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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Daniel Afonso de Mendonca Toledo

Corpusculos Lipidicos (CLs) sdo organelas complexas, ricas em lipidios, presentes
em células eucaridticas e procaritticas. Diferente de todas as outras organelas, os
CLs sao delimitados apenas por uma monocamada de fosfolipidios. Os CLs
apresentam diversas fun¢des como metabolismo de lipidios, sinalizacdo celular,
papel na inflamacdo. O aumento do numero de CLs é documentado em células do
hospedeiro durante diversas doencas infecciosas e encontra-se associado com a
sintese de mediadores inflamatérios como prostaglandinas. A via do PPAR-gamma
(PPAR-y), é conhecida em células de mamiferos como importante moduladora
lipidica e relaciona-se a formacao de CLs e mediadores inflamatérios. O acumulo de
CLs no citoplasma de patégenos e seu significado funcional ainda sdo pouco
compreendidos. Nesse trabalho, nés investigamos a formacdo de CLs no parasito
intracelular T. cruzi durante situacdes de interacdo com a célula hospedeira e a
possivel correlacdo dessas organelas com a producdo e liberagdo do mediador
inflamatorio prostaglandina E2 (PGE2). Em paralelo, a presenca do receptor nuclear
PPAR-y foi também investigada no parasito. Analises por microscopia de luz e
microscopia eletrdnica de transmissdao (MET) demonstraram que CLs sao
constitutivos em formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Ocorreu aumento
significativo no niumero de CLs em parasitos cultivados na presenca de macrofagos
comparado a parasitos cultivados na auséncia de macréfagos. Por MET, CLs nas
formas amastigotas do parasito, foram analisados em processo de infeccdo em dois
tipos de macrofagos: peritoneais in vitro e do tecido cardiaco in vivo. CLs da

infeccédo in vivo, foram significativamente maiores e elétron-densos se comparados
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aos CLs dos parasitos cultivados in vitro. Tripomastigotas estimulados em cultura
com &cido araquidénico (AA) e acido oleico (AO), foram induzidos a génese de
novos CLs e PGE2. RAMAM e espectrometria de massas (MALDI-TOF) confirmou a
incorporacdo de AA em CLs do parasito. Revelamos também que os CLs séo locais
de producdo da PGE2. A presenca da enzima PGE sintetase, envolvida nesta
sintese, foi demonstrada no parasito por Western Blotting. Além disso,
demonstramos, pela primeira vez, que o parasito expressa a via do PPAR-y. Assim
CLs sao fonte de recursos lipidicos para o parasito crescer e produzir mediadores da
inflamac&o, que potencialmente podem agir na resposta imune do hospedeiro. Além
disso a via do PPAR-y pode estar envolvida no processo. Dessa forma um novo
campo de estudos é aberto para doenca de Chagas, onde organelas importantes do

parasito podem ser exploradas como potencial alvo terapéutico.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Daniel Afonso de Mendonca Toledo

Lipid bodies (LBs) are complex organelles, rich in lipids, present in all eukaryotic cells
and prokaryotes. Unlike all other organelles which are surrounded by a lipid bilayer,
LBs are delimited only by a monolayer of phospholipids. LBs are associated with
diferent processes such as lipid metabolism, signaling and intracellular trafficking.
Increase in LBs is documented during several infectious and inflammatory diseases.
The PPAR-gamma (PPAR-y) is a known nuclear receptor involved in lipid
metabolism and production inflammatory mediators in mammalians cells. LB
accumulation in the cytoplasm of pathogens in response to interactions with host
cells has been attracting great interest, but the meaning of this accumulation is not
yet understood. In this study, we investigated the formation of LBs in the intracellular
parasite T. cruzi, during different situations of interactions with host cells and its
possible correlation with the production of the inflammatory mediator prostaglandin
E2 (PGE2). In parallel, we also investigated if the parasite expressed PPAR-y.
Analyses by light microscopy and transmission electron microscopy (TEM) showed
that LBs are common organelles of trypomastigotes and amastigotes forms of the
parasite. We observed a significant increase in the number of LBs when
trypomastigotes were co-cultured in the presence of macrophages, compared with
trypomastigotes grown in the absence of these cells. By analyzing two types of
infected macrophages: peritoneal macrophages in vitro and heart macrophages in
vivo, we observed by TEM that LBs induced by the in vivo infection were significantly
larger and more electron-dense in comparison with LBs formed in response to
infection in vitro. Stimulation of cultured trypomastigotes with fatty acids: arachidonic

