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Resumo

A doenca de Chagas € causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi e
representa um sério problema de saude na América Latina, sendo considerada
uma doenca negligenciada cujo tratamento atual € insatisfatério e limitado. A
sua principal causa de morbidade é a cardiomiopatia, caracterizada por danos
nas células cardiacas e presenca de infiltrados inflamatérios e fibrose. A
interacdo parasito-célula hospedeira e 0 consequente estabelecimento da
infeccdo dependem da fus@o do vacuolo parasitéforo (VP) com o lisossomo,
organela relacionada a endocitose e autofagia. A via autofagica consiste em
um importante processo de degradacdo de macromoléculas e organelas, tendo
sido recentemente associada a infeccdo pelo T. cruzi. No entanto, a
participacdo efetiva da autofagia, assim como seu papel na infeccdo, ndo séo
conhecidas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a
participacdo da autofagia durante a infeccdo de macrofagos e células cardiacas
(HMC) por T. cruzi. A pré-incubagdo com indutor farmacoldgico de autofagia
(rapamicina) ou com meio de estresse nutricional (DMEM™) reduziu a infecgéo
e a taxa endocitica em ambas as células, enquanto que a incubacéo posterior a
infeccdo foi capaz de diminuir a proliferacdo do parasito apenas em HMC. A
andlise ultraestrutural apontou caracteristicas autofagicas tipicas como a
predominéancia de autofagossomos e perfis de membrana concéntrica em
células estimuladas pré-infeccdo, além da associacdo do VP ao
autofagossomo, sugestivo de xenofagia. A imunomarcacao para a proteina de
autofagia LC3 foi mais abundante em células incubadas com os indutores de
autofagia, variando a associacdo ao parasito nos diferentes tipos celulares e
tempos. A imunolocalizagcdo por microscopia eletrénica revelou um aumento na
expressdo desta proteina ap0s a infeccdo, localizadas no interior de
autofagossomos. A analise da interrelagéo da via autofagica com a biogénese
de corpusculos lipidicos (importantes mediadores inflamatérios durante a
infeccdo) indicou inibicdo da formacdo destas organelas em macréfagos,
enquanto em HMC n&o ocorreu alteragdo do numero. Os dados do presente
trabalho identificam a autofagia como um processo importante que ocorre em
resposta a infecgcdo por T. cruzi e que parece atuar na resisténcia do
hospedeiro, controlando a infecgdo em macrofagos e células cardiacas.

Palavras-chave: Autofagia; Trypanosoma cruzi; macrofagos; cardiomiocitos



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. INTRODUCAO



Introducao

1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma patologia causada pelo
protozodrio hemoflagelado Trypanosoma cruzi, descoberta em 1909 pelo pesquisador
brasileiro Carlos Chagas. A partir de inUmeras observa¢des, Chagas descreveu o ciclo de
vida do parasito, as vias de transmissdo, manifestagdes clinicas e o primeiro caso da
doenca no Brasil (Chagas, 1909).

Esta patologia é reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
uma das 13 maiores doencas tropicais negligenciadas. De acordo com o levantamento
feito pela Organizacdo Pan Americana de Saude (PAHO) estima-se que, apenas na
regido latino-americana, a doenca acomete 8 milhdes de pessoas e milhares de casos
surgem anualmente, tendo mais de 100 milhées de individuos em area de risco (OMS,
2010; DNDi, 2011). Na América Latina, regido endémica, estudos paleontolégicos
demonstraram evidéncias da tripanossomiase americana ha mais de 9.000 anos,
sugerindo que o surgimento desta zoonose em humanos esta associado ao sedentarismo,
habitos de agricultura e domesticacdo de animais, pois antes a doenca era limitada a
animais silvestres (Aufderheide et al., 2004; revisto em Ferreira et al.,2011).

A doenca de Chagas pode ser dividida em duas fases: aguda e crbnica, sendo que
a primeira compreende o periodo inicial pos-infeccdo, que pode variar de 4 a 8 semanas.
Geralmente essa fase € assintomatica devido a baixa carga parasitaria, apresentando
acessos febris. Em alguns casos, a febre pode ser prolongada, ocorrendo
hepatoesplenomegalia ou, no caso de transmissdo vetorial, o primeiro sinal da infecgao
pode ser a lesdo provocada na pele denominada chagoma de inoculacdo, que quando
acomete a mucosa ocular é chamado de sinal de Romafa (revisto em Rassi Jr et al.,
2010). Apos alcancar a circulagéo, o parasito invade as células e proliferam intensamente.
A proliferacdo do parasito na fase aguda pode provocar um espessamento microvascular,
alteragdes cardiacas como fibrose e também nos nervos entéricos (revisto em Nagajyothi
et al., 2012). No entanto, 60 a 70% dos individuos infectados ndo desenvolvem
manifestacdes clinicas da doenca na fase aguda, evoluindo para a fase indeterminada,
definida pela sorologia positiva para anticorpos contra o parasito e eletrocardiogramas

normais.



Introducao

A maioria dos pacientes evolui para fase crénica indeterminada assintomatica onde
permanecem pelo resto das suas vidas. Entretanto, cerca de 25% dos pacientes evoluem
para a fase cronica caracterizada essencialmente por cardiomiopatia, comprometimentos
gastrointestinais ou ambos. A maior incidéncia da forma clinica digestiva encontra-se na
Argentina, Brasil, Chile e Bolivia, provavelmente associada a populacdo residente na
area. Apresenta como sintomatologia o0 megacoélon e megaeséfago, que leva a alteracoes
na motilidade e absor¢céo gastrointestinal. Um pequeno grupo de pacientes pode ainda
apresentar complicagbes neurolégicas, como meningoencefalite e lesbes periféricas
(revisto em Rassi et al., 2010).

Em 2008, a OMS estimou mais de 10.000 mortes decorrentes de complicacbes
envolvendo a tripanossomiase americana (OMS, 2010). A cardiomiopatia associada a
infeccdo é considerada a principal causa de morbidade entre os pacientes da doenca de
Chagas, sendo a forma clinica cardiaca a mais comum observada na fase crbnica. Os
pacientes apresentam arritmias e aneurismas apicais, tromboembolismo e outras falhas
que comprometem o batimento cardiaco (revisto em Rassi et al., 2012). A histopatologia
de pacientes com cardiomegalia mostrou uma hipertrofia e fibrose do miocardio, além da
destruicdo do tecido conjuntivo. Essas alteracBes observadas refletem em anormalidades
eletrocardiograficas, muitas vezes normalizadas apenas com o uso de marca-passo
(revisto em Machado et al., 2012).

Comprometimentos incomuns como lesbes epiteliais ou evolucdo da fase
indeterminada para cronica, como danos mais severos no coragao tém sido observadas
em individuos 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 infeccdo, diversas células mono e polimorfonucleares séo
direcionadas ao local onde o parasito se encontra. No tecido cardiaco, mondcitos da
corrente sanguinea séo diferenciados em macrofagos ativados, que iniciam a producao
de diversas moléculas para o combate ao protozoario. 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 presenca do fator
estimulante de colbnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) ou interferon-gama (IFN-
Y), a replicagao intracelular do parasito diminui (Reed, 1988; Rodrigues et al., 2012). Por
outro lado, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-12 (IL-12) e a IL-6

apresentam aumento na expressao, seguido pela menor expressao de citocinas do perfil
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M2 (via néo classica) como IL-4 e IL-13 (Abrahamsohn & Coffman, 1996). Adicionalmente,
a producéo de o6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS), IL-10, fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B) e prostaglandina E2 (PGE;) também sao
conhecidos como mecanismos de resisténcia a infecgdo (Rodrigues et al., 2000; Melo et
al., 2003).

Outra caracteristica observada em macroéfagos infectados é o aumento do nimero
de corpusculos lipidicos (CL), estruturas ricas em lipidios neutros e proteinas associadas
a producdo de mediadores inflamatérios, como cicloxigenases, prostaglandinas e
leucotrienos (Melo et al., 2003; Melo et al., 2006; D’Avila et al., 2008a;2008b;2011).
Proveniente do reticulo endoplasmatico, a sintese dos CL esta associada as vias de
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR)
(Maya-Monteiro et al., 2008) e dentre as suas proteinas descritas destacam-se enzimas
de metabolismo lipidico como perilipina, proteina relacionada a diferenciacédo de adipdcito
(ADRP), GTPases Rab, chaperonas e caveolinas (revisto em Melo et al., 2011a; Melo &
Dvorak, 2012).

1.1.1. Transmisséao, epidemiologia e profilaxia

A forma de transmissdo da doenga 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, ha outras formas de transmissao
como a transfusdo de sangue, o transplante de érgdos, a transmissao congénita, a via
oral (contaminacao de alimentos com urina e fezes do triatomineo infectado) ou ainda os
acidentes laboratoriais (revisto em Parker & Sethi, 2011). A transmisséo vetorial envolve a
presenca do inseto triatomineo popularmente conhecido como barbeiro. Com a acgéo
humana sobre o ambiente silvestre, houve uma “domiciliacédo” desses vetores, tanto que
dos 48 triatomineos identificados no Brasil, 30 se encontram no ambiente domiciliar
(revisto em Coura & Vifias, 2010). Somado a isso, muitos animais sao reservatorios do
parasito, tanto mamiferos domésticos como cées quanto silvestres como marsupiais
(revisto em Rassi Jr et al., 2010).

Segundo a OMS, a doenca de Chagas € considerada endémica em 21 paises da
Ameérica Latina. Todavia, a doenca ndo estd mais limitada a paises tropicais, sendo

também encontrada na Europa, Estados Unidos, Australia e Japéao. A globalizacdo e a



Introducao

continua emigracao de individuos das areas endémicas séo as principais causas desse
aumento, sendo as transmissdes ndo-vetoriais, principalmente a transfusdo sanguinea a
via de transmissé@o preponderante em areas ndo-endémicas (revisto em Coura & Vifias,
2010). Nos Estados Unidos, néo € obrigatoria a realizacdo da sorologia para T. cruzi nos
bancos de sangue, mesmo com o crescente numero de pacientes e a imigracao de
pessoas de paises endémicos da doenca (revisto em Bern et al., 2011). Recentemente foi
criada na Europa a EuroTravNet, uma rede para controle de doencas infecciosas no
continente, que contabilizou em 2009 mais de 13.000 pacientes infectados em nove
paises (Pérez-Molina et al., 2011; Gautret et al., 2012).

Em 1991, foi criado o Inconsul (Iniciativa do Cone Sul) nos paises onde a doenca
de Chagas € endémica. A partir desse momento, grande parte dos esfor¢os de profilaxia
concentrou-se na eliminacdo ou controle da populacéo vetorial em areas urbanas (OMS,
2010; Hashimoto & Schofield, 2012; Sarquis et al.,, 2012). Outra via de transmissao
importante € a oral, comum em surtos da doenca em regifes onde ha o controle dos
triatomineos. Na Coldbmbia e Venezuela esses surtos estdo associados ao consumo de
sucos de goiaba, laranja e tangerina e no Brasil, a cana-de-aglcar, acai e bacaba
(Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). No levantamento feito no pais entre os anos de
2005 e 2008, dos 445 novos casos de Doenca de Chagas, mais de 70% dos pacientes
apontaram a via oral como forma de transmissédo (Silveira & Dias, 2011). Sugere-se,
assim que, além da eliminagdo do inseto vetor, politicas de profilaxia envolvam
esterilizacdo e sorologia do parasito em bancos de sangue, melhor estrutura de moradias

e educacao sanitaria e profilatica (revisto em Coura & Dias, 2009).

1.1.2. Diagnéstico e tratamento

Segundo a OMS, para a confirmacdo da infeccdo pelo T. cruzi, sdo necessarios
dois exames soroldgicos positivos no paciente. Além da sorologia para o protozoario, a
infeccdo pode ser detectada por testes parasitolégicos como hemocultura e reagcdo de
cadeia da polimerase (PCR) (OMS, 2010). Uma vez diagnosticado, € recomendado o
tratamento com a droga benznidazol (Bz). Dois compostos desenvolvidos nas décadas de
60 e 70 foram utilizados por muitos anos na clinica — o Bz e o nirfutimox. Entretanto, a
descontinuidade na producdo 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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comunicacédo pessoal). O Bz é indicado para todas as fases da patologia e o tratamento
pode prevenir a progressao da doenca com a diminuicdo da carga parasitaria, entretanto
nao deve ser utilizado por gestantes (revisto em Coura & Borges-Pereira, 2010;
Nagajyothi et al.., 2012). Contudo, a busca por novos farmacos mais eficazes prossegue,
principalmente devido a eficacia limitada do Bz na fase crbnica da doenca, que
juntamente com os efeitos colaterais diagnosticados no seu uso continuo como a perda
de peso e anorexia, sonoléncia, alteracbes dermatolégicas e neurologicas, reforca a
necessidade de alternativas para o tratamento (revisto em Apt, 2010).

1.2.T. cruzi e seu ciclo de vida

Protozoario da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, o T. cruzi possui
trés formas evolutivas: epimastigota, tripomastigota e amastigota. Este parasito possui
diversas organelas comuns as demais células eucaridticas, mas apresenta uma
particularidade da ordem: a mitocéndria Unica e ramificada, com o DNA concentrado em
uma das extremidades da organela (cinetoplasto). O DNA de cinetoplasto (KkDNA) é
constituido por uma rede de DNA composta por milhares de minicirculos e dezenas de
maxicirculos interconectados (Shapiro & Englund, 1995). Os maxicirculos sdo analogos
ao DNA mitocondrial de eucariotos superiores em relagdo a estrutura e funcionalidade,
sendo responsaveis por codificar RNA ribossomal e subunidades dos complexos
respiratérios mitocondriais. Os minicirculos codificam RNA que modificam os transcritos
dos maxicirculos em um processo chamado edicdo de RNA (Avila & Simpson, 1995;
Stuart & Panigrahi, 2002). Entretanto, apesar do kDNA representar cerca de 30% do DNA
total do parasito, poucas proteinas séo sintetizadas na mitocondria, sendo a maioria
importada do citosol (revisto em De Souza et al, 2009). A caracteristica morfolégica do
cinetoplasto varia de acordo com o estagio de desenvolvimento do protozoario, sendo em
forma de bastdo nas formas epimastigotas e amastigotas, e arredondado em
tripomastigotas (De Souza, 2002a). Outra caracteristica marcante é a inser¢ao e tamanho
do flagelo nas diferentes formas: interiorizado na amastigota, regido posterior em
tripomastigotas e antero-lateral em epimastigotas (Figura 1.1) (revisto em De Souza,
2002b). Tanto o cinetoplasto como o flagelo s&o de fundamental importancia durante a
divisdo celular por estarem fisicamente associados a bolsa flagelar, auxiliando no

processo de fissao mitocondrial (Gull, 1999).
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Além das caracteristicas jA& mencionadas, o T. cruzi possui organelas peculiares
nao encontradas em células de mamiferos. Dentre elas, destaca-se o acidocalcissomo,
organela acida, reservatorio de pirofosfato e polifosfato além de inUmeros ions como
magnésio, zinco, célcio e sodio. Atuando como fonte energética secundéria, o0s
acidocalcissomos também participam do mecanismo de manutencdo do pH e
osmolaridade celulares (Docampo et al., 2005, 2010; Rohloff & DoCampo, 2008). Os
glicossomos séo organelas esféricas de matriz densa presentes apenas em organismos
tripanosomatideos. Dentro desta organela, encontram-se as enzimas responsaveis pelas
etapas iniciais da via glicolitica, sendo observado em Trypanosoma brucei que alteracdes
nos niveis de enzimas glicoliticas ocorrem de acordo com 0 meio em gue o0 parasito esta
inserido (Opperdoes & Borst, 1977; revisto em Parsons, 2004; De Souza, 2009a), sendo a
glicélise a principal fonte de trifosfato de adenosina (ATP) nas formas sanguineas de T.
brucei. Os glicossomos sao considerados um tipo especifico de peroxissomo que no caso
do T. cruzi ndo contém catalase. Essa organela contém enzimas para outros processos
importantes como a via das pentoses-fosfato, B-oxidacdo de &cidos graxos, via de
biossintese de pirimidina, entre outros (Michels et al, 2006). Na regido posterior somente
das formas epimastigotas, sdo encontrados 0s reservossomos, organelas esféricas
consideradas pré-lisossomos devido a auséncia de marcadores de lisossomais tipicos
(Soares, 1999).

