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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Xénia Macedo Souto

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatorio, agente
causador da toxoplasmose, uma das zoonoses mais difundidas no mundo, podendo
ser transmitido por via transplacentaria, fecal-oral ou por carnivorismo. Durante a
resposta imune do hospedeiro, ocorre a formacao de cistos teciduais, possibilitando
assim a manutencado do parasito no interior da célula hospedeira, sem ocorréncia da
fusdo fagolisossomal. A autofagia, processo de degradacdo de componentes
celulares, é crucial para a homeostase celular. Recentemente, vem sendo proposta
a participacdo da via autofagica na interacdo de diferentes patégenos, como o T.
gondii, com suas células hospedeiras. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o papel da via autofagica na interacdo de T. gondii com macrofagos e células
musculares esqueléticas (CME e C2C12), células envolvidas na infec¢do natural in
vivo. A autofagia nas células hospedeiras foi avaliada na presenca ou na auséncia
de indutores autofagicos (rapamicina ou estresse nutricional), durante a infeccéo
pelo T. gondii. Ambos os estimulos foram capazes de inibir a infeccdo e a
proliferacdo intracelular do parasito nos diferentes tipos celulares. Foi observado
ainda que a infeccdo na presenca ou na auséncia de estimulo induziu a autofagia
em macréfagos e CME, indicando que este processo possa regular naturalmente a
manutencao intracelular do parasito, auxiliando-o, por exemplo, na captacdo de
nutrientes da célula hospedeira. Adicionalmente, os aspectos morfologicos das
culturas de macréfagos e CME infectadas tratadas com rapamicina ou submetidas a
estresse nutricional sugerem a eliminacdo do T. gondii por mecanismos que
envolvem tanto a autofagia da célula hospedeira quanto a do parasito. Dessa forma,
os resultados do presente trabalho sugerem a inducdo da autofagia da célula
hospedeira como um mecanismo regulador importante durante a infeccao,
representando, no entanto, a sua exacerbacdo, uma via de eliminacdo desse
parasito. Além disso, 0s nossos resultados encorajam a utilizacdo da rapamicina
como modelo para o estudo da autofagia in vivo durante a infec¢cdo aguda pelo T.
gondii.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Xénia Macedo Souto

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite, the causative agent
of toxoplasmosis, one of the most widespread zoonoses in the world and can be
transmitted by transplacental, fecal-oral or carnivorism routes. During the host
immune response, there is the formation of tissue cysts, thus enabling the
maintenance of parasite within the host cell without occurrence of phagolysosomal
fusion. Autophagy, the degradation process of cellular components, is critical for
cellular homeostasis. Recently, the autophagy has been proposed to participate
during the interaction between different pathogens, such as T. gondii, with their host
cell. Thus, the present study aimed to evaluate the role of the autophagic pathway in
the interaction of T. gondii with macrophages and skeletal muscle cells (C2C12 and
CME), cells involved in natural infection in vivo. Host cells autophagy was assessed
in the presence or absence of autophagic inductors (rapamycin or nutritional stress)
during the infection with T. gondii. Both stimuli were able to inhibit infection and
proliferation of the intracellular parasite in different cell types. It was also observed
that the infection in the presence or absence of stimulation induced autophagy in
macrophages and CME, indicating that this process may naturally regulate the
maintenance of intracellular parasites, assisting him, for example, in the nutrients
uptake from the host cell. Additionally, the morphological aspects of cultures of
infected macrophages and CME treated with rapamycin or subjected to nutritional
stress suggest the elimination of T. gondii by mechanisms involving both, host cell
and parasite autophagy. Thus, the present results suggest the induction of host cell
autophagy as an important regulatory mechanism during the infection, however its
exacerbation can represent one route of parasite elimination. Furthermore, our
results encourage the use of rapamycin as a model for in vivo autophagic studies
during acute infection of T. gondii.

viii



LISTA DE ABREVIATURAS
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immunodeficiency syndrome”

HIV - Virus da imunodeficiéncia humana, do inglés “Human immunodeficiency virus”
DNA - Acido desoxirribonucleico, do inglés “Deoxyribonucleic acid”

LC3 - Proteina associada ao microtibulo 1 de cadeia pesada 3, do inglés
“microtubule-associated protein 1 light chain 3”

MTOR - Alvo da rapamicina em mamiferos, do inglés “Mammalian target of
rapamycin”

ULK1 - Serina/treonina proteina quinase 1, do inglés “Serine/threonine-protein
kinase”

PI3K - Fosfatidilinositol 3-quinase, do inglés “Phosphatidylinositide 3-kinases”
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associated membrane protein”
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CD - Grupo de diferenciagao, do inglés “ Cluster of Differentiation”

IGTP - Guanosina trifosfatase induzida, do inglés “Inducibly expressed guanosine
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TNF - Fator de necrose tumoral, do inglés “Tumor necrosis factors”

CME - Células musculares esqueléticas

PBS — Salina tamponada com fosfato, do inglés “Phosphate buffered saline”

DMEM - Meio Eagle Modificado por Dulbecco, do inglés “Dulbecco's Modified Eagle”
Medium

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético, do inglés “Ethylenediamine tetraacetic
acid”

SFB - Soro fetal bovino



MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio, do inglés “3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide”
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Introducdo

1.1 Toxoplasmose

A toxoplasmose € uma zoonose de ocorréncia mundial muito frequente em
varias espécies de mamiferos e aves, inclusive o ser humano, causada pelo
protozodario parasito intracelular obrigatorio, Toxoplasma gondii. O T. gondii
apresenta-se em trés estagios infectantes que determinam diferentes formas de
transmissdo desta doencga: os taquizoitos (do grego “tachos” = rapidez) de diviséo
rapida, os bradizoitos (do grego “bradi” = lento) de divisdo lenta, constituindo os
cistos teciduais e 0s esporozoitos, um estagio ambiental do parasito residente no
interior de oocistos (Dubey et al., 1998).

A toxoplasmose pode ser caracterizada basicamente em duas fases: aguda e
cronica. Na fase aguda, predominam taquizoitos, responsaveis pela infeccdo de um
grande numero de células e pela expansdo da infeccdo devida a sua rapida
multiplicacdo acarretando a lise da célula hospedeira e a reinfeccdo de novas
células. Nesta fase, as manifestacfes clinicas da doenca dependem da imunidade
do paciente. Individuos imunocompetentes raramente apresentam sintomatologia.
Entretanto, pacientes imunocomprometidos e criancas com a forma congénita da
toxoplasmose desenvolvem formas graves da doenca (Luft et al., 1984). Por outro
lado, a fase crénica é caracterizada pela formacdo de cistos teciduais do T. gondii
resultantes da conversdo de taquizoitos para bradizoitos em decorréncia de uma
resposta imune eficaz contra o parasito. Esses cistos se alojam principalmente no
cérebro, na retina e nos musculos cardiaco e esquelético, podendo permanecer em
estagio latente por anos, sendo que em situacdes de imunossupressao pode ocorrer
a reativacdo da doenca (reagudizacdo) (Dubey et al., 1998).

Historicamente, o T. gondii foi descrito simultaneamente em 1908, por Charles
Nicolle na Tunisia (Africa) ao analisar tecidos de um roedor (Ctenodactylus gundi), e
por Splendore ao analisar tecidos de coelhos no Brasil (Nicolle & Manceaux, 1909;
Dubey, 2008). Em 1923, foram relatadas as primeiras implicacdes deste protozoario
em infeccbes humanas com a ocorréncia de cistos oculares em um bebé com
hidrocefalia e cegueira (Janku, 1923). Quatro anos mais tarde, foi descrita a
presenca do parasito em cortes histologicos de cérebro, de musculaturas cardiaca e
esquelética durante a necropsia de um recém-nascido (Torres, 1927), sugerindo a
existéncia da transmissédo congénita, hipétese comprovada em 1937 (Wolf & Cowen,
1937). Alguns anos depois, casos de toxoplasmose aguda em adultos também
foram descritos (Pinkerton & Weinman, 1940; Pinkerton & Henderson, 1941).
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Estudos pioneiros a respeito da protecdo contra o T. gondii realizados por
Sabin e colaboradores na década de 40 ja relatavam a complexidade da resposta
imune tanto inata quanto especifica. Anticorpos humorais foram descritos como
sendo capazes de eliminar taquizoitos extracelulares, mas néo intracelulares (Sabin
& Olitsky, 1937; Sabin & Feldman, 1948). A partir da década de 60, varios trabalhos
mostraram que a defesa do hospedeiro contra o parasito é mediada pelas células
linféides do sistema imune (Frenkel, 1973; Gazzinelli et al. 1991). O sequenciamento
do genoma do T. gondii (Kan et al., 2005) aliado aos estudos do seu proteoma, tém
estimulado a busca por novos antigenos do parasito tanto para o diagndstico quanto
para a protecdo especifica (Che et al., 2011, Fritz et al., 2012). No entanto, até hoje
ndo se sabe por que alguns individuos desenvolvem a toxoplasmose clinica

enguanto outros permanecem assintomaticos.

1.1.1. Transmissao

Dentre as vias de transmissdo da toxoplasmose, destacam-se as vias oral,
zoondtica e congénita, sendo a infeccdo transfusional e casos de transplante de
orgdos menos recorrentes (Tenter et al., 2000; Jones & Dubey, 2012; Robert-
Gangneux & Dardé, 2012). A transmissdo por alimentos ocorre, principalmente, pela
ingestdo de carne crua ou mal passada, proveniente de animais como porco,
cordeiro, veado, além de aves, contaminada com cistos do T. gondii. O consumo de
legumes e frutas ndo lavados também pode constituir fonte de transmissdo do
parasito devido a possibilidade de contato destes alimentos com &gua e solo
contaminados com oocistos (Robert-Gangneux & Dardé, 2012). Atualmente é
estimado que 50% dos novos casos nos Estados Unidos sejam por transmissao
alimentar (Scallan et al., 2011; Bayarri et al., 2012).

Por outro lado, o gato apresenta um importante papel na transmisséo
zoonotica (do animal para o homem) da toxoplasmose. Hospedeiros definitivos do T.
gondii, os felideos podem eliminar milhdes de oocistos em suas fezes até trés
semanas apos sua infeccéo. Estes contaminam o ambiente (dgua, solo e alimentos)
e outros animais como roedores e passaros que se integram a cadeia alimentar e
amplificam, ainda mais, as vias de transmissdo do parasito (Teutsch et al., 1979;
Dubey et al., 2011).
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Entretanto, a forma mais grave de transmissdo da toxoplasmose € a
congénita, determinada pela via transplacentaria através da infec¢ao por taquizoitos
provenientes da mée na fase aguda da doenca ou pela reagudizacado da infecgéao
cronica durante a gravidez (Guerina et al., 1994). No entanto, é interessante
ressaltar que as mulheres que apresentam sorologia positiva antes da gravidez
apresentam menores chances de infectar seus fetos do que aquelas que se infectam
durante a gestacdo. Todavia, a infeccdo de mulheres pouco antes da concepcgao
(até trés meses) também representa importante risco para a crianca (Vogel et al.,
1996; Gavinet et al., 1997).

1.1.2. Epidemiologia

Estima-se que aproximadamente 25 a 30% da populacdo humana mundial
estejam infectadas com o T. gondii (Montoya & Liesenfeld, 2004), sendo a
prevaléncia da doenca bastante variavel entre os paises, chegando a alcancar
incidéncia de mais de 95% em algumas regides (Center for Disease Control and
Prevention - CDC, 2013). Embora a toxoplasmose tenha distribuicdo mundial, as
infecgbes sdo particularmente comuns em climas quentes e Umidos e em altitudes
mais baixas. Esta doenca apresenta alta soroprevaléncia em paises
latinoamericanos e africanos de clima tropical, moderada em paises do centro e sul
da Europa (30 a 50%) e baixa em paises norte-americanos, do sudeste asiatico, do
norte europeu e em paises da regido do Sahel na Africa (10 a 30%) (CDC, 2013;
Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

Fatores antropogénicos como habitos alimentares, sociais, econémicos e
culturais, além da qualidade da agua e saneamento basico, explicam a variacdo da
soroprevaléncia em humanos (Robert-Gangneux & Dardé, 2012). Alguns autores
ainda tém encontrado uma maior prevaléncia da doenca em areas rurais em relagéao
as urbanas (Sanchez et al.,, 1994). A depender do contexto regional e/ou
socioeconémico envolvido, tem sido observada uma correlagdo entre infeccéo e
idade. Na infancia, em popula¢gbes vivendo sob condi¢cdes de pouca higiene, a
soroprevaléncia pode chegar a quase 100%, principalmente devido a ingestdo de
oocistos provenientes de agua e solo contaminados (Bahia-Oliveira et al., 2003;
Jones & Dubey, 2010). No Brasil, um estudo mostrou que a soroprevaléncia em

individuos de mais baixo nivel socioeconémico foi 84%, enquanto naqueles de niveis
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meédio e maior foi 62% e 23%, respectivamente. Esse trabalho mostrou ainda que
cerca de 84% da populacdo de mais baixo nivel socioeconémico foi infectada na
idade aproximada de 15 anos, enquanto naquela de maior nivel socioeconémico,
70% dos casos de infeccdo ocorreram apenas apos os 40 anos (Bahia-Oliveira et
al., 2003).

Nos Estados Unidos, mais de 60 milhdes de homens, mulheres e criancas
encontram-se infectadas com o T. gondii, sendo a toxoplasmose considerada uma
das principais causas de morte atribuida a doencas transmitidas por alimentos
(CDC, 2013). A soroprevaléncia norteamericana tem-se mostrada maior entre
individuos negros ndo hispanicos e mexicanos do que entre individuos brancos néo
hispénicos (Jones et al.,, 2007). No entanto, de uma forma geral se observa uma
diminuicAio da soroprevaléncia nas Udltimas décadas em muitos paises
industrializados em decorréncia, principalmente, do aumento dos niveis
socioecondmicos associado a melhoria das condi¢des de higiene (Jones et al., 2007;
Villena, 2010; Hofhuis, 2011).

1.1.3. Manifestac@es clinicas

A toxoplasmose humana pode ser dividida em quatro formas clinicas: a
adquirida em individuos imunocompetentes, a ocular, a congénita e a adquirida ou
reativada em individuos imunocomprometidos (Amato Neto et al., 1995; Remington
et al.,, 1995). A infeccdo priméaria pelo T. gondii em criancas e adultos, incluindo
mulheres gravidas, é geralmente assintomatica.

A toxoplasmose adquirida em individuos imunocompetentes, de curso
benigno e auto-limitado, pode se apresentar assintomatica ou oligossintomatica,
sendo os sintomas mais recorrentes a dor de garganta, mialgia, mal-estar, cefaleia e
astenia. Esses sintomas sdo comuns a inumeras doencas, o que dificulta o
diagnéstico preciso (Amato Neto et al., 1995; Remington et al., 1995). Entretanto, a
manifestacdo clinica mais comum €& a linfadenopatia cervical ou occipital, que
juntamente com a astenia podem persistir por varias semanas, mimetizando a
mononucleose infecciosa. Menos frequentemente, miocardite, polimiosite,
pneumonite, hepatite ou encefalite podem surgir em individuos imunocompetentes
(Montoya & Lisenfeld, 2004).
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A toxoplasmose ocular pode ocorrer no contexto da doenca congénita ou
adquirida pés-nascimento como resultado da infeccdo aguda ou da reativagdo
(Montoya & Remington, 1996; Holland, 1999). Em individuos com toxoplasmose
aguda adquirida, a corioretinite pode surgir esporadicamente (Burnett et al., 1998),
sendo as lesdes brancas focais com intensa reacao inflamatoria vitrea, sua principal
caracteristica. Em adultos, a corioretinite tem sido considerada uma manifestacéo
tardia decorrente da reativacdo da toxoplasmose congénita, podendo também surgir
em associacado com a infeccao aguda (Montoya & Remington, 2008).

