reperfusão cardíaca (reestabelecimento do fluxo 

sanguíneo), a autofagia é paradoxal: quando o fluxo sanguíneo diminui, a autofagia é 

protetora por regular a proteína quinase dependente de AMP (AMPK), controlando os 

níveis de ATP para manutenção da homeostase; na reperfusão, o aumento de beclina-1 

induz à autofagia como mecanismo de morte celular (revisto em Nishida et al., 2009). 

No sistema imune, o funcionamento adequado das células é dependente da 

autofagia, seja na seleção tímica, na apresentação antigênica, no desenvolvimento e 

maturação linfocitárias (revisto em Münz, 2009).  Em células mononucleares, a autofagia 

tem sido demonstrada na diferenciação de monócitos para macrófagos, prevenindo os 

monócitos da morte celular. O processo de diferenciação ocorre, pois há a dissociação da 

beclina-1 de outras proteínas associadas à via apoptótica como as moléculas da família 

Bcl-2 e da via de sinalização Janus quinase (JNK). Além disso, foi demonstrado que a 

GM-CSF bloqueia a atividade de calpaínas, que impedem a ligação de proteínas 

truncadas a Atg5 (Zhang et al., 2012). Outro indicativo de conversão de vias está 

relacionado à produção de espécies reativas pelo macrófago, que induz o processo 

autofágico caracterizado morfologicamente por membranas circundando estruturas 

citosólicas e a imunolocalização de proteínas autofágicas (Perrotta et al., 2011).  

  

1.3.3. Autofagia em protozoários 

 

Apesar de ser essencialmente estudada em leveduras e mamíferos, a maquinaria 

autofágica vem sendo investigada também em outros modelos celulares. Em protozoários 

patogênicos, tem sido demonstrada a importância da autofagia em diferentes processos 

como na diferenciação, patogenicidade e infecção. Nesse contexto, o papel crucial da via 

autofágica tem sido evidenciado em parasitos apicomplexa (ex: Plasmodium sp., 

Toxoplasma gondii) e em tripanosomatídeos como os protozoários do gênero Leishmania, 

T. brucei e T. cruzi (revisto em Duszenko et al., 2011; Duque et al.,2013). 

Análises genômicas e bioinformáticas apontaram a presença de genes ortólogos 

aos ATGs de leveduras e mamíferos em tripanosomatídeos (Herman et al., 2006). 

Inicialmente, não foi descrito o sistema ATG5-ATG12, contudo, mais recentemente a 

presença de algumas moléculas envolvidas nesse complexo já foram detectadas em 

Leishmania (Williams et al., 2009; 2012). Em T. brucei, agente etiológico da doença do 
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sono, a autofagia participa da diferenciação do parasito, degradando glicossomos, 

organelas semelhantes a peroxissomos que estão associados a glicogênese e 

metabolismo lipídico (Herman et al., 2008). Em diversas espécies do gênero Leishmania, 

a participação da via autofágica também foi descrita na metaciclogênese, sendo 

associada à virulência do patógeno (Besteiro et al., 2006; Williams et al., 2009). Em T. 

cruzi, os primeiros trabalhos também avaliaram a participação da autofagia em 

mecanismos de diferenciação do parasito, sendo observadas diferenças na expressão de 

Atg8 durante a metaciclogênese (Alvarez et al., 2008a). Mesmo apresentando um sistema 

incompleto de Atgs (Atg5, Atg10 e Atg12 não foram identificadas), ocorreu a formação do 

autofagossomo (Alvarez et al., 2008b). Entretanto, a importância da via autofágica não se 

restringe a diferenciação em T. cruzi. Muitos trabalhos mostram a autofagia frente a 

condições adversas como estresse nutricional, hipóxia e tratamento com drogas (Braga et 

al., 2005,2006; Santa-Rita et al., 2005; Menna-Barreto et al., 2007, 2009a,b; Sandes et al., 

2010; Benitez et al., 2012; Fernandes et al., 2012; Veiga-Santos et al., 2012). Grande 

parte dos estudos avalia por microscopia eletrônica de transmissão a formação de 

estruturas autofágicas, entretanto a análise da marcação de vacúolos acídicos por 

monodansilcadaverina (MDC) e da expressão gênica de ATGs também vem sendo 

utilizadas. Contudo, a regulação pós-transcricional e a impossibilidade de realizar RNA de 

interferência em T. cruzi são empecilhos importantes para os estudos moleculares da via 

no parasito (DaRocha et al.,2004). 

 

1.3.4. Xenofagia 

 

Na última década, diversos estudos demonstraram a autofagia como mecanismo 

de eliminação de patógenos intra e extracelulares, representando assim um mecanismo 

importante de proteção para o hospedeiro. O processo autofágico já foi descrito na 

eliminação de microrganismos e substâncias secretadas como toxinas, contudo muitos 

patógenos utilizam dessa mesma maquinaria para o seu benefício (Gutierrez et al., 

2004b, 2007; Deretic & Levine, 2009).  

  A xenofagia consiste na eliminação de microrganismos via autofagossomo. 

Toxinas e patógenos, seja no interior de fagossomos ou no citosol, são direcionados a 

PAS para posterior fusão lisosomal. O modo como a xenofagia sucede depende da 

sinalização provocada pelo microrganismo. Receptores de superfície associados ao 
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reconhecimento de patógenos (PRRs) como receptores do tipo toll (TLRs) são capazes 

de associar-se, por exemplo, à proteína beclina-1 e induzir o processo autofágico. 

Diferentes citocinas pró-inflamatórias como o IFN-γ e TNF-α, mais expressas durante a 

infecção, também contribuem para a ativação da via autofágica (revisto em Deretic & 

Levine, 2009). A maioria dos estudos avaliando a participação da autofagia na infecção 

por protozoários se concentra nos apicomplexa e tripanosomatídeos. Estudos realizados 

mostraram que em macrófagos ativados por CD40 ou IFN-γ/p-47 GTPase infectados por 

T. gondii, a autofagia provoca a eliminação do parasito, enquanto que em células Hela e 

fibroblastos, a autofagia fornece nutrientes para o parasito, favorecendo seu 

desenvolvimento (Wang et al., 2009, 2010; Zhao et al., 2009). Em macrófagos infectados 

com L. amazonensis, a autofagia induz a proliferação parasitária. In vivo, o mecanismo de 

infecção parece ser dependente do processo autofágico, visto um aumento na expressão 

de LC3 na área da lesão (Cyrino et al., 2012; Pinheiro et al., 2009).  

  Em T. cruzi, dois processos distintos foram observados até o momento: a indução 

por rapamicina ou estresse nutricional reduziu a carga parasitária em células Hela 

infectadas por tripomastigotas metacíclicos (Figura 1.7) (Martins et al., 2011; Maeda et al., 

2011; 2012).  

Já em células de ovário de hamster chinês (CHO) infectadas por tripomastigotas de 

cultura mostraram colocalização do vacúolo parasitóforo e LC3 em períodos iniciais de 

infecção. Nesse último modelo celular, estímulos indutores de autofagia favorecem a 

invasão e proliferação do parasito, sendo reduzida a colocalização LC3-parasito na 

presença de inibidores de PI3K ou da polimerização de microtúbulos (Romano et al., 

2009). A mesma associação protozoário-LC3 pode ser observada em células de linhagem 

Raw, HL-1 e H9C2 (macrófago murino, cardiomiócitos de camundongo e rato, 

respectivamente) infectadas com tripomastigotas (revisto em Romano et al., 2012).  

Dessa forma, a compreensão do papel da via autofágica em modelos de infecção por T. 

cruzi é relevante, sobretudo em modelos de cultura primária cardíaca, já que a literatura 

ainda se mostra controversa e escassa. Justifica-se ainda a análise comparativa da 

autofagia emcélulas fagocíticas e não-fagocíticas fundamentais durante o ciclo evolutivo 

do parasito, visando compreender melhor o envolvimento desta via na relação T. cruzi- 

hospedeiro.   
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Figura 1.7. A autofagia na infecção por T. cruzi. A indução do processo de autofagia por estresse 

nutricional ou tratamento com rapamicina podem levar a: (1) menor proliferação de amastigotas 

(Maeda et al., 2011;2012; Martins et al., 2011) ou (2) maior índice de internalização de 

tripomastigotas.corroborado pela presença de Atg5, beclina-1 e LC3-PE (Romano et al.,2009; 

2012). 
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2.1. Objetivo geral 

 

 Investigar a participação do processo autofágico na interação do T. 

cruzi-células hospedeiras in vitro. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito da indução de autofagia (estresse nutricional e 

tratamento com rapamicina) sobre a infecção de macrófagos e 

cardiomiócitos em cultura usando microscopia de luz (campo claro) e 

microscopia eletrônica de transmissão. 