acid (AA) and oleic acid (OA) induced the formation of LBs and PGE:2 production.
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RAMAM spectroscopy and mass spectrometry (MALDI-TOF) confirmed AA
incorporation by LBs of the parasite. Remarkably, sites of PGE2 production analysed
by the Eicosacell technique revealed labeling at LBs. Western Boltting demonstrated
the presence of the enzyme PGE synthase, involved in PGE synthesis, in the
parasite. In parallel, the PPAR-y pathway was detected in the parasite. Our data
showed that the parasite T, cruzi produces and releases PGE: and that this synthesis
occurs in LBs. Our study demonstrates that parasite LBs are organelles able to
respond to stimuli with potential roles during the infection process and maintenance
of the parasite in the host cell. Thus, a new field for the study of Chagas disease is
open where specific organelles of the parasite can be explored as possible

therapeutic targets.
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1. Introducéo

1.1 A Doenga de Chagas — Dados Histoéricos

Conhecida ha mais de 100 anos, a doenca de Chagas € considerada pela
Organizac¢do Mundial de Saude (OMS) uma doenca negligenciada no Brasil e outros
paises (1, 2), pois acomete populacbes de baixa renda e tem pouco interesse
publico e econdbmico, com baixos investimentos destinados ao seu controle e
diminuicdo da sua incidéncia. Devido as consequéncias e a notéria disseminacéo da
doenca de Chagas ao longo dos anos, a doenca vem despertando grande interesse
dos pesquisadores, ja que nao se apresenta uma cura efetiva. Além disso, ainda néo
sdo bem conhecidos os mecanismos celulares e moleculares que fazem com que o
parasito causador da doenca consiga evadir-se do sistema imunoldégico do
hospedeiro.

A histéria da doengca de Chagas é bem difundida entre a comunidade
cientifica no Brasil, e teve inicio com os estudos do médico e pesquisador Carlos
Chagas que caracterizou e deu nome a doenca (3, 4). Nascido em 1878, na cidade
de Oliveira, municipio mineiro localizado a cerca de duas horas da capital Belo
Horizonte, Carlos Ribeiro Justiano das Chagas mudou-se para o Rio de Janeiro em
1897, onde ingressou na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro e se interessou
fortemente pelo estudo de doencas tropicais, mais especificamente a malaria. Carlos
Chagas adquiriu experiéncia de laboratorio na préatica de atividades relacionadas ao
estudo da maléria, o que foi importante para sua formacéo e trabalho como médico
sanitarista. Ainda aluno, Chagas ingressou no Instituto Soroterapico de Manguinhos
(posteriormente Instituto Oswaldo Cruz) para adquirir habilidades na area de
medicina experimental. Esse instituto fora criado entre os anos de 1899 e 1900 para
desenvolver soros e vacinas em um periodo em que o Brasil estava infestado de
epidemias e navios recusavam-se a ancorar em nossos portos pelos perigos a
saude de seus tripulantes. Um dos maiores problemas era a malaria. O pesquisador
preparou sua tese de doutoramento em estudos hematolégicos no impaludismo
(maléaria), que defendida com eficiéncia, e proporcionou o reconhecimento de seu
orientador, Oswaldo Cruz, entédo diretor de Manguinhos (3, 5, 6).

Apés sua formacao, Carlos Chagas adquiriu varias experiéncias relacionadas
a doencas tropicais, como peste bubbdnica e maléaria, sendo que, com esta Ultima,

seu trabalho obteve sucesso no municipio de Itatinga (SP), onde conseguiu reduzir
1