A toxoplasmose congénita é a forma mais grave da doenca em humanos. A
infeccdo aguda numa gestante, principalmente no primeiro trimestre da gestacgéo,
pode provocar aborto e graves lesdes neuroldgicas no feto (Gross, 2004). Os fetos
acometidos podem apresentar morfologia normal durante os exames prenatais.
Entretanto, em alguns casos podem apresentar dilatacdo ventricular, calcificacdes
intracranianas e hepatomegalia (Gay-Andrieu et al., 2003). As manifestacfes da
toxoplasmose congénita variam bastante podendo incluir hidrocefalia (Figura. 1.1),
microcefalia, corioretinite, estrabismo, retardo psicomotor ou mental, petéquias
devido a trombocitopenia e anemia (McAuley et al., 1994). No entanto, nenhuma das
caracteristicas descritas nos recém-nascidos com toxoplasmose congénita €

caracteristica para essa doenca (Montoya & Liesenfeld, 2004).

Figura 1.1. Hidrocefalia por toxoplasmose congénita (Dubey & Beattie, 1988).

A toxoplasmose em individuos imunodeprimidos, ao contrario do que tem
sido observado na maioria dos imunocompetentes, pode ser mortal, como resultado

da reativacao da infeccao cronica (Liesenfeld, 1999), afetando mais tipicamente o
6
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sistema nervoso central (SNC). Em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), a toxoplasmose € causada pela recrudescéncia dos cistos
latentes, gerando lesdes no SNC. Nos Estados Unidos estima-se que durante a
epidemia de AIDS cerca de 40.000 pacientes HIV positivos apresentaram formas
clinicas da toxoplasmose, sendo a encefalite a lesdo do SNC mais frequente em
pacientes, levando ao 6bito na auséncia de tratamento (Gellin & Soave, 1992).
Dentre as manifestagbes clinicas observadas podem ser citadas convulsdes,
alteracdes do estado mental, déficits motores focais, alteracbes sensoriais, sinais
cerebelares e distirbios de movimento (Montoya & Lisenfeld, 2004). Apesar do
acesso livre ao tratamento antirretroviral altamente ativo, a toxoplasmose cerebral
em pacientes HIV positivos ainda € responséavel por altas taxas de morbidade e
mortalidade no Brasil (Mesquita et al., 2010)

Em transplantados, a imunossupressao pode também promover a reativacao
da infeccdo pelo T. gondii, além da possibilidade de infec¢do primaria a partir dos

orgéaos recebidos (Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

1.1.4. Tratamento

Desde as décadas de 1940 e 1950, o tratamento da toxoplasmose baseia-se
nos inibidores da sintese de &cidos nucléicos, sulfonamida e pirimetamina
(Koskiniemi et al., 1989). O efeito terapéutico das sulfonamidas foi primeiro descrito
em 1941 e sua combinacdo com sulfadiazina e pirimetamina foi reportada poucos
anos depois (Sabin & Warren, 1941; Eyles & Coleman, 1953). Essas drogas
associadas ao antibiético macrolideo espiramicina, também foram eficazes contra o
T. gondii (Beverly, 1958), e tém sido a base do tratamento das toxoplasmoses
congénita e ocular. No entanto, embora ativos sobre taquizoitos, apresentam baixa
efichcia na eliminacdo dos cistos teciduais latentes que se instalam tanto em
humanos quanto em animais, mantendo-se estes viaveis por anos e capazes de
reativar a infeccdo (Beaman et al, 1992; Winstanley, 1995). Nesse contexto, nao
existe ainda um medicamento eficiente para as fases aguda e crbnica da
toxoplasmose. Desta forma, considerando-se a toxicidade e os efeitos colaterais dos
medicamentos disponiveis, recomenda-se 0 tratamento apenas dos casos agudos

da toxoplasmose ocular e dos individuos imunodeficientes (Kappagoda et al., 2011).
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A associacao de drogas mais utilizada na terapéutica tanto da toxoplasmose
ocular quanto da encefalite em pacientes HIV positivos é pirimetamina e
sulfadiazina. Ambos os compostos impedem a sintese de &cidos nucléicos e,
consequentemente, a proliferacdo do T. gondii. Dentre os varios efeitos colaterais
destacam-se dores abdominais, erupcdes cutdaneas e dores de cabeca.
Alternativamente, a associacdo da trimetoprima com o sulfametoxazol tem
mostrando eficacia similar (Torre et al.,1998; Soheilian et al., 2005).

Nos Estados Unidos, a espiramicina € geralmente recomendada para o
tratamento da toxoplasmose adquirida durante a gravidez visando reduzir o risco da
transmissdo do parasito e o desenvolvimento da forma congénita, embora haja
controvérsias com relagdo a sua eficacia (Thiebaut et al, 2007; Montoya &
Remington, 2008). A associacdo de pirimetamina, sulfadiazina e acido félico é
recomendada geralmente em casos de infeccdo em gestantes com 18 semanas ou
mais de gravidez ou de transmissdo congénita j& confirmada. Apds o parto, 0s
recém-natos com infeccdo congénita sdo ainda tratados por 12 meses com a mesma
associacdo. Ja individuos imunocompetentes com toxoplasmose aguda geralmente

nao requerem tratamento (Kappagoda et al., 2011).

1.2. Toxoplasma gondii

1.2.1. Taxonomia e ciclo biolégico

O nome Toxoplasma gondii tem sua origem tanto na morfologia do parasito
(toxo = arco; plasma = vida) que apresenta forma de arco, quanto no hospedeiro em
gue foi encontrado pela primeira vez, o roedor C. gundi (Nicolle & Manceaux, 1909).
Este parasito pertence ao dominio Eukarya, reino Alveolata, filo Apicomplexa, classe
Coccidea, ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae, género Toxoplasma e
espécie Toxoplasma gondii (NCBI Taxonomy, 2013). O parasito tem como
hospedeiro definitivo o gato domeéstico e outros felideos e como hospedeiros
intermediarios uma grande variedade de aves e mamiferos, incluindo o homem. De
distribuicdo mundial, constitui a Unica espécie representante do seu género (Dubey,
2008).

O ciclo biolégico do parasito apresenta duas fases distintas, uma assexuada

gue se desenvolve nos linfonodos e nos tecidos tanto dos hospedeiros definitivos
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quanto dos intermediarios (Figura. 1.2) e uma sexuada ou coccidiana que ocorre
exclusivamente nas células do epitélio intestinal de gatos jovens nao-imunes e de
outros felideos (hospedeiros definitivos) (Frenkel et al. 1970; Jewell et al. 1972;
Dubey, 1994) (Figura. 1.3).
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Figura 1.2. Ciclo biolégico do T. gondii. Rotas de transmiss&o entre os hospedeiros

definitivos e intermediarios (Moura et al., 2009).
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Figura 1.3. Ciclo biolégico do T. gondii. Estagio enteroepitelial do T. gondii nas células

epiteliais do intestino do gato doméstico (Moura et al., 2009).

Uma das formas de infeccao dos felideos é a partir da ingestdo de carne de
animais como pequenos roedores contendo cistos teciduais (DeFeo, et al., 2002).
Uma vez ingeridos, a parede cistica é rompida por enzimas proteoliticas no
estbmago e no intestino delgado, liberando bradizoitos que penetram nas células
epiteliais intestinais, iniciando os ciclos sexuado e assexuado do T. gondii (Dubey &
Frenkel, 1972). O ciclo enteroepitelial € caracterizado por uma multiplicacédo
acentuada do parasito nas células do epitélio intestinal dos felideos dando origem a
estagios conhecidos como esquizontes (Speer & Dubey, 2005). Merozoitos liberados
dos esquizontes formam o0s gametas masculino (microgametas) e feminino
(macrogametas). Os gametas masculinos evadem do epitélio, caem na luz intestinal
e, pela presenca de dois flagelos, nadam em dire¢cdo ao gameta feminino no interior
do enterdcito, onde ocorre a fertilizagcdo (formacdo do ovo ou zigoto), seguida da
formacdo da parede do oocisto. Assim, formam-se o0s oocistos que, quando
amadurecem, sdo liberados no lumen intestinal, quando da ruptura das células
enteroepiteliais e a seguir eliminados juntamente com as fezes dos felideos no
ambiente (Hill et al., 2005). No solo, os oocistos esporulam, de um a cinco dias apos

a sua eliminacdo com as fezes, tornando-se infectantes. A esporulacdo €
10
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dependente de fatores ambientais, tais como aeracdo e temperatura, podendo os
oocistos permanecer infectantes no ambiente por meses ainda que em climas secos
e frios (Dubey, 1977).

Nos hospedeiros intermediarios (por exemplo, o0 homem), o desenvolvimento
da fase assexuada do ciclo do parasito pode ocorrer pela ingestdo de oocistos
esporulados contendo esporozoitos a partir de alimentos, agua ou solo
contaminados, de cistos contendo bradizoitos a partir de carne crua ou mal cozida
ou, mais raramente, de taquizoitos, a partir do leite (Tenter, 2000). O ciclo
assexuado envolve dois estagios distintos de crescimento do T. gondii a depender
da fase da infeccdo. Na fase aguda, os bradizoitos e esporozoitos liberados no tubo
digestivo se diferenciardo em taquizoitos, estagio de multiplicacdo rapida do parasito
(6 a 8 h cada ciclo), apos passagem pelo epitélio intestinal. Estas formas invadirdo
varios tipos celulares e sofrerdo divisdes sucessivas por endodiogenia, processo em
que duas células filhas sdo formadas dentro da célula-mée (Sheffield & Melton,
1968; Black & Boothroyd, 2000). Os taquizoitos circulantes na linfa e no sangue sao
0s responsaveis pela disseminacao do T. gondii no organismo, e consequentemente
pelo quadro polissintomatico da fase aguda da infeccdo, cuja gravidade depende
diretamente da forma e cepa do parasito, bem como do estado imunoldgico do
hospedeiro (Gross et al, 1996; Suzuki, 2002). Diante de uma resposta imune eficaz,
0s taquizoitos se diferenciam em bradizoitos (estdgio de multiplicacdo lenta)
formando os cistos, 7 a 10 dias apos a infeccdo. Na fase cronica da infeccéo, a
cistogénese se estabelece principalmente no SNC e nos musculos, onde 0s cistos
permanecem ao longo de toda vida do hospedeiro (Black & Boothroyd, 2000). Diante
de uma resposta imune ineficaz, esses cistos podem sofrer reativacao caracterizada
pela diferenciagdo dos bradizoitos em taquizoitos, re-estabelecendo-se o ciclo litico

do parasito (Gazzinelli et al., 1993).

1.2.2. Morfologia

Como visto anteriormente, sdo trés os estagios infectantes do T. gondii:
taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. Cada um desses estagios apresenta
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas peculiares e determinantes de suas
fungdes bioldgicas ao longo do ciclo de vida do parasito.

11
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Os taquizoitos, objeto do presente trabalho, sdo células polarizadas e
alongadas, apresentando a regido anterior afilada e posterior arredondada e
medindo aproximadamente 6-8 um de comprimento e 2-3 um de largura. A regido
anterior (apical) € caracterizada pela presenca do complexo apical, estrutura
caracteristica do T. gondii, constituido de condide (apenas em coccideos), anéis
polares, roptrias e micronemas (De Souza et al.,, 2010). Na regido mediana do
parasito, se encontra 0 nucleo e, acima deste, dispbem-se o apicoplasto e o
complexo de Golgi. Elementos do reticulo endoplasmatico podem ser observados
compondo o envoltério nuclear com ramificacdes pelo citossol, além de uma Unica
mitocondria ramificada. O parasito apresenta ainda granulos densos,
acidocalcissomas e granulos de amilopectina (raros), sendo estes de localizacéo e
namero variaveis. Todo esse conjunto é envolvido por uma pelicula e logo abaixo
desta, partindo do anel polar posterior, irradiam-se os microtubulos subpeliculares
(Dubey, 1998; De Souza et al., 2010).

A partir da regido apical do protozoario, logo abaixo da membrana plasmaética,
podem ser observados dois anéis apicais de composicdo molecular ainda
desconhecida. Ainda, abaixo destes, esta presente um anel polar, onde se encontra
0 centro organizador de microtubulos de onde partem 22 microtibulos
subpeliculares que alcancam 2/3 do corpo do parasito (De Souza, 1972; Morrissette
et al.,, 1997; Morrissette & Sibley, 2002). Nesta regido dos anéis polares esta
presente o conoide, uma estrutura movel, cilindrica e oca, formado de moléculas de
tubulina. A polimerizacdo da tubilina resulta em fibrilas compostas por nove
protofilamentos justapostos em um arranjo espiralado (Hu et al., 2002).

A pelicula que envolve o taquizoito apresenta estrutura trimembranar sendo
formada pela membrana plasmatica e pelo complexo membranar interno. Este é
constituido de duas unidades de membrana justapostas resultado da intima
associacdo de longas cisternas achatadas interrompidas logo abaixo dos anéis
polares do condide, no poro da regido posterior e na regido do microporo (Sheffield
& Melton, 1968; Porchet-Hennere et al., 1985). O microporo é uma estrutura formada
pela invaginacdo da membrana plasmatica que parece estar envolvida na ingestédo
de macromoléculas por meio de processo endocitico (Nichols et al., 1994)

Micronemas e roptrias constituem organelas secretorias especializadas,
importantes nos processo de adesao e invasao do parasito (De Souza et al., 2010).

Os micronemas séo estruturas pequenas em formato de bastéo, limitados por uma
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unidade de membrana e encontrados na extremidade anterior do T. gondii.
Apresentam um contetdo homogéneo e eletrondenso, constituido de um grande
numero de proteinas designadas como “MIC”, com uma variedade de dominios
adesivos que medeiam interacbes com componentes da superficie da célula
hospedeira (Carruthers & Tomley, 2008). As roptrias, também delimitadas por uma
unidade de membrana, tém formato de clava, com uma regido basal, mais larga, e
uma por¢do mais afilada voltada para a extremidade apical, conhecida como
“‘pescogo” da organela. Elas existem, aproximadamente, em numero de oito nos
taquizoitos e apresentam proteinas designadas como “ROPs” e “RONs” de
localizacdo diferenciada no interior dessas organelas. A secrecao do contetido das
roptrias parece sequencial a dos micronemas ocorrendo na regido apical do
parasitondo. Esta secrecdo contribui para o estabelecimento inicial do vacuolo
parasitéforo, que contard, posteriormente, com a secre¢ao constitutiva de proteinas
dos granulos densos (Carruthers et al, 1999; Dlugonska, 2008)

Os granulos densos sdo organelas de forma esférica e com grande
diversidade de proteinas (as GRAs). Como micronemas e roptrias, também
apresentam funcdo secretdria, sendo o seu conteludo proteico secretado apds a
invasdo do parasito na célula hospedeira (Carruthers and Sibley, 1997). No entanto,
diferentemente das roptrias e micronemas, a secrecdo ocorre, majoritariamente, nas
regides posterior e lateral do corpo do parasito (De Souza et al., 2010). Depois de
secretadas, GRAs sdo encontradas tanto na membrana do vacuolo parasitéforo
qguanto na rede intravacuolar, sendo importantes na manutencdo do parasito no
interior da célula hospedeira (Karsten et al., 1998; Mercier et al., 2005; Cesbron-
Delauw et al., 2008).

O apicoplasto é uma organela de origem endossimbiética secundéria envolta
por quatro membranas e localizada na regido anterior do nucleo, adjacente ao
complexo de Golgi. Embora identificada desde a década de 1960, apenas muito
mais tarde descobriu-se tratar-se de um plastideo (Kohler et al., 1997), contendo
além de DNA nuclear, outros dois de 35kb e 6kb (Gardner et al., 1988). Suas
fungBes conhecidas vao desde a sintese de DNA e proteinas para a manutencdo da
organela, até a biossintese de acidos graxos do tipo Il e de isoprenoides (Seeber,
2003).