Em seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta dois hospedeiros: um vertebrado
mamifero incluindo o homem; e um invertebrado, o inseto triatomineo popularmente
conhecido como barbeiro. Durante 0 seu repasto sanguineo, o triatomineo ingere formas
tripomastigotas que ao alcancar a porcdo anterior do intestino se diferenciam em
epimastigotas, formas replicativas presente no inseto. Ap0s a migracdo para a porgao
terminal do intestino do inseto, ocorre uma nova diferenciagdo, de epimastigotas para
tripomastigotas metaciclicos (metaciclogénese). Essas formas metaciclicas séao
eliminadas junto a urina e fezes do inseto durante a hematofagia, alcancando a corrente
sanguinea do mamifero através da injuria provocada pela picada do inseto ou atraves de
alguma mucosa. Formas tripomastigotas metaciclicas podem infectar qualquer tipo celular
no sitio de inoculacdo como macrofagos e células epiteliais. Apds a internalizacdo, os
tripomastigotas comecam a se diferenciar em amastigotas dentro do vacuolo parasitoforo
(VP) terminando o processo no citoplasma. Os amastigotas proliferam intensamente no

ambiente intracelular até que uma nova diferenciacdo ocorre para tripomastigotas, os
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guais rompem a célula e atingem, a corrente sanguinea, o0 que possibilita a invasao de
outras células e tecidos. O ciclo se completa quando um novo triatomineo se alimenta do

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

Citéstoma / |

Tripomastigota Amastigota

Vactuolo contratil = =T

Bolsa flagelar

Cinetoplasto

Glicossomo

Mitocéndria
Acidocalcissomo

Reservossomo

Microtubulos subpeliculares

Epimastigota

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. Interagdo parasito-célula hospedeira

Diversos fatores podem influenciar o processo de interagcdo do parasito com as
células de mamiferos, dentre os quais podemos destacar a cepa, a forma do parasito e o
tipo celular. Esse processo se encontra diretamente relacionado a expressédo de
moléculas envolvidas nas etapas de reconhecimento, adesao, sinalizacdo e internalizacao
do patégeno. Em um primeiro momento, ocorre a adesdo do T. cruzi na superficie da

célula hospedeira através do reconhecimento de moléculas na superficie do protozoario.
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Apés essa etapa de reconhecimento, uma via de sinalizacdo € disparada na célula
hospedeira, culminando na internalizacdo do parasito e na formacdo do VP contendo o
tripomastigota. Apos o rompimento da membrana deste vacuolo através da participacao
de enzimas como a cruzipaina e TcTox, 0 protozodrio € liberado para o citosol onde a
diferenciacdo 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 adesdo do parasito,
destacam-se as mucinas e transialidases. As mucinas, grupo de glicoproteinas que
recobrem a superficie, estdo presentes no T. cruzi interagindo com residuos de agucar do
da membrana celular do mamifero. As transialidases séo responsaveis por transferir 4cido
sidlico da membrana celular do hospedeiro para mucinas do protozoario, impedindo a lise
pelo sistema complemento do hospedeiro, necessario para 0 sucesso da infeccéo
(Schenkman et al., 1993; Yoshida et al., 1997). Ja foi descrita a presenca das
transialidases gp82 e gp85 em tripomastigotas metaciclicos e de cultura, respectivamente,
sendo a presenca da gp83 demonstrada em ambas as formas infectivas (revisto em Alves
& Mortara, 2009). Proteases do parasito como a cruzipaina, oligopepetidase B e a Tc80
também desempenham papel durante interacdo parasito-mamifero, resultando na
liberacdo de calcio do reticulo endoplasmético do hospedeiro ou na hidrélise 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 alteracdo no fluxo de calcio e adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
(Tardieux et al., 1992; Caler et al., 2000), diversas moléculas da membrana plasmatica da
célula hospedeira estédo associadas a etapa de adesao do parasito como glicoconjugados,
receptores e dominios lipidicos conforme descritos em células fagociticas e nao-
fagociticas 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- e do tipo toll-like também estao
envolvidos na sinalizacdo durante a infec¢cdo por T. cruzi (Waghabi et al., 2005; 2007,
Bafica et al., 2006; revisto em Villalta et al., 2009).

O aumento do calcio citosdlico e a sinalizacdo desencadeada pelo parasito na

célula hospedeira permitem a invasao do protozoario na célula por um mecanismo ativo

10
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ou passivo. Durante o processo ativo, hdo ha a mobilizacdo do citoesqueleto do
hospedeiro, entretanto no passivo, observa-se a participacdo de filamentos de actina e,
tanto na penetragdo ativa como passiva, a mobilizagdo de lisossomos ao sitio 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 participacdo dos lisossomos torna-se essencial para o
sucesso da infeccdo, uma vez que o pH do vacuolo parasitéforo deve ser acido para que
0 processo de diferenciacdo para amastigotas se inicie (Ley et al., 1990; revisto em
Andrade & Andrews, 2005).

Uma das hipéteses descritas para a fusdo lisossomal envolve a liberacdo das
enzimas hidroliticas desta organela no local onde o parasito se adere e € internalizado
(Andrade & Andrews, 2004; Fernandes et al.,, 2011, Hissa et al., 2012). Outra
possibilidade parece ser a fusdo do lisossomo com o vacuolo previamente formado
contendo o parasito (Woolsey & Burleigh, 2004; revisto em Burleigh, 2005). Independente
da fuséo inicial ou tardia da organela, os mecanismos envolvidos na invasao parecem
depender da participacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K) (Todorov et al., 2000;
Wilkowsky et al., 2001; Woolsey et al., 2003) (Figural.3). PI3K sdo enzimas que
fosforilam os fosfatidilinositois como fosfatidilinositol-4-fosfato ou fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato. A semelhanca do que ocorre com a Vps34p em leveduras, junto a atividade
catalitica, também foi identificada a participacdo de PI3K na regulacdo do citoesqueleto,
captacdo de glicose e na fusdo endossomal (Corvera & Czech, 1998). Desse modo,
diversas proteinas presentes em endossomos como a EEAl e as GTPases Rab
mostraram associagdo com a via de PI3K, inclusive durante a internalizacéo do T. cruzi
(Wilkowsky et al., 2002; Woolsey et al., 2003; Andrade & Andrews, 2004; Batista et al.,
2006).

Apesar de ndo serem descritas como formas infectivas, amastigotas também
podem infectar células, possuindo diferentes moléculas em sua superficie e mecanismos
de sinalizacdo, geralmente dependentes de calcio e PI3K (Fernandes et al., 2006). Vias
nao-usuais para a internalizacao e proliferagdo do T. cruzi envolvendo a associacao a
outras infeccbes ou a células apoptdticas vem sendo descritas (Freire-de-Lima et al.,
2000; Andreoli et al., 2003; D’Avila et al., 2011). Em linhas gerais, o processo de infec¢éo
promove diversas alteracdes na célula hospedeira, incluindo a modulacdo da expressao

génica. Genes envolvidos na reorganizacdo do citoesqueleto, interacdo célula-célula,
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apoptose e ciclo celular e, muitos deles associados a mecanismos de estresse, resposta
imune e inflamacao,u vem sendo relacionados a infeccdo pelo parasito. Entretanto, suas
implicagBes biologicas ainda requerem mais investigacdes (Vaena de Avalos et al., 2002;
Manque et al., 2011).

Liberagao de enzimas do
lisossomo no local de
internalizagdo do parasito

Invasdo dependente de
citoesqueleto, com posterior

Fusé&o lisossomal ap6s fus&o lisossomal
formagdo de vacuolo
parasitéforo

Replicagéo de amastigotas
no citosol

Figura 1.3. Mecanismos de internalizagédo de tripomastigotas nas células

hospedeiras.

1.3. Autofagia

Células eucarioticas possuem mecanismos de reciclagem de macromoléculas que

envolvem dois sistemas principais: ubiquitina-proteassomo e autofagia-lisossomo. O
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primeiro é responsavel pela degradacéo de proteinas citosdlicas mediante a conjugacao a
ubiquitina e seu direcionamento ao complexo multienzimatico denominado proteassomo
(revisto em Koga et al., 2011). J4 a autofagia, consiste no mecanismo de degradac¢éo de
quaisquer componentes citoplasméticos através da via lisossomal, de modo seletivo ou
nao seletivo. Este processo ocorre fisiologicamente durante todo o ciclo celular, mas é
exacerbado em condicGes de estresse como na deprivacdo nutricional. Por se tratar de
uma atividade fisiolégica e constitutiva, a via autofagica possibilita adaptacdes a
diferentes condi¢gbes, permitindo a diferenciagdo, desenvolvimento e a homeostase
celular. Além disso, a autofagia promove em determinados tipos celulares a modulagéo do
ciclo celular, crescimento, apresentacdo antigénica, producdo de citocinas e degradacao
de patégenos intracelulares (revisto em Minz, 2009). O desequilibrio dessa via
autofagica (aumento ou reducdo) pode provocar morte celular autofagica (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 mamiferos
apos observacdes por microscopia eletrbnica de transmissédo de estruturas circundadas
por membrana Unica ou dupla, que armazenavam citoplasma e componentes em diversos

estagios de degradacgéao (Figura 1.4) (revisto em Klionsky, 2007).
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Figura 1.4. Autofagossomos por microscopia eletrbnica de transmissao.
Vacuolos com diferentes graus de degradacdo com uma ou mais membranas

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

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

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

inglés AuTophaGy related genes), o que permitiu 0 avanco dos estudos moleculares e

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

sdo conhecidos em Sacharomyces cereviseae, sendo a maioria ortdlogos em mamiferos

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

1.3.1. Tipos de Autofagia

Os tipos mais comuns de autofagia em mamiferos sdo: a macroautofagia,

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

Mizushima et al., 2011b).
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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 mamiferos 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 participacdo de proteinas
adaptadoras como a p62, Parkina ou sequestrossomo 1 (SQSTM1) em células de
mamiferos, que interagem com proteinas do autofagossomo, como de modo néo-seletivo,
onde as macromoléculas e/ ou organelas sdo envoltas pela membrana sem proteinas
especificas (revisto em Miinz, 2009).

Grande parte das etapas da macroautofagia € dependente das proteinas Atg e
suas conjugacdes. Destacam-se 0s sistemas: Atgl quinase/ quinase tipo Unc (ULK) e
seus reguladores, PI3K classe Il e os complexos envolvendo Atg8 (LC3 em mamiferos) e
Atg12. A Figura 1.6 ilustra o mecanismo de formacdo do autofagossomo.
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Figura 1.6. Etapas da macroautofagia (Adaptado de GeneTex, 2012).
O mecanismo de inducdo da macroautofagia depende de condi¢cdes de estresse,

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

diferencas de temperatura e déficit de nutrientes. Direciona-se assim a inativagdo da
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proteina sensora de nutrientes — proteina alvo da rapamicina (TOR), referida em
mamiferos como mMTOR (alvo da rapamicina em mamiferos) (Sengupta et al., 2010). A
proteina 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 sdo descritos: TORC1 e TORC2, sendo que o
primeiro apresenta a subunidade FKBP12, que se associa a rapamicina, farmaco inibidor
de TORC1, comumente usado como indutor do processo autofagico (Hall, 2008;
Mizushima et al., 2011a). A inibicdo da TOR (através do estresse nutricional ou por efeito
da rapamicina) leva a ndo-fosforilacdo da Atg quinase ULK1/2 formando o complexo com
Atgl3, Atgl01 e RB1-inducible coiled-coil protein 1 (FIP200), que é direcionado ao local
de iniciagdo do autofagossomo.

Concomitantemente, ocorre a formacao da estrutura pré-autofagossomal (PAS) de
maneira PI3K-classe Il dependente. Com a participacdo das Atgl4L e beclina-1 no
complexo PI3K, ha o recrutamento de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) do reticulo
endoplasmatico para a formacdo da PAS. A presenca de PI3P no reticulo € uma das
evidéncias que sugerem esta organela como a origem da membrana da PAS, embora
outras fontes como a mitocondria e o Golgi sejam também indicadas (Geng & Klionsky,
2010; Luo et al., 2009). Além do complexo PI3K-classe lll, outras proteinas efetoras de
PI3P também estdo associadas, como € o caso da proteina de dominio de repeticdo WD
de interagéo ao fosfatidilinositol (WIPI-1 ou Atgl8 em leveduras) que se associa a Atg2
iniciando o PI3P na membrana autofagossomal. A Atg9, também presente em
endossomos tardios e no Golgi, € inserida no autofagossomo no inicio da sua formacao.

Para a expansdo da PAS, dois sistemas tipo ubiquitina estdo envolvidos: LC3 (Atg8
em leveduras) conjugado a fosfatidiletanolamina (PE), e Atg5-Atgl2. A proteina associada
ao microtubulo 1 de cadeia pesada 3 (LC3 ou MAP1-LC3) e seus homélogos [proteina
associada ao receptor do acido gama-aminobutirico (GABARAP, GABARAPL-1,
GABARAPL-2)] sdo sintetizados como moléculas precursoras. Apds serem clivadas por
Atg4, e, com a participacdo de Atg7 e Atg3 ocorre a ligacdo covalente ao fosfolipideo PE.
LC3-PE localiza-se tanto na membrana externa como na membrana interna do
autofagossomo, representando o marcador de autofagossomos mais difundido, uma vez
gue esta presente durante todo o processo autofagico, incluindo o processo de fuséo
lisossomal (revisto em Yang & Klionsky, 2010). Assim como a LC3, a Atg12 também esta

presente no citosol como molécula precursora, cuja ativacdo é dependente de Atg7 e
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Atgl0, possibilitando a conjugacédo a Atg5. O complexo Atg5-Atgl2 se liga a Atgl6 e ao
contrario dos demais complexos, este é constitutivamente formado, sequestrando
membrana, independente das condi¢cbes de nutriente. Em mamiferos, € descrita a
presenca do conjugado Atg5-Atgl2 até o final da PAS, estando ausente a partir do
estagio de maturacdo do autofagossomo. Sua importancia in vivo esta relacionada a
facilitacdo da reacédo de ativacao de LC3 pela Atg3 (Mizushima et al., 2011a).

Diversos complexos proteicos estdo envolvidos durante as etapas de maturacéo do
autofagossomo até a fusdo lisossomal. Rubicon e a proteina associada a resisténcia a
radiacao ultravioleta (UVRAG) séo proteinas que se ligam a beclina-1 e regulam o trafego
endocitico e autofagossomal. Quando estdo associadas, o complexo regula
negativamente a maturacdo e a dissociacdo de Rubicon a UVRAG/beclina-1 levando a
regulacdo positiva do processo (revisto em Mehrpour et al., 2010). Outra proteina
importante na etapa de maturacdo é a Rab7. A atividade GTPasica, estimulada pela
associacdo UVRAG/beclina-1, permite a fusdo de endossomos tardios (comumente
marcados por Rab 7) a autofagossomos (Gutierrez et al., 2004a). Para a fusao lisossomal,
a auséncia das proteinas de membrana como Lamp-1 e Lamp-2 impede a formacédo do
autofagolisossomo, assim como demonstra a importancia do conteudo lisossomal na
degradacdo de componentes, mediada por ATPases, fosfatases, lipases e principalmente
proteases como as catepsinas, calpainas, caspases e presinilinas (revisto em Luzio et al.,
2007).

1.3.1.2. Microautofagia

A microautofagia envolve a degradacdo de componentes citoplasmaticos como
proteinas e organelas usando a prépria membrana do lisossomo como membrana de
iniciagdo, também visualizado por microscopia eletrénica de transmissdo como corpos
multivesiculares. Descrita inicialmente em células de mamiferos, os mecanismos
moleculares envolvidos ainda ndo estdo bem esclarecidos, se conhecendo apenas a
participagdo 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, proteinas séo translocadas para o lumen dos lisossomos, sem a
formacdo de vesiculas intermediarias, através da participacdo da proteina Lamp-2A
(proteina membranar do tipo 2A associada ao lisossomo). Para tanto, tais proteinas-
substrato apresentam a sequéncia sinal KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-GIn), que €
reconhecida pela chaperona hsc70, direcionando o complexo ao lisossomo, onde se liga a
Lamp-2A. Uma multimerizacdo da Lamp-2A ocorre, gerando um poro por onde o

substrato sera translocado para eliminagcéao (Cuervo, 2004; Orenstein & Cuervo, 2010)

1.3.2. . Autofagia em mamiferos

Em todas as etapas de vida do mamifero, seja na formacao e desenvolvimento do
embrido, na fase neonata e pos-nascimento, a autofagia desempenha papel crucial. Apés
0 nascimento, quando a nutricdo nao é mais feita através da placenta, ocorre um severo
estresse nutricional, desencadeando o processo autofagico. Camundongos knockout para
Atgs 3, 5, 7, 9 ou 16L ndo sobrevivem apdés o nascimento, devido ao decréscimo de
aminoé&cidos no organismo (Mizushima & Levine, 2010). Durante o desenvolvimento pos-
natal, a participacdo da autofagia mostra-se importante em diversos 6rgdos como o
cérebro, onde a autofagia previne a formacdo de agregados proteicos e o acumulo de
organelas danificadas, desencadeando doencas neurodegenerativas. Ja no figado, a
lipofagia (degradacdo de CL) é essencial para a gliconeogénese e homeostase tecidual,
além de convergir com a via de lipdlise (Singh et al., 2009). Em adipdcitos, a inibicdo da
via autofagica reduz a formacédo de triglicerideos e assim como o0s niveis de fatores de
transcricdo responsaveis pela diferenciagdo adipogénica (Mizushima et al., 2011a).