 

 Avaliar a localização da proteína de autofagossomo LC3 em células 

infectadas por T. cruzi por microscopia de luz (fluorescência) e eletrônica 

de transmissão. 
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3.1. Parasitos 

 

Em todos os experimentos foram utilizadas formas tripomastigotas 

sanguíneas da cepa Y de T. cruzi, obtidos por punção cardíaca de 

camundongos Swiss, no pico da parasitemia (7° dia pós-infecção), conforme 

procedimento de rotina do Laboratório de Biologia Celular do Instituto Oswaldo 

Cruz (IOC/Fiocruz-RJ). 

 

3.2. Cultura de células  

 

Macrófagos peritoneais foram obtidos por lavado peritoneal de 

camundongo Swiss, sendo as células ressuspensas em meio Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM), quantificadas e plaqueadas (3x105 em lamínulas de 12 

mm ou 1x106 em placa de petri 35 mm) por 1h a 37ºC para adesão. Após 

lavagens em tampão fosfato salino (PBS, pH 7,2), as células foram mantidas 

em DMEM (Gibco) contendo 10% soro fetal bovino (SFB, LGC-Bio), 4mM de L-

glutamina (Sigma-Aldrich), 1000U/ml de penicilina e estreptomicina 50μg/mL 

(HyClone) por 24h em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% CO2 (Araújo-Jorge 

et al., 1989). 

Cardiomiócitos embrionários (HMC: Heart muscle cells) foram obtidos de 

átrios de corações de embriões (18°- 21° dia) de camundongos Swiss, 

submetidos à dissociação mecânica e enzimática em PBS suplementado com 

0,05% tripsina (Sigma-Aldrich) e 0,01% colagenase tipo 2 (Worthington – 

CLS2) a 37°C. Após a obtenção das células, estas foram plaqueadas (1,5x105 

em lamínulas de 12 mm ou 1x106 em placa de petri 35 mm) e mantidas a 37°C 

por 24h na estufa com 5% CO2 em meio DMEM suplementado com 10% SFB, 

1mM CaCl2, 1mM L-glutamina, 2% extrato de  embrionário de pinto, 1000U/mL 

de penicilina e estreptomicina 50μg/mL (Meirelles et al., 1986). 

 

3.3. Indução de autofagia 

 

Foram utilizados como indutores de autofagia a rapamicina (Sigma-

Aldrich) e o meio DMEM sem glicose e não suplementado com SFB e L-
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glutamina (DMEM-/-) (Gibco). A escolha da concentração e tempo máximos de 

incubação dos indutores foi definida através de ensaios de citotoxicidade em 

células não infectadas pelo método do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio (MTT, Sigma-Aldrich). Após os tempos de 24h para macrófagos 

e 48h para cardiomiócitos, foi adicionado 0,5 mg/mL MTT por 4h a 37°C, sendo 

a reação interrompida  pela adição de dimetilsulfóxido (DMSO, Merck). A leitura 

foi realizada a 490nm no espectrofotômetro Spectramax384 (Device Molecules) 

(Menna-Barreto et al., 2009b). 

Para exacerbar a autofagia nas células de cultura primária infectadas, 

foram utilizados dois protocolos, onde a via foi induzida com 20 ng/µL de 

rapamicina ou DMEM-/- antes e depois da infecção (Figura 3.1). No primeiro, 

macrófagos e células cardíacas foram lavadas em PBS e pré-incubadas por 2h 

em estufa a 37°C, 5% CO2 com indutores da via autofágica, mantendo a 

incubação durante a infecção (Gutierrez et al., 2004b; Maruyama et al., 2008). 

Alternativamente, a indução de autofagia foi realizada por 24h após a infecção. 

Em ambos os protocolos, os dois tipos celulares foram infectados na proporção 

de 10 tripomastigotas por célula, sendo o tempo máximo de interação parasito-

célula hospedeira de 6 e 24h para macrófagos e HMC, respectivamente. O 

tempo de indução de autofagia também variou entre os dois tipos celulares, 

oscilando entre 6 e 24h para macrófagos, enquanto para cardiomiócitos variou 

entre 18 e 48h.  

Dessa forma foram estabelecidos três grupos: células Controle, 

infectadas apenas; células Rapamicina, infectadas e células DMEM-/- 

infectadas. A proporção de 10 parasitos/ célula hospedeira foi utilizada em 

todos os ensaios realizados e a incubação com rapamicina ou DMEM-/- foi 

mantida por todo tempo de experimento.  

Após os diferentes tempos de incubação, as células foram lavadas três 

vezes em PBS, fixadas com metanol, coradas pelo método do panótico rápido 

(Laborclin) e quantificadas no microscópio de campo claro Zeiss AxioLab A1 

(Zeiss) para posterior análise dos parâmetros de % de células infectadas 

(células infectadas por células totais) e o número de parasitos por 100 células. 

Foram realizados pelo menos 5 experimentos em duplicata, sendo 

quantificadas 300 células por lamínula. 
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Figura 3.1. Desenho experimental para indução de autofagia. Indução pré-

infecção (A) ou pós-infecção (B).  
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3.3.1. Imunofluorescência 

 

Para a análise da presença da proteína de autofagossomos LC3, as 

células que sofreram estímulo pré-infecção foram lavadas em PBS e fixadas a 

25°C por 20 min em solução de paraformaldeído a 4%. Após novas lavagens 

em PBS, as células foram permeabilizadas e bloqueadas por 1h, sob agitação 

a 4°C, em solução de bloqueio [PBS contendo de 0,5% Triton X-100 (Sigma-

Aldrich), 0,1% Tween 80 (AMRESCO), 2% de albumina sérica bovina (BSA, 

Sigma-Aldrich), 5% SFB, 10% soro de carneiro]. Após lavagem em tampão 

contendo as mesmas concentrações de Tween 80 e Triton X-100, as células 

foram incubadas por 1h com anticorpo primário contra LC3A produzido em 

coelho (Sigma-Aldrich, concentração final - 0,5 µg/mL, número de catálogo 

L8793). Após novas lavagens, as lamínulas foram incubadas por 1h com 

anticorpo secundário contra coelho produzido em cabra acoplado ao 

fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, concentração final - 1,3 µg/mL).  A 

marcação do núcleo das células foi feita utilizando 4’,6’-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI, Sigma-Aldrich, concentração final - 0,2 µg/mL). Todas as lâminas foram 

montadas em meio de montagem octano do diazabiciclo 1.4 [2.2.2] (DABCO, 

Sigma-Aldrich) e analisadas no microscópio de fluorescência Zeiss Axio 

Observer A1 (Zeiss), com sobreposição de imagens, incluindo contraste de 

interferência diferencial (DIC). Nesses ensaios foram quantificados o percentual 

de células LC3-positivas e o percentual de células LC3 associadas ao parasito 

(%LC3+, parasito+). Foram realizados pelo menos 3 experimentos 

independentes em duplicata, quantificando no mínimo 200 células/ lamínula. 

Para controle, o anticorpo primário foi substituído por um anticorpo irrelevante 

de coelho (Sigma) na mesma concentração e pelo mesmo tempo. 

 

3.3.2. Microscopia eletrônica de transmissão (MET)  

 

3.3.2.1. MET convencional 

 

Após a indução de autofagia pré-infecção em macrófagos (1x106 células, 

6 e 24h) e células cardíacas (1x106 células, 24 e 48h), sendo as células 
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lavadas em PBS, e fixadas por 40 min a 25°C, em solução de glutaraldeído a 

2,5%, diluído em tampão cacodilato de sódio 0,1M. Após três lavagens no 

mesmo tampão, as células foram pós-fixadas por 20 min em solução de 

tetróxido de ósmio a 1%, contendo 0,8% de ferrocianeto de potássio e 2,5mM 

de cloreto de cálcio. Após novas lavagens em tampão, as amostras foram 

desidratadas em série crescente de acetona (50%, 70%, 90%, 100%, 100%) (5 

min em cada). Após a raspagem, o sedimento foi infiltrado em resina Polybed 

812 (Polysciences) polimerizando por 72 h a 60°C. Cortes ultrafinos de 70-100 

nm de espessura foram obtidos no ultramicrótomo ULTRACUT S (Leica) e 

recolhidos em grades de cobre. Em seguida, as grades foram contrastadas 

com 1% de acetato de uranila e citrato de chumbo para análise no microscópio 

eletrônico de transmissão JEM-1011 (Jeol) (Menna-Barreto et al., 2009b). 