Outra organela importante no T. gondii, mas de funcdo ainda desconhecida,

sdo os acidocalcissomos. De distribuicdo aleatéria no citoplasma do parasito, séo
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estruturas elétron-densas envoltas por uma Unica unidade de membrana,
apresentando-se em numero de 10 e com didmetro entre 40 e 150 nm. Além de
calcio, essas organelas apresentam magnésio, pirofosfato, polifosfato, oxigénio,
potassio, cloro e zinco bem como uma Ca®*-ATPase de membrana envolvida com o
influxo de Ca®" e duas bombas de prétons que atuam na acidificacdo desta organela
(Rodrigues et al., 2002; De Souza et al., 2010; Rohloff, et al., 2011).

Poucas diferencas podem ser observadas na ultraestrutura das diferentes
formas do T. gondii. As roptrias em bradizoitos sdo geralmente elétron-densas, em
esporozoitos, labirinticas ou uniformemente elétron-densas, e em taquizoitas
labirinticas (Figura. 1.3). Os micronemas estédo presentes em grande quantidade nos
bradizoitos, em numero intermediario nos esporozoitos e sdo pouco abundantes nos
taquizoitos e. Os granulos densos sdo menos numerosos em bradizoitos do que em
esporozoitos e taquizoitos. Outro diferencial importante sdo os granulos de
amilopectina. Importantes como reserva energética, sendo numerosos em

bradizoitos e esporozoitos e ausentes ou raros em taquizoitas (Dubey et al., 1998).
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Figura 1.4. Representagdo esquemética da ultraestrutura de taquizoitos e bradizoitos de T.
gondii (Adaptado de Dubey et al., 1998).
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1.2.3. Interacao T. gondii-célula hospedeira

Como mencionado anteriormente, o T. gondii € capaz de infectar qualquer
célula nucleada (Black & Boothroyd, 2000), no entanto alguns tipos celulares sédo
preferencialmente infectados. Apesar da diversidade de células hospedeiras, o
parasito tem mostrado tropismo principalmente, por células nervosas e musculares,
onde se observa o estabelecimento dos cistos na fase crbnica da doenca (Innes,
2010). Com relacéo a resposta imune, os macrofagos e as microglias tém mostrado
um papel importante na resisténcia contra este parasito (Bogdan & Rollinghoff, 1999;
Deckert et al., 2006).

O sucesso da infecgdo pelo T. gondii € devido principalmente a sua facilidade
de transmissao para seus hospedeiros intermediarios (Blader & Saeij, 2009). Os
taquizoitos invadem a célula hospedeira via um mecanismo dindmico que difere
bastante do modo de entrada de outros microorganismos. Tanto em células néo
fagociticas quanto em fagodcitos profissionais, a invasdo tem se mostrado
essencialmente ativa (Dobrowolski & Sibley, 1996). Este processo envolve actina e
miosina do parasito (Dobrowolski & Sibley, 1996; Dobrowolski et al., 1997) e ocorre
a partir da interacdo de proteinas de sua extremidade apical com receptores da
membrana da célula hospedeira.

A internalizacdo se inicia pela adesdo da extremidade apical do parasito
facilitada pela secrecdo dos micronemas. A invaséo dirigida pela fungédo motora do
parasito ocorre apés o estabelecimento da juncdo mével na membrana plasmatica
da célula hospedeira que formara o vacuolo parasitoforo. A juncdo movel entédo
seletivamente exclui proteinas de membrana Tipo | do vacuolo nascente o que
remove sinais para maturacao endocitica que parece impedir a fusédo fagolisossomal
e a consequente eliminacdo do parasito no interior da célula hospedeira. O vacuolo
se estabelece entdo pela entrega de proteinas do T. gondii a partir das roptrias
seguida pela secre¢do constitutiva de proteinas a partir dos granulos densos (Sinai,
2008).

Apos a invasao, o T. gondii modula processos bioldgicos importantes da
célula hospedeira visando o estabelecimento da infeccdo (Blader & Saeij, 2009).
Estudos bioquimicos, aliados a analises bioinformaticas mostraram que o parasito é
incapaz de sintetizar de novo uma série de pequenas moléculas como glicose,
aminoacidos, ferro, colesterol e purinas (Schwartzman & Pfefferkorn, 1982;

Pfefferkorn, 1984; Coppens et al., 2000; Fox et al., 2004; Gail et al., 2004). Algumas
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dessas moléculas difundem-se livremente para o interior do vacuolo parasitoforo,
tendo sido proposta a hipétese de que o parasito promove a sua captagdo por meio
de transportadores inseridos ha membrana do vacuolo (Coopens et al., 2006).

Outro evento importante para o estabelecimento intracelular do T. gondii é a
associacdo de organelas da célula hospedeira com o vacuolo parasitoforo. O
recrutamento de organelas como mitocondria e reticulo endoplasméatico sugere a
captacdo pelo parasito de alguns nutrientes e/ou metabdlitos sintetizados nessas
estruturas, como fosfolipidios (Sinai, 2008). Adicionalmente, evidéncias indicam que
em células susceptiveis ao desenvolvimento do T. gondii o mesmo é capaz de
sequestrar ativamente, para as proximidades e para o interior do vacuolo
parasitoforo, lisosomos da célula hospedeira, além de potencialmente acessar a

seus conteudos (Coppens et al., 2006).

1.3. Autofagia

O termo autofagia (do grego = comer a si préprio) surgiu em 1967 quando
Christian de Duve referiu-se a um processo fisiologico conservado no qual,
componentes celulares como proteinas, lipidios, acUcares e organelas séo
direcionados a degradacdo no compartimento lisossomal (Deter & Duve, 1967;
Eskelinen & Saftig, 2009; Mizushima, 2009; Yang & Klionsky, 2010).

Em niveis basais, a maquinaria autofagica tem mostrado contribuir para a
homeostase tanto celular quanto tecidual, bem como, para a regulacdo do
desenvolvimento de eucariotos superiores (Choi et al., 2013). O mau funcionamento
desta maquinaria tem sido associado ao desenvolvimento de diversas doencas
como mal de Parkinson, mal de Alzheimer, doenca de Crohn, e a diferentes tipos de
tumores (Ravikumar et al., 2010; Wong & Cuervo, 2010). No que tange a
homeostase celular, o processo autofagico tem papel importante na regulacdo do
metabolismo de lipidios e no controle da qualidade de componentes celulares,
atuando na reciclagem de organelas com fungdo comprometida e na degradacéo de
agregados proteicos (Sing et al., 2009; Wang & Klionsky, 2011; Lamark & Johansen,
2012). Nesse contexto, a degradacdo seletiva de organelas especificas pela
maquinaria autofagica foi descrita para mitocondria (mitofagia), reticulo

endoplasmatico (reticulofagia), peroxisomos (peroxifagia) e corpusculos lipidicos
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(lipofagia), sendo os mecanismos moleculares envolvidos ainda pouco conhecidos
(Reggiori et al., 2012).

Em condic¢des cuja autofagia esta exacerbada como situacfes de estresse
quimico (drogas) ou nutricional (escassez de aminoacidos, acucares, fatores de
crescimento e oxigénio) a degradacdo de componentes celulares fornece a
reciclagem de precursores metabdlicos essenciais para a sobrevivéncia da célula
até que a homeostase seja restabelecida (He & Klionsky, 2009; Kroemer et al., 2010;
Ravikumar et al., 2010). No entanto, em situacdes em que a homeostase ndo pode
ser restabelecida, devido ao estresse continuo, altos niveis de autofagia tendem a
favorecer a morte celular pela degradacédo excessiva de moléculas essenciais e de

organelas, caracterizando a morte celular autofagica (Shen & Codogno, 2011).
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1.3.1. Mecanismos

Até o momento, sdo conhecidos trés tipos de autofagia: a macroautofagia e a
microautofagia, conservadas em todos os eucariotos, e a autofagia mediada por
chaperonas que parece especifica de eucariotos superiores (Codogno et al., 2012).
(Figura. 1.5).

Autofagia mediada
por chaperonas

hsc70
Substrato e cochaperonas

Macroautofagia

Figura 1.5. Tipos de autofagia (Adaptado de Mizushima & Komatsu, 2011).

18



Introducdo

1.3.1.1. Macroautofagia

A macroautofagia, também conhecida como autofagia classica, consiste no
sequestro de macromoléculas e organelas por estruturas denominadas
autofagossomos. Eles circundam o material a ser degradado pelo lisossomo em uma
via molecular altamente regulada por proteinas conhecidas como Atgs (proteinas
relacionadas a autofagia), descrita inicialmente em leveduras (Klionsky et al., 2003).
A magquinaria autofdgica pode ser subdividida em cinco etapas: a) formacdo da
membrana isolada ou fagéforo, constituida de dupla bicamada lipidica e dependente
de Beclinal e VPS34 (Takeshige et al., 1992); b) formacdo do conjugado Atg5-
Atgl2, interacdo com Atgl6L e alongamento da membrana; c) processamento da
proteina LC3 (Atg8 em leveduras) culminando na sua inser¢cdo na membrana do
fag6foro em desenvolvimento; d) captura de alvos celulares especificos ou
randémicos; e por fim, e) fusdo do autofagossomo com o lisossomo, seguida pela

degradacéo proteolitica (Glick et al., 2010) (Figura. 1.6).

(a) RE/Golgi/mitocandrial

VPSa4 MP/sintese de novo
(b] Conjugagio de Atg5-Atg12 [—Hapamicinaa’estresse nutricional
Atg? .
Agio * e S J_
Alg12 AtgS-Atg12
g F > ﬂlg16—;ﬁg15 Complexa ULK1
Algs P l Lisossomo
. s 8
Formagao de LC3 11
(c) (d)
Pre-1LC3

Atg-iJ' Atg3 . .
g Atg7 8 = @ ﬂ'
| LC: .
0 ﬂ'fa .

. complem B“ r SN—
Atg5-Atg12-Atglé a*® Reciclagem de Autofaqoli
Fagéforo Autofagossomo o ® LC3/Atg8 por Atgé utofagolisossomo

Figura 1.6. Macroautofagia (adaptado de Glick et al., 2010)

Em mamiferos, a via que regula negativamente a macroautofagia € controlada
por proteina alvo de rapamicina de mamiferos (MTOR). Em condi¢cdes de
abundancia nutricional, o complexo mTOR (MTORC1) inibe o complexo
serina/treonina proteina quinase (ULK1) (Nazio et al., 2013) impedindo a ativacdo da
autofagia. Sob condi¢Oes de estresse nutricional, ou ainda sob o tratamento com
rapamicina, a atividade de mTOR é inibida, ocorre a ativagdo do complexo ULK1 e,

consequentemente, dessa via autofagica, resultando na formacdo do fagoforo
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(Mizushima & Komatsu, 2011). A rapamicina é uma lactona macrociclica produto da
bactéria do solo Streptomyces hygroscopicus (Huang et al., 2003), e um conhecido
inibidor do complexo TOR tanto em leveduras (Kunz and Hall, 1993; Chang et al.,
2009) quanto em células de mamifero (Huo et al., 2011). Além de induzir a
autofagia, essa droga € bastante conhecida por suas propriedades
imunossupressora, antifungica e antitumoral (Huang et al., 2003).

A membrana do autofagossomo pode ser originaria da membrana plasmatica
e/ou das membranas de organelas, como o reticulo endoplasmatico, Golgi e
mitocondria (Militello & Colombo, 2011). Além disso, a sintese de novo da
membrana no citoplasma, a partir da adicdo de lipidios via Atg9, também tem sido
observada (Kovacs et al., 2007). Experimentalmente, jA foi demonstrado que a
formacdo do fagdforo requer a proteina Vps34, uma fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) de classe Il que forma um complexo com beclina 1 (Atgé em leveduras)
(Juenemann & Reits, 2012) (Figura 1.6a). Em um segundo momento, € necessaria a
expansdo da membrana que envolvera o material a ser degradado. Esse processo
ocorre através da participacao de dois sistemas independentes. No primeiro, a Atgl2
€ conjugada a Atgb em um passo que requer Atg7 e AtglO (Figura 1.6b). No
segundo sistema, a protease Atg4 cliva a extremidade C-terminal da LC3 dando
origem a isoforma citosolica denominada LC3-l. Em seguida, esta proteina, em uma
etapa dependente de Atg3, Atg7 e do complexo Atg5-Atgl2-Atgl6L, é conjugada a
fosfatidiletanolamina do fagoforo tornando-se LC3-ll, importante marcador
autofagossomal (Figura 1.6¢) (Tanida et al., 2004; Hanada et al., 2007).

Ao final do processo de expansdo da membrana, ocorre a captura de alvos
citoplasmaticos que ficam retidos no interior dos autofagossomos, formados apés a
fusdo das extremidades do fagoforo (Figura 1.6d). Nesse momento, ocorre a
dissociacdo do conjugado Atg5-Atgl2, permanecendo LC3-ll associada & membrana
da organela. Subsequentemente, ocorre a fusdo autofagossomo-lisossomo dando
origem a uma nova organela conhecida como autofagolisossomo, na qual os
componentes citoplasmaticos sdo degradados pelas enzimas lisossomais
(Mizushima & Komatsu, 2011). Mesmo apés a fusdo autofagolisossomal, LC3-II
permanece associada a membrana por algum tempo, sendo a sua conjugacdo com
a fosfatidiletanolamina clivada pela Atg4, o que promove a sua dissociacdo da

membrana do autofagolisossomo (Figura 1.6e) (Satoo et al., 2009).
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1.3.1.2. Microautofagia

A microautofagia consiste na captura direta de componentes
citoplasmaticos pelo lisossomo (mamiferos) ou vacuolo (plantas e fungos). Nesse
processo, a membrana lisossomal/vacuolar sofre invaginacéo, diferenciando-se em
um tubo autofagico contendo porgcbes do citosol. Formam-se entdo vesiculas no
[imen lisossomal (Li et al., 2012) (Figura. 1.5). Embora a importancia da
microautofagia seja clara desde a sua descoberta na década de 60, o seu
mecanismo molecular ainda permanece pouco compreendido. Na etapa inicial da
microautofagia, a superficie do lisossomo aumenta, dando origem a uma cavidade
dindmica regulada pela GTPase Vpslp, sendo esse processo disparado por
estresse nutricional (Uttenweiler et al.,, 2005). Em seguida, ocorre uma
especializacédo dessa cavidade em um tubo de didmetro constante, conhecido como
tubo autofagico. Vesiculas com funcbes analogas aos autofagossomos surgem a
partir desse tubo, expandem, desprendem-se e acumulam no interior dos lisossomos
ou endossomos tardios sendo, posteriormente, degradas por Atgl5p e outras
hidrolases (Epple et al., 2001). Por fim, a Atg22p atua como uma permease para a
reciclagem de nutrientes (Yang & Klionsky, 2007).

1.3.1.3. Autofagia mediada por chaperona

A autofagia mediada por chaperona (AMC) € um tipo de autofagia seletiva,
identificada até o momento apenas em células de mamiferos. Ela é responsavel pela
degradacédo de componentes citosolicos, principalmente proteinas, nos lisossomos.
Nesse tipo de autofagia, o material a ser degradado € reconhecido previamente por
uma chaperona citosélica que o direciona para o compartimento lisossomal (Kaushik
& Cuervo, 2012) (Figura. 1.5). Nesse tipo de autofagia, a chaperona Hsc70 e
cochaperonas, reconhecem especificamente proteinas citosélicas que contém o
peptideo sinal KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-GIn) (Orenstein & Cuervo, 2010) e as
direciona para a membrana lisossomal, onde a ligagdo do substrato a forma
monomeérica da LAMP-2A promove a formagdo de um complexo multimérico,
necessario para a translocacdo da molécula a ser degradada para o interior do

lisossomo (Bandyopadhyay et al., 2008; Mizushima & Komatsu, 2011).