No coracao, fungdes importantes séo atribuidas ao processo autofagico. Em ratos,
guando a via esta suprimida, ha o acumulo de mitocéndrias danificadas, além da reducao
no numero de sarcoOmeros podendo ou ndo apresentar ma formacao.Tal fato desencadeia
a morte do animal até o sexto més de vida, sendo observado no animal adulto que a
deficiéncia de Atg5 leva a hipertrofia e disfuncdo cardiaca (Nakai et al., 2007). Dessa
forma, o balanco da autofagia parece ser a chave do funcionamento cardiaco, pois o

aumento da expressao de beclina-1 compromete o 6érgdo em situacdes de pressao arterial
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elevada. Na via de isquemia e reperfusdo cardiaca (reestabelecimento do fluxo
sanguineo), a autofagia € paradoxal: quando o fluxo sanguineo diminui, a autofagia é
protetora por regular a proteina quinase dependente de AMP (AMPK), controlando os
niveis de ATP para manutencdo da homeostase; na reperfusdo, o aumento de beclina-1

induz a 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 selecdo timica, na apresentacdo antigénica, no desenvolvimento e
maturacao linfocitarias (revisto em Minz, 2009). Em células mononucleares, a autofagia
tem sido demonstrada na diferenciagdo de mondcitos para macrofagos, prevenindo os
monacitos da morte celular. O processo de diferenciacdo ocorre, pois ha a dissociacao da
beclina-1 de outras proteinas associadas a via apoptética como as moléculas da familia
Bcl-2 e da via de sinalizacdo Janus quinase (JNK). Além disso, foi demonstrado que a
GM-CSF bloqueia a atividade de calpainas, que impedem a ligacdo de proteinas
truncadas a Atgs (Zhang et al.,, 2012). Outro indicativo de conversdo de vias esta
relacionado a producdo de espécies reativas pelo macréfago, que induz o processo
autofagico caracterizado morfologicamente por membranas circundando estruturas

citosodlicas e a imunolocalizacéo de proteinas autofagicas (Perrotta et al., 2011).

1.3.3. Autofagia em protozoarios

Apesar de ser essencialmente estudada em leveduras e mamiferos, a maquinaria
autofagica vem sendo investigada também em outros modelos celulares. Em protozoarios
patogénicos, tem sido demonstrada a importancia da autofagia em diferentes processos
como na diferenciagéo, patogenicidade e infecgcao. Nesse contexto, o papel crucial da via
autofagica tem sido evidenciado em parasitos apicomplexa (ex: Plasmodium sp.,
Toxoplasma gondii) e em tripanosomatideos como os protozoarios do género Leishmania,
T. brucei e T. cruzi (revisto em Duszenko et al., 2011; Duque et al.,2013).

Andlises genbmicas e bioinforméticas apontaram a presenca de genes ortélogos
aos ATGs de leveduras e mamiferos em tripanosomatideos (Herman et al., 2006).
Inicialmente, ndo foi descrito o sistema ATG5-ATG12, contudo, mais recentemente a
presenca de algumas moléculas envolvidas nesse complexo ja foram detectadas em

Leishmania (Williams et al., 2009; 2012). Em T. brucei, agente etiolégico da doenca do
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sono, a autofagia participa da diferenciacdo do parasito, degradando glicossomos,
organelas semelhantes a peroxissomos que estdo associados a glicogénese e
metabolismo lipidico (Herman et al., 2008). Em diversas espécies do género Leishmania,
a participacdo da via autofagica também foi descrita na metaciclogénese, sendo
associada a viruléncia do patogeno (Besteiro et al., 2006; Williams et al., 2009). Em T.
cruzi, os primeiros trabalhos também avaliaram a participacdo da autofagia em
mecanismos de diferenciacdo do parasito, sendo observadas diferencas na expresséao de
Atg8 durante a metaciclogénese (Alvarez et al., 2008a). Mesmo apresentando um sistema
incompleto de Atgs (Atg5, Atgl0 e Atgl2 nédo foram identificadas), ocorreu a formacéo do
autofagossomo (Alvarez et al., 2008b). Entretanto, a importancia da via autofagica nao se
restringe a diferenciacdo em T. cruzi. Muitos trabalhos mostram a autofagia frente a
condicdes adversas como estresse nutricional, hipdxia 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 eletrbnica de transmissdo a formacdo de
estruturas autofagicas, entretanto a analise da marcacdo de vacuolos acidicos por
monodansilcadaverina (MDC) e da expressdo génica de ATGs também vem sendo
utilizadas. Contudo, a regulacdo pds-transcricional e a impossibilidade de realizar RNA de
interferéncia em T. cruzi sdo empecilhos importantes para os estudos moleculares da via

no parasito (DaRocha et al.,2004).

1.3.4. Xenofagia

Na ultima década, diversos estudos demonstraram a autofagia como mecanismo
de eliminagcdo de patdgenos intra e extracelulares, representando assim um mecanismo
importante de protecdo para o hospedeiro. O processo autofagico ja foi descrito na
eliminagdo de microrganismos e substancias secretadas como toxinas, contudo muitos
patogenos utilizam dessa mesma maquinaria para o seu beneficio (Gutierrez et al.,
2004b, 2007; Deretic & Levine, 2009).

A xenofagia consiste na eliminacdo de microrganismos via autofagossomo.
Toxinas e patdgenos, seja no interior de fagossomos ou no citosol, sdo direcionados a
PAS para posterior fusdo lisosomal. O modo como a xenofagia sucede depende da

sinalizacdo provocada pelo microrganismo. Receptores de superficie associados ao
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reconhecimento de patégenos (PRRs) como receptores do tipo toll (TLRs) sdo capazes
de associar-se, por exemplo, a proteina beclina-1 e induzir o processo autofagico.
Diferentes citocinas pro-inflamatérias como o IFN-y e TNF-a, mais expressas durante a
infeccdo, também contribuem para a ativagdo da via autofdgica (revisto em Deretic &
Levine, 2009). A maioria dos estudos avaliando a participacdo da autofagia na infeccéo
por protozoarios se concentra nos apicomplexa e tripanosomatideos. Estudos realizados
mostraram que em macréfagos ativados por CD40 ou IFN-y/p-47 GTPase infectados por
T. gondii, a autofagia provoca a eliminacdo 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 macréfagos infectados
com L. amazonensis, a autofagia induz a proliferacédo parasitaria. In vivo, o mecanismo de
infeccdo parece ser dependente do processo autofagico, visto um aumento na expressao
de LC3 na area da leséo (Cyrino et al., 2012; Pinheiro et al., 2009).

Em T. cruzi, dois processos distintos foram observados até o0 momento: a indugao
por rapamicina ou estresse nutricional reduziu a carga parasitaria em células Hela
infectadas por tripomastigotas metaciclicos (Figura 1.7) (Martins et al., 2011; Maeda et al.,
2011; 2012).

Ja em células de ovario de hamster chinés (CHO) infectadas por tripomastigotas de
cultura mostraram colocalizacdo do vacuolo parasitéforo e LC3 em periodos iniciais de
infeccdo. Nesse ultimo modelo celular, estimulos indutores de autofagia favorecem a
invasdo e proliferagdo do parasito, sendo reduzida a colocalizacdo LC3-parasito na
presenca de inibidores de PI3K ou da polimerizacdo de microtubulos (Romano et al.,
2009). A mesma associagao protozodrio-LC3 pode ser observada em células de linhagem
Raw, HL-1 e H9C2 (macréfago murino, cardiomiécitos de camundongo e rato,
respectivamente) infectadas com tripomastigotas (revisto em Romano et al., 2012).
Dessa forma, a compreenséo do papel da via autofagica em modelos de infeccdo por T.
cruzi é relevante, sobretudo em modelos de cultura primaria cardiaca, ja que a literatura
ainda se mostra controversa e escassa. Justifica-se ainda a analise comparativa da
autofagia emcélulas fagociticas e nao-fagociticas fundamentais durante o ciclo evolutivo
do parasito, visando compreender melhor o envolvimento desta via na relacdo T. cruzi-

hospedeiro.
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Figura 1.7. A autofagia na infecg&o por T. cruzi. A indu¢é@o do processo de autofagia por estresse
nutricional ou tratamento com rapamicina podem levar a: (1) menor proliferacdo de amastigotas
(Maeda et al.,, 2011;2012; Martins et al., 2011) ou (2) maior indice de internalizacdo de
tripomastigotas.corroborado pela presenca de Atg5, beclina-1 e LC3-PE (Romano et al.,2009;
2012).
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Objetivos

2.1. Objetivo geral

e Investigar a participacdo do processo autofagico na interacdo do T.

cruzi-células hospedeiras in vitro.

2.2.0bjetivos Especificos

e Avaliar o efeito da inducdo de autofagia (estresse nutricional e
tratamento com rapamicina) sobre a infeccdo de macréfagos e
cardiomiécitos em cultura usando microscopia de luz (campo claro) e

microscopia eletrbnica de transmissao.
e Avaliar a localizacdo da proteina de autofagossomo LC3 em células

infectadas por T. cruzi por microscopia de luz (fluorescéncia) e eletrénica

de transmissao.
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Material e métodos

3.1.Parasitos

Em todos os experimentos foram utilizadas formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y de T. cruzi, obtidos por puncdo cardiaca de
camundongos Swiss, no pico da parasitemia (7° dia pos-infec¢do), conforme
procedimento de rotina do Laboratério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/Fiocruz-RJ).

3.2.Cultura de células

Macrofagos peritoneais foram obtidos por lavado peritoneal de
camundongo Swiss, sendo as células ressuspensas em meio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), quantificadas e plaqueadas (3x10° em laminulas de 12
mm ou 1x10° em placa de petri 35 mm) por 1h a 37°C para adesdo. Apds
lavagens em tampao 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 50ug/mL
(HyClone) por 24h em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% CO, (Aradjo-Jorge
et al., 1989).

Cardiomidcitos embrionérios (HMC: Heart muscle cells) foram obtidos de
atrios de coracbes de embrides (18°- 21° dia) de camundongos Swiss,
submetidos a dissociagdo mecanica e enzimatica em PBS suplementado com
0,05% tripsina (Sigma-Aldrich) e 0,01% colagenase tipo 2 (Worthington —
CLS2) a 37°C. Ap6s a obtencdo das células, estas foram plaqueadas (1,5x10°
em laminulas de 12 mm ou 1x10° em placa de petri 35 mm) e mantidas a 37°C
por 24h na estufa com 5% CO, em meio DMEM suplementado com 10% SFB,
1mM CacCl,, 1mM L-glutamina, 2% extrato de embrionario de pinto, 1000U/mL
de penicilina e estreptomicina 50ug/mL (Meirelles et al., 1986).

3.3.Inducéo de autofagia

Foram utilizados como indutores de autofagia a rapamicina (Sigma-

Aldrich) e o meio DMEM sem glicose e nao suplementado com SFB e L-
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glutamina (DMEM™) (Gibco). A escolha da concentracdo e tempo maximos de
incubacdo dos indutores foi definida através de ensaios de citotoxicidade em
células ndo infectadas pelo método do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT, Sigma-Aldrich). Apds os tempos de 24h para macréfagos
e 48h para cardiomidcitos, foi adicionado 0,5 mg/mL MTT por 4h a 37°C, sendo
a reacdo interrompida pela adicdo de dimetilsulféxido (DMSO, Merck). A leitura
foi realizada a 490nm no espectrofotdbmetro Spectramax384 (Device Molecules)
(Menna-Barreto et al., 2009b).

Para exacerbar a autofagia nas células de cultura primaria infectadas,
foram utilizados dois protocolos, onde a via foi induzida com 20 ng/uL de
rapamicina ou DMEM™ antes e depois da infeccéo (Figura 3.1). No primeiro,
macrofagos e células cardiacas foram lavadas em PBS e pré-incubadas por 2h
em estufa a 37°C, 5% CO, com indutores da via autofagica, mantendo a
incubacédo durante a infeccéo (Gutierrez et al., 2004b; Maruyama et al., 2008).
Alternativamente, a inducdo de autofagia foi realizada por 24h apés a infeccéo.
Em ambos os protocolos, os dois tipos celulares foram infectados na proporcao
de 10 tripomastigotas por célula, sendo o tempo maximo de interacéo parasito-
célula hospedeira de 6 e 24h para macréfagos e HMC, respectivamente. O
tempo de inducdo de autofagia também variou entre os dois tipos celulares,
oscilando entre 6 e 24h para macrofagos, enquanto para cardiomiécitos variou
entre 18 e 48h.

Dessa forma foram estabelecidos trés grupos: células Controle,
infectadas apenas; células Rapamicina, infectadas e células DMEM™”
infectadas. A proporcdo de 10 parasitos/ célula hospedeira foi utilizada em
todos os ensaios realizados e a incubacdo com rapamicina ou DMEM™ foi
mantida por todo tempo de experimento.

Apos os diferentes tempos de incubacao, as células foram lavadas trés
vezes em PBS, fixadas com metanol, coradas pelo método do pandtico rapido
(Laborclin) e quantificadas no microscopio de campo claro Zeiss AxioLab Al
(Zeiss) para posterior andlise dos parametros de % de células infectadas
(células infectadas por células totais) e o0 numero de parasitos por 100 células.
Foram realizados pelo menos 5 experimentos em duplicata, sendo

quantificadas 300 células por laminula.
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Figura 3.1. Desenho experimental para inducdo de autofagia. Inducédo pré-

infeccdo (A) ou pos-infeccao (B).
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3.3.1. Imunofluorescéncia

Para a analise da presenca da proteina de autofagossomos LC3, as
células que sofreram estimulo pré-infeccdo foram lavadas em PBS e fixadas a
25°C por 20 min em solugéo de paraformaldeido a 4%. Apds novas lavagens
em PBS, as células foram permeabilizadas e bloqueadas por 1h, sob agitacédo
a 4°C, em solucéo 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]. Apos lavagem em tampao
contendo as mesmas concentracfes de Tween 80 e Triton X-100, as células
foram incubadas por 1h com anticorpo priméario contra LC3A produzido em
coelho (Sigma-Aldrich, concentracdo final - 0,5 pg/mL, nimero de catalogo
L8793). ApGs novas lavagens, as laminulas foram incubadas por 1h com
anticorpo secundario contra coelho produzido em cabra acoplado ao
fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, concentracdo final - 1,3 pg/mL). A
marcacdo do nucleo das células foi feita utilizando 4’,6’-diamidino-2-fenilindol
(DAPI, Sigma-Aldrich, concentracéo final - 0,2 pg/mL). Todas as laminas foram
montadas em meio de montagem octano do diazabiciclo 1.4 [2.2.2] (DABCO,
Sigma-Aldrich) e analisadas no microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio
Observer Al (Zeiss), com sobreposicdo de imagens, incluindo contraste de
interferéncia diferencial (DIC). Nesses ensaios foram quantificados o percentual
de células LC3-positivas e o percentual de células LC3 associadas ao parasito
(%L C3+, parasito+). Foram realizados pelo menos 3 experimentos
independentes em duplicata, quantificando no minimo 200 células/ laminula.
Para controle, o anticorpo primario foi substituido por um anticorpo irrelevante

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

3.3.2. Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

3.3.2.1. MET convencional

Ap6s a inducéo de autofagia pré-infeccdo em macréfagos (1x10° células,

6 e 24h) e células cardiacas (1x10° células, 24 e 48h), sendo as células
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lavadas em PBS, e fixadas por 40 min a 25°C, em solucao de glutaraldeido a
2,5%, diluido em tampao cacodilato de sédio 0,1M. Apos trés lavagens no
mesmo tampdo, as ceélulas foram pés-fixadas por 20 min em solucdo de
tetréxido de 6smio a 1%, contendo 0,8% de ferrocianeto de potassio e 2,5mM
de cloreto de calcio. Apds novas lavagens em tampdo, as amostras foram
desidratadas em série crescente de acetona (50%, 70%, 90%, 100%, 100%) (5
min em cada). Apos 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 ultramicrotomo 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 analise no microscopio
eletronico de transmissdo JEM-1011 (Jeol) (Menna-Barreto et al., 2009b).

3.3.2.2. Imunomarcacao ultraestrutural

Imunomarcacgdo ultraestrutural para LC3A foi realizada usando-se o
mesmo anticorpo primario usado para imunofluorescéncia, conforme descrito
no item 3.3.1. A imunomarcacdao foi feita antes das etapas de desidratacdo e
inclusdo (pre-embedding) usando-se particulas diminutas de ouro com
diametro de 1.4nm (immunonanogold) de acordo com trabalhos prévios do
grupo (Melo et al., 2005, 2009).

Suspensofes de células cardiacas infectadas e controles néo infectadas
foram fixadas em solugcéo contendo 1% de glutaraldeido e 1% de formaldeido,
incluidos em agar a 2% para obtencédo de pellets. Estes foram imersos em
solucdo de sacarose a 30% durante a noite, e congelados em nitrogénio
liguido. Posteriormente, sec¢cdes com espessura de 10 um (monocamadas)
foram obtidas em criostato e coletadas sobre laminas revestidas (Superfrost,
Fisher). Todas as etapas da imunomarcacdo foram feitas sobre as
monocamadas, a temperatura ambiente. As secc¢des foram incubadas em
tampao PBS a 0,02M por 5 min, seguida por solu¢cdo de PBS contendo glicina
(Sigma) por 10 min, e depois por uma solu¢cédo de bloqueio contendo PBS a
0,02M, albumina de soro bovino (BSA, Electron Microscopy Sciences) a 1% e
gelatina (Sigma) a 0,1% (tampédo PBS-BSA) durante 20 min. Posteriormente,

as células foram incubadas em uma segunda solucédo de bloqueio contendo
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tampéo PBS-BSA mais 10% de soro normal de carneiro (NGS) durante 30 min,
seguida por incubacdo com anticorpo primario (concentracao final de 10 pg/mL)
por 1h. Apos trés lavagens de 5 min com tampdo PBS-BSA-NGS, as células
foram incubadas com anticorpo secundéario anti-coelho, com fragmento Fc
associado a particulas de ouro de 1.4 nm (Nanogold, Nanoprobes), diluido
1:100, durante 1h. Para controle da imunomarcacdo, o anticorpo primario foi
substituido por um anticorpo irrelevante de coelho (Sigma) na mesma
concentracdo e pelo mesmo tempo. Apos lavagem em tampao PBS-BSA (3 X
10 min) e PBS (3 X 5 min), as células foram fixadas em glutaraldeido a 2% em
PBS por 10 min, imersas em agua (3 X 5 min) e submetidas a etapa de
nucleacdo pela prata (HQ silver enhancement, Nanoprobes) conforme
orientacdes do fabricante. Esta etapa permite a visualiacdo das particulas de
ouro. Em seguida, as células foram colocadas em solucdo de tiossulfato de
sédio (Sigma) a 5% por 3 min e imersas em agua destilada, antes do
processamento convencional para MET.