 

3.3.2.2. Imunomarcação ultraestrutural 

 

Imunomarcação ultraestrutural para LC3A foi realizada usando-se o 

mesmo anticorpo primário usado para imunofluorescência, conforme descrito 

no item 3.3.1. A imunomarcação foi feita antes das etapas de desidratação e 

inclusão (pre-embedding) usando-se partículas diminutas de ouro com 

diâmetro de 1.4nm (immunonanogold) de acordo com trabalhos prévios do 

grupo (Melo et al., 2005, 2009).   

Suspensões de células cardíacas infectadas e controles não infectadas 

foram fixadas em solução contendo 1% de glutaraldeído e 1% de formaldeído, 

incluídos em ágar a 2% para obtenção de pellets. Estes foram imersos em 

solução de sacarose a 30% durante a noite, e congelados em nitrogênio 

líquido. Posteriormente, secções com espessura de 10 µm (monocamadas) 

foram obtidas em criostato e coletadas sobre lâminas revestidas (Superfrost, 

Fisher). Todas as etapas da imunomarcação foram feitas sobre as 

monocamadas, à temperatura ambiente. As secções foram incubadas em 

tampão PBS a 0,02M por 5 min, seguida por solução de PBS contendo glicina 

(Sigma) por 10 min, e depois por uma solução de bloqueio contendo PBS a 

0,02M, albumina de soro bovino (BSA, Electron Microscopy Sciences) a 1% e 

gelatina (Sigma) a 0,1% (tampão PBS-BSA) durante 20 min. Posteriormente, 

as células foram incubadas em uma segunda solução de bloqueio contendo 
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tampão PBS-BSA mais 10% de soro normal de carneiro (NGS) durante 30 min, 

seguida por incubação com anticorpo primário (concentração final de 10 µg/mL) 

por 1h. Após três lavagens de 5 min com tampão PBS-BSA-NGS, as células 

foram incubadas com anticorpo secundário anti-coelho, com fragmento Fc  

associado a partículas de ouro de 1.4 nm (Nanogold, Nanoprobes), diluído 

1:100, durante 1h. Para controle da imunomarcação, o anticorpo primário foi 

substituído por um anticorpo irrelevante de coelho (Sigma) na mesma 

concentração e pelo mesmo tempo. Após lavagem em tampão PBS-BSA (3 X 

10 min) e PBS (3 X 5 min), as células foram fixadas em glutaraldeído a 2% em 

PBS por 10 min, imersas em água (3 X 5 min) e submetidas à etapa de 

nucleação pela prata (HQ silver enhancement, Nanoprobes) conforme 

orientações do fabricante. Esta etapa permite a visualiação das partículas de 

ouro. Em seguida, as células foram colocadas em solução de tiossulfato de 

sódio (Sigma) a 5% por 3 min e imersas em água destilada, antes do 

processamento convencional para MET. 

Todos os procedimentos para MET foram feitos sobre as secções. Como 

primeira etapa, as células foram pós-fixadas em solução de ósmio em água 

destilada (1:1) por 10 min, seguida por lavagem em água destilada e 

contrastação em bloco com acetato de uranila a 2% por 5 min. Após 

desidratação em série crescente de álcool (50, 70, 95 e 100%), as células 

foram infiltradas com uma mistura de Epon e óxido de propileno (2:1) durante 

15 min e incluídas em resina Eponate (Eponate 12, Ted Pella), a partir da 

inversão de cápsulas contendo a resina sobre as lâminas. Após polimerização 

durante 16 a 60 h, as cápsulas foram destacadas da superfície das lâminas e 

os blocos obtidos cortados em ultramicrótomo (Leica). Os cortes ultrafinos 

foram montados em grades de cobre e analisados em microscópio eletrônico 

de transmissão (CM10, Philips) a 60 Kv. 

 

 

3.3.3.  Avaliação da presença de corpúsculos lipídicos (CLs) 

 

Para avaliação da presença de CL durante a indução de autofagia pré- 

infectadas por T. cruzi, as células foram lavadas três vezes em PBS, fixadas 

em paraformaldeído 4% por 10 min a 25°C e lavadas em água destilada. A 
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coloração dos corpúsculos foi realizada com tampão cacodilato 0,1M e 

tetróxido de ósmio 1,5% por 30 min, seguida pela lavagem com água destilada 

e posterior coloração com tiocarbohidrazida 1% (TCH - Sigma-Aldrich) por 5 

min. Uma nova coloração em tampão cacodilato 0,1M e tetróxido de ósmio 

1,5% por 3 min foi realizada antes da lavagem em água tridestilada e 

montagem das lâminas. A contagem dos corpúsculos lipídicos foi realizada em 

microscopia de campo claro, quantificando 50 células por lamínula (D’Ávila et 

al., 2008). A quantificação dos CL foi confirmada por microscopia de 

fluorescência através da marcação com BODIPY® 493/503  (Invitrogen, 

concentração final - 10 µM) (Melo et al., 2011b).   

 

3.3.4. Análise estatística 

 

Todos os dados numéricos obtidos estão apresentados na forma de 

média ± erro padrão. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para duas amostras 

independentes não-paramétricas, com nível de significância considerado de p≤ 

0.05. A comparação dos dados coletados foi feita entre grupos controle e 

indução de autofagia (rapamicina e DMEM-/-). 

 

 

3.3.5. Aspectos éticos 

 

Os experimentos foram realizados de acordo com os princípios éticos na 

experimentação animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA) e com as condições de biossegurança adequadas para 

execução do trabalho, sendo que os referidos experimentos foram aprovados 

pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da Fiocruz (licença 

L-028/09). 
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4.1. Análise de citotoxicidade  

 

A análise de citotoxicidade pela técnica do MTT demonstrou que tanto 

macrófagos peritoneais quanto células cardíacas apresentaram viabilidade 

superior a 80% na concentração de 20 ng/µL de rapamicina, mesma 

percentagem encontrada após a incubação com DMEM-/-. Com estas análises, 

além de definir a concentração de uso da rapamicina (20 ng/µL), ainda foram 

definidos os tempos máximos de indução de autofagia para cada tipo celular, 

respeitando o descrito na Figura 3.1. 

 

4.2 Avaliação do efeito da indução de autofagia na infecção e proliferação 

intracelular do T. cruzi 

 

Inicialmente foi realizada a incubação com indutores de autofagia por 2h 

antes da infecção.  Em macrófagos peritoneais, tanto DMEM-/- como rapamicina 

reduziram significativamente a infecção a partir de 6h, levando a um 

decréscimo de cerca de 60-72% (Figura 4.1A). Todavia, ao analisar a 

parasito/100 células, a redução observada foi ainda mais acentuada 

alcançando mais de 80% de inibição após 24h (Figura 4.1B). Resultados 

semelhantes foram encontrados em células cardíacas quando a autofagia foi 

induzida antes da infecção. Uma redução da infecção foi observada após o 

tratamento com rapamicina a partir de 24h. Nas células infectadas e pré-

incubadas com  DMEM-/-, houve uma maior infecção no tempo inicial de 18h, 

que se manteve nos demais tempos. Entretanto, o mesmo perfil de redução foi 

detectado em 24 e 48h (Figura 4.2A). O parâmetro parasito/100 células 

reproduziu o resultado, sendo em 24 e 48h já observadas diferenças 

estatísticas entre o grupo controle e os induzidos para autofagia, sendo a 

redução de 2x e 8x para DMEM-/- e rapamicina em 48h, respectivamente 

(Figura 4.2B). 
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Posteriormente, foi avaliado também o efeito da indução de autofagia 

pós-infecção, após o estabelecimento do parasito na célula hospedeira. Neste 

desenho experimental, rapamicina e DMEM-/- não inibiram a infecção de 

macrófagos em 24h, sendo observada uma redução após o tratamento com a 

droga por 48h (Figura 4.3A). Não houve diferença significativa nas taxas 

endocíticas entre controle e as demais condições experimentais em nenhum 

dos tempos testados (Figura 4.3B). Entretanto, quando foi avaliado efeito da 

autofagia em células cardíacas no protocolo pós-infecção, observou-se a 

inibição da infecção tanto em rapamicina quanto em DMEM-/- em 48 e 72h 

(Figura 4.4A). A análise do parâmetro parasitos/100 células em cardiomiócitos 

apontou uma redução acentuada apenas em 72h, alcançando 86,2% e 46% em 

rapamicina e DMEM-/-, respectivamente (Figura 4.4B). 
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Figura 4.1. Avaliação da indução de autofagia pré-infecção por Trypanosoma 
cruzi em macrófagos peritoneais. Tratamentos com rapamicina e meio de 
estresse nutricional (DMEM-/-) foram realizados 2h antes da infecção (A) % 
Células infectadas; (B) Parasitos/100 células (* p<0,05). 
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Figura 4.2. Avaliação da indução de autofagia pré-infecção por Trypanosoma 

cruzi em células cardíacas. Tratamentos com rapamicina e meio de estresse 

nutricional (DMEM-/-) foram realizados 2h antes da infecção (A) % Células 

infectadas; (B) Parasitos/100 células  (* p<0,05). 
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Figura 4.3. Avaliação da indução de autofagia pós-infecção por Trypanosoma 

cruzi em macrófagos peritoneais. Tratamentos com rapamicina e meio de 

estresse nutricional (DMEM-/-) foram realizados após infecção (A) % Células 

infectadas; (B) Parasitos/100 células  (* p≤0,05). 
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Figura 4.4. Avaliação da indução de autofagia pós-infecção por Trypanosoma 

cruzi em células cardíacas. Tratamentos com rapamicina e meio de estresse 

nutricional (DMEM-/-) foram realizados após infecção (A) % Células infectadas; 