os niveis de incidéncia da doenca. Em 1907, foi nomeado, pela Diretoria Geral de
saude Publica, para trabalhar no controle da malaria em Lassance - MG, local onde
havia a construcdo de uma estrada de ferro e ocorria alta incidéncia de
trabalhadores acometidos por varias doencas tropicais (7-10). Nesta época, Carlos
Chagas teve contato pela primeira vez, com um inseto que caracteristicamente
habitava frestas de casas feitas de pau a pique e era conhecido popularmente como
barbeiro, nome destinado ao inseto pelo fato de picar as pessoas no rosto (7, 9, 10).
Carlos Chagas se interessou e analisou o inseto, identificando no tubo digestivo do
mesmo, protozoarios do género Trypanosoma (4, 7-10). Intitulou o protozoéario de
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) em homenagem ao seu mestre, Oswaldo Cruz (3-6,
10). Através de testes com macacos, Carlos Chagas percebeu que esse protozoario
era um parasito de células de mamiferos (4, 7-11) e posteriormente, analisando
células humanas de uma menina de dois anos (Berenice), Carlos Chagas constatou
a presenca do parasito infectando essas células, relacionando pela primeira vez a
doencga com o protozoario.

Neste ponto, a repercussdo da doenca aumentou, principalmente pelo fato
inédito na medicina da época, de Carlos Chagas ter identificado juntamente com o
parasito, o vetor, o hospedeiro e o reservatorio da doenca, ou seja, o ciclo completo
da zoonose (5) (Fig. 1.1). Assim, a doenca passou a ser conhecida e difundida no
meio médico-cientifico, levando a divulgacdo mundial do nome de Carlos Chagas e

da doenca, até entdo desconhecida (11).



Carlos Chagas identifica o inseto
que habitava as casas
de pau a pique

Identifica o
parasito no intestino
do triatomineo Observa no sangue

N da menina Berenice
} £ o0s protozoarios vistos -
K\QJ &y no barbeiro -
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Figura 1.1 — Ciclo selvagem e doméstico da doenca de Chagas. Descoberta por
Carlos Chagas em (1909-1912) em Lassance - MG. Os hospedeiros definitivos
(homem e “tatu”) e intermediario (“barbeiro”) do parasito sdo indicados. Figura
modificada de (7).

1.2 Epidemiologia da Doenga de Chagas

A partir de 1909, a doenca de Chagas passou a ser estudada com mais
detalhes no Brasil e no mundo. Porém, por se tratar de uma doenga que geralmente
acomete regibes de extrema pobreza, acabou se tornando negligenciada ao longo
dos anos, incluindo-se na lista de outras doencas negligenciadas como a
leishmaniose e esquistossomose, por exemplo (1, 12-15). As doengas
negligenciadas atingem, na sua grande maioria, regiées de dificil acesso, com
deficiéncia ou até mesmo auséncia de servicos de saude publica. Estas regides
sofrem com a falta, tanto de recursos, como de medidas tomadas pela iniciativa
publica e privada, o que contribui para a dificuldade de sua erradicagédo. Cerca de
um bilh&o de pessoas sofrem com doencgas negligenciadas no mundo (1).
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Relatos mostram que a tripanossomiase ja se perpetua por muito tempo nas
Ameéricas, havendo mumias com cerca de dois mil anos antes de Cristo com
vestigios de infeccdo e morte causada pela parasitose (11). Porém, sua grande
disseminacdo ocorreu com aumento da densidade populacional gerada pela
ocupacao do territério americano, desde a época da colonizacdo com a chegada dos
primeiros europeus (16). Essa realidade despertou interesse de muitos estudiosos
como o Dr. Emmanuel Dias, afilhado de Carlos Chagas e um de seus maiores
seguidores, que se engajou no estudo da doenca de Chagas a partir de 1920.
Emmanuel Dias estimulou estudos regionais, mapeando o problema nas regioes,
tentando aproximar com sucesso 0 governo da situagcdo, mostrando-lhe a
importdncia de investimentos no combate e controle da doenca, possiveis
tratamentos e drogas a serem utilizadas (17, 18). A partir destes estudos iniciais, 0
namero de publicacdes, controle e levantamento acerca da doenca cresceu
exponencialmente apos a década de 1950 (19, 20).