Todos os procedimentos para MET foram feitos sobre as sec¢fes. Como
primeira etapa, as células foram pdés-fixadas em solugdo de 6smio em agua
destilada (1:1) por 10 min, seguida por lavagem em agua destilada e
contrastacdo em bloco com acetato de uranila a 2% por 5 min. Apos
desidratacdo em série crescente de alcool (50, 70, 95 e 100%), as células
foram infiltradas com uma mistura de Epon e 6xido de propileno (2:1) durante
15 min e incluidas em resina Eponate (Eponate 12, Ted Pella), a partir da
inversao de capsulas contendo a resina sobre as laminas. Apds polimerizacéo
durante 16 a 60 h, as capsulas foram destacadas da superficie das laminas e
0os blocos obtidos cortados em ultramicrétomo (Leica). Os cortes ultrafinos
foram montados em grades de cobre e analisados em microscoépio eletrénico
de transmisséao (CM10, Philips) a 60 Kv.

3.3.3. Avaliacdo da presenca de corpusculos lipidicos (CLs)

Para avaliacdo da presenca de CL durante a inducdo de autofagia pré-
infectadas por T. cruzi, as células foram lavadas trés vezes em PBS, fixadas

em paraformaldeido 4% por 10 min a 25°C e lavadas em &agua destilada. A
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coloracdo dos corpusculos foi realizada com tampédo cacodilato 0,1M e
tetroxido de 6smio 1,5% por 30 min, seguida pela lavagem com agua destilada
e posterior coloragdo com tiocarbohidrazida 1% (TCH - Sigma-Aldrich) por 5
min. Uma nova coloracdo em tampdo cacodilato 0,1M e tetréxido de ésmio
1,5% por 3 min foi realizada antes da lavagem em agua tridestilada e
montagem das laminas. A contagem dos corpusculos lipidicos foi realizada em
microscopia de campo claro, quantificando 50 células por laminula (D’Avila et
al.,, 2008). A quantificacdo dos CL foi confirmada por microscopia de
fluorescéncia através da marcacdo com BODIPY® 493/503 (Invitrogen,

concentracéo final - 10 uM) (Melo et al., 2011b).
3.3.4. Andlise estatistica

Todos os dados numéricos obtidos estdo apresentados na forma de
média + erro padréo. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para duas amostras
independentes ndo-paramétricas, com nivel de significancia considerado de p<
0.05. A comparacdo dos dados coletados foi feita entre grupos controle e

inducado de autofagia (rapamicina e DMEM™).

3.3.5. Aspectos éticos

Os experimentos foram realizados de acordo com 0s principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e com as condicdes de biosseguranca adequadas para
execucgao do trabalho, sendo que os referidos experimentos foram aprovados
pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Fiocruz (licenca
L-028/09).
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4.1. Andlise de citotoxicidade

A andlise de citotoxicidade pela técnica do MTT demonstrou que tanto
macréfagos peritoneais quanto células cardiacas apresentaram viabilidade
superior a 80% na concentracdo de 20 ng/uL de rapamicina, mesma
percentagem encontrada ap6s a incubacdo com DMEM™". Com estas andlises,
além de definir a concentracdo de uso da rapamicina (20 ng/uL), ainda foram
definidos os tempos méximos de inducdo de autofagia para cada tipo celular,

respeitando o descrito na Figura 3.1.

4.2 Avaliacdo do efeito da inducdo de autofagia na infeccdo e proliferacéo

intracelular do T. cruzi

Inicialmente foi realizada a incubacao com indutores de autofagia por 2h
antes da infeccdo. Em macréfagos peritoneais, tanto DMEM™ como rapamicina
reduziram significativamente a infeccdo a partir de 6h, levando a um
decréscimo de cerca de 60-72% (Figura 4.1A). Todavia, ao analisar a
parasito/100 células, a reducdo observada foi ainda mais acentuada
alcancando mais de 80% de inibicdo apés 24h (Figura 4.1B). Resultados
semelhantes foram encontrados em células cardiacas quando a autofagia foi
induzida antes da infeccdo. Uma reducdo da infeccao foi observada apos o
tratamento com rapamicina a partir de 24h. Nas células infectadas e pré-
incubadas com DMEM™, houve uma maior infeccdo no tempo inicial de 18h,
gue se manteve nos demais tempos. Entretanto, 0 mesmo perfil de reducgéo foi
detectado em 24 e 48h (Figura 4.2A). O parametro parasito/100 células
reproduziu o resultado, sendo em 24 e 48h ja observadas diferencas
estatisticas entre o grupo controle e os induzidos para autofagia, sendo a
reducdo 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 inducdo de autofagia
pés-infecgdo, apls o estabelecimento do parasito na célula hospedeira. Neste
desenho experimental, rapamicina e DMEM™ n&o inibiram a infeccdo de
macrofagos em 24h, sendo observada uma reducédo apos o tratamento com a
droga por 48h (Figura 4.3A). Ndo houve diferenca significativa nas taxas
endociticas entre controle e as demais condi¢bes experimentais em nenhum
dos tempos testados (Figura 4.3B). Entretanto, quando foi avaliado efeito da
autofagia em células cardiacas no protocolo pdés-infeccdo, observou-se a
inibicdo da infeccdo tanto em rapamicina quanto em DMEM” em 48 e 72h
(Figura 4.4A). A analise do parametro parasitos/100 células em cardiomiécitos
apontou uma reducao acentuada apenas em 72h, alcancando 86,2% e 46% em

rapamicina e DMEM™, respectivamente (Figura 4.4B).
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Figura 4.1. Avaliagdo da inducdo de autofagia pré-infeccdo por Trypanosoma
cruzi em macrofagos peritoneais. Tratamentos com rapamicina e meio de
estresse nutricional (DMEM™) foram realizados 2h antes da infeccdo (A) %
Células infectadas; (B) Parasitos/100 células (* p<0,05).
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Figura 4.2. Avaliagdo da inducdo de autofagia pré-infeccdo por Trypanosoma
cruzi em células cardiacas. Tratamentos com rapamicina e meio de estresse
nutricional (DMEM™) foram realizados 2h antes da infeccdo (A) % Células
infectadas; (B) Parasitos/100 células (* p<0,05).
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Figura 4.3. Avaliacdo da inducdo de autofagia pos-infec¢do por Trypanosoma
cruzi em macrofagos peritoneais. Tratamentos com rapamicina e meio de
estresse nutricional (DMEM™) foram realizados ap6s infeccdo (A) % Células
infectadas; (B) Parasitos/100 células (* p<0,05).
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Figura 4.4. Avaliacdo da inducdo de autofagia pos-infeccéo por Trypanosoma
cruzi em células cardiacas. Tratamentos com rapamicina e meio de estresse
nutricional (DMEM™) foram realizados apés infeccdo (A) % Células infectadas;
(B) Parasitos/100 células (* p<0,05).
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4.3. Andlise ultraestrutural do efeito da inducédo de autofagia em macrofagos e

células cardiacas infectados por T. cruzi

O efeito do tratamento com a rapamicina bem como da incubagdo em
DMEM™ foram analisados em macréfagos e células cardiacas nos diferentes
tempos estudados por microscopia eletrdnica de transmissao utilizando o

desenho experimental da inducdo de autofagia pré-infeccao.

No tempo de 6h, macréfagos controles apenas infectados apresentaram
morfologia tipica, contendo formas tripomastigotas também com aparéncia
normal (Figura 4.5A). Um grande numero de perfis de reticulo endoplasmatico
e mitocbndrias foram observados por todo o citosol, inclusive proximo ao
parasito (Figuras 4.5A,B). Estruturas membranares concéntricas, CLs e
autofagossomos também foram detectados (Figuras 4.5B-D). Os CLs
aparecem como estruturas geralmente arredondadas e elétron-densas e séo
caracterizados pelo fato de ndo apresentarem membrana envoltoria tipica
trilaminar, mas apenas uma hemi-membrana. Ja os autofagossomos sao
caracterizados pela presenca de membrana circundando material em

decomposic¢do, muitas vezes apresentando mais de uma membrana.

O tratamento anterior a infeccdo com rapamicina induziu a formacéo de
autofagossomos de diferentes tamanhos e graus de degradacdo (Figuras
4.6A,B, 4.7B-D, 4.8A,B). A rapamicina também levou a um aumento da
proporcdo de estruturas membranares concéntricas (Figuras 4.6A,C),
destacando também a presenca de CLs (Figuras 4.7D, 4.8A) além de promover
o aparecimento de vacuolos alongados e ramificados (Figura 4.7A) e
desorganizagdo do Golgi (Figuras 4.6C,D). Foram ainda observados vacuolos
parasitéforos contendo parasitos, alguns fundindo-se a estruturas concéntricas
contendo membrana dupla, além de ter sido detectada a presenca 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
génese de autofagossomos. Alguns autofagossomos continham estruturas

concéntricas em seu interior (Figuras 4.9B-D). Ja os CLs foram frequentemente
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encontrados circundados por perfis de reticulo endoplasmatico (Figuras 4.9B,
4.10A-C).

Figura 4.5. Microscopia eletrdnica de transmissdo de macrofagos peritoneais
6h apos a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A) Presencga de um tripomastigota
(P) com morfologia caracteristica, préximo a perfis de reticulo endoplasmatico
(RE) e mitocondria (M). (B-D) Grande numero de perfis de reticulo
endoplasmatico (RE), formando estruturas membranares concéntricas (setas
pretas), assim como um numero maior de corpusculos lipidicos (CL) e
autofagossomos (estrela preta) também foram observados. N: nucleo; M:
mitocondria. Barras: 1um.
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Figura 4.6. Microscopia eletrdnica de transmissdo de macrofagos peritoneais
pré-tratados com rapamicina, 6h apos a infeccdo com Trypanosma cruzi. (A)
Visdo geral de um macrofago infectado pré-tratado contendo diversos
autofagossomos (estrelas pretas) e estruturas membranares concéntricas
(setas). (B) Em maior aumento, os autofagossomos em diferentes estagios de
degradacdo (estrelas pretas). (C) Observe a presenca de estruturas
membranosas concéntricas (setas), proximas ao Golgi (G), o qual apresentou-
se com cisternas desorganizadas. (D) Organelas também apresentaram
morfologia caracteristica N: nlcleo; M: mitocondria. Barras: 0,75um.
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Figura 4.7. Microscopia eletrdnica de transmissdo de macrofagos peritoneais
pré-tratados com rapamicina, 6h apos a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A)
o tratamento induziu o aparecimento de vacuolos tubulares ramificados
(cabecas de setas) dispersos pelo citosol. (B-D) Inimeros autofagossomos
(estrelas pretas) em diferentes estagios de degradacdo também foram
observados em células tratadas. CL: corpusculo lipidico; N: ndcleo; M:
mitocbndria; RE: reticulo endoplasmatico. Barras: 0,75um.
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Figura 4.8. Microscopia eletrdnica de transmissdo de macrofagos peritoneais
pré-tratados com rapamicina, 6h apos a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A)
Flagelos de parasitos (F) foram observados no interior de vacuolos
parasitoforos, sendo ainda observada a presenca de um axonema (cabecas de
setas brancas) dentro de um autofagossomo (estrela preta). (B) O
aparecimento de uma estrutura concéntrica contendo membrana dupla (setas
pretas) fundindo com o vacuolo parasitéforo também foi detectado proximo a
um autofagossomo (estrela preta) em um macréfago tratado. CL: corpusculo
lipidico da célula hospedeira. Barras: 0,5um.
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Figura 4.9. Microscopia eletrdnica de transmissdo de macrofagos peritoneais
pré-incubados em DMEM™, 6h apés a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A)
Morfologia tipica de um tripomastigota (P) no interior de uma célula. (B-D) A
inducdo de estresse nutricional indicou a presenca de corpusculos lipidicos
(CL) e autofagossomos (estrelas pretas), sendo observadas estruturas
membranares concéntricas no seu interior (setas brancas). N: ndcleo; RE:
reticulo endoplasmatico da célula hospedeira. Barras: 0,5um.
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Figura 4.10. Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofagos peritoneais
pré-incubados em DMEM™", 6h ap6s a infecgdo com Trypanosoma cruzi. (A,B)
O estresse nutricional levou a um aumento de corpusculos lipidicos (CL)
circundados por reticulo endoplasmatico (RE). (C) Observe CL na proximidade
parasito (P). (D) Forma tripomastigota intracelular (P) com morfologia normal.
M: mitocondria. Barras: 0,5um.
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No tempo de 24h pdés-infeccéo, foi possivel visualizar um nimero maior
de parasitos por macrofago no grupo controle, apresentando morfologia
normal. Os parasitos observados ja apresentaram caracteristicas de formas

amastigotas (Figuras 4.11A,B).

Figura 4.11. Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofagos peritoneais
24h apos a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A,B) Macrofagos contendo
formas amastigotas (P) apresentando morfologia tipica. Barras: 1um.
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ApoOs 24h de infeccdo, o tratamento com rapamicina induziu aumento no
namero de CLs (Figuras 4.12A-B) em macréfagos, comparado as 6 horas
iniciais. Estas organelas mostraram-se eletron-lucidas e frequentemente
associadas com perfis de reticulo endoplasmatico (Figuras 4.12A-B), além de

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

autofagossomos contendo grande quantidade de material degradado (Figura
4.12D).

Figura 4.12. Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofagos peritoneais
pré-tratados com rapamicina, 24h apos a infeccdo com Trypanosoma cruzi.
(A,B) Inumeros corpusculos lipidicos (CL) circundados por reticulo
endoplasmatico (RE) e mitocdndrias (M) foram observados em macrofagos
tratados. (C,D) Rapamicina também induziu o aparecimento de estruturas
membranares concéntricas (setas) e autofagossomo (estrela). Barras: 0,5um.
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Apos 24hs de infec¢cdo, um grande numero de macréfagos incubados
em DMEM™ apresentaram autofagossomos (Figuras 4.13A-D) e em algumas
células, estruturas membranares concéntricas também foram observadas
(Figura 4.13D).

A

Figura 4.13. Microscopia eletrénica de transmissao de macrofagos peritoneais
pré-incubados em DMEM™, 24h apds a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A)
Visdo geral de um macrofago sob estresse nutricional, apresentando
autofagossomos (estrelas pretas). (B-D) Detalhe das diferentes etapas de
degradacdo observadas no interior de autofagossomos (estrelas), além da
formacao de estruturas membranares concéntricas (setas). N: nucleo e M:
mitocondria. Barras: 0,5um.
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A andlise ultraestrutural foi também realizada em células cardiacas pre-
incubadas com rapamicina e DMEM™ e infectadas por 24h e 48h. No tempo de
24h, células controle apresentaram morfologia tipica, contendo indmeras
formas tripomastigotas com aspecto caracteristico do parasito (Figuras 4.14A-
D). Neste tempo inicial, o tratamento com rapamicina ndo promoveu alteracées
morfolégicas no parasito (Figura 4.15A). Entretanto, as células tratadas
exibiram um grande namero de autofagossomos, além de perfis concéntricos
de membranas no citosol (Figuras 4.15B-D, 4.16A-E). Apesar da maior parte
das mitocondrias observadas ndo terem apresentado alteracbes morfoldgicas,
algumas destas organelas exibiram uma completa desorganizacdo das suas
cristas (Figura 4.16F). Ainda no tempo de 24h, a incubacdo em DMEM™
também néo levou a alteracdes ultraestruturais nos parasitos (Figura 4.17A).
Assim como no tratamento com rapamicina, raras mitocondrias apresentaram
alteracdes morfologicas como inchaco e perda de cristas ap0s 0 estresse
nutricional, algumas podendo conter estruturas membranares em seu interior
(Figura 4.17B). DMEM” ainda induziu a formacdo de in(imeros
autofagossomos, apresentando diferentes niveis de degradacao em seu interior
(Figura 4.17C), além do surgimento de estruturas membranares concéntricas
dispersas por todo o citosol (Figuras 4.18A-D).

A analise de células cardiacas controle no tempo de 48h apontou a
presenca de T. cruzi com morfologia normal (Figuras 4.19A-D), estando alguns
em estagio de transicdo entre tripomastigotas e amastigotas (Figura 4.19C), e
outros ja completaram sua diferenciacdo para a forma proliferativa intracelular
(Figuras 4.19A,B). Assim como observado em macrofagos controle, células
cardiacas também apresentaram estruturas membranares concéntricas no
citosol, além de autofagossomos e perfis de reticulo endoplasmético
envolvendo organelas como mitocondrias (Figuras 4.19E-F). Em 48h,
rapamicina exacerbou a formacdo de autofagossomos (Figuras 4.20A-D,
4.21B,D), podendo conter membranas concéntricas em seu interior (Figuras
4.20C, 4.21B). O tratamento com a droga ainda levou ao aparecimento de
estruturas membranares concéntricas no citosol (Figuras 4.20A, 4.21A,C,D),
sendo a fusdo destas estruturas com autofagossomos também detectada
(Figura 4.20B). Ainda em 48h, algumas células cardiacas pré-incubadas com

DMEM™ ainda apresentavam amastigotas com morfologia tipica (Figura 4.22A).
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O estresse nutricional também induziu a formacao 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 mitocéndrias bem
como os sarcoOmeros apresentaram morfologia tipica (Figuras 4.22C,D), sendo

gue apenas raras mitocondrias estavam alteradas (Figura 4.22D).