(B) Parasitos/100 células  (* p≤0,05). 
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4.3. Análise ultraestrutural do efeito da indução de autofagia em macrófagos e 

células cardíacas infectados por T. cruzi 

 

O efeito do tratamento com a rapamicina bem como da incubação em 

DMEM-/- foram analisados em macrófagos e células cardíacas nos diferentes 

tempos estudados por microscopia eletrônica de transmissão utilizando o 

desenho experimental da indução de autofagia pré-infecção.  

No tempo de 6h, macrófagos controles apenas infectados apresentaram 

morfologia típica, contendo formas tripomastigotas também com aparência 

normal (Figura 4.5A). Um grande número de perfis de retículo endoplasmático 

e mitocôndrias foram observados por todo o citosol, inclusive próximo ao 

parasito (Figuras 4.5A,B). Estruturas membranares concêntricas, CLs e 

autofagossomos também foram detectados (Figuras 4.5B-D). Os CLs 

aparecem como estruturas geralmente arredondadas e elétron-densas e são 

caracterizados pelo fato de não apresentarem membrana envoltória típica 

trilaminar, mas apenas uma hemi-membrana. Já os autofagossomos são 

caracterizados pela presença de membrana circundando material em 

decomposição, muitas vezes apresentando mais de uma membrana.  

O tratamento anterior à infecção com rapamicina induziu a formação de 

autofagossomos de diferentes tamanhos e graus de degradação (Figuras 

4.6A,B, 4.7B-D, 4.8A,B). A rapamicina também levou a um aumento da 

proporção de estruturas membranares concêntricas (Figuras 4.6A,C), 

destacando também a presença de CLs (Figuras 4.7D, 4.8A) além de promover 

o aparecimento de vacúolos alongados e ramificados (Figura 4.7A) e 

desorganização do Golgi (Figuras 4.6C,D). Foram ainda observados vacúolos 

parasitóforos contendo parasitos, alguns fundindo-se a estruturas concêntricas 

contendo membrana dupla, além de ter sido detectada a presença de um 

axonema flagelar no interior de um autofagossomo (Figuras 4.8A,B).  

As células incubadas em DMEM-/- apresentaram morfologia do T. cruzi 

semelhante ao controle (Figuras 4.9A, 4.10C,D). O tratamento exacerbou a 

gênese de autofagossomos. Alguns autofagossomos continham estruturas 

concêntricas em seu interior (Figuras 4.9B-D). Já os CLs foram frequentemente 
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encontrados circundados por perfis de retículo endoplasmático (Figuras 4.9B, 

4.10A-C).  

 

Figura 4.5. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

6h após a infecção com Trypanosoma cruzi. (A) Presença de um tripomastigota 

(P) com morfologia característica, próximo a perfis de retículo endoplasmático 

(RE) e mitocôndria (M). (B-D) Grande número de perfis de retículo 

endoplasmático (RE), formando estruturas membranares concêntricas (setas 

pretas), assim como um número maior de corpúsculos lipídicos (CL) e 

autofagossomos (estrela preta) também foram observados. N: núcleo; M: 

mitocôndria. Barras: 1µm.   
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Figura 4.6. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

pré-tratados com rapamicina, 6h após a infecção com Trypanosma cruzi. (A) 

Visão geral de um macrófago infectado pré-tratado contendo diversos 

autofagossomos (estrelas pretas) e estruturas membranares concêntricas 

(setas). (B) Em maior aumento, os autofagossomos em diferentes estágios de 

degradação (estrelas pretas). (C) Observe a presença de estruturas 

membranosas concêntricas (setas), próximas ao Golgi (G), o qual apresentou-

se com cisternas desorganizadas. (D) Organelas também apresentaram 

morfologia característica N: núcleo; M: mitocôndria. Barras: 0,75µm.   
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Figura 4.7. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

pré-tratados com rapamicina, 6h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  (A) 

o tratamento induziu o aparecimento de vacúolos tubulares ramificados 

(cabeças de setas) dispersos pelo citosol. (B-D) Inúmeros autofagossomos 

(estrelas pretas) em diferentes estágios de degradação também foram 

observados em células tratadas. CL: corpúsculo lipídico; N: núcleo; M: 

mitocôndria; RE: retículo endoplasmático. Barras: 0,75µm.   
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Figura 4.8. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

pré-tratados com rapamicina, 6h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  (A) 

Flagelos de parasitos (F) foram observados no interior de vacúolos 

parasitóforos, sendo ainda observada a presença de um axonema (cabeças de 

setas brancas) dentro de um autofagossomo (estrela preta). (B) O 

aparecimento de uma estrutura concêntrica contendo membrana dupla (setas 

pretas) fundindo com o vacúolo parasitóforo também foi detectado próximo a 

um autofagossomo (estrela preta) em um macrófago tratado. CL: corpúsculo 

lipídico da célula hospedeira. Barras: 0,5µm.     
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Figura 4.9. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

pré-incubados em DMEM-/-, 6h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  (A) 

Morfologia típica de um tripomastigota (P) no interior de uma célula. (B-D) A 

indução de estresse nutricional indicou a presença de corpúsculos lipídicos 

(CL) e autofagossomos (estrelas pretas), sendo observadas estruturas 

membranares concêntricas no seu interior (setas brancas). N: núcleo; RE: 

retículo endoplasmático da célula hospedeira. Barras: 0,5µm.    
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Figura 4.10. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

pré-incubados em DMEM-/-, 6h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  (A,B) 

O estresse nutricional levou a um aumento de corpúsculos lipídicos (CL) 

circundados por retículo endoplasmático (RE). (C) Observe CL na proximidade 

parasito (P). (D) Forma tripomastigota intracelular (P) com morfologia normal. 

M: mitocôndria. Barras: 0,5µm.    
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No tempo de 24h pós-infecção, foi possível visualizar um número maior 

de parasitos por macrófago no grupo controle, apresentando morfologia 

normal. Os parasitos observados já apresentaram características de formas 

amastigotas (Figuras 4.11A,B). 

 

 

 

Figura 4.11. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

24h após a infecção com Trypanosoma cruzi. (A,B) Macrófagos contendo 

formas amastigotas (P) apresentando morfologia típica. Barras: 1µm.   
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Após 24h de infecção, o tratamento com rapamicina induziu aumento no 

número de CLs (Figuras 4.12A-B) em macrófagos, comparado às 6 horas 

iniciais. Estas organelas mostraram-se eletrón-lúcidas e frequentemente 

associadas com perfis de retículo endoplasmático (Figuras 4.12A-B), além de 

estruturas membranares concêntricas dispersas pelo citosol (Figura 4.12C) e 

autofagossomos contendo grande quantidade de material degradado (Figura 

4.12D).  

 

 

Figura 4.12. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

pré-tratados com rapamicina, 24h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  

(A,B) Inúmeros corpúsculos lipídicos (CL) circundados por retículo 

endoplasmático (RE) e mitocôndrias (M) foram observados em macrófagos 

tratados. (C,D) Rapamicina também induziu o aparecimento de estruturas 

membranares concêntricas (setas) e autofagossomo (estrela). Barras: 0,5µm.    
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Apos 24hs de infecção, um grande número de macrófagos incubados 

em DMEM-/- apresentaram autofagossomos (Figuras 4.13A-D) e em algumas 

células, estruturas membranares concêntricas também foram observadas 

(Figura 4.13D). 