21



Introducdo

1.3.2. Participacédo nainteracédo parasito-cé€lula hospedeira

Nos ultimos anos, varias evidéncias tém indicado que a autofagia ndo esta
restrita a uma via para reciclagem de componentes celulares sob estresse
nutricional. Além da descricdo da sua importancia no desenvolvimento do
organismo, na morte celular, em diferentes patologias, bem como na resposta
imune, estudos recentes tém mostrado a sua participacdo no processo de invasao,
utilizado por diferentes patégenos como virus, bactérias e protozoarios, surgindo
como um alvo promissor para o desenvolvimento de novas drogas (Colombo et al.,
2006; Huang & Brumell, 2009; Dreux & Chisari, 2010; Duszenko et al., 2011).
Independentemente do tipo de microorganismo tem-se observado que a autofagia
pode atuar tanto inibindo quanto favorecendo o processo infeccioso (Colombo et al.,
2006; Orvedahl & Levine, 2008; Duszenko et al., 2011). No primeiro caso, 0 evento
pode estar relacionado a xenofagia, processo pelo qual toxinas e/ou
microorganismos, seja no interior de fagossomos ou no citosol, sdo direcionados ao
fagoforo para posterior fuséo lisossomal (Shpilka & Elazar, 2012).

No que tange a autofagia na interacdo de protozodrios com suas células
hospedeiras, o que foi descrito até o0 momento refere-se apenas a tripanosomatideos
patogénicos e T. gondii. Na interacdo T. cruzi-hospedeiro a autofagia parece
favorecer o processo de invasao desse parasito em fagoécitos ndo profissionais. Em
células do epitélio do ovario de hamster chinés superexpressando a proteina LC3, a
infecg@o por tripomastigotas determinou o recrutamento de autofagossomos para o
local de entrada do parasito, sugerindo o seu envolvimento na formacao do vacuolo
parasitéforo (Romano et al., 2009). Entretanto, recentemente, foi mostrado que a
exacerbacéo do processo autofagico seja por estresse nutricional ou rapamicina em
macréfagos peritoneais e cardiomiocitos € capaz de reduzir tanto a infecgdo como a
proliferacdo de T. cruzi (Duque, 2013). Em relacdo a interacdo Leishmania
amazonensis-hospedeiro, 0 que se observa € que a autofagia parece modular
positivamente a proliferacdo do parasito, além de estimular a biogénese de
corpusculos lipidicos (macréfagos), processo esse que parece relacionado ao
aumento da carga parasitaria. Por outro lado, a indugdo da autofagia ndo afetou a
infeccdo de macrofagos com Leishmania major, sugerindo que o papel desta via na
infeccdo por este género de parasito, seja espécie-dependente (Pinheiro et al.,
2009).
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Em macro6fagos infectados com o T. gondii, a imunidade celular mediada por
CD40/TNF redireciona o parasito, ainda no interior do vacuolo parasitéforo, para o
compartimento lisossomal através da via autofagica (Andrade et al, 2006; Ling et al,
2006). Esse processo resulta na eliminagdo deste protozoario in vitro e in vivo de
maneira dependente ainda de Beclina-1 e Atg5, (Andrade et al, 2006; Ling et al,
2006).

In vivo e in vitro, a eliminacdo do T. gondii em macrofagos tem mostrado ser
dependente também de guanosina trifosfatase p-47 (GTPase p-47) e interferon
gama (INF-y) (Ling et al, 2006). Nessa condicdo, GTPases p-47, induzidas por INF-
Yy, promovem a ruptura das membranas do vacuolo parasitéforo e plasmatica do T.
gondii. Uma vez liberado no citoplasma, o parasito ja morto € direcionado para a via
autofagica para eliminacdo de seus restos de maneira independente da via de
sinalizacdo de CD40/TNF (Ling et al., 2006; Zhao et al., 2007). A eliminacdo dos
parasitos mortos pela via autofagica parece necessaria para a sobrevivéncia da
célula hospedeira, uma vez que o0 acumulo dos restos destes induz necrose
(Duszenko et al.,, 2011). Assim, IFN-y e CD40 por diferentes vias, levam a
degradacéo autofagica do T. gondii em macrofagos (Yap et al., 2007) (Figura 1.7).

Entretanto, até 0 momento, pouco se conhece a respeito do envolvimento da
autofagia na interacdo do T. gondii com fagocitos ndo profissionais. Em fibroblastos
ou células Hela, a infeccdo com taquizoitos parece induzir a lipidacdo da LC3, e o
acumulo de autofagossomos proximo ao vacuolo parasitéforo por uma via mTOR-
independente. Em fibroblastos deficientes de Atg5 e expostos a concentracfes
fisiologicas de aminoacidos se observa uma reducao na proliferacdo do parasito
sugerindo que o T. gondii pode estar utilizando essa via para obtengcao de nutrientes
visando sua sobrevivéncia (Wang et al., 2009). Recentemente foi mostrado que em
células HelLa tratadas com rapamicina e infectadas com T. gondii os niveis de LC3-II
e beclina-1 aumentam apods 18 e 24 h de infec¢do, porém sao reduzidos apos 36 h
(Lee et al., 2013). Esses achados sugerem ser a autofagia um mecanismo de
sobrevivéncia de células HelLa nos tempos iniciais de infeccdo, mas que a
proliferacdo de taquizoitos suprime a via autofagica em tempos mais longos (Lee et
al., 2013).
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Figura 1.7. Eliminacdo do T. gondii em macrofagos pela maquinaria autofagica induzida por
CDA40/TNF ou por INF-y/GTPase p47 (adaptado de Levine et al., 2011).

Pouca ou nenhuma atencdo vinha sendo dada ao emprego de células
musculares esqueléticas (CME) como modelo celular nos estudos da toxoplasmose
experimental, apesar da sua participacdo durante a fase crbnica desta doenca e de
seu papel crucial como uma das principais vias de transmissdo do parasito, através
do consumo de carne crua ou mal passada contaminada (Remington & Cavanaugh,
1965; Weller et al., 1999; Andrade et al., 2001; Barbosa et al., 2005; Guimaréaes et
al., 2002, 2008, 2009; Ferreira-da-Silva et al., 2008, 2009 a, 2009b; Gomes et al.,
2011; Bayarri e cols., 2012). Ainda neste contexto, a investigacdo da participacao
da autofagia da célula hospedeira durante a interacdo do T. gondii com CME
também ndo foi explorada, embora a importancia desta via no processo de infecgédo
desse parasito ja tenha sido demonstrada em outros modelos celulares.
Adicionalmente, em fagodcitos profissionais, de grande importancia no processo

infeccioso, a autofagia da célula hospedeira parece atuar, conforme visto, de
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diferentes formas na eliminagcdo do T. gondii sendo necessario um estudo mais
aprofundado no que diz respeito aos aspectos morfolégicos deste processo.

Frente a esses dados, nossa proposta foi analisar, comparativamente, a
participacdo da autofagia da célula hospedeira induzida ou ndo por rapamicina ou
estresse nutricional na interacdo do T. gondii com células musculares esqueléticas e

macrofagos.
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Objetivos

Objetivo geral

v' Avaliar a participacdo da autofagia na interacdo T. gondii-célula hospedeira.

Objetivos especificos

v' Avaliar o efeito darapamicinae do estresse nutricional (indutores de
autofagia) na infeccdo e na proliferacdo de taquizoitos de T. gondiiem
macréfagos peritoneais, CME primarias (midcitos e fibroblastos) e cultura de
mioblastos da linhagem C2C12 de camundongo.

v Avaliar por imunofluoescéncia a expressao de LC3 (marcador de autofagia)
em macréfagos peritoneais e CME primarias na  presenca

de rapamicina ou diante a estresse nutricional.

v Caracterizar ultraestruturalmente a autofagia em macréfagos e CME

infectados na presenca de rapamicina ou diante a estresse nutricional.
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3.1. Parasitos

Taquizoitos da cepa RH do T. gondii foram mantidos em camundongos Swiss
(12-18g) a partir do in6culo intraperitoneal de 10° parasitos/animal. Os camundongos
foram sacrificados 72 h apds a infeccdo e os parasitos coletados da cavidade
peritoneal em salina tamponada com fosfato (PBS). A solug&o contendo parasitos foi
centrifugada, o sobrenadante descartado e o sedimento celular ressuspenso em
meio Eagle modificado por Dulbecco F12 (DMEM) (Sigma-Aldrich). Os taquizoitos
foram quantificados em camara de Neubauer e utilizados nos ensaios de interacéo
parasito-célula hospedeira. Os animais foram cedidos pelo Centro de Criagdo de
Animais de Laboratério (CECAL) da Fundacao Oswaldo Cruz

3.2. Culturas de células

Células musculares esqueléticas (CME) foram obtidas a partir dos musculos
das coxas de fetos de camundongos (18° dia). Os tecidos foram clivados e
incubados em solucéo de dissociacao contendo 0,05% tripsina (Gibco, Grand Island,
New York) e 0,01% EDTA (Sigma-Aldrich) em PBS (pH 7,2), como descrito
anteriormente em Guimardes et al. (2008). Apds 5-7 ciclos de dissociacao (7 min
cada a 37° C), a digestdo enzimatica do tecido foi interrompida pela adicdo de
DMEM F12 suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas,
Brasil) no gelo. Ap6s lavagem em PBS para retirada das enzimas, as células foram
ressuspensas em meio DMEM F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 7 mM CacCl, (Sigma-Aldrich), 1% extrato de embrionario de pinto e 1% de
solucdo de antibioticos (Antibiotic Antimycotic Solution) (Sigma-Aldrich) e
transferidas para garrafa de cultivo (75 cm?) (Corning, New York, EUA) por 30 min a
37° C em 5% de atmosfera de CO,. Apo6s este periodo, o sobrenadante rico em
mioblastos foi coletado e quantificado para plagueamento.

Macréfagos peritoneais foram obtidos através de lavagem da cavidade
peritoneal de camundongos Swiss com DMEM F12 suplementado com 10% de SFB
e 1% de solucao de antibioticos (Antibiotic Antimycotic Solution) (Sigma-Aldrich). Em
seguida, as células foram quantificadas e plaqueadas por 1h a 37° C para adesio.
Apés este tempo, o meio de cultura foi trocado por meio novo e as células cultivadas
em DMEM F12.
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Mioblastos de camundongos da linhagem C2C12 obtidos do Banco de Células
do Rio de Janeiro (Brasil) foram crescidos em DMEM F12 suplementado com 10%
de SFB e 1% de solucao de antibidticos. As células foram mantidas em garrafas de
cultura de 25 cm? (Corning) a 37° C em atmosfera de 5% de CO,, com repiques a
cada 72 h.

O plaqueamento das células foi realizado em laminulas redondas de vidro (13
mm) em placas de 24 pogos (Falcon, Franklin Lakes, EUA) na concentragéo de 5 x
10* (CME), 3 x 10° (macréfagos) e 4 x 10* (C2C12) células/poco. Alternativamente,
para 0s ensaios de microscopia eletrbnica de transmissdo, as células foram
plaqueadas em placas de Petri (35 mm) (Falcon) nas concentracdes de 5 x 10°
(CME) e 2 x 10° células/placa (macréfagos). Todas as culturas foram mantidas a 37°
C em 5% de atmosfera de CO, até a realizacdo dos experimentos, sendo 0s
macrofagos e células da linhagem C2C12 cultivados por 24h para os experimentos,
e as CME por 120h.

3.3. Aspectos éticos

Os experimentos foram realizados de acordo com 0s principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e com as condicbes de biosseguranca adequadas para execucdo do
trabalho. Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da Fiocruz (licenca LW 10/10).

3.4. Toxicidade de rapamicina para células hospedeiras

A toxicidade da rapamicina foi avaliada pelo teste do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich) como previamente descrito (Mosmann,
1983), sendo testadas as faixas de concentragédo entre 1,56 ng/uL a 100 ng/uL nos

diferentes tipos celulares.

3.5. Inducéo de autofagia e seu efeito na infecgdo pelo T. gondii

Foram utilizados como indutores de autofagia a rapamicina (Sigma-Aldrich) e o
meio DMEM sem glicose e sem suplementacdo de SFB (estresse nutricional ou

30



Materiais e Métodos

DMEM-/-) (Gibco). Apls lavagem em PBS, as células foram incubadas com
rapamicina nas concentragcbes de 20 ng/pL (macrofagos) e 12,5 ng/uL (CME e
C2C12) ou submetidas a estresse nutricional por 2 h. Apés a incubacéo, as células
foram infectadas na propor¢cdo de 3 parasitos/macréfago ou 10 parasitos/célula
muscular (CME ou C2C12) por 1 h a 37° C. A inducdo da autofagia foi mantida até
24 h para todos os tipos celulares estudados. Nos tempos de 6 e 24 h, as células
foram fixadas em solucdo de Bouin por 5 min, lavadas trés vezes com &lcool 70% e
coradas em solucdo de Giemsa. A quantificacdo do percentual de infeccdo e do
namero de parasitos/célula infectada foi realizada nas diferentes culturas em
microscopio de campo claro a partir da contagem minima de 300 células/laminula
em duplicata. Também foram considerados na avaliacdo desses parametros 0s
fibroblastos das culturas de CME. Para determinacdo da concentracdo de parasitos
no sobrenadante, todo o volume do meio de cultivo das células foi coletado, apos
cada tempo e os parasitos extracelulares incubados com azul de tripan (Sigma-
Aldrich) e quantificados em cadmara de Neubauer.

3.6. Imunofluorescéncia

Para a deteccédo da proteina LC3b de autofagossomos, macrofagos e CME (6
e 24 h) foram lavados em PBS e fixados em 4% paraformaldeido por 10 min. Ap6s
nova lavagem, as culturas foram incubadas com solucdo de permeabilizacédo
contendo 4% albumina sérica bovina (BSA) e 0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
por 40 min sob agitacdo. As culturas foram entdo incubadas com anticorpo primario
contra LC3b produzido em coelho (Sigma-Aldrich) por 1 h a 25° C. As células foram
entdo lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo secundario contra coelho
acoplado ao fluorocromo Alexa 488 (Invitrogen, Eugene, EUA) por 1 h a 25° C. ApGs
novas lavagens, as laminulas 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 Imager A2 (Zeiss, Gottingen, Alemanha). Foram realizados
pelo menos 4 experimentos independentes, sendo quantificados os parametros:
namero de ceélulas totais LC3 positivas e numero de células infectadas LC3
positivas, com no minimo 200 células/laminula em duplicata. Células LC3 positivas
foram consideradas aquelas com pelo menos um ponto definido de marcacéo,

indicativo de autofagia induzida.

31



Materiais e Métodos

3.7. Anélise ultraestrutural

Apo6s a inducédo de autofagia (6 e 24 h), macréfagos e CME foram fixados em
2,5% solucéo de glutaraldeido (Sigma-Aldrich) em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M
por 1 h a 25°C. Apos esse periodo, as culturas foram lavadas no mesmo tampéo e
pés-fixadas em solucéo de 1% tetroxido de 6smio (Sigma-Aldrich) contendo 0,8% de
ferrocianeto de potassio e 2,5 mM de cloreto de calcio por 1 h a 4°C. Apds novas
lavagens, as células foram raspadas e entdo submetidas a desidratacdo em série
crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 2x 100%). Por fim, o material foi
emblocado em resina PolyBed 812 (Polysciences, Warrington, EUA) e polimerizado
por 72 h a 60°C. Subsequentemente, os cortes ultrafinos (60 nm) foram obtidos no
ultramicrétomo Ultracuts (Leica, Wien, Austria) e recolhidos em grades de cobre. Os
cortes foram contrastados em 1% acetato de uranila e citrato de chumbo para
analise no microscépio eletrénico de transmissdo JEM-1011 (Jeol, Téquio, Japao).

3.8. Andlise estatistica
Todas as andlises realizadas empregaram o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney para comparar os grupos controle e experimentais. Diferengas com p < 0,05

foram consideradas estatisticamente significativas.
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4.1.Avaliacdo da toxicidade da rapamicina em células musculares esqueléticas

e macréfagos

A toxicidade da rapamicina foi avaliada pelo teste do MTT com concentracfes
da droga que variaram de 1,56 ng/uL a 100 ng/uL, frente aos trés tipos celulares
utilizados ao longo deste trabalho. A taxa de sobrevivéncia aceitavel foi estabelecida
guando no minimo 85% das células estavam viaveis. A Tabela 4.1 mostra as faixas
de concentracbes que apresentaram baixa toxicidade as células permitindo sua

utilizag&o nos ensaios subsequentes.