Figura 4.14. Microscopia eletrdnica de transmisséo de células cardiacas, 24h
apos a infeccdo com Trypanosoma cruzi. Formas tripomastigotas do parasito
(P) apresentando morfologia tipica. N: ndcleo. Barras: 1um.
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Figura 4.15. (A-D) Microscopia eletrénica de transmisséo de células cardiacas
pré-tratadas com rapamicina, 24h apos a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A)
Tripomastigota intracelular (P) apresentando morfologia tipica. (B-D)
Autofagossomos (estrelas) em diferentes estagios de degradacdo podem ser
observados além de estruturas membranares concéntricas (setas pretas). N:
ndcleo; M: mitocéndria. Barras: 0,5um.
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Figura 4.16. Microscopia eletrdnica de transmissao de células cardiacas pré-
tratadas com rapamicina, 24h apés a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A-E)
O tratamento induziu o aparecimento de autofagossomos (estrelas)
apresentando diversos graus de degradacdo. (F) Rapamicina também induziu
alteracdo na morfologia das cristas mitocondriais (asterisco). Barras: 0,2um.
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Figura 4.17. Andlise por microscopia eletrdnica de transmissdo de células
cardiacas pré-incubadas em DMEM™, 24h apés a infeccdo com Trypanosoma
cruzi. (A) Parasito intracelular (P) apresentando morfologia normal. (B) A
inducdo de estresse nutricional levou a alteragdo na mitocOndria (estrela
branca) da célula hospedeira, apresentando estruturas membranares
concéntricas no interior da organela (setas brancas). (C) A incubacdo em
DMEM™ ainda levou a formacdo de autofagossomos (estrelas pretas)
apresentando estruturas membranares concéntricas (setas brancas). N: nucleo;
RE: reticulo endoplasmatico; M: mitocondria. Barras: 0,5um.
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Figura 4.18. Microscopia eletrbnica de transmissédo de células cardiacas pré-
incubadas em DMEM™, 24h apéds a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A-D) A
inducdo de estresse nutricional levou ao aparecimento de estruturas
membranares concéntricas (setas) no citosol. M: mitocondria. Barras: 0,2um.
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Figura 4.19. Microscopia eletrbnica de transmissdo de células células
cardiacas 48h apds a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A-D) Formas
amastigotas do parasito (P) apresentando morfologia caracteristica. (E)
Presenca de perfis de reticulo endoplasmatico (RE) envolvendo mitocondrias
(M) e estruturas membranares concéntricas (setas pretas). (F) Em detalhe, o
contato intimo da mitocéndria (M) com um autofagossomo (estrela preta)
contendo estruturas membranares concéntricas em seu interior (setas
brancas). N: nucleo. Barras: 0,4um.
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Figura 4.20. Microscopia eletrdnica de transmissao de células cardiacas pré-
tratadas com rapamicina, 48h apés a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A-D)
Rapamicina induziu a formacédo de estruturas membranares concéntricas
(setas pretas) no citosol, além de autofagossomos (estrelas pretas) podendo
conter estruturas membranares concéntricas em seu interior (setas brancas).
N: ndcleo. Barras: 0,4pum.
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Figura 4.21. Analise por microscopia eletrbnica de transmissdo de células
cardiacas pré-tratadas com rapamicina, 48h apés a infeccdo com Trypanosoma
cruzi. (A-D) O tratamento induziu o aparecimento de estruturas membranares
concéntricas (setas pretas) e autofagossomos (estrelas pretas), podendo
conter estruturas membranares concéntricas em seu interior (setas brancas).
M: mitocondria. Barras: 0,2um.
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Figura 4.22. Microscopia eletrbnica de transmissédo de células cardiacas pré-
incubadas em DMEM?, 48h apés a infeccdo com Trypanosoma cruzi. (A)
Forma amastigota intracelular do parasito (P) ndo apresentando alteracdo em
sua morfologia. (B) Detalhe de um autofagossomo (estrela preta) préximo a
uma mitocondria (M). (C,D) A inducdo de estresse nutricional leva a uma
vacuolizacdo citoplasmética (asterisco branco). Os sarcébmeros (setas largas
pretas) e as mitocdéndrias (M) em sua maioria exibem sua morfologia
preservada. Raras mitocOndrias apresentaram estruturas membranares
concéntricas (setas brancas) em seu interior. Barras: 0,5um.
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4.4. Analise quantitativa de CLs ap0s a inducao de autofagia em macréfagos

e células cardiacas infectadas por T. cruzi

A quantificagdo de CLs foi realizada em macrofagos e células cardiacas
apds o tratamento com a rapamicina e a incubacdo em DMEM™ seguindo o
desenho experimental da inducéo de autofagia pré-infecgéo.

Nas primeiras 6h de infeccdo, ambos os indutores de autofagia
reduziram significativamente o nimero de CLs por macrofago, representando
uma inibicdo de 36 e 20% nos grupos rapamicina e DMEM™, respectivamente.
Em 24h de infeccdo a quantidade de CLs aumentou, com relacdo ao tempo
inferior, contudo ndo houve diferenca entre células apenas infectadas e células
submetidas a inducéo de autofagia (Figura 4.23A).

A andlise quantitativa de CLs em células cardiacas apontou um numero
cerca de 5x menor ao observado em macrofagos, quando comparamos células
controle. Em 24h, ndo houve diferencas significativas entre 0os grupos
estudados, sendo em 48h detectada uma reducdo de em torno de 35% no
namero de CLs por células cardiacas apenas em células incubadas com
DMEM™. O tratamento com rapamicina no mesmo tempo levou a uma

tendéncia de diminuicdo embora néo significativa (Figura 4.23B).
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Figura 4.23. Andlise do numero de CLs apés a indugcdo de autofagia pré-
infeccdo por Trypanosoma cruzi. (A) macréfagos; (B) células cardiacas (*

p<0,05).
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4.5. Analise da expressédo e localizacdo da proteina LC3 ap0s a inducédo de

autofagia em macréfagos e células cardiacas infectadas por T. cruzi

O efeito do tratamento com a rapamicina e da incubacdo em DMEM™ na
expressdo e localizacdo de LC3 foi analisado em macrofagos e células
cardiacas nos diferentes tempos estudados por imunofluorescéncia utilizando o

desenho experimental da inducdo de autofagia pré-infeccao.

Ap6s 6h de infeccdo, em torno de 25% dos macréfagos controles
apenas infectados apresentaram marcacgao para LC3, sendo esta percentagem
aumentada signifcativamente apds a inducao de autofagia para cerca de 65% e
51% nos grupos rapamicina e DMEM?, respectivamente. Apds 24h de
infeccdo, os percentuais de macréfagos marcados para LC3 se mantiveram,
sendo o0 aumento em relagéo ao controle ainda observado para DMEM” e uma
tendéncia de aumento para rapamicina (Figura 4.24A). A analise da associacao
da proteina LC3 ao parasito apds 6h de infeccdo apontou que células sob
estimulos autofagicos apresentavam um aumento de cerca de 4x a marcacao
de LC3 associada ao parasito, aumento este ndo observado no tempo 24h
(Figura 4.24B).

Células cardiacas apresentaram um perfil distinto de marcacao para LC3
em relacdo aos macréfagos. No tempo de 24h apés infec¢do, ndo foram
observadas diferencas entre nenhum dos grupos nos parametros avaliados de
percentagem de células marcadas para LC3 e associacdo parasitos-proteina
LC3. Entretanto em 48h, um acentuado aumento na marcacdo 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 parametro de associacao parasito-LC3,
onde a associagdo foi cerca de 10x maior em células pré-incubadas com os

indutores autofagicos (Figuras 4.25A,B).
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Figura 4.24. Andlise por imunofluorescéncia da localizagdo da proteina LC3
apos a inducdo de autofagia poés-infeccdo por Trypanosoma cruzi em
macrdéfagos. (A) % células LC3+; (B) % células LC3+ e parasitos associados (*
p<0,05).
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Figura 4.25. Andlise por imunofluorescéncia da localizagédo da proteina LC3
apos a inducao de autofagia pés-infeccdo por Trypanosoma cruzi em celulas
cardiacas. (A) % células LC3+; (B) % células LC3+ e parasitos associados (*
p<0,05).
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Por microscopia eletrbnica de transmissdo, foram ainda realizados
ensaios de imunomarcacao de LC3A, através da técnica de immunonanogold,
que confirmaram a presenca e especificidade desta proteina autofagossomal
em células cardiacas infectadas por T. cruzi no tempo de 48h (Figuras
4.27A,B). Uma maior marcacao para LC3 foi claramente observada na célula
infectada, associada com vacuolos citoplasméticos e também distribuida no
citosol. Na célula ndo-infectada, a marcagéo foi menos abundante e dispersa
pelo citosol (Figura 4.26C). No Grupo controle do anticorpo, células cardiacas
infectadas que tiveram o anticorpo primario substituido por um anticorpo

irrelevante mostraram imunomarcacao negativa (Figura 4.26D).
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Figura 4.26. Imunomarcacdo de LC3 por microscopia eletrbnica de
transmissdo em células cardiacas infectadas pelo Trypanosoma cruzi. (A,B)
Células apo6s 48h de infeccdo. Autofagossomos (estrelas pretas) mostram-se
positivos para LC3 (setas brancas indicam particulas de ouro). As setas pretas
indicam a estrutura sarcomérica. (C) Células ndao-infectadas demonstram
menor presenca de LC3. (D) Células infectadas marcadas com IgG,
demonstrado especificidade do anticorpo usado. Barras: 0,5um.
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Discussao

Nos ultimos anos, o processo de autofagia vem recebendo consideravel
atencdo na literatura. A autofagia representa ndo apenas mais um tipo de
morte celular programada, mas também um mecanismo atuante na regulacdo
da homeostase celular (revisto em Klionsky, 2007; Mizushima et al., 2011a;b;
Cuervo et al.,, 2012). Aléem disso, a via autofagica parece ter um papel
importante durante a interacdo patdégeno-célula hospedeira, favorecendo ou
dificultando a infeccdo. Em 2009, a participagdo da autofagia foi demonstrada
pela primeira vez durante a infeccdo 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 infeccdo de células de cultura

primaria (macréfagos e células musculares) por este parasito.

A andlise da inducdo da autofagia por farmaco (rapamicina) e por déficit
nutricional (DMEM™) anterior & infeccdo levou, de maneira geral, a uma
redugéo na infecgdo nos dois tipos celulares avaliados (Figuras 4.1A e 4.2A).
Esta diminuicdo foi observada a partir de 6h de infeccdo em macréfagos, e a
partir de 24h em células do musculo cardiaco. Esses resultados sugerem a
participacdo da via autofagica como mecanismo de eliminacdo do parasito
apos o estabelecimento da infeccdo em ambos os tipos celulares. Embora a
incubacdo em DMEM™ tenha levado a um aumento da infeccdo inicialmente
(18h), este percentual se manteve constante em tempos maiores, enquanto
células controle apresentaram uma maior infeccdo em tempos tardios (Figura

4.2A).

O parametro parasitos/100 células também foi reduzido nos mesmos
tempos avaliados em ambas as células tratadas com rapamicina ou incubadas
em DMEM?, indicando que a replicacéo intracelular dos parasitos sob estas
condicbes experimentais foi impedida, seja por uma menor replicacdo e/ou
destruicdo de parasitos (Figuras 4.1B e 4.2B). Esses resultados estdo de
acordo com trabalhos anteriores, os quais demonstraram, em células Hela
incubadas com indutores autofagicos, um nimero 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 resisténcia a infeccdo chagasica encontra-se
bem documentado. Por exemplo, o IFN-y atua na reducdo da replicacdo 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 inducdo do processo
autofagico (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 reforcam a hipétese da participacdo da autofagia
previamente induzida na célula hospedeira como mecanismo de resisténcia a

infeccéo.

Entretanto, quando avaliamos o efeito de rapamicina e DMEM™" apéds a
infeccdo, temos duas situacfes. Macréfagos incubados com os indutores
autofagicos imediatamente apdés o tempo de interacdo (24h) ou apds o
estabelecimento da infecgcéo (48h) ndo apresentaram diferencas em relagéo ao
controle, sugerindo que a inducédo néo foi suficiente para reduzir a infeccao e
proliferacdo dos parasitos em 24h de estimulo (Figura 4.3). Apenas uma
discreta reducdo na infeccdo de macrofagos tratados com rapamicina foi
observada em 48h, incapaz de alterar a taxa endocitica nessa condicao.
Interessantemente, em células musculares a incubagdo com rapamicina ou
DMEM™ ap6s a infeccdo, levou a um importante decréscimo no percentual de
infeccdo e no numero de parasitos por 100 células. A diminuicdo mais
acentuada podde ser observada apés o estabelecimento da infecgdo (72h), onde
os dois estimulos autofagicos foram capazes de reduzir a infec¢do e a taxa
endocitica. Esta importante redugcdo reforca que a autofagia impede a
proliferacdo macica dos parasitos que ocorre apés 48h nessa célula fagocitica
nao profissional. Romano e colaboradores (2009) observaram que, ao incubar
com meio de estresse nutricional ou rapamicina, ap0s o estabelecimento da
infeccdo em células CHO, ndo houve alteracdo da propor¢cdo de amastigotas
por célula, semelhante ao nosso resultado obtido com macréfagos. Este
achado sugere que a participacdo da autofagia pos-infeccdo depende
diretamente do tempo pelo qual a célula é estimulada bem como do tipo celular
avaliado e suas caracteristicas dentre as quais podemos destacar a sua

capacidade fagocitica.
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Como outra abordagem para o estudo da autofagia, muitos grupos
utilizam a inibicdo farmacolégica 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 a baixa especificidade dessas drogas que inibem PI3K de
classe | e lll, associada ao fato que essas enzimas participam de inUmeras vias
de sinalizagdo celular (Petiot et al, 2000; revisto em Klionsky, 2007),
abordagens moleculares como o uso de RNA de interferéncia para proteinas
autofagicas como Atg5, beclina-1 ou LC3 devem ser utilizadas para
confirmacédo da hipdétese observada (revisto em Klionsky et al, 2008; 2012),

sendo uma das perspectivas desta Dissertacao.

Visando uma melhor caracterizagdo morfoldégica da autofagia nos
modelos celulares estudados, foi empregada a microscopia eletronica de
transmissdo de células estimuladas antes da infeccdo. As analises
ultraestruturais de macréfagos e células musculares controles, apenas
infectadas, apontaram a ocorréncia de autofagia nestas células, a partir da
identificacdo de estruturas citoplasmaticas tipicas da via autofagica,
principalmente autofagossomos (Figuras 4.5D e 4.19E,F).Em células
previamente incubadas com rapamicina ou DMEM” ocorreu aumento evidente
na proporcdo 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 concéntricas (figuras 4.6C; 4.9C; 4.12C; 4.15D; 4.18C,D e 4.21).

As analises ultraestruturais revelaram que, de maneira geral, as células
ndo apresentaram alteracdes estruturais drasticas. Determinados tratamentos,
no entanto, levaram a alteracbes em algumas organelas. Em macrofagos,
apenas o0 grupo incubado com rapamicina por 6h de infeccdo apresentou
alteracdo na conformacdo do Golgi, o qual mostrou caracteristicas de
desestruturacdo (Figura 4.6D). Em outros modelos celulares, ja foi
demonstrada a desorganizagcdo das cisternas do Golgi mediante inducéo
autofagica, indicando, a depender da severidade, um perfil de morte autofagica
ou mesmo a fissdo da organela para a formacdo 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 concéntricas em macréfagos tratados com
rapamicina, uma vez que a presenca de Atg9 e Atgl ja foi detectada na

organela (Naydenov et al., 2012; Yamamoto et al., 2012).

Em células musculares do coragdo, a incubacdo tanto com rapamicina
quanto com DMEM? induziu danos morfoldgicos em mitocéndrias (Figuras
4.16F, 4.17B e 4.22D). Entretanto, estas alteracdes ndo foram frequentes,
tendo sido observado mitocondrias com morfologia normal ao lado de
mitocOndrias alteradas. Estas alterac6es mitocondriais jA foram descritas em
células cardiacas submetidas a isquemia e reperfuséo, condi¢cdes nas quais ja
foi demonstrada a importancia da autofagia (French et al., 2010). A remocéao
eficiente de mitocondrias senescentes ou danificadas pela autofagia impede a
producdo excessiva de ROS e liberagdo de componentes que poderiam
desencadear a morte celular (Gottlieb & Mentzer, 2010). Sendo assim, é
possivel que as mitocdndrias das células cardiacas em nossas condicfes
experimentais estejam sendo direcionadas para um processo de mitofagia
(autofagia de mitocondrias), sugerido pela presenca de membranas
concéntricas no interior da organela, além da sua proximidade e associa¢éo a
autofagossomos (Figuras 4.17B e 4.21C,D). Também foi observado, apés a
incubacdo em DMEM™ por 48h, um rarefacdo citoplasmatica (Figura 4.22C),
caracteristica esta anteriormente descrita em situacfes de disfuncBes
cardiacas (Kuruvilla et al., 2004; Matsushita et al., 2005). Em linhas gerais,
nossos dados apontam que a indugdo por longos tempos da autofagia em
células musculares do coracdo acarreta danos mais extensos semelhantes aos

observados em condic¢des patolégicas ndo infecciosas.