 

 

 

Figura 4.13. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos peritoneais 

pré-incubados em DMEM-/-, 24h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  (A) 

Visão geral de um macrófago sob estresse nutricional, apresentando 

autofagossomos (estrelas pretas). (B-D) Detalhe das diferentes etapas de 

degradação observadas no interior de autofagossomos (estrelas), além da 

formação de estruturas membranares concêntricas (setas). N: núcleo e M: 

mitocôndria.  Barras: 0,5µm.    
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A análise ultraestrutural foi também realizada em células cardíacas pré-

incubadas com rapamicina e DMEM-/- e infectadas por 24h e 48h. No tempo de 

24h, células controle apresentaram morfologia típica, contendo inúmeras 

formas tripomastigotas com aspecto característico do parasito (Figuras 4.14A-

D). Neste tempo inicial, o tratamento com rapamicina não promoveu alterações 

morfológicas no parasito (Figura 4.15A). Entretanto, as células tratadas  

exibiram um grande número de autofagossomos, além de perfis concêntricos 

de membranas no citosol (Figuras 4.15B-D, 4.16A-E). Apesar da maior parte 

das mitocôndrias observadas não terem apresentado alterações morfológicas, 

algumas destas organelas exibiram uma completa desorganização das suas 

cristas (Figura 4.16F). Ainda no tempo de 24h, a incubação em DMEM-/- 

também não levou a alterações ultraestruturais nos parasitos (Figura 4.17A). 

Assim como no tratamento com rapamicina, raras mitocôndrias apresentaram 

alterações morfológicas como inchaço e perda de cristas após o estresse 

nutricional, algumas podendo conter estruturas membranares em seu interior 

(Figura 4.17B). DMEM-/- ainda induziu a formação de inúmeros 

autofagossomos, apresentando diferentes níveis de degradação em seu interior 

(Figura 4.17C), além do surgimento de estruturas membranares concêntricas 

dispersas por todo o citosol (Figuras 4.18A-D). 

A análise de células cardíacas controle no tempo de 48h apontou a 

presença de T. cruzi com morfologia normal (Figuras 4.19A-D), estando alguns 

em estágio de transição entre tripomastigotas e amastigotas (Figura 4.19C), e 

outros já completaram sua diferenciação para a forma proliferativa intracelular 

(Figuras 4.19A,B). Assim como observado em macrófagos controle, células 

cardíacas também apresentaram estruturas membranares concêntricas no 

citosol, além de autofagossomos e perfis de retículo endoplasmático 

envolvendo organelas como mitocôndrias (Figuras 4.19E-F). Em 48h, 

rapamicina exacerbou a formação de autofagossomos (Figuras 4.20A-D, 

4.21B,D), podendo conter membranas concêntricas em seu interior (Figuras 

4.20C, 4.21B). O tratamento com a droga ainda levou ao aparecimento de 

estruturas membranares concêntricas no citosol (Figuras 4.20A, 4.21A,C,D), 

sendo a fusão destas estruturas com autofagossomos também detectada 

(Figura 4.20B). Ainda em 48h, algumas células cardíacas pré-incubadas com 

DMEM-/- ainda apresentavam amastigotas com morfologia típica (Figura 4.22A). 
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O estresse nutricional também induziu a formação de autofagossomos (Figura 

4.22B), além de levar a um esvaziamento do citoplasma, observado através da 

perda de sua eletrondensidade (Figura 4.22C). A maioria das mitocôndrias bem 

como os sarcômeros apresentaram morfologia típica (Figuras 4.22C,D), sendo 

que apenas raras mitocôndrias estavam alteradas (Figura 4.22D). 

 

 

 

 

Figura 4.14. Microscopia eletrônica de transmissão de células cardíacas, 24h 

após a infecção com Trypanosoma cruzi. Formas tripomastigotas do parasito 

(P) apresentando morfologia típica. N: núcleo. Barras: 1µm.   
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Figura 4.15. (A-D) Microscopia eletrônica de transmissão de células cardíacas 

pré-tratadas com rapamicina, 24h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  (A) 

Tripomastigota intracelular (P) apresentando morfologia típica. (B-D) 

Autofagossomos (estrelas) em diferentes estágios de degradação podem ser 

observados além de estruturas membranares concêntricas (setas pretas). N: 

núcleo; M: mitocôndria. Barras: 0,5µm.    
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Figura 4.16. Microscopia eletrônica de transmissão de células cardíacas pré-

tratadas com rapamicina, 24h após a infecção com Trypanosoma cruzi.  (A-E) 

O tratamento induziu o aparecimento de autofagossomos (estrelas) 

apresentando diversos graus de degradação. (F) Rapamicina também induziu 

alteração na morfologia das cristas mitocondriais (asterisco). Barras: 0,2µm.    
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Figura 4.17. Análise por microscopia eletrônica de transmissão de células 

cardíacas pré-incubadas em DMEM-/-, 24h após a infecção com Trypanosoma 

cruzi.  (A) Parasito intracelular (P) apresentando morfologia normal. (B) A 

indução de estresse nutricional levou a alteração na mitocôndria (estrela 

branca) da célula hospedeira, apresentando estruturas membranares 

concêntricas no interior da organela (setas brancas). (C) A incubação em 

DMEM-/- ainda levou a formação de autofagossomos (estrelas pretas) 

apresentando estruturas membranares concêntricas (setas brancas). N: núcleo; 

RE: retículo endoplasmático; M: mitocôndria. Barras: 0,5µm.    
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Figura 4.18. Microscopia eletrônica de transmissão de células cardíacas pré-

incubadas em DMEM-/-, 24h após a infecção com Trypanosoma cruzi. (A-D) A 

indução de estresse nutricional levou ao aparecimento de estruturas 

membranares concêntricas (setas) no citosol. M: mitocôndria. Barras: 0,2µm.    
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Figura 4.19. Microscopia eletrônica de transmissão de células células 

cardíacas 48h após a infecção com Trypanosoma cruzi. (A-D) Formas 

amastigotas do parasito (P) apresentando morfologia característica. (E) 

Presença de perfis de retículo endoplasmático (RE) envolvendo mitocôndrias 

(M) e estruturas membranares concêntricas (setas pretas). (F) Em detalhe, o 

contato íntimo da mitocôndria (M) com um autofagossomo (estrela preta) 

contendo estruturas membranares concêntricas em seu interior (setas 

brancas). N: núcleo. Barras: 0,4µm.    
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Figura 4.20. Microscopia eletrônica de transmissão de células cardíacas pré-

tratadas com rapamicina, 48h após a infecção com Trypanosoma cruzi. (A-D) 

Rapamicina induziu a formação de estruturas membranares concêntricas 

(setas pretas) no citosol, além de autofagossomos (estrelas pretas) podendo 

conter estruturas membranares concêntricas em seu interior (setas brancas). 

N: núcleo.  Barras: 0,4µm.    
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Figura 4.21. Análise por microscopia eletrônica de transmissão de células 

cardíacas pré-tratadas com rapamicina, 48h após a infecção com Trypanosoma 

cruzi. (A-D) O tratamento induziu o aparecimento de estruturas membranares 

concêntricas (setas pretas) e autofagossomos (estrelas pretas), podendo 

conter estruturas membranares concêntricas em seu interior (setas brancas). 

M: mitocôndria. Barras: 0,2µm.    
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Figura 4.22. Microscopia eletrônica de transmissão de células cardíacas pré-

incubadas em DMEM-/-, 48h após a infecção com Trypanosoma cruzi. (A) 

Forma amastigota intracelular do parasito (P) não apresentando alteração em 

sua morfologia. (B) Detalhe de um autofagossomo (estrela preta) próximo a 

uma mitocôndria (M). (C,D) A indução de estresse nutricional leva a uma 

vacuolização citoplasmática (asterisco branco). Os sarcômeros (setas largas 

pretas) e as mitocôndrias (M) em sua maioria exibem sua morfologia 

preservada. Raras mitocôndrias apresentaram estruturas membranares 

concêntricas (setas brancas) em seu interior. Barras: 0,5µm.     
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4.4. Análise quantitativa de CLs após a indução de autofagia em macrófagos 

e células cardíacas infectadas por T. cruzi 

 

A quantificação de CLs foi realizada em macrófagos e células cardíacas 

após o tratamento com a rapamicina e a incubação em DMEM-/- seguindo o 

desenho experimental da indução de autofagia pré-infecção. 

Nas primeiras 6h de infecção, ambos os indutores de autofagia 

reduziram significativamente o número de CLs por macrófago, representando 

uma inibição de 36 e 20% nos grupos rapamicina e DMEM-/-, respectivamente. 