Tabela 4.1. Faixas de concentracdes da rapamicina

Células Rapamicina (ng/pL)
Macrofagos 1,56 - 20
CME primaria 1,56 - 12,5
Linhagem C2C12 1,56 - 12,5

Com base nos resultados obtidos foi selecionada a maior concentracdo de
rapamicina que nao apresentou citotoxicidade para cada tipo celular. Dessa forma,
em todos os experimentos com macréfagos foi utilizada a concentragdo de 20 ng/uL,
e com CME e linhagem C2C12, 12,5 ng/uL

4.2. Avaliacdo da inducao da autofagia na infeccéo e proliferagcdo do T. gondii

nos diferentes modelos celulares

4.2.1. Macroéfagos

O pré-tratamento dos macrofagos com rapamicina e DMEM-/- com manutencao
dos estimulos autofagicos inibiu significativamente a infec¢éo e a proliferacdo do T.
gondii. Na Figura 4.1A pode-se observar que a rapamicina inibiu em cerca de 4% e
41% a infecc@o apos 6 e 24 h de interacdo, respectivamente. O estresse nutricional
foi capaz de inibir a infeccdo em cerca de 38% ja em 6 h de interacdo, mantendo
nivel similar no tempo de 24 h. Na Figura 4.1B monitorando numero de
parasitos/célula infectada, observa-se inibicdo deste parametro por rapamicina de 19

e 65% apdés 6 e 24 h, respectivamente. Paralelamente, o estresse nutricional
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também foi capaz de inibir aproximadamente 42% e 58% a proliferacdo dos
parasitos nos mesmos tempos, respectivamente. A Figura 4.2 mostra imagens
representativas desses experimentos. Ao detectar a presenca de taquizoitos no
meio extracelular, apés 24 h, estes foram coletados e quantificados sendo
observada uma diminui¢ao significativa (p < 0,05) na sua concentracdo em culturas
submetidas aos diferentes estimulos autofagicos (Figura 4.3). Neste tempo, uma
reducdo de taquizoitos no meio extracelular de aproximadamente 95 e 77% foi
observada nas culturas de macréfagos tratadas com rapamicina ou submetidas a

estresse nutricional, respectivamente.

4.2.2. CME

Semelhante ao observado em macréfagos, a inducdo de autofagia em CME
também foi capaz de inibir significativamente a percentagem de infeccdo e a
proliferacdo do T. gondii apés 24 h de interacdo (Figura 4.4). Rapamicina e o
estresse nutricional inibiram em cerca de 35% a infeccdo e em cerca de 60% a
proliferacdo do parasito. A Figura 4.5 mostra imagens representativas desses

experimentos.

4.2.3. Fibroblastos de cultura de CME

ApoOs contagem diferencial das mesmas culturas de CME, também foi
avaliado o efeito da autofagia na interacdo de T. gondii com fibroblastos primarios
(Figura 4.6). Assim como no item 4.2.2, as condicdes de inducdo de autofagia
testadas foram capazes de inibir a infeccdo apenas apos 24 h. Nesse tempo, uma
inibicdo de 13 e 24% foi observada para as células submetidas ao estresse
nutricional ou tratadas com rapamicina, respectivamente. Em contrapartida, a
interferéncia na proliferacdo de taquizoitos pdde ser observada ja no tempo mais
curto, sendo para ambos estimulos autofagicos em torno de 25%, ap6s 6 h, e de
60% apos 24 h (Figura 4.6B). A figura 4.7 mostra imagens representativas desses

experimentos.
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Figura 4.1. Efeito da inducdo de autofagia na infec¢céo e na proliferacdo do T. gondii em
macrofagos. Células incubadas com rapamicina (barras pretas) ou submetidas a estresse
nutricional (barras cinzas) por 6 e 24 h apds a infeccdo. (A) Inibicdo da percentagem de
infeccdo. (B) Inibicdo do ndmero de parasitos/célula infectada. As barras representam as
médias + desvio padrdo de pelo menos 3 experimentos independentes a partir da contagem
de 300 células/laminula em duplicata. Asteriscos indicam diferenca significativa em relacao ao

grupo controle (p < 0,02).
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Figura 4.2. Macro6fagos infectados com taquizoitos na proporgdo de 3:1
(parasito/célula hospedeira) tratados com rapamicina ou submetidos a estresse
nutricional durante 6 e 24 h. Setas indicam macréfagos infectados apés os diferentes
tempos. Rosetas intracelulares correspondentes a multiplicacdo dos parasitos podem ser
observadas no controle com 24 h de infec¢do, o que ndo se observa nas células tratadas.

Barras: 10 ym
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Figura 4.3. Efeito da induc&o de autofagia no niumero de parasitos no sobrenadante
de macrofagos. Concentragdo de parasitos no sobrenadante foi quantificada nas culturas
com rapamicina ou submetidas a estresse nutricional por 6 e 24 h apés a infec¢do. As
barras representam as médias + desvio padrdo de pelo menos 3 experimentos
independentes em duplicata. Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao

grupo controle (p < 0,05).
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Figura 4.4. Efeito da inducdo de autofagia na infec¢cdo e na proliferagcdo do T. gondii
em CME. Células incubadas com rapamicina (barras pretas) ou submetidas a estresse
nutricional (barras cinzas) por 6 e 24 h apds a infeccdo. (A) Inibicdo da percentagem de
infeccdo. (B) Inibicdo do nimero de parasitos/célula infectada. As barras representam as
médias + desvio padréo de pelo menos 3 experimentos independentes a partir da contagem
de 300 células/laminula em duplicata. Asteriscos indicam diferenca significativa em relacao

ao grupo controle (p < 0,01).
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Figura 4.5. CME infectadas com taquizoitos na proporcdo de 10:1 (parasito/célula
hospedeira) tratadas com rapamicina ou submetidas a estresse nutricional durante 6 e
24 h de interacdo. Setas indicam as células infectadas apds os diferentes tempos. Rosetasi

intracelulares correspondentes a multiplicacdo dos parasitos podem ser observadas no;

controle com 24 h de infeccdo, 0 que ndo se observa nas células tratadas. Barra: 20 ym \
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Figura 4.6. Efeito da inducéo de autofagia na infec¢cdo e na proliferacdo do T. gondii
em fibroblastos de cultura de CME. Células incubadas com rapamicina (barras pretas) ou
submetidas a estresse nutricional (barras cinzas) por 6 e 24 h apds a infeccdo. (A) Inibicdo
da percentagem de infec¢éo. (B) Inibicdo do numero de parasitos/célula infectada. As barras
representam as médias + desvio padrdo de pelo menos 3 experimentos independentes a
partir da contagem de 300 células/laminula em duplicata. Asteriscos indicam diferenca

significativa em relagédo ao grupo controle (p < 0,01).
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Figura 4.7. Fibroblastos provenientes de cultura primaria de CME infectados com
taquizoitos na proporcéo de 10:1 (parasito/célula hospedeira) tratados com rapamicina
ou submetidos a estresse nutricional durante 6 e 24 h. Setas indicam os fibroblastos na
cultura de CME. Rosetas intracelulares correspondentes a multiplicacdo dos parasitos podem
ser observadas no controle com 24 h de infeccdo, o que ndo se observa nas células tratadas.
Barra: 20 um
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4.2.3. Linhagem C2C12

Para fins de comparacdo, também foi analisado o efeito da rapamicina em
células musculares da linhagem C2C12 infectadas com T. gondii, sendo constatada
uma inibicdo nos dois parametros avaliados (% infeccdo e n° par./célula infectada)
(Figura 4.8). Ap6s 6 h de interacdo, o estresse nutricional foi capaz de inibir
significativamente a infec¢ao (50%), o que nao foi observado para o tratamento com
rapamicina. Em contrapartida, ambas as condicdbes de estresse inibiram
significativamente, a infeccdo apos 24 h de interacdo, em cerca de 17% para a
rapamicina e de 70% durante a escassez de nutrientes (Figura 4.8A). Os efeitos de
ambos os estimulos autofagicos inibiram a proliferacdo do parasito entre 10 e 15%
apos 6 h alcancando cerca de 44% no tempo de 24 h (Figura 4.8B). A Figura 4.9

mostra imagens representativas desses experimentos.

43



Resultados

B Rapamicina [] DMEM-/-

100
75 "
[=]
ug
o
2
£
3 50 |
Q
S
-
2
=
25 | *
0 { L
6h

100

75

50

25

% Inibi¢do do n° par./célula infectada

6h

Figura 4.8. Efeito da indugcdo de autofagia na proliferacdo do T. gondii em células da
linhagem C2C12. Células incubadas com rapamicina (barras pretas) ou submetidas a estresse
nutricional (barras cinzas) por 6 e 24 h apos a infeccdo. (A) Inibicdo da percentagem de
infeccdo. (B) Inibicdo do numero de parasitos/célula infectada. As barras representam as
médias * desvio padrdo de pelo menos 3 experimentos independentes a partir da contagem de
300 células/laminula em duplicata. Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle (p < 0,01).
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Figura 4.9. Linhagem de células C2C12 infectadas com taquizoitos na proporcédo de
10:1 (parasito/célula hospedeira) tratadas com rapamicina ou submetidas a estresse
nutricional durante 6 e 24 h. Setas indicam as CME infectadas ap0s os diferentes tempos.
Rosetas intracelulares correspondentes a multiplicacdo dos parasitos podem ser observadas
no controle com 24 h de infeccdo o que ndo se observa na maioria das células tratadas.

Barras: 20 ym
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4.3. Avaliacdo da expressado de LC3 na interacdo T. gondii-célula hospedeira

4.3.1. Macrofagos

A infeccdo induziu um aumento no percentual de células totais LC3+ em 6 e 24
h nas culturas néo tratadas de cerca de 2x e nas tratadas com rapamicina na faixa
1,1-1,5x. Nao foram observadas alteracdes, com relacdo a esse parametro, entre
culturas nado infectadas e infectadas quando incubadas em DMEM-/- nos dois
tempos de tratamento (Figuras 4.10-4.16). Foram observados pontos de LC3
préximos ao parasito em todas as condicbes em ambos os tempos analisados
(Figuras 4.11D, 4.11F, 4.12D, 4.13D, F, 4.14F, 4.15D, 4.16F). Em 6 e 24 h,
rapamicina também induziu a formacé&o de vacuolos no parasito e nas proximidades
do vacuolo parasitéforo, que aumentaram de tamanho no curso do tempo (Figuras
4.12F, 4.15B, 4.15D, 4.15F). A incubacdo com DMEM-/- induziu, apenas em 24h,
um aumento discreto no percentual de células LC3+ nas culturas infectadas (Figura
4.10B). Ja em culturas de macréfagos ndo infectadas, a submissdo ao estresse
nutricional induziu, em 6 e 24 h, um aumento de 2,4x nesse parametro (Figura
4.10). Nas mesmas culturas, o tratamento com rapamicina induziu, apenas em 24 h,
um aumento de 2x no numero de células LC3+. (Figura 4.10B).

A analise de imunofluorescéncia apenas em macréfagos infectados mostrou
que mais de 90% foram LC3+ independentemente do tratamento e do tempo de
andlise (Figura 4.17). Além disso, ndo foi observada diferenca significativa no
namero de células infectadas LC3+ entre os macréfagos controle e os incubados

com rapamicina ou DMEM-/-.
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Figura 4.10. Analise por imunofluorescéncia da expressao da proteina autofagica LC3
em culturas de macr6fagos néo infectadas (barra preta) e infectadas (barra cinza)
submetidas ou nédo a estimulos autofagicos. Foi avaliado o numero de células LC3+ em 6
h (A) e 24 h (B) de infeccdo. Rapamicina e o estresse nutricional foram mantidos durante
todo o experimento. As barras representam as meédias + desvio padrdo de pelo menos 3
experimentos independentes a partir da contagem de 200 células/laminula em duplicata.
Diferencas significativas sdo representadas por um asterisco para culturas ndo infectadas X

infectadas, e jogo da velha, para culturas ndo tratadas X tratadas (p < 0,05).

47



Resultados

Figura 4.11. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de macréfagos infectadas ou nao
com taquizoitos de T. gondii em 6 h. (A, C, E) Nao infectadas. (B, D, F) Infectadas.

Cabegas de setas pretas indicam pontos de LC3 no citoplasma. Barras: 10 ym.
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Figura 4.12. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de macr6fagos tratadas com
rapamicina e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii em 6 h. (A, C, E) Néo
infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas e vermelhas indicam pontos de
LC3 no citoplasma dos macréfagos e parasitos vacuolizados, respectivamente. Barras: 10
pm.
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Figura 4.13. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de macréfagos submetidas a
estresse nutricional e infectados ou ndo com taquizoitos de T. gondii em 6 h. (A, C, E)
N&o infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas indicam pontos de LC3 no

citoplasma. Barras: 10 ym.
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Figura 4.14. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de macréfagos infectadas ou
ndo com taquizoitos de T. gondii em 24 h. (A, C, E) Néao infectadas. (B, D, F) Infectadas.

Cabecas de setas pretas indicam pontos de LC3 no citoplasma. Barras: 10 ym.
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Figura 4.15. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de macréfagos tratadas com
rapamicina e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii em 24 h. (A, C, E) Nao
infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas e vermelhas indicam pontos de

LC3 no citoplasma e parasitos vacuolizados, respectivamente. Barras: 10 um.
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Figura 4.16. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de macréfagos submetidas a
estresse nutricional e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii em 24 h. (A, C,
E) N&o infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas indicam pontos de LC3 no

citoplasma. Barras: 10 ym.
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Figura 4.17. Anélise por imunofluorescéncia da expressdo da proteina autofagica LC3
em macroéfagos infectados de culturas submetidas ou ndo a estimulos autofagicos
apés 6 e 24 h de infeccdo. Apenas os macréfagos infectados das culturas foram
considerados na avaliagdo do nimero de células LC3+ nas diferentes condi¢fes e tempos.
As barras representam as médias + desvio padrdo de pelo menos 3 experimentos
independentes a partir da contagem de 200 células/laminula em duplicata. Foram utilizados
como estimulos autofagicos a rapamicina e o estresse nutricional, sendo estes mantidos ao

longo dos tempos avaliados.

4.3.2. CME

Diferentemente do observado em macrofagos, a infeccédo levou a um aumento
no percentual de CME LC3+ em todos os grupos estudados em 6 e 24 h, atingindo
percentuais de 50-90%, 40% e 5-20% no controle, rapamicina e DMEM-/-,
respectivamente (Figuras 4.18-4.24). Foram observados também pontos de LC3
préximos ao parasito em todos os grupos exeperimentais (Figuras 4.19D, 4.20D,F,
4.21B, 4.21D, 4.21F, 4.22F, 4.23B, 4.23D, 4.23F, 4.24D). Rapamicina induziu a
formacdo de vacuolos no parasito em 6 h de infeccdo (Figura 4.20F). Apos 24 h,
foram observados sinais de degradacao do T. gondii em culturas de CME tratadas

com essa droga (Figura 4.23F). A incubagdo com DMEM-/- induziu, nos dois tempos
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de analise, um aumento significativo no percentual de CME LC3+ de cerca de 90%
para culturas ndo infectadas e de 25% para infectadas (Figura 4.18). O tratamento
com a rapamicina, por sua vez, induziu apenas em 6 h nas CME néo infectadas um
aumento de 50% no namero de células LC3+ (Figura 4.18A).