Conforme esperado, a autofagia foi claramente caracterizada
ultraestruturalmente nos dois tipos celulares avaliados sob estimulo de
rapamicina ou meio de estresse nutricional. InUmeros autofagossomos,
morfologicamente tipicos, foram detectados contendo material nos mais
diversos estagios de degradacéo. A presenca de autofagossomos iniciais com
conteudo elétron-denso e pouco material degradado (Figuras 4.7B e 4.12D),
juntamente com a deteccdo 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), confrmam a ocorréncia efetiva e progressdo da via

autofagica nos modelos estudados.

Outras caracteristicas ultraestruturais frequentes, observadas tanto em
macréfagos como em células musculares do coracdo sob estimulos
autofagicos foram a presenca de estruturas membranares, caraterizadas por
arranjo de membranas concéntricas e perfis de reticulo endoplasmatico
envolvendo estruturas subcelulares. Estes se encontravam intimamemente
associados aos autofagossomos (Figuras 4.13D, 4.17C e 4.21). Moléculas
como o PI3P e outros fosfolipidios, Atgl, WIPIs presentes no reticulo
endoplasmatico, auxiliam na formacdo da membrana que originara a PAS
(Hayashi-Nishino et al., 2009; Yla-Anttila et al., 2009; Mizushima et al., 2011a).
Na literatura ainda ndo h4 um consenso quanto a origem das membranas que
formam o pré-autofagossomo. Dependendo da inducao autofagica € relatado o
reticulo endoplasmatico, o Golgi ou ainda a mitocondria como organelas
doadoras de membrana iniciadora do pré-autofagossomo (Chen et al., 2012;
Longatti et al., 2012).

Trabalhos anteriores ja descreveram a ultraestrutura do T. cruzi (cepa Y)
apos infeccdo tanto em macréfagos quanto em células cardiacas de cultura
primaria (Meirelles et al. 1982;1986; Araujo-Jorge et al., 1992; Soeiro et al.,
2002; de Souza et al.,, 2003, Barrias et al., 2007). Interessantemente, 0s
parasitos internalizados em células controle apenas infectadas ou sob estimulo
autofagico apresentaram morfologia normal, sem alteracdes ultraestruturais
carateristicas de autofagia (Figuras 4.5A, 4.10C,D, 4.11A,B, 4.15A-D, 4.17A,
4.19A-D e 4.22A), reforcando que o efeito da inducéo de autofagia utilizada
atua diretamente na célula hospedeira. Em T. brucei foi relatada a presenca de
autofagossomos no protozoario apos 24h de tratamento com rapamicina
(Barquilla et al., 2008), entretanto em T. cruzi ndo ha relatos até 0 momento. A
manutencdo da morfologia tipica de tripomastigotas e amastigotas analisados
sugere que o0 DMEM?” e rapamicina ndo induzem autofagia nas formas do

parasito presentes no mamifero.

Por outro lado, foi possivel observar a presenca de parasitos
circundados por membranas concéntricas e autofagossomos em macréfagos

tratados com rapamicina (Figuras 4.8A,B). Esta é a primeira evidéncia
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ultraestrutural da associacdo T. cruzi-autofagossomo, indicativo de xenofagia,
mecanismo autofagico envolvido na degradacdo de patdgenos (Deretic &
Levine, 2009). Em tripanosomatideos, estudos anteriores ndo demonstraram a
associacdo direta dos protozodrios e/ou do VP aos autofagossomos (Pinheiro
et al.,, 2009; Cyrino et al.,2012). Na infeccdo de macrofagos por T. gondii, a
fusdo VP-autofagossomo também foi observada, sendo sugerida a eliminacéo
do parasito pela via autofagica (Ling et al., 2006), corroborando a participagéo

do mecanismo como via de morte de patdgenos.

Visando demonstrar por outra técnica a participacdo da autofagia na
infeccdo de macroéfagos e células cardiacas por T. cruzi, investigamos a
expressdo e localizacdo da proteina LC3 por microscopia de fluorescéncia.
Nossos resultados apontaram a expressao constitutiva de LC3 em ambas as
células controle apenas infectadas (Figuras 4.24A e 4.25A). Este dado
corrobora com a andlise ultraestrutural, reforcando estudos prévios onde
células sem inducédo autofagica também apresentaram uma marcacéao basal de
LC3 (Jiang et al, 2010; Li et al, 2012b). Utilizando a técnica de
imunolocalizacéo ultraestrutural, a presenca de LC3 foi confirmada no interior
de autofagossomos em células cardiacas infectadas (Figuras 4.26A,B). Esses
dados indicam a participacdo da autofagia na infeccdo per si, assim como
observado por Cyrino e colaboradores (2012) com L. amazonensis onde foi
demonstrado um aumento na expressdao de LC3 por Western blot em

macréfagos infectados.

A incubacdo com rapamicina e DMEM” levou a um aumento do
percentual de macréfagos e células musculares cardiacas LC3-positivos
(Figuras 4.24 e 4.25). Apesar de ser esperada uma correlagdo entre a
expressdo de LC3 em células infectadas e os percentuais de infeccdo, este fato
nao foi observado em todas as condi¢des (Figuras 4.24B e 4.25B), reforcando
a hipotese de que a associacdo LC3-parasito independe da exacerbacdo do
processo autofagico como previamente descrito (Romano et al., 2009).
Enquanto em macréfagos o estimulo autofagico levou a um aumento no
percentual de células LC3 positivas associadas a parasitos apenas em tempos
iniciais, em células musculares do coracdo este aumento é observado somente

em tempos tardios. Uma possivel justificativa para este resultado pode estar
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relacionado ao potencial fagocitico diferenciado entre esses tipos celulares.
Macrofagos sao fagocitos profissionais motivo pelo qual internalizam os
parasitos em menor tempo (Araudjo-Jorge et al., 1992; Perrotta et al., 2011).
Possivelmente, a cinética da via autofagica também seja mais acelerada
nessas ceélulas do que em fagocitos nao-profissionais como as células

cardiacas (Meirelles et al.,1986; Maruyama et al., 2008).

A formacéo de CLs em resposta a infec¢gdo por T. cruzi e outras doengas
infecciosas encontra-se bem documentada (revisto em Melo et al., 2011, 2012
D’Avila et. 2011). A interacdo patdgeno-célula hospedeira leva a um aumento
do numero destas organelas, principalmente no citoplasma de células da
resposta imune como os macréfagos onde atuam como locais de sintese de

mediadores inflamatorios (eicosandides) (revisto em Melo et al., 2011, 2012).

Um aspecto que vem despertando atencdo é a interacdo intracelular
entre CLs recém-formados e fagossomos contendo T. cruzi. O significado desta
interacdo ndo se encontra bem esclarecido, podendo a mesma indicar uma
estratégia do parasito para sobrevivéncia usurpando lipidios do hospedeiro ou
mesmo um mecanismo de defesa deste (revisto em Melo et al., 2012). Pelo
fato de CLs serem considerados organelas inflamatérias importantes nessa
infeccdo e visando entender se a via autofagica interfere na formacéo de CLs,

o numero de CLs foi quantificado por microscopia de campo claro (Fig. 4.23).

Em células controles apenas infectadas, o numero de CLs em
macrofagos foi bastante superior que o detectada em células cardiacas. Dados
do nosso grupo sobre a quantificacdo de CLs em HMC sem a presenca do
parasito corrobora que o aumento no numero das organelas induzido pela
infeccdo € minimo (dados ndo mostrados). Dessa forma, a participacdo de CLs
durante a infeccdo de células cardiacas é pequena. Por outro lado, o aumento
do numero de CLs observado em macréfagos encontra-se diretamente
associado a infeccao, conforme previamente demonstrado (Melo et al., 2003,
2006, 2009). Em células infectadas, a pré-incubacdo com rapamicina ou
DMEM” diminuiu a formacgdo de CLs apenas em 6h, sendo semelhante ao
controle em 24h, demonstrando que a inducdo autofagica ndo influencia a

formacdo de CLs em macréfagos apds o estabelecimento da infecgcdo. Uma
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possivel explicacdo para este fendbmeno seria que o sucesso da infeccdo pode
ou nédo estar relacionado a participacdo da autofagia e a biogénese de CLs a
depender do tipo celular envolvido como previamente relatado para L.

amazonensis (Pinheiro et al., 2009).

E importante ressaltar que a biogénese dos CLs é regulada pela mTOR,
representando um elo com a autofagia (Dong & Czaja, 2011). Contudo, a
compreensao desta interface € complexa, havendo registros do envolvimento
da via autofagica na degradacao de CLs bem como na sua biogénese (Singh et
al., 2009, Shibata et al., 2009, 2010). Nossos resultados apontam que né&o
houve alteracdo no numero médio de CLs, sendo necessarios ensaios
moleculares e bioquimicos mais detalhados para o melhor entendimento do

papel da mTOR nas duas vias durante a infeccao pelo T. cruzi.

Por MET foi evidenciado a presenca de CLs adjacentes ao reticulo
endoplasmatico em macréfagos estimulados para autofagia (Figuras 4.5B,D,
47D, 49B e 4.10A-C). A proximidade entre o reticulo e CL tem sido
extensamente descrita nos diversos tipos celulares sendo associada a sua
génese (Wan et al.,2007). Além disso, a interacdo do CL com o parasito em
macréfagos em DMEM™ sugere a participacdo dos CLs na infeccdo como
mecanismo de eliminacdo do parasito ou de sobrevivéncia (revisto em Melo,
2009; Melo et al., 2012).

O conjunto de resultados apresentado nesta dissertagcdo mostra que a
autofagia € um processo que ocorre efetivamente na infec¢cdo por T. cruzi, e
parece envolvido na resisténcia do hospedeiro ao parasito. Algumas hipoteses
podem ser aventadas para explicar como a autofagia atuaria no mecanismo de
resisténcia a infeccdo por T. cruzi em células fagociticas e nao fagociticas
profissionais. Uma possibilidade seria através da inibicio da mTOR
provavelmente impedindo a ativacdo de mecanismos associados a infeccao
como a via de PI3K, por meio de uma modulacdo negativa. Com a mTOR
inibida, vias como PI3K e Akt/PKB seriam inativadas por feedback, alterando a
participacdo delas na internalizagdo do parasito, diminuindo a infeccdo. A
inducéo da via autofagica também poderia provocar altera¢cdes no metabolismo

mitocondrial e lipidico, reduzindo o aporte energético celular disponivel para o
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protozoario. Por fim, a via autofagica pode estar atuando sobre o parasito,
contribuindo para sua eliminacdo pelas células hospedeiras. Entretanto, o
entendimento do papel da autofagia na infeccdo por T. cruzi ainda requer
futuras investigacdes no sentido de sedimentar este processo como

mecanismo de resisténcia ou ndo da célula hospedeira.
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Conclusoes

1. A exacerbacdo do processo autofagico em macrofagos peritoneais e
cardiomidcitos in vitro anterior a interacdo com T. cruzi reduziu a
infeccdo e a proliferacdo de parasitos internalizados. A inducdo de
autofagia ap0s o estabelecimento da infeccdo reduziu parasito/100
células apenas em cardiomidcitos, indicando dependéncia do tipo

celular.

2. A analise ultraestrutural mostrou que a pré-incubacdo de ambas as
células com indutores autofagicos induziu o aparecimento de inumeros
autofagossomos e perfis concéntricos de membranas, além de
alteracdes em mitocdndrias e Golgi. Indicios de xenofagia também foram

observados.

3. O aumento da marcacao para LC3 por imunofluorescéncia foi destacado
em macréfagos em tempos iniciais e para células cardiacas em tempos
maiores, sugerindo que estimulos autofagicos atuam em diferentes
tempos em células distintas. A imunocitoquimica ultraestrutural
confirmou a presenca de LC3 no interior dos autofagossomos em células
cardiacas infectadas.

4. A via autofagica parece interferir com a formacdo de CLs apenas em
células envolvidas na resposta inflamatéria do hospedeiro (macrofagos),
as quais mostraram reducdo no numero destas organelas em
comparacdo aos controles infectados. Em células néo inflamatorias,
como as células musculares do coracdo, tanto a formacéo de CLs como

a modulacéo destes pela via autofagica nao foram detectadas.
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1. Introduction

Protozoa are unicellular eukaryotes that are able to live as parasites or as free-living
organisms and interact with a great variety of environments and organisms, from bacte-
ria to man; in addition, they represent one of most important sources of parasitic diseas-
es. Every year, more than one million people die from complications from protozoal
infections worldwide [1-5]. Of the medically relevant protozoa, Trypanosomatidae and
Apicomplexa constitute a substantial group including the causative agents of several
human diseases such as Chagas disease, sleeping sickness, leishmaniasis, malaria and
toxoplasmosis [1,5,6]. The life cycles of these parasites are highly complex, involving
different hosts and different specific interactions with a variety of cells and tissues [7- 11].
Some of these parasites live in the extracellular matrix or blood of host mammals, but the
majority of them infect host cells to complete their cycle. Despite the high infection and
mortality rates of these protozoa, especially in low-income populations of developing
regions such as Africa, Asia and the Americas, current therapies for these parasitic diseases
are very limited and unsatisfactory. The development of efficient drugs is urgently
necessary, as are serious public health initiatives to improve patients’ quality of lite [12-16].

I NTEC H © 2012 Duque™ et al.; licensee InTech. This is an open access article distributed under the terms of the
Creative Commeons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/3.0), which permits
open science | open minds unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Autophagy

The Trypanosomatidae family belongs to the order Kinetoplastida and is comprised of
flagellated protists characterised by the presence of the kinetoplast, a DNA-enriched portion
of the mitochondrion localised close to the flagellar pocket. The most studied pathogenic
trypanosomatids are the following: (a) Trypanosoma brucei, which is responsible for sleeping
sickness in Africa; (b) T. cruzi, which is the causative agent of Chagas disease in Latin America;
and (c) a variety of Leishmania species that cause leishmaniasis in tropical and subtropical areas
worldwide. Theseillnesses have been classified by the World Health Organization as neglected
diseases, which affect people living in poverty in developing countries and for which no
efficient therapy is available [17-19].

The Apicomplexa family encompasses alarge group of protists, including approximately 5,000
known parasitic species, which are characterised by the presence of an apical complex
containing a set of organelles involved in the infection process. Apicomplexan parasites infect
invertebrate and vertebrate hosts, including humans and other mammals. The most serious
parasitic disorder is caused by apicomplexan Plasmodium spedies, the etiological agent of
malaria, which causes more than one million deaths annually [1]. Toxoplasmosis is another
important disease caused by the apicomplexan parasite Toxoplasma gondii; ithasbeen estimated
that almost half of the human population worldwide is infected with this protozoa [20]. The
life cycle of the apicomplexan parasites generally consists of complex asexual and sexual
reproduction, but some differences are observable among distinct genera. Malaria transmis-
sion occurs during the blood feeding of the Anopheles mosquito, whereas toxoplasmosis is
mainly transmitted by the ingestion of raw meat or contaminated cat feces.

Autophagy is a physiological self-degradative pathway essential for the maintenance of the
metabolic balance in eukaryotes, leading to the turnover of cellular structures during both the
normal cell cycle and during conditions of stress, such as starvation [21,22]. This process
depends on double-membrane vesicles known as autophagosomes, which are responsible for
the engulfment of macromolecules and organelles and the recycling of their components
without an inflammatory response [23]. In eukaryotic cells, proteins known as Atgs contribute
to the formation of autophagosomes and their targeting to lysosomes [24]. The autophagic
machinery interfaces with many cellular pathways, such as that of the immune response and
the inflammatory process, and acts as an inductor or suppressor of these processes [25]. Some
molecules and organelles can undergo autophagy by specific proteins, such as in the selective
pathway known as xenophagy, which is also observed in the degradation of intracellular
pathogens [26,27]. The involvement of autophagy in this process has been demonstrated in the
interactions of different pathogens with the host cells [28-30]. In protozoan infections, the role
of autophagy has been debated in light of conflicting evidence presented in the literature,
which tends to vary with the experimental model. Some studies suggest that parasites evade
host cell defences using autophagy, while others suggest that the host uses autophagy to
eliminate the pathogen [31-35]. However, there is no doubt that the autophagic machinery
decisively influences the pathogenesis and virulence of protozoan infections; this machinery
may therefore represent a promising target for drug discovery [36]. The autophagic process
also occurs in the protozoa [37,38] and could occur in parallel to the host cell pathway, thus
increasing the complexity of the phenomena. In the following sub-sections, the biology of
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Trypanosomatidae and Apicomplexa protozoa will be reviewed in relation to the role of
autophagy during the infection of the host cells.