Em 24h de infecção a quantidade de CLs aumentou, com relação ao tempo 

inferior, contudo não houve diferença entre células apenas infectadas e células 

submetidas à indução de autofagia (Figura 4.23A).  

 A análise quantitativa de CLs em células cardíacas apontou um número 

cerca de 5x menor ao observado em macrófagos, quando comparamos células 

controle. Em 24h, não houve diferenças significativas entre os grupos 

estudados, sendo em 48h detectada uma redução de em torno de 35% no 

número de CLs por células cardíacas apenas em células incubadas com  

DMEM-/-. O tratamento com rapamicina no mesmo tempo levou a uma 

tendência de diminuição embora não significativa (Figura 4.23B).  
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Figura 4.23. Análise do número de CLs após a indução de autofagia pré-

infecção por Trypanosoma cruzi. (A) macrófagos; (B) células cardíacas (* 

p≤0,05). 
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4.5. Análise da expressão e localização da proteína LC3 após a indução de 

autofagia em macrófagos e células cardíacas infectadas por T. cruzi 

 

O efeito do tratamento com a rapamicina e da incubação em DMEM-/- na 

expressão e localização de LC3 foi analisado em macrófagos e células 

cardíacas nos diferentes tempos estudados por imunofluorescência utilizando o 

desenho experimental da indução de autofagia pré-infecção.  

Após 6h de infecção, em torno de 25% dos macrófagos controles 

apenas infectados apresentaram marcação para LC3, sendo esta percentagem 

aumentada signifcativamente após a indução de autofagia para cerca de 65% e 

51% nos grupos rapamicina e DMEM-/-, respectivamente. Após 24h de 

infecção, os percentuais de macrófagos marcados para LC3 se mantiveram, 

sendo o aumento em relação ao controle ainda observado para DMEM-/- e uma 

tendência de aumento para rapamicina (Figura 4.24A). A análise da associação 

da proteína LC3 ao parasito após 6h de infecção apontou que células sob 

estímulos autofágicos apresentavam um aumento de cerca de 4x a marcação 

de LC3 associada ao parasito, aumento este não observado no tempo 24h 

(Figura 4.24B). 

Células cardíacas apresentaram um perfil distinto de marcação para LC3 

em relação aos macrófagos. No tempo de 24h após infecção, não foram 

observadas diferenças entre nenhum dos grupos nos parâmetros avaliados de 

percentagem de células marcadas para LC3 e associação parasitos-proteína 

LC3. Entretanto em 48h, um acentuado aumento na marcação foi observado 

nas células cuja autofagia foi induzida, chegando a 68% e 57% nos grupos 

rapamicina e DMEM-/-, respectivamente (Figuras 4.25A,B). Este aumento 

expressivo também foi observado no parâmetro de associação parasito-LC3, 

onde a associação foi cerca de 10x maior em células pré-incubadas com os 

indutores autofágicos (Figuras 4.25A,B). 
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Figura 4.24. Análise por imunofluorescência da localização da proteína LC3 

após a indução de autofagia pós-infecção por Trypanosoma cruzi em 

macrófagos. (A) % células LC3+; (B) % células LC3+ e parasitos associados (* 

p≤0,05). 
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Figura 4.25. Análise por imunofluorescência da localização da proteína LC3 

após a indução de autofagia pós-infecção por Trypanosoma cruzi em células 

cardíacas. (A) % células LC3+; (B) % células LC3+ e parasitos associados (* 

p≤0,05). 
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Por microscopia eletrônica de transmissão, foram ainda realizados 

ensaios de imunomarcação de LC3A, através da técnica de immunonanogold, 

que confirmaram a presença e especificidade desta proteína autofagossomal 

em células cardíacas infectadas por T. cruzi no tempo de 48h (Figuras 

4.27A,B). Uma maior marcação para LC3 foi claramente observada na célula 

infectada, associada com vacúolos citoplasmáticos e também distribuída no 

citosol. Na célula não-infectada, a marcação foi menos abundante e dispersa 

pelo citosol (Figura 4.26C). No Grupo controle do anticorpo, células cardíacas 

infectadas que tiveram o anticorpo primário substituído por um anticorpo 

irrelevante mostraram imunomarcação negativa (Figura 4.26D). 
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Figura 4.26. Imunomarcação de LC3 por microscopia eletrônica de 

transmissão em células cardíacas infectadas pelo Trypanosoma cruzi. (A,B) 

Células após 48h de infecção. Autofagossomos (estrelas pretas) mostram-se 

positivos para LC3 (setas brancas indicam partículas de ouro). As setas pretas 

indicam a estrutura sarcomérica. (C) Células não-infectadas demonstram 

menor presença de LC3. (D) Células infectadas marcadas com IgG, 

demonstrado especificidade do anticorpo usado. Barras: 0,5µm.     
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Nos últimos anos, o processo de autofagia vem recebendo considerável 

atenção na literatura. A autofagia representa não apenas mais um tipo de 

morte celular programada, mas também um mecanismo atuante na regulação 

da homeostase celular (revisto em Klionsky, 2007; Mizushima et al., 2011a;b; 

Cuervo et al., 2012). Além disso, a via autofágica parece ter um papel 

importante durante a interação patógeno-célula hospedeira, favorecendo ou 

dificultando a infecção. Em 2009, a participação da autofagia foi demonstrada 

pela primeira vez durante a infecção com T. cruzi em modelos de linhagens 

celulares (Romano et al., 2009). O presente trabalho representa o primeiro 

estudo sobre o papel da autofagia durante a infecção de células de cultura 

primária (macrófagos e células musculares) por este parasito. 

A análise da indução da autofagia por fármaco (rapamicina) e por déficit 

nutricional (DMEM-/-) anterior à infecção levou, de maneira geral, a uma 

redução na infecção nos dois tipos celulares avaliados (Figuras 4.1A e 4.2A). 

Esta diminuição foi observada a partir de 6h de infecção em macrófagos, e a 

partir de 24h em células do músculo cardíaco. Esses resultados sugerem a 

participação da via autofágica como mecanismo de eliminação do parasito 

após o estabelecimento da infecção em ambos os tipos celulares. Embora a 

incubação em DMEM-/- tenha levado a um aumento da infecção inicialmente 

(18h), este percentual se manteve constante em tempos maiores, enquanto 

células controle apresentaram uma maior infecção em tempos tardios (Figura 

4.2A).  

 O parâmetro parasitos/100 células também foi reduzido nos mesmos 

tempos avaliados em ambas as células tratadas com rapamicina ou incubadas 

em DMEM-/-, indicando que a replicação intracelular dos parasitos sob estas 

condições experimentais foi impedida, seja por uma menor replicação e/ou 

destruição de parasitos (Figuras 4.1B e 4.2B). Esses resultados estão de 

acordo com trabalhos anteriores, os quais demonstraram, em células Hela 

incubadas com indutores autofágicos, um número de parasitos por 100 células 

inferior ao do grupo controle (Martins et al., 2011; Maeda et al., 2011,2012).  
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O papel de citocinas na resistência à infecção chagásica encontra-se 

bem documentado. Por exemplo, o IFN-γ atua na redução da replicação de 

amastigotas tanto in vitro como in vivo (Reed et al., 1988; Silva et al, 1992; 

Rodrigues et al., 2012), além de participar também na indução do processo 

autofágico (Zhao et al., 2007, 2009; Pinheiro et al., 2009; Mizushima et al., 

2011a; Matsuzawa et  al., 2012). Nossos resultados juntamente com esses 

dados da literatura reforçam a hipótese da participação da autofagia 

previamente induzida na célula hospedeira como mecanismo de resistência à 

infecção. 

Entretanto, quando avaliamos o efeito de rapamicina e DMEM-/- após a 

infecção, temos duas situações. Macrófagos incubados com os indutores 

autofágicos imediatamente após o tempo de interação (24h) ou após o 

estabelecimento da infecção (48h) não apresentaram diferenças em relação ao 

controle, sugerindo que a indução não foi suficiente para reduzir a infecção e 

proliferação dos parasitos em 24h de estímulo (Figura 4.3). Apenas uma 

discreta redução na infecção de macrófagos tratados com rapamicina foi 

observada em 48h, incapaz de alterar a taxa endocítica nessa condição. 