A analise de imunofluorescéncia apenas em macréfagos infectados mostrou
que mais de 85% foram LC3+ independentemente do tratamento e do tempo de
andlise (Figura 4.25). Apenas as CME infectadas de culturas pré-incubadas com
DMEM-/- apresentaram um discreto aumento no percentual de células LC3+ em

relacdo as células controle em 6 h (98% x 85%).
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Figura 4.18. Analise por imunofluorescéncia da expressdo da proteina autofagica
LC3 em culturas de CME néo infectadas (barra preta) e infectadas (barra cinza) e
submetidas ou néo a estimulos autofagicos. Foi avaliado o numero de células LC3+ em
6 h (A) e 24 h (B) de infecgdo. Rapamicina e o estresse nutricional foram mantidos durante
todo o experimento. As barras representam as meédias + desvio padrdo de pelo menos 3
experimentos independentes a partir da contagem de 200 células/laminula em duplicata.
Diferencas significativas sao representadas por um asterisco para culturas ndo infectadas

X infectadas, e jogo da velha, para culturas nao tratadas X tratadas (p < 0,05).
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Figura 4.19. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de CME infectadas ou ndo com
taquizoitos de T. gondii em 6 h. (A, C, E) N&o infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas

de setas pretas indicam pontos de LC3 no citoplasma das CME. Barras: 10 um.
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Figura 4.20. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de CME tratadas com
rapamicina e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii em 6 h. (A, C, E) N&o
infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas e vermelhas indicam pontos de

LC3 no citoplasma das CME e parasitos vacuolizados, respectivamente. Barras: 10 ym.
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Figura 4.21. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de CME submetidas a estresse
nutricional e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii em 6 h. (A, C, E) Nao
infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas indicam pontos de LC3 no

citoplasma das CME. Barras: 10 ym.
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Figura 4.22. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de CME infectadas ou ndo com
taquizoitos de T. gondii em 24 h. (A, C, E) Néo infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas

de setas pretas indicam pontos de LC3 no citoplasma das CME. Barras: 10 ym.
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Figura 4.23. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de CME incubadas com
rapamicina e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii em 24 h. (A, C, E) Néo
infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas indicam pontos de LC3 no

citoplasma das CME. Cabeca de seta amarela indica parasitos degradados. Barras: 10 pm.
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Figura 4.24. Imunofluorescéncia para LC3 de culturas de CME submetidas a estresse
nutricional e infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii no tempo de 24 h. (A, C,
E) Nao infectadas. (B, D, F) Infectadas. Cabecas de setas pretas indicam pontos de LC3 no

citoplasma das CME. Barras: 10 ym.
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Figura 4.25. Andlise por imunofluorescéncia da expressao da proteina autofagica LC3
em CME infectadas de culturas submetidas ou néo a estimulos autofagicos apés 6 e
24 h de infeccdo. Apenas as CME infectadas das culturas foram consideradas na avaliagdo
do namero de células LC3+ nas diferentes condicbes e tempos. As barras representam as
médias + desvio padrao de pelo menos 3 experimentos independentes a partir da contagem
de 200 células/laminula em duplicata. Foram utilizados como estimulos autofagicos a
rapamicina e o estresse nutricional, sendo estes mantidos ao longo dos tempos avaliados
(p= 0,05).

4.4. Caracterizacao ultraestrutural da autofagia na interacdo do T. gondii com

macrofagos e CME

4.4.1. Macrofagos

Em 6 e 24h, macrofagos infectados apresentaram varios autofagossomos
tanto no controle quanto apdés o estimulo autofagico (Figura 4.26-4.31). Essas
organelas, contendo material celular em diferentes estagios de degradagdo, como
estruturas membranares concéntricas, foram observadas nas proximidades ou em
intimo contato com o vacuolo parasitéforo (Figuras 4.26B-F, 4.27B-D, 4.28A-D,
4.29A-D, 4,29F, 4.30B-C, 4.31B). Em 24 h, no entanto, rapamicina e 0 estresse
nutricional induziram ainda o aparecimento de grandes autofagossomos, e em
alguns casos, em intima associagdo com mitocéndrias (Figuras 4.30E, 4,30F;
4.31D-F).
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Em 6 h, células tratadas com rapamicina apresentaram perfis de reticulo
endoplasmatico envolvendo a membrana do vacuolo parasitéforo, bem como regides
de infiltracdo de material celular no seu interior (Figura 4.27D). Ainda nessa
condicdo, estruturas membranares concéntricas citoplasmaticas envoltas por
autofagossomos também foram observadas (Figura 4.27F). Nas células submetidas
a estresse nutricional, corpusculos lipidicos foram encontrados no interior de
autofagossomos em contato intimo com o parasito (Figura 4.28B). Regifes de
comunicacdo destas estruturas autofagicas com o vacuolo parasitéforo e com a
pelicula do parasito, cuja membrana plasmatica mostrou desprendimento e dobra
em determinadas regifes, também foram observadas (Figura 4.28D). O estresse
nutricional ainda induziu o envolvimento de estruturas autofagicas por perfis de
reticulo endoplasmatico (Figura 4.28F). Particularmente em 24 h, células
submetidas ao estresse nutricional apresentaram parasitos no interior de vacuolos
parasitoforos com membrana desestabilizada (aspecto ondulado) circundada por
perfis de reticulo endoplasmatico (Figura 4.31B). Adicionalmente, no interior desses
vacuolos também foram observadas estruturas membranares concéntricas e uma
rede tabulo vesicular bastante desenvolvida (Figura 4.31B).

Em ambos os tempos, apenas taquizoitos com morfologia tipica foram
observados no controle (Figuras 4.26B-D, 4.29), ao contrario dos grupos tratados
com rapamicina ou submetidos a estresse nutricional. Em 6 e 24 h, macrofagos
tratados com rapamicina apresentaram, além de parasitos integros, parasitos
contendo autofagossomos e/ou estruturas membranares concéntricas em seu
citoplasma (Figuras 4.27B, 4.30B). Parasitos em processo avangado de
degradacédo no interior de estruturas autofagicas também foram detectados em
macrofagos submetidos aos dois estimulos autofagicos (Figuras 4.27E, 4.28E,
4.30D).
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Figura 4.26. Analise por microscopia eletrénica de transmissdo de culturas de
macrofagos 6 h apdés a infeccdo com T. gondii. (A) Macrofago ndo parasitado
apresentando inumeros autofagossomos (estrelas pretas). (B-D) Taquizoitos (P) com
morfologia tipica e nas proximidades do vacuolo parasitéforo varios autofagossomos
(estrelas pretas) sdo vistos, em alguns casos apresentando intimo contato o vacuolo (seta
preta larga). (E, F) Ampla distribuicdo de autofagossomos (estrelas pretas), contendo
material celular (cabecas de seta pretas) em diferentes estagios de degradacao, incluindo
estruturas membranares concéntricas (MC) em seu interior. RE: reticulo endoplasmatico.

Barras: 0,5 ym
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Figura 4.27. Anélise por microscopia eletrénica de transmissdo de culturas de
macrofagos pré-tratadas com rapamicina, 6 h apds a infeccdo com T. gondii.
Taquizoitos (P) de morfologia tipica (A) ou contendo autofagossomos (asterisco preto) (B).
Autofagossomos (estrelas pretas) e mitocbndrias (M) em intimo contato com o vacuolo
parasitéforo (B-D). Perfis de reticulo endoplasmatico (cabeca de seta branca) circundando a
membrana do vacuolo parasitéforo (seta preta). Infiltracdo de material celular para o interior
do vacuolo parasitéforo (seta larga branca) (D). Parasito em processo avancado de
degradacéo no interior de um autofagossomo (P*) (E). (F) Autofagossomaos (estrelas pretas)
circundando estrutura membranar concéntrica (MC). N: Nucleo da célula hospedeira. Barras:
0,5 um
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Figura 4.28. Analise por microscopia eletrénica de transmissdo de culturas de
macrofagos pré-incubadas em DMEM-/-, 6 h apds a infeccdo com T. gondii. (A-C)
Vacuolo parasitéforo contendo taquizoita (P) integro em intima associacdo (setas largas
pretas) com autofagossomos (estrelas pretas) contendo corpusculos lipidicos (CL), estrutura
membranar concéntrica (MC) e outros componentes celulares (cabecas de setas pretas) em
diferentes estagios de degradacao. (C) Membrana do vacuolo parasitéforo com aspecto
ondulado (cabeca de seta branca) e do autofagossomo sdo vistos em estreito contato. (D)
Dois autofagossomos da célula hospedeira (estrela preta) associados ao vacuolo
parasitéforo, contendo membrana eletrodensa (seta preta) em comunicagdo com este. Seta
branca indica desprendimento e dobra da membrana plasmatica do taquizoito (P). (E)
Parasito no interior de um autofagossomo (P*) em estagio final de degradacéo. (F) Detalhe
de autofagossomos (estrelas pretas) contendo estrutura membranar concéntrica (MC) e sua

interacdo com o reticulo endoplasmatico (RE). Barras: 0,5 um
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Figura 4.29. Anélise por microscopia eletrénica de transmissdo de culturas de
macrofagos, 24 h apés a infec¢cdo com T. gondii. (A-F) Taquizoitos (P) com morfologia
caracteristica foram observados em intimo contato (setas largas pretas) com
autofagossomos (estrelas pretas) contendo material em diferentes estagios de degradacéo

(cabecas de seta pretas). N: nlcleo da célula hospedeira. Barras: 0,5 pm
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Figura 4.30. Analise por microscopia eletrénica de transmissdo de culturas de
macréfagos pré-tratadas com rapamicina, 24 h apos a infeccdo com T. gondii. (A)
Macrofagos com inumeros autofagossomos (estrelas pretas). (B, C) Taquizoito (P)
apresentando autofagossomo e estrutura membranar concéntrica (MC) em seu citoplasma.
intimo contato (seta larga preta) entre autofagossomos (estrelas pretas) e o parasito. (D)
Parasito degradado no interior de um autofagossomo (P*). (E, F) Detalhe da formacédo de
grandes autofagossomos (estrelas pretas) no citoplasma dos macrofagos. N: nlcleo da

célula hospedeira. Barras: 0,5 um
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Figura 4.31. Anélise por microscopia eletrénica de transmissdo de culturas de
macréfagos pré-incubados em DMEM-/-, 24 h ap6s a infeccdo com T. gondii. (A)
Macrofago com multiplos autofagossomos (estrelas pretas). (B) Taquizoito (P) integro no
interior de um vacuolo parasitéforo com membrana desestabilizada (aspecto ondulado)
apresentando perfis de reticulo endoplasmastico (cabecgas de setas brancas) em diversos
pontos. Formagdo de membranas concéntricas (setas pretas) e aumento da rede tubulo
vesicular (TV) no interior do vacuolo parasitéforo. (C-F) Grandes autofagossomos (estrelas
pretas) em intimo contato com mitocondrias (M) contendo material em diversos estagios de
degradacdo como estruturas membranares concéntricas (MC). N: nucleo da célula

hospedeira. Barras: 0,5 um
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4.4.2. CME

Dentre os fendétipos mais recorrentes observados em CME apos 6 e 24 h de
infeccdo no controle, rapamicina e DMEM-/-, destaca-se o0 aparecimento de varios
autofagossomos (Figuras 4.32-4.38) contendo material em diferentes estagios de
degradagéao, como estruturas membranares concéntricas nas proximidades ou em
intimo contato com a membrana do vacuolo parasitéforo (Figuras 4.32C-E, 4.33A-C,
4.34B, 4.35D-F, 4.36A-C,E, 4.37A-C, 4.38). Em paralelo, varias mitocéndrias
circundando o vacuolo parasitoforo também puderam ser observadas (Figuras
4.32C, D, 4.33B, 4.34C, 4.35C, 4.36C, D, 4.38C, F). Em 24 h, grandes
autofagossomos foram detectados apds a inducdo de autofagia (rapamicina e
DMEM-/-), sendo em alguns casos observada uma intima associacdo destas
organelas com mitocéndrias e complexo de Golgi (Figuras 4.36D, 4.37A, 4.38F).

Em 6 h, o tratamento com rapamicina e a incubagdo em DMEM-/- levou ao
aparecimento de corpusculos lipidicos em processo de degradacéo. Estas estruturas
foram encontradas no interior de vacuolos autofagicos proximos ao parasito
(Figuras 4.33E, 4.34F). Nesse tempo, foram observados corpusculos lipidicos
intactos no controle (Figuras 4.32E, F). Rapamicina ainda induziu o inchaco das
cisternas de Golgi (Figura 4.33F), enquanto nas células submetidas a estresse
nutricional, perfis de reticulo endoplasmético foram encontrados envolvendo
estruturas autofagicas (Figura 4.34E).

Em 6 e 24 h, a desestabilizacdo da membrana do vacuolo parasitoforo
também foi observada tanto para CME tratadas com rapamicina (Figuras 4.33B,
4.36C) quanto para as submetidas a estresse nutricional (Figuras 4.34C, 4.38D). No
tempo mais curto, o tratamento com rapamicina levou a infiltracdo de conteudo
citoplasmatico para o interior do vacuolo parasitoforo (Figura 4.33B). J& nas células
submetidas a estresse nutricional, membrana eletrondensa, frequentemente
observada em autofagossomos, foi encontrada envolvendo esses vacuolos (Figura
4.34C). Em 24 h, essa mesma condicdo levou a um evento morfolégico indicativo de
fusdo do vacuolo parasitéforo com os autofagossomos (Figura 4.38C). Ainda nesse
tempo, CME tratadas com rapamicina apresentaram estruturas sugestivas de
grandes fagéforos com membrana de alta eletrondensidade envolvendo taquizoitos
no citoplasma das CME (Figuras 4.37A-C).
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Em ambos os tempos, apenas taquizoitos de morfologia normal foram
observados no controle (Figuras 4.32A-D, 4.35A-F), ao contrario das células
tratadas com rapamicina ou submetidas a estresse nutricional em que foram
encontrados tanto parasitos integros (Figuras 4.33A, B 4.34A-C, 4.36A, 4.38B)
guanto parasitos contendo autofagossomos (Figuras 4.33C, 4.34D, 4.36C, 4.38D).
Apenas em 24 h, estruturas sugestivas de parasitos em processo final de
degradacéo foram observadas em CME tratadas com rapamicina (Figuras 4.36D,
4.37D) e submetidas ao estresse nutricional (Figura 4.38E). Ainda nesse tempo,
rapamicina levou a formacdo de autofagossomos e estruturas membranares
concéntricas no interior de corpos residuais, procedentes do processo de

endodiogenia. (Figura 4.36F).
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Figura 4.32. Andlise por microscopia eletrénica de transmissao de culturas de CME
apos 6 h de infeccdo com T. gondii. (A, B) Taquizoitos (P) com morfologia tipica de
micronemas (Mic), réptrias (R) e mitocondrias (asteriscos brancos). (C-E) Mitocéndrias (M),
autofagossomos (estrelas pretas) contendo material em diferentes estagios de degradacéo
(cabecas de seta pretas) e corpusculos lipidicos (L) da célula hospedeira proximos ao
vacuolo parasitéforo. (F) Detalhe de autofagossomos e corplsculo lipidico em célula

infectada. Barras: 0,5 um
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Figura 4.33. Andlise por microscopia eletrénica de transmissao de culturas de CME
pré-tratadas com rapamicina, 6 h apds a infeccdo com T. gondii. (A,B) Vacuolo
parasitéforo (VP) com membrana desestabilizada (cabegas de setas brancas) contendo
taquizoito (P) apresentando morfologia caracteristica. Varios autofagossomos (estrelas
pretas) e mitocondrias (M) sdo observados nas suas proximidades. (B) Infiltracdo de
conteudo citoplasmatico (seta larga branca) da célula hospedeira para o interior de um
vacuolo parasitéforo (VP) desestabilizado. (C) Parasito (P) apresentando autofagossomos
(asteriscos pretos). (D-F) Inducdo da formacdo de autofagossomos (estrelas pretas)
contendo estruturas membranares concéntricas (MC). Degradacéo de corpusculos lipidicos
(CL) e inchaco das cisternas do Complexo de Golgi (estrela branca). N: nucleo da célula

hospedeira. Barras: 0,5 ym
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Figura 4.34. Analise por microscopia eletrénica de transmisséo de culturas de CME
pré-incubadas em DMEM-/-, 6 h apés a infeccdo com T. gondii. (A) Taquizoito com
morfologia normal (P). (B) intimo contato (seta larga preta) do vactolo parasitéforo contendo
taquizoitos integros com um grande autofagossomo (estrela preta) apresentando material
em diferentes estagios de degradacao (cabecas de setas pretas). (C) Taquizoito no interior
de um vacuolo parasitéforo desestabilizado. Em destaque, a membrana do vacuolo
parasitéforo (seta preta) envolta por membrana eletrodensa tipica de autofagossomo
(cabeca de seta branca). (D) Parasito apresentando autofagossomaos (asteriscos pretos). (D,
E) Autofagossomos (estrelas pretas) com conteido em diferentes estagios de degradacéao,
além de perfis de reticulo endoplasmatico (RE) envolvendo estruturas autofagicas. (F)
Corpusculos lipidicos em processo de degradacdo (CL) proximos a autofagossomos