2. Trypanosomatids and autophagy

As previously mentioned, the transmission of neglected diseases caused by trypanosomatids
(sleeping sickness, Chagas disease and leishmaniasis) depends on an insect vector, and the
environmental change from one host to another is a drastic event for the protozoa. To complete
its life cycle, many metabolic and morphological changes must occur for the parasite to survive
in a new host [39-42]. In addition to the kinetoplast, other characteristic ultrastructural
structures are present in these parasites, including a single mitochondrion, unique flagella,
sub-pellicular microtubules, glycosomes, acidocalcisomes and reservosomes (the last one is
present exclusively in T. cruzi) [8]. In the context of the remodelling of sub-cellular structures,
autophagy is greatly involved in eukaryotic homeostasis (including in that of trypanosoma-
tids). However, the deregulation of this pathway, which is induced by conditions of stress,
also leads to the parasite’s death (Table 1). The sequencing of the complete genome of trypa-
nosomatids has enabled the identification of parasitic genes [43-45]. Blast analysis comparing
the trypanosome genome with yeast and mammalian genomes, with a particular emphasis on
genes encoding autophagic machinery, has indicated the presence of some ATG genes in
trypanosomatids [46,47]. However, the partial lack of a ubiquitin-like system, which is crucial
for autophagosome formation, and the absence of cytoplasm-to-vacuole-targeting pathway
orthologs suggest that these parasites have alternative autophagic features.

3. T. brucei

T. brucei is the etiological agent of sleeping sickness (or African trypanosomiasis) and is
transmitted by the infected tsetse fly (Glossina sp.). After a blood feeding, procyclic trypomas-
tigotes migrate from the insect midgut to the salivary gland where they undergo differentiation
to infective metacyclic forms. Subsequently, these metacyclic trypomastigotes are inoculated
into the mammalian host during the blood meal of the fly and differentiate into a proliferative
bloodstream slender form. Interestingly, atter a new differentiation, adapted short-stumpy
forms evade the host immune system and disseminate the infection to the whole body; these
forms are also able to cross the blood-brain barrier, which causes severe behavioural abnor-
malities, such as somnolence during daytime [48] (Figure 1). Unlike all other pathogenic
trypanosomatids, which have an intracellular life-stage, T. brucer remains in the bloodstream
of the mammalian host throughout the process of infection and, as such, is exposed to different
environmental conditions that can trigger autophagy.

3.1. Role of autophagy in T. brucei

The first report on this parasite and autophagy was published in the 1970s by Vickerman and
colleagues. These authors described the presence of myelin-like structures in different forms

3
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of the parasite observed by transmission electron microscopy [49, 50]. Many years later, it was
suggested that the autophagic pathway is involved in the turmover of glycosomes during
protozoan differentiation [51]. Glycosomes are peroxysome-like organelles that perform early
glycolytic steps and are also involved in lipid metabolism. It was demonstrated that glycosome
contents are altered depending on the form of the parasite, with many of these organelles being
close to glysosomes during the differentiation process. A similar phenomenon was observed
after nutrient deprivation of the parasite, reinforcing the fact that differentiation may cause
the degradation of glycosomes by pexcphagy.

Further genomic and bicinformatic analyses were performed that identified in T. brucei many
ATG orthologs to those of yeasts and mammals [47,52]. These genes are involved in different
steps of the autophagic pathway, such as induction (ATG24, PEX14, TORI and TOR2, VACS),
vesicle nucleation (ATG6, VPS15 and VPS534) and vesicle expansion and completion (ATG3,
ATG7, ATGY, two isoforms of ATG4 and ATGS). Two isoforms of Atg4 and two of Atg8 were
recently characterised structurally [53], and it was postulated that Atg8.2 is essential for
autophagosome formation and that Atg8 depletion is associated with delayed cell death [54].

It is thought that many drugs may trigger autophagy in African trypanosomes. Dihydroxya-
cetone (DHA), spermine (snake venom) and vasoactive intestinal peptide (VIP — a neuropep-
tide secreted by the immune system) induce the appearance of morphological features of
autophagy in T. brucer [55-58]. DHA is an interesting compound to be used in therapy for
sleeping sickness because its phosphorylation is DHA kinase-dependent, and DHA kinase is
present in mammals and other eukaryotes but not in trypanosomes. After DHA uptake, this
compound is neot eliminated, leading to typical morphological characteristics of autophagy
similar to those found in rapamycin treatment. In another report [59], the authors showed that
hydrogen peroxide can produce the appearance of autophagic profiles, suggesting that the
release of reactive oxygen species acts as a signal in the autophagic pathway in T. brucei, as it
does in other eukaryotic cells [60-62].

4. T. cruzi

T. cruzi is the causative agent of Chagas disease. It is mainly transmitted by triatomine bugs,
which are commonly known as “kissing bugs”. In the insect midgut, proliferative forms of the
parasite called epimastigotes differentiate to metacyclic trypomastigotes after migration to the
posterior intestine. During the blood meal, triatomines eliminate urine and teces with infective
trypomastigotes that then gain access to the vertebrate bloodstream. After internalisation in
the host cell, trypomastigotes remain in parasitophorous vacuoles (PV) that fuse with lyso-
somes, allowing an acidification of this compartment, which is an essential step towards
differentiation into proliferative amastigotes. In the cytosol, successive parasite cycles occur
until a new intracellular differentiation to trypomastigotes occurs; it is these forms that are
responsible for the infection and dissemination to other cells and tissues [8] (Figure 2).

104



Anexo

Autophagic Balance Between Mammals and Protozoa: A Molecular, Biochemical and Morphelogical Review... 5
http://dx doi.org/10.5772/54970

Procyclic trypomastigote

Agut

Epimastigote
Tsetse fly
Glossina sp Mammal
\Sa"\'a?'v Long slender trypomastigote

Short-stumpy trypomastigote

gland

Metacyclic try;c}si\g;te\

Figure 1. T. brucei life cycle.

[=2]
[\S)

[e)]
[F%)

Bloodstream trypomastigate

/\\ Trypomastigote
Amastigote I&

Midgut

Mammal Triatomine bug

Muscle cells
Paosterior
intestine
Trypomasligote \

Metacyclic trypomastigote

Epimastigote

2 Figure 2. T. cruzi life cycle.

3 4.1.Role of autophagy in T. cruzi

4 Ultrastructural evidence of autophagy in T. cruzi was observed after the treatment of epimas-
5  tigotes and bloodstream trypomastigotes with drugs; the appearance of myelin-like figures
6  was the most recurrent feature detected [63-67]. Recently, the synergistic combination of

amiodarone and posoconazole was able to trigger autophagy in replicative amastigotes [68].

105



Anexo

— —
= OO O~ WM =

— b
Wl

—
[s)]

B =
o W oo~

NN MNMN
kWM =

D
[=)]

WWWwWwMhNMNMN
WMN =0 WO~

34

35
36
37
38
39
40
41
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In this way, different classes of therapeutic agents are able to induce the formation of auto-
phagosomes, an event associated with parasite-related autophagic cell death, being the
interplay between other programmed cell death as apoptosis or necrosis not discarded [69].
Due to the limitations of cell models, previous studies of different parasite forms have
employed alternative techniques, such as monodansylcadaverine (MDC) staining and ATG
gene expression, to demonstrate autophagy in the parasite [66,67]. Unfortunately, T. cruzi
molecular machinery does not allow the use of double-stranded RNA to knock down target
RNAs [70]; in addition, the lack of recognition of protozoan proteins by anti-Atg commercial
antibodies hampers the evaluation of autophagy in this parasite. In spite of the advances in
molecular and cellular biology, transmission electron microscopy remains a gold standard for

autophagy analysis [71,72].

Aside from the description of autophagosomes in all T. cruzi life stages, description of the Atg
cascade involved in autophagosome formation is not complete. Almost all T. brucei ATG genes
have ortholog genes in T. cruzi [37,47]. In this parasite, two isoforms of Atg8 were described,
with only Atg8.1 localised in autophagosomes as expected. These data suggest that there is
only partially shared autophagic machinery, as is observed in human Atg8 orthologs [37]. In
another study [37], the authors described the participation of T. cruzi Atg4 and Atg8 isoforms
under conditions of nutritional stress and in the ditferentiation process from epimastigotes to
metacyclic trypomastigotes, a process known as metacyclogenesis. The authors observed a
remarkable expression of Atg8.1 by immunofluorescence microscopy, which was suggestive
of intense autophagy in differentiating epimastigotes. Moreover, Atg8 co-localised with
reservosomes, which are pre-lysosomal compartments related to energy supply that are
present only in epimastigotes [73,74]. The reservosomal content consumed during metacyclo-
genesis and the presence of Atg8 in this organelle strongly suggest that there is crosstalk
between autophagy and reservosomes [75,76]. Transmission electron microscopy studies have
produced images from endoplasmic reticulum profiles surrounding reservosomes that
indicate the possible origin of preautophagosomal structures [66]. It is well known that PI3K
inhibitors, such as 3-methyladenine and wortmannin, prevent autophagy in different experi-
mental models [54,66]; however, these data are controversial due to a previous report dem-
onstrating that treatment with kinase inhibitors staurosporine, genistein, 3-methyladenine and
wortmannin led to the formation of autophagosomes [77]. The data indicate the necessity of
careful use of PI3K inhibitors to block autophagy and the urgent need for the development of
new specific autophagic inhibitors [78].

4.2. Host cell autophagy and T. cruzi infection

Though thought to be essential for parasite success, lysosomal fusion could be involved in
autophagy during host cell interaction and might contribute to the process of degradation and
elimination of T. cruzi. In 2009, the role of autophagy in parasite entry and co-localisation with
the PV was described, resulting in increased infection of Chinese hamster ovary cells; this
observation was subsequently confirmed in macrophage and heart cell lineages [34,79].
Starvation conditions and the addition of rapamycdin led to an increase in the scale of the
infection; this increase was partially reversed by 3-methyladenine, wortmannin and vinblas-
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tine, suggesting that autophagy favours the parasite during T. cruzi-host cell interactions.
However, other groups demonstrated that classical autophagic stimuli (nutritional stress and
rapamycin) did not produce an increase in parasite proliferation or even in the number of
infected cells [33]. Recently, studies have emphasised role of autophagy in the control of T.
cruzi infection using different cells and parasite strains (Figure 3) [80,81]. Once more, the
conflicting data presented in the literature need to be further debated in light of the complexity
of the protozoal strains and host cell models employed.

5. Leishmania species

The other medically important trypanosomatids are Leishmania species. Leishmaniasis is
transmitted to mammals by sandflies, mainly of the Phlebotornus and Lufzomia genuses.
Amastigotes differentiate into replicative procyclic promastigotes in the digestive tract of these
sandflies, proliferate in the Phlebotominae gut, and then migrate to the proboscis where a new
differentiation occurs to metacyclic promastigotes, the infective forms of the parasite. During
the sandtlies” blood meals, metacyclic promastigotes are inoculated into mammalian tissue
and are phagocytised by macrophages. Inside the host cells, promastigotes differentiate into
amastigotes that replicate and are responsible for cell lysis and dissemination in the organism
(Figure 4). Currently, more than 20 species of Leishmania are known, each causing different
clinical manifestations of the disease, including cutaneous leishmaniasis and visceral leish-
maniasis (or Kala-azar). The pathogenicity depends on the Leishmania species and the host's
immune response [8].

5.1. Role of autophagy in Leishmania sp.

Many groups have investigated autophagy cell death induced by drugs or antimicrobial
peptides in various Leishmania species using electron microscopy and MDC staining [82-89].
Bioinformatics analysis has been a crucial checkpoint in the characterisation of ATG and TOR
pathways in trypanosomatids [38,47,90]. In 2006, the role of autophagy in the differentiation
process of L. major and L. Mexicana was first evaluated [38,90]. The authors developed L.
major VP54, a mutant that could not complete the differentiation to the infective forms due to
interference in autophagosome formation during conditions of starvation. The increasein Atg8
expression in differentiating forms supports the hypothesis that autophagy plays a pivotal role
in metacyclogenesis [38,91]. In L. mexicana, the lack of cysteine peptidases CPA and CPB
impairs autophagosomes formation and parasite differentiation; this finding is corroborated
by the results of wortmaninn treatment and ATG deletion [90].

Recently, a subunit of protein kinase A in L. donovani that interferes with autophagy and
protozoa differentiation was identified [92]. As observed in other trypanosomatids, the
presence of Atg8-like proteins and their association with Atg4 in Leishmania species indicates
that these proteins play a role in vesicle expansion [93]. Interestingly, the Atg5-Atgl2 complex
involved in autophagosome elongation was not previously detected [47], but recent studies
have demonstrated its existence. It has also been shown that Atg5 deletion severally affects

7
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Figure 3. Autophagy in T.cruzi-host cell interaction. Romano et al [34] showed the co-localization of parasite vacuole
with Atg proteins in the beginning of infection (1). Moreover, the replication of amastigotes is the same with or with-
out autophagy induction (2) [33,34]. Rapamycin and starvation control infection reducing the number of amastigotes
per cell (3) [80,81].

parasite homeostasis, producing a phenotype characterised by mitochondrial disruption,
phospolipid accumulation and abnormal promastigote morphology [93,94]. Table 1 summa-
rises the autophagic events in the three pathogenic trypanosomatids described in this chapter.

5.2. Host cell autophagy and L. amazonensis infection

The connection between the endosomal/lysosomal pathway and the PV results in macromo-
lecules being taken up by the parasite, as demonstrated in T. cruzi infection [96]. In this context,
a notable increase in the proliferation of L. amazonensis amastigotes was observed after
autophagic induction by nutritional deprivation, rapamycin treatment or interferon-gamma.
This mechanism was partially reversed by the autophagic inhibitors wortmaninn or 3-
methyladenine, which significantly reduced amastigote replication (Figure 5) [33]. However,

108



Anexo

[8)]
g8 ]

o)}
BN = w

o

~N ®

2 0O W 0o

12
13
14
15

,]p

17

1 =1

19

20
21

Autophagic Balance Between Mammals and Protozoa: A Molecular, Biochemical and Morphological Review...
http://dx.doi.org/10.5772/54970

Metacyclic promastigote

Pmly “"\

Procycllc promastigote

Metacyclic promastigote

.-\_,\

Amastigote
Sandfly # Mammal

Amastigotes

9

Midgut

Figure 4. Leishmania sp. life cycle.

a recent report presented no correlation between the increase in LC3 expression and height-
ened L. amazonensis infection after treatment with autophagy inducers and inhibitors. In
addition, macrophage autophagy was observed in inflammatory infiltrates of L. amazonensis-
infected mice [97] and in natural human L. donovani infection [98].

6. Apicomplexa and autophagy

The phylum Apicomplexa comprises one of the most medically relevant groups of protists,
which cause serious health and economic problems. Among these parasites, Toxoplasma gondii
and Plasmodium species are well-known apicomplexans; it is estimated that malaria caused by
P. falciparum kills over a million people annually. Another widespread disease is toxoplasmo-
sis, which is caused by the apicomplexan parasite T. gondii; the severity of disease caused by
this organism is directly related to patients’ immunosuppression and is characterised by
congenital transmission. In this context, knowledge of the detailed mechanisms involved in
parasite infection and survival, including the role of autophagy, could contribute important
information to the development of novel strategies for controlling Apicomplexa infections.
Autophagy is an evolutionarily conserved pathway found in all eukaryotes, from unicellular
organisms to metazoans; orthologs for approximately 30% of autophagy-related genes have
been detected in apicomplexan sequenced genomes [99].

Among the key molecules involved in early autophagy steps, Atgl/ULK complex, Atg8 and
Atg9 play crucial roles in cargo selectivity and in autophagosome formation [100,101]. Unlike
other cell models, in Apicomplexa protozoa, the Atg8 C-terminal appears to not undergo
processing before its association with phosphatidylethanolamine (PE) in the membrane of

9
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Parasite Life-stage Phenotype Stimuli References
bloodstream . DHA, neuropeptides,
] autophagic cell death ) _ [55,58, 59]
trypomastigotes rapamycin, starvation
autophagic cell death spermine (snake venom) [57]
) Autophagy-induced
T brucei ) ) P gyl . rapamycin, starvation [54,56]
procyclic differentiation
trypomastigotes |, coided protein response
in endoplasmic reticulum DTT [95]
associate with autophagy
SBls; LPAs and cetoconazole;
i _ naphthoquinones;
epimastigotes, . o [63-65,67,
] autophagic cell death  naphthoimidazoles; MBHA;
trypomastigotes 6871.72]
T cruzi posoconazole and
amiocdarone
metacyclic Autophagy-induced starvation; differentiation (371
trypomastigotes differentiation medium
i promastigotes, . amiodarone; elatol; lipophilic
L amazonensis ) autophagic cell death S [83,86,89]
amastigotes diamine
L chagasi promastigotes autophagic cell death yangambin [a87]
] ] . antimicrobial peptides;
L. donovani promastigotes autophagic cell death ) [82,88]
cryptolepine
romastigotes,
P ) ° autophagic cell death cathepsin inhibitors [85]
amastigotes
L. major
metacyclic autophagy induces differentiation medium; (38.91]
promastigotes differentiation starvation '
_ metacyclic autophagy induces differentiation medium;
L. donovani [90]

promastigotes

differentiation

starvation

42 DHA: Dihydroxyacetone; DTT: dithiothretiol; SBls: sterol biosynthesis inhibitors; LPAs: lysophospholipid analogues;

43 MBHA: Morita—Baylis—Hillman adduct.

A4 Table1. Summary of autophagic events in trypanosomatids
1 autophagosomes, suggesting a different regulation of this Atg protein in these organisms than
2 inmammals and fungi [102]. Using a technique to detect lipidated Atg8 in Plasmodium species,
3 only a single band corresponding to ATG8 was observed, suggesting that this parasite’s Atg8
4 exists predominantly in the PE-conjugated form [22].
5  Two important kinases have opposing roles in the autophagic process: TOR (target of rapa-
6  mycin) and class [II phosphatidylinositol3-kinase (PI3K) [78,103]. In well-established auto-
7 phagic models, TOR and class IIl PI3K represent negative and positive regulators, respectively,
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Figure 5. Autophagy in L. amazonensis-host cell interaction. When autophagy is induced, more amastigotes replicate
and PV is smaller than in basal autophagic cells. Also, more lipid bodies are present, increasing infection and signaling
to replication [33,97].

that act through complexes with regulatory subunits orchestrated by signalling cascades.
Analysis of the T. gondii genome revealed the presence of TOR and PI3K but not of other
proteins crucial to the formation of these complexes [99]. Curiously, no genes for TOR complex
machinery were found in the Plasmodium genome. Thus, it is possible that these unicellular
eukaryotes have specific unknown proteins for several steps of the autophagic pathway
instead of an absence of key proteins [22,104].