Interessantemente, em células musculares a incubação com rapamicina ou 

DMEM-/- após a infecção, levou a um importante decréscimo no percentual de 

infecção e no número de parasitos por 100 células. A diminuição mais 

acentuada pôde ser observada após o estabelecimento da infecção (72h), onde 

os dois estímulos autofágicos foram capazes de reduzir a infecção e a taxa 

endocítica. Esta importante redução reforça que a autofagia impede a 

proliferação maciça dos parasitos que ocorre após 48h nessa célula fagocítica 

não profissional. Romano e colaboradores (2009) observaram que, ao incubar 

com meio de estresse nutricional ou rapamicina, após o estabelecimento da 

infecção em células CHO, não houve alteração da proporção de amastigotas 

por célula, semelhante ao nosso resultado obtido com macrófagos. Este 

achado sugere que a participação da autofagia pós-infecção depende 

diretamente do tempo pelo qual a célula é estimulada bem como do tipo celular 

avaliado e suas características dentre as quais podemos destacar a sua 

capacidade fagocítica. 
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Como outra abordagem para o estudo da autofagia, muitos grupos 

utilizam a inibição farmacológica da via através do emprego de inibidores de 

PI3K como 3-metiladenina (3-MA), wortmanina ou LY294002 (Eskelinen et al., 

2005; Romano et al., 2009; Pinheiro et al., 2009; Martins et al., 2011-). 

Entretanto, devido à baixa especificidade dessas drogas que inibem PI3K de 

classe I e III, associada ao fato que essas enzimas participam de inúmeras vias 

de sinalização celular (Petiot et al, 2000; revisto em Klionsky, 2007), 

abordagens moleculares como o uso de RNA de interferência para proteínas 

autofágicas como Atg5, beclina-1 ou LC3 devem ser utilizadas para 

confirmação da hipótese observada (revisto em Klionsky et al, 2008; 2012), 

sendo uma das perspectivas desta Dissertação. 

Visando uma melhor caracterização morfológica da autofagia nos 

modelos celulares estudados, foi empregada a microscopia eletrônica de 

transmissão de células estimuladas antes da infecção. As análises 

ultraestruturais de macrófagos e células musculares controles, apenas 

infectadas, apontaram a ocorrência de autofagia nestas células, a partir da 

identificação de estruturas citoplasmáticas típicas da via autofágica, 

principalmente autofagossomos (Figuras 4.5D e 4.19E,F).Em células 

previamente incubadas com rapamicina ou DMEM-/ ocorreu aumento evidente 

na proporção de autofagossomos (Figuras 4.7; 4.9C,D; 4.16A-E e 4.17B,D) e 

outras estruturas indicativas de autofagia, como estruturas formadas por 

membranas concêntricas (figuras 4.6C; 4.9C; 4.12C; 4.15D; 4.18C,D e 4.21). 

As análises ultraestruturais revelaram que, de maneira geral, as células 

não apresentaram alterações estruturais drásticas. Determinados tratamentos, 

no entanto, levaram a alterações em algumas organelas. Em macrófagos, 

apenas o grupo incubado com rapamicina por 6h de infecção apresentou 

alteração na conformação do Golgi, o qual mostrou características de 

desestruturação (Figura 4.6D). Em outros modelos celulares, já foi 

demonstrada a desorganização das cisternas do Golgi mediante indução 

autofágica, indicando, a depender da severidade, um perfil de morte autofágica 

ou mesmo a fissão da organela para a formação de autofagossomos 

(Takahashi et al., 2011; Fernandes et al., 2012; Veiga-Santos et al., 2012). A 

Figura 4.6C sugere fortemente o Golgi como fonte da PAS devido a sua 
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proximidade com membranas concêntricas em macrófagos tratados com 

rapamicina, uma vez que a presença de Atg9 e Atg1 já foi detectada na 

organela (Naydenov et al., 2012; Yamamoto et al., 2012).   

Em células musculares do coração, a incubação tanto com rapamicina 

quanto com DMEM-/- induziu danos morfológicos em mitocôndrias (Figuras 

4.16F, 4.17B e 4.22D). Entretanto, estas alterações não foram frequentes, 

tendo sido observado mitocôndrias com morfologia normal ao lado de 

mitocôndrias alteradas. Estas alterações mitocondriais já foram descritas em 

células cardíacas submetidas à isquemia e reperfusão, condições nas quais já 

foi demonstrada a importância da autofagia (French et al., 2010). A remoção 

eficiente de mitocôndrias senescentes ou danificadas pela autofagia impede a 

produção excessiva de ROS e liberação de componentes que poderiam 

desencadear a morte celular (Gottlieb & Mentzer, 2010). Sendo assim, é 

possível que as mitocôndrias das células cardíacas em nossas condições 

experimentais estejam sendo direcionadas para um processo de mitofagia 

(autofagia de mitocôndrias), sugerido pela presença de membranas 

concêntricas no interior da organela, além da sua proximidade e associação a 

autofagossomos (Figuras 4.17B e 4.21C,D). Também foi observado, após a 

incubação em DMEM-/- por 48h, um rarefação citoplasmática (Figura 4.22C), 

característica esta anteriormente descrita em situações de disfunções 

cardíacas (Kuruvilla et al., 2004; Matsushita et al., 2005). Em linhas gerais, 

nossos dados apontam que a indução por longos tempos da autofagia em 

células musculares do coração acarreta danos mais extensos semelhantes aos 

observados em condições patológicas não infecciosas.  

Conforme esperado, a autofagia foi claramente caracterizada 

ultraestruturalmente nos dois tipos celulares avaliados sob estímulo de 

rapamicina ou meio de estresse nutricional. Inúmeros autofagossomos, 

morfologicamente típicos, foram detectados contendo material nos mais 

diversos estágios de degradação. A presença de autofagossomos iniciais com 

conteúdo elétron-denso e pouco material degradado (Figuras 4.7B e 4.12D), 

juntamente com a detecção de autofagossomos tardios, com baixa elétron-

densidade apresentando apenas membranas residuais em seu interior (Figuras 
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4.9B-D e 4.16A-E), confirmam a ocorrência efetiva e progressão da via 

autofágica nos modelos estudados.  

Outras características ultraestruturais frequentes, observadas tanto em 

macrófagos como em células musculares do coração sob estímulos 

autofágicos foram a presença de estruturas membranares, caraterizadas por 

arranjo de membranas concêntricas e perfis de retículo endoplasmático 

envolvendo estruturas subcelulares. Estes se encontravam intimamemente 

associados aos autofagossomos (Figuras 4.13D, 4.17C e 4.21). Moléculas 

como o PI3P e outros fosfolipídios, Atg1, WIPIs presentes no retículo 

endoplasmático, auxiliam na formação da membrana que originará a PAS 

(Hayashi-Nishino et al., 2009; Yla-Anttila et al., 2009; Mizushima et al., 2011a). 

Na literatura ainda não há um consenso quanto à origem das membranas que 

formam o pré-autofagossomo. Dependendo da indução autofágica é relatado o 

retículo endoplasmático, o Golgi ou ainda a mitocôndria como organelas 

doadoras de membrana iniciadora do pré-autofagossomo (Chen et al., 2012; 

Longatti et al., 2012).  

Trabalhos anteriores já descreveram a ultraestrutura do T. cruzi (cepa Y) 

após infecção tanto em macrófagos quanto em células cardíacas de cultura 

primária (Meirelles et al. 1982;1986; Araújo-Jorge et al., 1992; Soeiro et al., 

2002; de Souza et al., 2003, Barrias et al., 2007). Interessantemente, os 

parasitos internalizados em células controle apenas infectadas ou sob estímulo 

autofágico apresentaram morfologia normal, sem alterações ultraestruturais 

caraterísticas de autofagia (Figuras 4.5A, 4.10C,D, 4.11A,B, 4.15A-D, 4.17A, 

4.19A-D e 4.22A), reforçando que o efeito da indução de autofagia utilizada 

atua diretamente na célula hospedeira. Em T. brucei foi relatada a presença de 

autofagossomos no protozoário após 24h de tratamento com rapamicina 

(Barquilla et al., 2008), entretanto em T. cruzi não há relatos até o momento. A 

manutenção da morfologia típica de tripomastigotas e amastigotas analisados 

sugere que o DMEM-/- e rapamicina não induzem autofagia nas formas do 

parasito presentes no mamífero.  

 Por outro lado, foi possível observar a presença de parasitos 

circundados por membranas concêntricas e autofagossomos em macrófagos 

tratados com rapamicina (Figuras 4.8A,B). Esta é a primeira evidência 
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ultraestrutural da associação T. cruzi-autofagossomo, indicativo de xenofagia, 

mecanismo autofágico envolvido na degradação de patógenos (Deretic & 

Levine, 2009). Em tripanosomatídeos, estudos anteriores não demonstraram a 

associação direta dos protozoários e/ou do VP aos autofagossomos (Pinheiro 

et al., 2009; Cyrino et al.,2012). Na infecção de macrófagos por T. gondii, a 

fusão VP-autofagossomo também foi observada, sendo sugerida a eliminação 

do parasito pela via autofágica (Ling et al., 2006), corroborando a participação 

do mecanismo como via de morte de patógenos.  