(estrelas pretas) e mitocdndrias com matriz rarefeita (M). Barras: 0,5 ym
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Figura 4.35. Analise por microscopia eletronica de transmisséo de culturas de CME,
24 h apés a infeccdo com T. gondii. (A-C) Taquizoitos (P) com morfologia tipica e
mitocédndrias (M) da célula muscular, proximas a membrana do vacuolo parasitéforo. (D-F)
Autofagossomos (estrelas pretas) contendo material em diferentes estagios de degradacéo
(cabecas de seta pretas) também foram detectados préximos ao vacuolo (seta larga preta)

contendo o parasito (P). Barras: 0,5 ym
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Figura 4.36. Analise por microscopia eletrénica de transmissao de culturas de CME
pré-tratadas com rapamicina, 24 h apés a infeccdo com T. gondii. (A) Taquizoitos (P)
com morfologia tipica em um vacuolo parasitéforo (VP). Mitocdndrias (M) e autofagossomos
(estrela preta) da célula hospedeira foram observados proximos ao VP. (B) Grande
autofagossomo (estrela preta) proximo ao parasito (P) e associado ao reticulo
endoplasmatico (RE). (C) Parasito apresentando autofagossomo (asterisco preto) no interior
de um VP com membrana desestabilizada (seta preta). (D) Parasito (P) degradado. (E)
Autofagossomos (estrelas pretas) apresentando estruturas membranares concéntricas (MC).
(F) Autofagossomos no interior de corpo residual proveniente do processo de endodiogenia

dos parasitos. N: nucleo da célula hospedeira. Barras: 0,5 um
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Figura 4.37. Eliminacéo do T. gondii em CME via indu¢do de autofagia por rapamicina.
(A) Fagoforo em processo de englobamento de um taquizoito (P). (B, C) Regibes de
membrana com alta eletrondensidade ao redor de parasitos. (D) Parasito em processo de
degradacgéo no interior de um autofagossomo (P*). Cabecas de setas brancas indicam a
membrana do autofagossomo. Em destaque, setas brancas e pretas indicam o complexo
membranar interno e a membrana plasmatica do parasito, respectivamente. N: ndcleo da

célula hospedeira. Barras: 0,5 um
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Figura 4.38. Andlise por microscopia eletrénica de transmissao de culturas de CME
pré-incubadas em DMEM-/-, 24h apos a infeccdo com T. gondii. (A, B) Taquizoitos com
morfologia normal (P) em vacuolos parasitéforos proximos a autofagossomos (estrelas
pretas) contendo material celular (cabegas de seta pretas) em diferentes estagios de
degradacdo. (C) Imagem sugestiva da fusdo entre o vacuolo parasitéforo e um
autofagosssomo (seta branca larga). (D) Parasito apresentando autofagossomos (asterisco
preto) no interior de um vacuolo parasitéforo com membrana desestabilizada, préximo a um
autofagossomo da célula hospedeira (estrela preta). (E) Estrutura sugestiva de parasito no
interior de um autofagossomo (P*) em processo avancado de degradacdo, onde nao é
possivel se identificar organelas tipicas. (F) Indugéo da formacédo de grande autofagossomo
circundado por perfis de complexo de Golgi (CG) e mitocondrias (M), préximos a membrana

ao vacuolo parasitoforo. RE: reticulo endoplasmaético. Barras: 0,5 um
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Discussao

A autofagia, tema central deste trabalho, consiste no processo de
degradacdo de componentes celulares e sua remocao através da via fagolisossomal
gue sao eventos chaves para a manutencdo da homeostase da célula eucaridtica.
Dentre outras funcdes conhecidas, este processo atua como fonte alternativa de
nutrientes durante o estresse nutricional, além de participar no controle de estoques
lipidicos intracelulares e na interagdo parasito-célula hospedeira (Andrade et al.,
2006; Deretic & Levine, 2009; Romano et al., 2012).

Na presente dissertacdo, a participacdo da autofagia durante a interacdo T.
gondii-célula hospedeira foi avaliada utilizando-se dois modelos celulares bem
distintos em relacdo a sua capacidade fagocitica: macréfagos (fagocitos
profissionais) e células musculares esqueléticas (fagdcitos nao-profissionais). Os
macrofagos sao importantes para a compreensao de mecanismos de defesa contra
0 parasito, e as células musculares, por sua vez, constituem um dos nichos mais
importantes da cistogénese in vivo do T. gondii (Bogdan & Rdéllinghoff, 1999; Innes,
2010). Desta forma, células musculares esqueléticas provenientes de cultura
primaria (CME) e as de linhagem, as C2C12 foram avaliadas. Esta linhagem tem
sido amplamente empregada como modelo para o estudo da miogénese in vitro
(Burattini et al., 2004). Além disso, levando-se em consideracdo que as culturas
primarias de CME sao mistas contendo além de mioblastos, os fibroblastos que
exercem um papel importante no estabelecimento desta cultura, estes também
foram incluidos neste estudo.

De maneira geral, a andlise por microscopia de luz mostrou que a
rapamicina e a restricdo de glicose e de SFB (estresse nutricional), tipicos indutores
autofagicos (Mizushima & Komatsu, 2011), foram capazes de inibir a infeccdo e a
proliferacdo do T. gondii (nimero de parasitos por célula infectada) em macroéfagos,
CME, fibroblastos de cultura de CME e C2C12. O efeito de ambos os estimulos
autofagicos na infeccdo e na proliferacdo do T. gondii foi avaliado nos diferentes
modelos celulares apos 6 e 24 h infeccao.

Em 6 h, apenas em macrofagos e em C2C12 foi observada influéncia da
inducdo da autofagia na infeccdo. Enquanto em macréfagos, ambos os estimulos
autofagicos inibiram a infeccdo do T. gondii neste tempo, nas C2C12 apenas o
estresse nutricional, mas ndo rampamicina, foi capaz de reproduzir tal efeito. Em
contrapartida, em 24 h de interacdo, estes indutores de autofagia inibiram a infeccao
do T. gondii em todos os modelos celulares estudados (Figuras 4.1A, 4.4A, 4.6A,
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4.8A). Tem sido descrito que a invasao do T. gondii é essencialmente ativa em
células fagociticas ou nao-fagociticas (Dobrowolski & Sibley, 1996). No entanto, a
inibicdo de mTOR (tipicamente induzida por rapamicina ou estresse nutricional) ja foi
associada, em tempos curtos, a reducdo na capacidade fagocitica de macréfagos
(Thomson et al, 2009; Yu et al, 2010). Assim, pode-se sugerir a participacdo da
fagocitose na infeccdo do T. gondii nestas células o que justificaria sua inibicdo em 6
h. Adicionalmente, a inibicdo da infeccdo apenas das C2C12 submetidas ao
estresse nutricional, nesse mesmo tempo, pode ser o resultado de uma maior
susceptibilidade destas células a essa condi¢éo, limitando a entrada do parasito.

Em resposta aos estimulos autofagicos, em todas as células estudadas, a
partir de 6 h de interacdo, houve a inibicdo da proliferacdo do T. gondii com excecao
das CME, quando o fenbmeno ocorreu somente em 24 h (Figuras 4.1B, 4.4B, 4.6B,
4.8B). E interessante ressaltar que Andrade e colaboradores (2006) observaram
inibicdo semelhante em macréfagos tratados com rapamicina 2 h apds a interacao
com o T. gondii, 0 que sugere que a adicdo da droga anterior ou posterior a infec¢cao
nao interfere neste processo.

Paralelamente, a analise quantitativa de taquizoitos no sobrenadante das
diferentes culturas (provenientes do rompimento das células apés ciclo litico),
mostrou em macrofagos submetidos aos estimulos autofdgicos uma acentuada
reducdo em relacéo ao controle em 24 h (Figura 4.3). Esses dados séo coincidentes
com a inibicdo significativa da infeccdo e proliferacdo do parasito observada nesse
mesmo tipo celular e tempo de interacdo. No entanto, em CME e C2C12 néo foi
encontrado um numero significativo de parasitos no sobrenadante nas diferentes
condi¢cbes analisadas, o que pode estar relacionado com o carater fagocitico néo-
profissional de células musculares esqueléticas.

De modo geral, a diminuicdo da infec¢ao e da proliferacdo do T. gondii em
todos os modelos celulares estudados foi coincidente com o pré-tratamento das
células com rapamicina ou submissdo ao estresse nutricional. Desta forma, esses
dados sugerem fortemente o envolvimento da via autofagica na eliminagdo desses
parasitos. No entanto, embora rapamicina e estresse nutricional sejam classicos
indutores dessa via, a inibicio de mTOR desencadeada por ambos os estimulos
pode influenciar em uma série de outros mecanismos celulares (Thomson et al,
2009). Frente a essa hipotese, ampliamos nossa investigagdo utilizando métodos

complementares que confirmassem ou refutassem a participagdo da autofagia
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durante a infeccdo. Nesse contexto, macréfagos e CME foram eleitos para analise
comparativa, por imunofluorescéncia, do padrdo de expressdo da proteina
autofagica LC3 apos 6 e 24 h de infeccao.

Inicialmente, foi feita a analise do percentual de células totais LC3+ em
culturas de macréfagos e CME infectadas submetidas ou ndo aos estimulos
autofagicos nos diferentes tempos de infeccdo. Células LC3+ foram consideradas
aguelas com pelo menos um ponto definido de marcacéo, nas quais se considerou a
autofagia induzida. Uma vez que a rapamicina e o estresse nutricional, por si so,
poderiam estar induzindo a autofagia, a analise de LC3 em culturas de células néo
infectadas, submetidas ou ndo aos estimulos autofagicos, também foi realizada.

A infeccdo pelo T. gondii aumentou o nimero de células LC3+ em 6 e 24 h
em culturas de macréfagos e CME controle (células sem estimulo autofagico) ou
tratadas com rapamicina (Figuras 4.10, 4.18). No entanto, na situacdo de estresse
nutricional, apenas nas culturas de CME tal aumento foi observado nesses tempos
(Figura 4.18). Esses dados sugerem que a autofagia € induzida pela infec¢éo do T.
gondii nos dois modelos celulares independente de estimulo autofagico. Além disso,
o perfil similar e a alta porcentagem de células LC3+ observados nas culturas de
macrofagos, infectados ou ndo, submetidos a estresse nutricional nos dois tempos,
sugere que ocorra uma maior suscetibilidade deste modelo a esse estimulo
autofagico.

A analise comparativa entre as culturas de CME e macrofagos infectadas e
tratadas com rapamicina, em relacdo aos respectivos controles (células infectadas
nao tratadas), ndo mostrou diferenca significativa no nimero de células totais LC3+
nos diferentes tempos de infec¢do (Figuras 4.10, 4.18). Esses dados sugerem que,
nestes tempos, a infeccdo na auséncia de estimulo autofagico influencia no
percentual de células LC3+ de modo similar a infeccdo apoOs tratamento com
rapamicina. No entanto, as culturas de CME e de macrofagos infectadas submetidas
a estresse nutricional mostraram um aumento no nimero de células totais LC3+ em
relacdo aos controles (células apenas infectadas) apos 6 e 24 h (Figuras 4.10B,
4.18), respectivamente. Assim, diferentemente do observado para rapamicina, tal
resultado sugere que a infeccdo apos estresse nutricional influencia no percentual
de células totais LC3+ de maneira mais eficiente, nesses tempos, do que as culturas

apenas infectadas.
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Em um segundo momento, o perfil de expressdo de LC3 também foi avaliado
apenas nas células infectadas das culturas de macréfagos e CME. Apos 6 e 24 h foi
observado um grande percentual de células infectadas LC3+ em ambas as culturas,
com pouca ou nenhuma diferenca para as células submetidas aos dois estimulos
autofagicos, em relacdo aos respectivos controles (culturas apenas infectadas)
(Figuras 4.17 e 4.25). Assim, esses dados sugerem contribuicao efetiva das células
infectadas no percentual de células totais LC3+, determinado anteriormente para
macrofagos e CME.

Diante desses dados é valido ressaltar que o T. gondii tem sucesso na
infeccdo tanto em macréfagos nao ativados quanto nas CME. Assim, supondo ser a
autofagia responsavel pela diminuicdo tanto da infeccdo quanto da proliferacdo do
parasito, ndo seria esperada a inducdo desta via mesmo em células infectadas nao
submetidas aos estimulos autofagicos. Nesse ponto € interessante destacar que 0s
dados de imunofluorescéncia até agora apresentados néo refletem a intensidade da
autofagia por célula em cada condicdo analisada. Embora experimentos adicionais
sejam necessarios, a analise qualitativa da imunofluorescéncia para LC3 sugere que
CME infectadas ap6s estimulo autofagico apresentaram uma maior expressao desse
marcador por célula que aquelas apenas infectadas (Figuras 4.19, 4.20, 4.21, 4.22,
4.23, 4.24). Adicionalmente, pontos maiores de marcagdo para LC3 foram
observados nos macréfagos (Figuras 4.12D, 4.13F; 4.15D, 4.16D) e nas CME
(Figuras 4.20F, 4.21B; 4.23F, 4.24F) infectados tratados com rapamicina ou
submetidos ao estresse nutricional se comparados aos respectivos controles
(células apenas infectadas). Assim, esses resultados sugerem possiveis diferencas
no mecanismo de acao da via autofagica entre as celulas submetidas ou ndo aos
diferentes estimulos autofagicos.

Uma vez confirmada a inducédo da autofagia pelo T. gondii em macrofagos e
CME submetidos ou ndo aos estimulos autofagicos, foram avaliados aspectos
morfolégicos das diferentes culturas no curso da infecgéo. A analise ultraestrutural
mostrou a presenca de autofagossomos com conteddo em diferentes estagios de
degradagdo em ambas as culturas nas diferentes condicbes e tempos avaliados.
Esses autofagossomos, assim como mitocondrias e perfis de reticulo
endoplasmatico, foram observados nas proximidades do parasito ou em intimo
contato com a membrana do vacuolo parasitéforo (Figuras 4.26C, 4.27D, 4.28C,
4.29D, 4.30C, 4.31B, 4.32D, 4.33F, 4.34C, 4.35C, 4.36B, 4.38C). Esses achados
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sdo compativeis com os de imunofluorescéncia para ambos os modelos, uma vez
que vesiculas de LC3, primariamente representativas de autofagossomos
(Mizushima et al., 2010), também foram observadas nas proximidades do parasito a
partir de 6 h de infeccéo.

O recrutamento de organelas como mitocondrias, reticulo endoplasmatico e
lisossomos em torno do vacuolo parasitéforo durante o desenvolvimento intracelular
do T. gondii tem sido bem caracterizado. De modo geral, a intima interacdo dessas
organelas com o vacuolo parasitéforo tem mostrado contribuir na captacdo pelo
parasito de nutrientes provenientes da célula hospedeira, uma vez que o protozoario
€ incapaz de sintetizar de novo moléculas como glicose, aminoacidos, ferro,
colesterol e purinas (Schwartzman & Pfefferkorn, 1982; Pfefferkorn, 1984; Coppens
et al., 2000; Fox et al., 2004; Galil et al., 2004; Coppens et al., 2006). Adicionalmente,
Wang e colaboradores (2009) mostraram que a autofagia de células HeLa e MEFs é
estimulada pela infeccdo do T. gondii que explora a funcdo nutritiva dessa via,
utilizando-a para impulsionar o seu crescimento. Nessas células (HeLa e MEFs),
assim como em macréfagos e CME, foi observado por imunofluorescéncia o
acumulo de vesiculas contendo LC3 nas proximidades do parasito. Com base na
literatura e nos resultados do presente trabalho, sugere-se que o recrutamento de
estruturas autofagicas da célula hospedeira para o vacuolo parasitéforo possa estar
sendo utilizado pelo T. gondii na aquisicdo de nutrientes necessarios a sua
sobrevivéncia e crescimento.