7. T. gondii

T. gondiiis an obligate intracellular parasite with a complex life cycle involving one definitive
feline host where the sexual phase occurs and intermediate hosts, such as birds, other mammals
and man [105]. The main transmission routes to humans are the following: (i) the ingestion of
raw meat containing tissue cysts (essentially bradyzoites forms); (ii) the ingestion of water and
food contaminated with feline feces residue containing oocysts; and (iii) transplacentary
pathway of tachyzoites [106]. After oral ingestion, tissue cysts or oocysts rupture, liberating

1
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the slow-replicating forms known as bradyzoites and sporozoites, respectively, which then
invade intestinal epithelial cells. In the intracellular environment, the parasites differentiate
into the fast-replicating tachyzoites that proliferate inside the host cell PV. The sustained
infection depends on the modification of the PV membrane by the insertion of T. gondii secreted
proteins, which prevent the fusion to lysosomes and, consequently, the elimination of the
parasite (Figure 6) [20,107].

In healthy adults, T. gondii cysts are established in the host cells mainly in the eyes, brain and
muscles during the chronic phase of toxoplasmosis [108]; however, in immunocompromised
patients, such as HIV-positive patients, or in congenital toxoplasmosis, the disease becomes
much more severe, and its complications could lead to death [20,109,110]. Despite the high
percentage of people infected, the available therapy for toxoplasmosis is effective only in the
tachyzoite stage and presents limited efficacy against the tissue cyst, which is the latent form
of the parasite [111]. In this context, many efforts are necessary to develop new drugs to treat
T. gondii infection [17].

7.1. Role of autophagy in T. gondii infection

Only afew studies on the T. gondii autophagic pathway have been performed, and these studies
suggest opposing roles of autophagy in the parasite infection [102,112]. The presence of TgAtg8
in autophagic vesicles was observed in tachyzoites during their intracellular replication;
similarly, severe parasite growth arrest due to TgAtg3 knockdown and recent identifications
of the presence of TgAtgl and TgAtgd in the parasite suggest a role for autophagy in T.
gondil homeostasis, although long-term exposure to autophagic stimuli was found to be

harmtul to the parasite (Figure 7) [112; 113].

Tachyzoites divide by a process called endodyogeny, whereby two daughter cells are
developed inside a mother cell and leave residual material at the end of division. During
this process, autophagy might be involved in recycling the mother cell organelles, such as
micronemes and rhoptries, which are synthesised de novo in the daughter cells; however
the accumulation of organelles after endodyogeny has not been observed in TgATG3
knockout organisms, making other experiments necessary to confirm this hypothesis [113].
One important phenotype detected in autophagic mutants is the loss of mitochondrial
integrity [102,112]. Mitophagy, which is the autophagy of mitochondria, regulates the
mitochondrial number to match metabolic demand; this process represents a quality control
that is necessary for the removal of damaged organelles [114]. Autophagic stimuli are able
to direct the mitochondrial network of tachyzoites towards their autophagic pathway, but
the molecular machinery involved in selective targeting of the organelle remains unclear
[102,112]. Nutrient deprivation has been shown to be a classic stimulus for the autopha-
gic pathway activation in a large variety of organisms [37,115]. In T. gondi tachyzoites,
starvation induces autophagy in extracellular and intracellular parasites [102,112]. Further-
more, autophagosomes were observed in parasites after a long extracellular nutritional
restriction, suggesting that autophagy can act as a mechanism of resistance to starvation
for nutrient recycling until the infection of a new host cell [102].
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T. gondiilife cycle

Congenital toxoplasmosis

/—”\ Acute phase
@\ﬁﬂz (13)

Fetus @w (’f?@ Dy ﬁ

tachyzoite

Small intestine
epithelial cells

Chronic phase

w0y
e — (11)

-
Raw or undercooked
meat with tissue cysts

Unsporulated oocyst Freices

Intermediate host (asexual cycle) Definitive host (sexual cycle)

Figure 6. T gondii life cycle. (1) Definitive host infection; (2) Cyst disruption and intestinal epithelial cell infection; (3}
Formation of merozoites; (4,5) Start of sexual phase with the formation of macrogametes and flagellate microga-
metes from merozoites; () Fusion of microgamete and macrogamete; (7) Oocyst release to the environment in the
faeces; (8) The unsporulated oocysts become infective and contaminate the environment [116-118]; (9) The sporulat-
ed oocysts can cause infection of animals via consumption of contaminated food and water. (10,11) Human infection
occurs by the ingestion of raw or undercooked meat of infected animals containing T. gondi cysts; (12) T. gondii ta-
chyzoite multiplication in the intermediate host; (13) Tachyzoite-bradyzoite differentiation and formation of tissue
cysts; (14) Transplacentary transmission of tachyzoites.

The data presented here demonstrate possible functions of T. gondii autophagy in parasite
homeostasis. However, it has been proposed that, when strongly induced, the autophagic
pathway represents a self-destructive mechanism leading to protozoal death. The molecular
pathway of autophagic cell death is still unknown, and it is debated whether the pathway is
a type of programmed cell death or a survival response to death stimuli [119]. Intracellular
starved tachyzoites showed systematic mitochondrial fragmentation and a defect in host cell
internalisation. As T. gondii is an obligate intracellular protozoa, the loss of invasion capacity
leads to parasite death. The impairment in infective ability was related to the loss of mito-
chondrial integrity because organelles from apical complexes, such as rhoptries and micro-
nemes, which are usually assodated with the invasion process, are intact in these parasites
[112]. Interestingly, these authors also demonstrated that autophagic inhibitor 3-methylade-
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nine prevented mitochondrial fragmentation, suggesting autophagic involvement in T.
gondii death.

While nutritional stress has been extensively used as a model for autophagy, this condition is
not easily encountered in the host cells and tissues in vivo. However, parasites could be exposed
to nutritional restriction in the extracellular environment. The viability of tachyzoites kept in
an axenic medium for periods of up to 12 hours drastically decreases, but a significant number
of parasites nevertheless differentiate into bradyzoites [120]. Indeed, these observations raise
the hypothesis that autophagy could be an adaptive mechanism of T. gondii to survive for short
periods in starvation conditions, allowing the parasite to recover when favourable conditions
occur or even to differentiate into a cystic form. Another interesting point for discussion is the
correlation between mitochondrial fragmentation in intracellular tachyzoites and the deple-
tion of amino acids in the culture medium [112]. Activated macrophages infected with the
parasite showed low availability of the essential amino acid tryptophan, a condition that
directly contributes to the protozoa’s death in these cells [121,122]. In this context, TOR kinase
is a vital component of the amino acid sensing mechanism in eukaryotic cells, as suggested by

114



Anexo

Autophagic Balance Between Mammals and Protozoa: A Molecular, Biochemical and Morphological Review...
http://dx.doi.org/10.5772/54970

the detection of TgTOR by bioinformatic approaches and the evaluation of the activity of the
classical TOR inhibitor rapamycin. This inhibitor triggered mitochondrial fragmentation of
intracellular tachyzoites in starved parasites, and this phenotype was reversed by adding 3-
methyladenine [112].

7.2. Host cell autophagy and T. gondii infection

As previously mentioned, T. gondii can infect any nucleated cell, but the parasite tropism
principally involves nervous and muscular cells where the establishment of cystic forms is
observed in chronic toxoplasmosis [111,123]. Aswas observed for T. cruzi-host cellinteractions,
controversial data on the importance of autophagy during T. gondii infection have been
described in the literature; indeed, it has been suggested that autophagy can either control or
facilitate parasite internalisation and proliferation [32,35,124-128]. Despite the relevance of
muscular and nervous cells for the establishment of infection and for the course of the disease,
very little has been reported on the role of autophagy in the progression of infection. As we
will discuss in the next paragraphs, previous studies on the connection between the autophagic
pathway and T. gondii infection were performed in macrophages, which are cells that play an
important role in the immune response against this parasite [129].

Previous reports have shown that cellular immunity mediated by CD40 stimulation redirects
the T. gondii to a lysosomal compartment via the autophagic route, resulting in the antimicro-
bial activity of the macrophage in vitro and in vivo [124,125]. In vive, parasite elimination was
dependent on GTPase p-47, IFN-y, IGIP, and PI3K and culminated in the rupture of the
parasite’s membrane [125] (Figure 8). Additionally, the relationship between autophagy and
the fusion of lysosomes with the T. gondii PV seems to be dependent on the synergy between
TRAF6 signalling downstream of CD40 and TNF-a [126]. However, the IFN-y/p47 GTPase-
dependent elimination of the parasite by macrophages is independent of CD40/TNF signalling
in vitro, demonstrating the primary role of IFN-y in immunity against T. gondii in mice [127].
As observed in astrocytes, autophagy is activated to eliminate intracellular parasite debris and
thus prevent the host cell death. Investigations in macrophages also indicated that the CD40-
p21-Beclin 1 pathway is a CD40-dependent immunity route to mediating in vive protection
[128]. Similarly, Atg5 is required for damage to the PV membrane and removal of the parasite
in primary macrophages stimulated by IFN-y, despite the fact that no autophagosomes
involving T. gondi have been detected. Atg5 also appeared crucial for in vivo p4d7 GTPase [IGP1
recruitment to the vacuole membrane induced by IFN-y, suggesting an additional autophagy-
independentrole for Atg5 in the GTPase trafficking process [32]. In T. gondii infected astrocytes,
the participation of autophagy has been shown to be indirect. The IFN-y-stimulation of
astrocytes infected with tachyzoites triggers the recruitment of p47 GTTPases to the PV and
usually leads to rupture of the vacuole and parasite membrane. In this case, autophagy acts
by removing protozoal debris that accumulates in the cytoplasm and causes cell injury.
Additionally, autophagy assists in antigen presentation through MHC class II in astrocytes,

allowing an intracerebral immune response to parasite [130].

So far, little has been described regarding the involvement of autophagy in the interaction of
T. gondii with nonprofessional phagocytes. In primary fibroblasts or Hela cells, infection with
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tachyzoites induced LC3 conjugation to PE, accumulation of LC3-containing vesicles close to
the PV and an overexpression of beclin-1 and phosphatidylinositol-3-phosphate in the host
cells in the mTOR-independent pathway. The infection of Atg5-deficient fibroblasts was
reduced in physiological concentrations of amino acids, reinforcing the host cell autophagic
role in the recovery of nutrients by the parasite. Because the classical function of autophagy
involves recycling of various cellular components and because T. gondii depends on the uptake

of many nutrients from the host cell, it has been proposed that the parasite may take advantage
of the mammalian autophagic machinery to achieve successful infection [35]. Table 2 shows
the host autophagic roles during T. gondii infection.
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1 Figure 8. Autophagic role in T. gondli interaction with professional phagocytic cells. (a) INF-Y recruits P47GTPases to
2 the PV membrane and induce nitric oxide production which limits the parasite replication. (b) CD40L activates Atg5
3 and recruits the autophagic machinery to the PV membrane. (c) PV and parasite membrane degradation by
4 P47GTPase and Atg5. (d) Elimination of T. gondlii debris by autophagolysosomal fusion and possible contribution of
5  this process in antigen presentation through class Il MHC.
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Host cell Induction Phenotype Reference

Peritoneal Macrophages  CD40 stimulation and  accumulation of LC3 around PV and low parasite [124]
and RAW264.7 lineage rapamycin load

. . ) autophagy- dependent elimination of
Peritoneal macrophages INF-y stimulation ) i . [125]
intracellular parasite debris

Peritoneal macrophages INF-y stimulation Atg5-dependent PV membrane disruption [32]
bone marrow CDA40-p21-Beclin 1 stimulation of autophagy for protection against [128]
Macrophages pathway T. gondii

T. gondii debris removal by autophagy after

astrocytes INF-y stimulation vacuole and parasite membrane rupture by p47 [130]
GTPases
i ) Induction of LC3 conjugation to PE, accumulation
primary fibroblasts and - . ] o .
bl 0 T. gondii infection of vesicles containing LC3 close to PV, beclin-1 [35]
ela cells

and PI3K inside the cell

Table 2. Autophagy in T. gondii-host cell interactions

8. Plasmodium sp.

Plasmodium species are causative agents of malaria, the illness with the highest morbidity rate
among human parasitic diseases. Currently, 5 species of Plasmodium sp. (P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. ovale and P. knowlesi) can infect humans, and lethality is associated with
P. falciparum [131-133]. Sporozoites are transmitted by Anopheles sp. mosquitoes (definitive
hosts) to the mammals (intermediate hosts), where they migrate primarily to the liver. After
internalisation in hepatocytes, the parasites convert from elongated sporozoites (invasion
competent and motile) to round proliferative trophozoites (metabolically active), which start
the asexual reproduction process known as schizogony. At the end of the reproductive process,
the daughter cells (merozoites) initiate maturation for erythrocyte invasion. When the
merozoites become mature, they are enclosed in a membrane (the merosome) and released
from hepatocytes to invade red blood cells, causing clinical symptoms of malaria (Figure 9).
[135-137].

8.1. Role of autophagy in Plasmodium sp. infection

Recent publications have suggested that autophagy is involved in the differentiation of
sporozoites to merosomes in hepatocytes [137,138]. The sporozoite-to-trophozoite differentia-
tion is accompanied by the elimination of organelles unnecessary for schizogony and the
production of merozoites in liver cells [137]. For example, micronemes and rhoptries are
compartmentalised in the cytoplasm of sporozoites and sequestered in double-membrane
structures resembling autophagosomes. In axenic conditions, the treatment of parasites with
3-methyladenine resulted in significant delay of the sporozoite differentiation process [139].
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38 midgut wall of the mosquito where they develop into cocysts. (18,19) Oocysts rupture and release sporozoites. (20)
39 Sporozoites migrate to the mosquito's salivary glands. (21) Mosquito inoculates sporozoites into 2 new human, per-
40 petuating the parasite cycle.

After sporozoite differentiation, Atg8 is present in autophagosomes during the replication
phase, suggesting an additional independent role for this protein in autophagy [137, 138,140].

The involvement of autophagy in Plasmodium-infected red blood cells has been poorly studied.
One study demeonstrated that erythrocytes infected with P. falciparum trophozoites and
maintained in supplemented culture medium expressed Atg8in the parasite cytosol. However,
when these infected cells are submitted to restriction of glucose and amino acids, an increase
in the number of autophagosomes labelled by Atg8 was observed, and these vesicles were
found close to red blood cell membranes. Once erythrocytes no longer have organelles in the
cytoplasm, the potential targets of autophagosomes in this cell model are debated. One
hypothesis suggested that these autophagosomes target haemoglobin and bleod nutrients to
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favour nutrient uptake by the parasite (Gaviria and colleagues, unpublished results). Surpris-
ingly, no TOR ortholog was found in the P. falciparum genome (Sinai & Roepe, unpublished
results), suggesting that under normal growth conditions, P. falciparum autophagy is config-
ured as a survival process that is constitutively regulated by the acquisition of nutrients,
although this route is unusual. Table 3 summarises the published reports on autophagic
features in apicomplexans.

Littleis known about the involvement of autophagy in the Plasmodium sp.-host cellinteractions.
So far, Plasmodium ATGS knock-out resulted in a lethal phenotype, indicating that this gene is
essential for the mammalian life-stage of the parasite [22]. However, there have been no studies

on the importance of the host cell autophagic machinery during the infection.

Parasite Localisation Induction Phenotype Reference
extracellular Amino acid starvation Basal: maintenance of life [102]
Amino acid starvation and mitochondrial
T. gondii rapamycin fragmentation
intracellular [111]
Glucose and/or pyruvate Arrested mitochondrial
starvation fragmentation
) . sporozoite to trophozoite recycling of secretory
Plasmodium sp. intracellular o ) [136]
conversion in the liver organelles

Table 3. Autophagy in Apicomplexan parasites

9. Conclusion

The present chapter addresses the positive and negative regulations of the autophagic process
of infected mammalian cells and the possible effects of these regulations on the in vitro and in
vivo modulation of this process. This review also describes the autophagy pathway in patho-
genic trypanosomatids and apicomplexans responsible for some of the most relevant neglected
illnesses worldwide. The pivotal role of autophagy in pathogenicity and virulence was
demonstrated in T. cruzi, T. brucei, Leishmania sp., T. gondii and Plasmodium sp., which
suggests that autophagic machinery is a possible target for anti-parasitic intervention.
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