Visando demonstrar por outra técnica a participação da autofagia na 

infecção de macrófagos e células cardíacas por T. cruzi, investigamos a 

expressão e localização da proteína LC3 por microscopia de fluorescência. 

Nossos resultados apontaram a expressão constitutiva de LC3 em ambas as 

células controle apenas infectadas (Figuras 4.24A e 4.25A). Este dado 

corrobora com a análise ultraestrutural, reforçando estudos prévios onde 

células sem indução autofágica também apresentaram uma marcação basal de 

LC3 (Jiang et al., 2010; Li et al., 2012b). Utilizando a técnica de 

imunolocalização ultraestrutural, a presença de LC3 foi confirmada no interior 

de autofagossomos em células cardíacas infectadas (Figuras 4.26A,B). Esses 

dados indicam a participação da autofagia na infecção per si, assim como 

observado por Cyrino e colaboradores (2012) com L. amazonensis onde foi 

demonstrado um aumento na expressão de LC3 por Western blot em 

macrófagos infectados.  

A incubação com rapamicina e DMEM-/- levou a um aumento do 

percentual de macrófagos e células musculares cardíacas LC3-positivos 

(Figuras 4.24 e 4.25).  Apesar de ser esperada uma correlação entre a 

expressão de LC3 em células infectadas e os percentuais de infecção, este fato 

não foi observado em todas as condições (Figuras 4.24B e 4.25B), reforçando 

a hipótese de que a associação LC3-parasito independe da exacerbação do 

processo autofágico como previamente descrito (Romano et al., 2009). 

Enquanto em macrófagos o estímulo autofágico levou a um aumento no 

percentual de células LC3 positivas associadas a parasitos apenas em tempos 

iniciais, em células musculares do coração este aumento é observado somente 

em tempos tardios. Uma possível justificativa para este resultado pode estar 
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relacionado ao potencial fagocítico diferenciado entre esses tipos celulares. 

Macrófagos são fagócitos profissionais motivo pelo qual internalizam os 

parasitos em menor tempo (Araújo-Jorge et al., 1992; Perrotta et al., 2011). 

Possivelmente, a cinética da via autofágica também seja mais acelerada 

nessas células do que em fagócitos não-profissionais como as células 

cardíacas (Meirelles et al.,1986; Maruyama et al., 2008).  

A formação de CLs em resposta à infecção por T. cruzi e outras doenças 

infecciosas encontra-se bem documentada (revisto em Melo et al., 2011, 2012; 

D’Avila et. 2011). A interação patógeno-célula hospedeira leva a um aumento 

do número destas organelas, principalmente no citoplasma de células da 

resposta imune como os macrófagos onde atuam como locais de síntese de 

mediadores inflamatórios (eicosanóides) (revisto em Melo et al., 2011, 2012).     

Um aspecto que vem despertando atenção é a interação intracelular 

entre CLs recém-formados e fagossomos contendo T. cruzi. O significado desta 

interação não se encontra bem esclarecido, podendo a mesma indicar uma 

estratégia do parasito para sobrevivência usurpando lipídios do hospedeiro ou 

mesmo um mecanismo de defesa deste (revisto em Melo et al., 2012). Pelo 

fato de CLs serem considerados organelas inflamatórias importantes nessa 

infecção e visando entender se a via autofágica interfere na formação de CLs, 

o número de CLs foi quantificado por microscopia de campo claro (Fig. 4.23).  

Em células controles apenas infectadas, o número de CLs em 

macrófagos foi bastante superior que o detectada em células cardíacas. Dados 

do nosso grupo sobre a quantificação de CLs em HMC sem a presença do 

parasito corrobora que o aumento no número das organelas induzido pela 

infecção é mínimo (dados não mostrados). Dessa forma, a participação de CLs 

durante a infecção de células cardíacas é pequena. Por outro lado, o aumento 

do número de CLs observado em macrófagos encontra-se diretamente 

associado à infecção, conforme previamente demonstrado (Melo et al., 2003, 

2006, 2009). Em células infectadas, a pré-incubação com rapamicina ou 

DMEM-/- diminuiu a formação de CLs apenas em 6h, sendo semelhante ao 

controle em 24h, demonstrando que a indução autofágica não influencia a 

formação de CLs em macrófagos após o estabelecimento da infecção. Uma 
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possível explicação para este fenômeno seria que o sucesso da infecção pode 

ou não estar relacionado à participação da autofagia e a biogênese de CLs a 

depender do tipo celular envolvido como previamente relatado para L. 

amazonensis (Pinheiro et al., 2009).       

É importante ressaltar que a biogênese dos CLs é regulada pela mTOR, 

representando um elo com a autofagia (Dong & Czaja, 2011). Contudo, a 

compreensão desta interface é complexa, havendo registros do envolvimento 

da via autofágica na degradação de CLs bem como na sua biogênese (Singh et 

al., 2009, Shibata et al., 2009, 2010). Nossos resultados apontam que não 

houve alteração no número médio de CLs, sendo necessários ensaios 

moleculares e bioquímicos mais detalhados para o melhor entendimento do 

papel da mTOR nas duas vias durante a infecção pelo T. cruzi.  

Por MET foi evidenciado a presença de CLs adjacentes ao retículo 

endoplasmático em macrófagos estimulados para autofagia (Figuras 4.5B,D, 

4.7D, 4.9B e 4.10A-C). A proximidade entre o retículo e CL tem sido 

extensamente descrita nos diversos tipos celulares sendo associada a sua 

gênese (Wan et al.,2007). Além disso, a interação do CL com o parasito em 

macrófagos em DMEM-/- sugere a participação dos CLs na infecção como 

mecanismo de eliminação do parasito ou de sobrevivência (revisto em Melo, 

2009; Melo et al., 2012).          

O conjunto de resultados apresentado nesta dissertação mostra que a 

autofagia é um processo que ocorre efetivamente na infecção por T. cruzi, e 

parece envolvido na resistência do hospedeiro ao parasito. Algumas hipóteses 

podem ser aventadas para explicar como a autofagia atuaria no mecanismo de 

resistência à infecção por T. cruzi em células fagocíticas e não fagocíticas 

profissionais. Uma possibilidade seria através da inibição da mTOR 

provavelmente impedindo a ativação de mecanismos associados à infecção 

como a via de PI3K, por meio de uma modulação negativa. Com a mTOR 

inibida, vias como PI3K e Akt/PKB seriam inativadas por feedback, alterando a 

participação delas na internalização do parasito, diminuindo a infecção. A 

indução da via autofágica também poderia provocar alterações no metabolismo 

mitocondrial e lipídico, reduzindo o aporte energético celular disponível para o 
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protozoário. Por fim, a via autofágica pode estar atuando sobre o parasito, 

contribuindo para sua eliminação pelas células hospedeiras. Entretanto, o 

entendimento do papel da autofagia na infecção por T. cruzi ainda requer 

futuras investigações no sentido de sedimentar este processo como 

mecanismo de resistência ou não da célula hospedeira.  
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1.  A exacerbação do processo autofágico em macrófagos peritoneais e 

cardiomiócitos in vitro anterior à interação com T. cruzi reduziu a 

infecção e a proliferação de parasitos internalizados. A indução de 

autofagia após o estabelecimento da infecção reduziu parasito/100 

células  apenas em cardiomiócitos, indicando dependência do tipo 

celular. 

 

2. A análise ultraestrutural mostrou que a pré-incubação de ambas as 

células com indutores autofágicos induziu o aparecimento de inúmeros 

autofagossomos e perfis concêntricos de membranas, além de 

alterações em mitocôndrias e Golgi. Indícios de xenofagia também foram 

observados. 

 

3. O aumento da marcação para LC3 por imunofluorescência foi destacado 

em macrófagos em tempos iniciais e para células cardíacas em tempos 

maiores, sugerindo que estímulos autofágicos atuam em diferentes 

tempos em células distintas. A imunocitoquímica ultraestrutural 

confirmou a presença de LC3 no interior dos autofagossomos em células 

cardíacas infectadas. 

 

4. A via autofágica parece interferir com a formação de CLs apenas em 

células envolvidas na resposta inflamatória do hospedeiro (macrófagos), 

as quais mostraram redução no número destas organelas em 

comparação aos controles infectados. Em células não inflamatórias, 

como as células musculares do coração,  tanto a formação de CLs como 

a modulação destes pela via autofágica não foram detectadas. 
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