A inativacdo de mTOR, um regulador central do crescimento celular e do
metabolismo, medeia a autofagia induzida por estresse nutricional ou por rapamicina
(Wullschleger et al., 2006; Mizushima & Komatsu, 2011). No entanto, Wang e
colaboradores (2009) mostraram que a indugcdo da autofagia em células Hela e
MEFs pela infeccdo do T. gondii ocorre independentemente da atividade dessa
proteina. Uma vez que o T. gondii, no presente trabalho, foi capaz de induzir
também a autofagia em macrofagos e CME nao sujeitos a estimulos autofagicos,
possivelmente a inducdo dessa via nesses dois modelos e na mesma condigao
independa dessa molécula.

A associacao de mitocondrias, perfis de reticulo endoplasmatico e Golgi com
autofagossomos também poOde ser observada em macrofagos e CME (Figuras
4.26E, 4.28F, 4.31C, 4.34E, 4.36C, 4.38F) sendo mais frequente nas células

tratadas com rapamicina ou submetidas a estresse nutricional que nas células ndo
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tratadas. Estas observacdes reforcam as principais hipoteses a respeito da origem
da membrana do autofagossomo que parece ser proveniente tanto da sintese de
novo no citoplasma quanto das membranas: plasmatica, da mitocondria, do reticulo
endoplasmatico e do Golgi (Kovacs et al., 2007; Militello & Colombo, 2011).

No entanto, embora a autofagia tenha sido induzida pelo T. gondii
independentemente de estimulo autofagico, os aspectos morfolégicos da resposta
dos macrofagos e das CME a infeccdo nas células tratadas com rapamicina
(Figuras 4.27, 4.30, 4.33, 4.36) ou submetidas a estresse nutricional (Figuras 4.28,
4.31, 4.34, 4.38) foram bastante diferentes em relacdo ao controle (auséncia de
estimulo autofagico) (Figuras 4.26, 4.29, 4.32, 4.35). Na auséncia de estimulo
autofagico, foi observado apenas o intimo contato de autofagossomos com a
membrana do vacuolo parasitéforo (Figuras 4.26, 4.29, 4.32, 4.35) nos dois
modelos celulares. Diante dos dados apresentados, esses resultados sugerem que
na condicdo de auséncia de estimulo autofdgico, o papel da autofagia esteja
relacionado, principalmente, a captacdo de nutrientes da célula hospedeira por parte
do parasito. Em contrapartida, nas células incubadas com rapamicina ou DMEM-/-,
estruturas sugestivas de parasitos em processo avancado de degradacdo foram
observadas no interior de autofagossomos (Figuras. 4.27E, 4.28E, 4.30D, 4.34D,
4.36D, 4.37D, 4.38E). Tal fendtipo trouxe fortes indicios de eliminacdo do T. gondii
pela via autofagica da célula hospedeira, justificando assim a diminuicdo da
proliferacdo do patégeno observada em todos os modelos celulares estudados.

Ainda com relacdo as células tratadas com rapamicina ou submetidas a
estresse nutricional, as analises ultraestruturais sugerem, para ambas as condicdes,
dois mecanismos de acéo da via autofagica da célula hospedeira na eliminagcéo do
T. gondii. O primeiro mecanismo inclui o recrutamento de perfis de reticulo
endoplasmatico para o vacuolo parasitoforo; formacdo de membrana eletrodensa,
tipicamente observada em autofagossomos (Eskelinen, 2008) em torno do vacuolo;
desestabilizacdo e ruptura da membrana do vacuolo; envolvimento dos parasitos
livres no citoplasma por autofagossomos; e o redirecionamento dos mesmos aos
lisossomos para degradacéo (Figuras 4.31, 4.34, 4.37). Ling e colaboradores (2006)
e Zhao e colaboradores (2007) utilizando macréfagos infectados com T. gondii
mostraram que, sob a acao de INF-y, a autofagia atua na eliminagdo de parasitos
cujas membranas do vacuolo parasitoforo e plasméatica foram danificadas pela acao
das GTPases p47. Nesse caso, a eliminagdo do parasito danificado pela via
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autofagica da célula hospedeira tem se mostrado fundamental como medida
preventiva de necrose. Em conjunto, esses resultados e os apresentados nesta
dissertacdo indicam que INF-y, rapamicina e o estresse nutricional induzem a via
autofagica por mecanismos similares na resposta a infeccao do T. gondii.

Um segundo mecanismo sugere, inicialmente, o recrutamento de estruturas
autofagicas, provavelmente ja contendo proteases lisossomais
(autofagolisossomos), ao vacuolo parasitéforo, seguida da fusdo da membrana
dessas estruturas com a membrana do vacuolo o que determinaria a degradacao do
parasito na célula hospedeira (Figuras 4.27, 4.28, 4.38). Esses eventos se
assemelham aos observados em trabalhos anteriores para macréfagos infectados
com T. gondii quando estimulados pela via CD40 (Andrade et al., 2006; Ling et al.,
2006). Nesses estudos, a imunidade celular mediada pela inducdo dessa via
mostrou ser capaz de eliminar o T. gondii in vitro e in vivo, ainda no interior do
vacuolo parasitéforo. Nesse ponto € importante esclarecer, tendo em vista os dois
mecanismos propostos, que embora tenha sido observada a presenca de estruturas
sugestivas de parasitos em estagio final de degradacdo no interior de estruturas
autofagicas em ambas as células, analises complementares serdo necessarias para
confirmar a fusdo autofagolisossomal.

Embora nesta dissertacao fortes indicios do envolvimento da via autofagica da
célula hospedeira na eliminacdo do T. gondii tenham sido encontrados tanto em
macrofagos quanto nas CME, ndo se pode descartar o possivel efeito da rapamicina
e do estresse nutricional também no parasito. Foram observados parasitos contendo
autofagossomos tanto por analise de imunofluorescéncia quanto por microscopia
eletrbnica, nos dois modelos celulares, submetidos aos dois estimulos autofagicos
(Figuras 4.12F, 4.15B, 4.15D, 4.15F, 4.27B, 4.30B, 4.33C, 4.34D, 4.36C, 4.38D).
Ghosh e colaboradores (2012) mostraram a formacdo de autofagossomos em
taquizoitos presentes em células HFF apos 8 h de restricdo de aminoacidos. No
presente trabalho, o estresse nutricional foi induzido em macréfagos e CME pela
restricdo de glicose e de SFB. Assim, os dois tipos de estresse nutricional - restricao
de aminoacidos e de glicose + SFB - sdo eficientes na inducdo da autofagia do T.
gondii. Neste ponto, € importante lembrar que a autofagia tem se mostrado essencial
para o crescimento intracelular do T. gondii (Besteiro et al., 2011). Além disso, assim
como em outros eucariotos, a autofagia nesse protozoario funcionaria como um

mecanismo de sobrevivéncia tanto em condi¢bes fisiolégicas como de estresse.
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Entretanto, em situacdes de estresse continuo, esta via representa um mecanismo
de morte para o parasito (Besteiro, 2012). Dessa forma, ndo se pode descartar a
hipotese de que ambos os estimulos autofagicos possam ter auxiliado na eliminacéo
do T. gondii tanto em macréfagos quanto nas CME pela exacerbacdo da via
autofagica do parasito.

Por fim, a totalidade de dados aqui apresentados sugerem participacéo efetiva
da via autofagica da célula hospedeira no estabelecimento da infeccdo do T. gondii
nos diferentes modelos celulares avaliados. Além disso, a rapamicina e a restricao
de glicose e de SFB, indutores autofagicos, foram capazes de inibir a proliferacdo do
T. gondii em fagdcitos profissionais e néao-profissionais por mecanismos que
parecem envolver tanto a autofagia da célula hospedeira quanto do parasito. Diante
disso, 0s nossos resultados ainda encorajam a utilizacdo da rapamicina como

modelo para o estudo da autofagia in vivo durante a infecgdo aguda do T. gondii.
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A rapamicina e 0 estresse nutricional (restricdo de glicose e de SFB) foram
capazes de inibir tanto a infeccdo quanto a proliferacdo do T. gondii em
macrofagos peritoneais, CME, fibroblastos de cultura de CME e linhagem
c2C12.

A infeccdo pelo T. gondii mostrou induzir autofagia tanto em macrofagos
peritoneais quanto nas CME independentemente de estimulos autofagicos em 6

e 24h de infeccao.

A capacidade do T. gondii intracelular induzir naturalmente a autofagia em
macrofagos e CME sugere que o parasito utilize essa estratégia para captacao

de nutrientes da célula hospedeira.

Os aspectos morfoldgicos das culturas de macréfagos e CME infectadas
submetidas aos estimulos autofagicos sugerem a eliminacdo do T. gondii por
mecanismos que envolvem tanto a autofagia da célula hospedeira quanto a

autofagia do parasito.
Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a utilizacdo da rapamicina

como um interessante modelo para o estudo da autofagia in vivo durante a

infeccdo aguda do T. gondii.
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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 life [12-16].
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The Trypanosomatidae family belongs to the order Kinetoplastida and is comprised of
flagellated protists characterised by the presence of the kinetoplast, a DN A-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. These illnesses 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 a large 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 species, 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; it has been 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, after 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. brucei 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
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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 turnover 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 pexophagy.

Further genomic and bioinformatic 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, TOR1 and TOR2, VACS),
vesicle nucleation (ATG6, VPS15 and VPS34) 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. brucei [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 not 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 feces 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).
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Figure 2. T. cruzi life cycle.

4.1. Role of autophagy in T. cruzi

Ultrastructural evidence of autophagy in T. cruzi was observed after the treatment of epimas-
tigotes and bloodstream trypomastigotes with drugs; the appearance of myelin-like figures
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].
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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 differentiation 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 rapamycin 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 1. 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 Phlebotomus and Lutzomia 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 sandflies” 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 VPS4, a mutant that could not complete the differentiation to the infective forms due to
interference in autophagosome formation during conditions of starvation. The increase in 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 Leishmanin 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
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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,
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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
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Parasite Life-stage Phenotype Stimuli References
bloodstream DHA, neuropeptides,
i autophagic cell death i X [55,58, 59]
trypomastigotes rapamycin, starvation
autophagic cell death spermine (snake venom) [57]
. Autophagy-induced
T. brucei ) ‘p gy- . rapamycin, starvation [54,56]
procyclic differentiation
trypomastigotes unfolded protein response
in endoplasmic reticulum DTT [95]
associate with autophagy
SBIs; LPAs and cetoconazole,
) naphthoguinones;
epimastigotes, . o [63-65,67,
autophagic cell death  naphthoimidazoles; MBHA;
trypomastigotes 68,71,72]
T cruzi posoconazole and
amiodarone
metacyclic Autophagy-induced starvation; differentiation (371
trypomastigotes differentiation medium
) promastigotes, . amiodarone; elatol; lipophilic
L. amazonensis . autophagic cell death o [83,86,89]
amastigotes diamine
L. chagasi promastigotes autophagic cell death yangambin [87]
. . . antimicrobial peptides;
L. donavani promastigotes autophagic cell death . [82,88]
cryptolepine
promastigotes, . L
. 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 [20]

promastigotes

differentiation

starvation

Table 1. Summary of autophagic events in trypanosomatids. DHA: Dihydroxyacetone; DTT: dithiothretiol; SBls: sterol
biosynthesis inhibitors; LPAs: lysophospholipid analogues; MBHA: Morita-Baylis—Hillman adduct.

autophagosomes, suggesting a different regulation of this Atg protein in these organisms than
in mammals and fungi [102]. Using a technique to detect lipidated Atg8 in Plasmodium species,
only a single band corresponding to ATG8 was observed, suggesting that this parasite’s Atg8
exists predominantly in the PE-conjugated form [22].

Two important kinases have opposing roles in the autophagic process: TOR (target of rapa-
mycin) and class III phosphatidylinositol3-kinase (PI3K) [78,103]. In well-established auto-
phagic models, TOR and class III PI3K represent negative and positive regulators, respectively,
that act through complexes with regulatory subunits orchestrated by signalling cascades.
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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].

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. gondii is 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
the slow-replicating forms known as bradyzoites and sporozoites, respectively, which then
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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 a few 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 TgAtg4 in the parasite suggest a role for autophagy in T.
gondii homeostasis, although long-term exposure to autophagic stimuli was found to be
harmful 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. gondii 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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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; (6) 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. gondii 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 associated with the invasion process, are intact in these parasites
[112]. Interestingly, these authors also demonstrated that autophagic inhibitor 3-methylade-
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Figure 7. T. gondii tachyzoites response to autophagic stress. Autophagy acts in survival or death mechanisms in api-
complexan parasites depending on the environmental stress conditions. Arrows: activation; Headless arrows: inhibi-
tion.

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
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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]. As was observed for T. cruzi-host cell interactions,
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 vivo, parasite elimination was
dependent on GTPase p-47, IFN-y, IGTP, 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 vivo 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. gondii have been detected. Atg5 also appeared crucial for in vivo p47 GTPase IIGP1
recruitment to the vacuole membrane induced by IFN-v, 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 GTPases 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.

@ pa7GTPase
X7 Antigens
@ Atgs

Figure 8. Autophagic role in T. gondii interaction with professional phagocytic cells. (a) INF-Y recruits P47GTPases to
the PV membrane and induce nitric oxide production which limits the parasite replication. (b) CD40L activates Atg5
and recruits the autophagic machinery to the PV membrane. (c) PV and parasite membrane degradation by
P47GTPase and Atg5. (d) Elimination of T. gondii debris by autophagolysosomal fusion and possible contribution of
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 ‘ . . [125]
intracellular parasite debris

Peritoneal macrophages INF-y stimulation Atg5-dependent PV membrane disruption [32]
bone marrow CD40-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

. Induction of LC3 conjugation to PE, accumulation
primary fibroblasts and . . i
T. gondii infection of vesicles containing LC3 close to PV, beclin-1 [35]

and PI3K inside the cell

Hela cells

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 Plasntodium sp. (P. falciparum, P.
vivax, P. malarige, 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].

138



Anexo

306 Autophagy - A Double-Edged Sword - Cell Survival or Death?

Y L

merownex

l (16)

\0

UJ
T
1 ) emhrotvtes

Midgut
sporozoites @ Blood stage \mmature
trophozoite

Mosquito stage

merozoites

(19)

uo)
o @ lul
sdmont Mature
Ruptured trophozoite
oocyst
@ 13) @
etocytes
gamonts
Definitive host (sexual cycle) Intermediate host (asexual cycle)

Figure 9. Plasmodium sp. life cycle. (1) Inoculation of sporozoites by malaria-infected female Anopheles mosquito into
the human host. (2) Sporozoites infect hepatocytes. (3) Sporozoite-trophozoite differentiation. (4) Schizont formation.
(5) Schizont rupture and release of merozoites. (6) Merozoites infect red blood cells. (7,8) Trophozoite maturation. (9)
Schizont formation in red blood cells. (10) Schizont rupture and release of merozoites. (11) Infection of new red blood
cells by the merozoites. (12,13) Differentiation of some parasites in gametocytes (sexual erythrocytic stages). (14) In-
gestion of gametocytes by the mosquito during a blood meal. (15) Zygote formation in the mosquito s stomach when
the microgametes penetrate the macrogametes. (16) Zygote-ookinete differentiation. (17) Ookinetes invade the
midgut wall of the mosquito where they develop into oocysts. (18,19) Oocysts rupture and release sporozoites. (20)
Sporozoites migrate to the mosquito's salivary glands. (21) Mosquito inoculates sporozoites into a new human, per-
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 demonstrated that erythrocytes infected with P. falciparum trophozoites and
maintained in supplemented culture medium expressed Atg8 in 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 blood nutrients to
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tavour 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.

Little is known about the involvement of autophagy in the Plasmodium sp.-host cell interactions.
So far, Plasmodium ATGS8 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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