A OMS estima em aproximadamente 6 a 7 milhdes o nimero de pessoas
infectadas em todo o mundo, a maioria em 21 paises da América Latina (Fig. 1.2)
(211). Porém um novo problema epidemioldgico, econémico e social tem ocorrido
em relacdo a doenca de Chagas, trata-se da imigracao ilegal e sem controle, o que
leva pessoas infectadas e acometidas pela doenca a paises onde ela ndo é
endémica. Muitas pessoas com a doenca de Chagas na América Latina acabam
migrando para Europa, Asia, Oceania e América do Norte, principalmente para
paises como Estados Unidos, Canada, Japao, Espanha e paises emergentes da
Asia e Oceania. Esses imigrantes tém criado um novo problema de salde publica e
epidemioldgico nos paises e regides que os recebem (21).

No Brasil, estima-se que dois milhdes de pessoas estejam infectadas. Em
2015, segundo dados do Sistema de Informacéao de Agravos de Notificagao (Sinan),
foram registrados no pais 250 casos confirmados de doenca de Chagas, sendo 236
(94,0%) no estado do Para, onde o municipio de Altamira contribuiu com 10 (4,0%)
das notificacdes feitas no estado. Entre os infectados, estima-se que de 10 a 40%
das pessoas ja sofram ou estdo comprometidas com problemas cardiacos crénicos
provocados pela doenca e 10% ja estdo condenados com problemas graves
cardiacos e provavelmente irdo morrer em decorréncia desta doenca.

Por se tratar de uma doenga sem cura conhecida, o foco do controle para
doenca de Chagas, se volta para o combate aos vetores e as formas de contagio

alternativas (transfuséo, transplacentaria, transplantes de orgéaos, oral) (22, 23). O
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combate ao inseto transmissor tem sido amplamente utilizado alcancando-se assim
resultados consideraveis e praticamente erradicando a transmissdo da doenga em
diversos paises, inclusive partes do Brasil. Sdo utilizados para esse fim, pesticidas e
produtos toxicos que matam ou espantam o barbeiro, tatica que vem sendo utilizada
desde as décadas de 40 e 50, e que contribuiu bastante para erradicacdo da doenca
em algumas regides e diminuicdo em outras. Alguns autores dividem as estratégias
de controle da doenca em uma determinada regido em cinco estagios: estagio 0
(Inatividade), estagio 1 (Atividade inicial), estagio 2 (Eliminacdo da transmissao
doméstica), estagio 3 (Controle da transmisséo acidental) e estagio 4 (Estagio final)
(22).

Em 2006 o Brasil recebeu da OMS o certificado de pais livre de transmisséo
da doenca pelo Triatoma infenstans, até entdo o principal transmissor da doenca de
Chagas no pais (21). Porém, essa certificacdo que se baseia na auséncia de
eventos, gera muitas duvidas se realmente é veridico tal certificacdo. Assim,
pesquisadores brasileiros tém questionado essa certificacdo. Eles assinalam que a
doenca de Chagas pode se manter assintomatica por décadas, o que dificulta a
identificacdo de novos casos assim que eles surgem. Além disso, espécies nativas
de vetores que, no Brasil, giram em torno de 50, frequentemente reinfestam os
domicilios humanos, iniciando novos ciclos de transmissao.

O combate as formas de contagio alternativas tem sido feito principalmente
em relacdo ao controle das transfusdes sanguineas, através de exames mais
detalhados dos doadores, o que promoveu diminui¢do significativa do nimero de
casos da doenca de Chagas. Outras formas de contagio também sao responsaveis
por elevar os numeros de casos da doenca. Estas formas séo caracterizadas por
gerar surtos, por acometer grande quantidade de pessoas de uma s6 vez e ser de
dificil controle, como por exemplo, contagio por meio oral como ingestéo de caldo de
cana e suco de agai, muito comum na regidao norte e nordeste do Brasil (24, 25).

Além do foco do controle apresentado anteriormente, outra maneira bastante
importante para o controle da doenca consiste no tratamento com drogas, o que
ainda é muito controverso (26). As principais drogas utilizadas (Nifurtimox® e
Benzonidazol®) tem um bom efeito tripanocida, porém trazem muitos efeitos
colaterais, além de serem eficientes na fase aguda e ndo terem acdo determinante

na fase cronica (27, 28).
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Figura 1.2 - Distribuicdo do numero de casos da doenca de Chagas no mundo
de 2006 - 2009. Regido das Américas do Sul e Central apresentam a maioria da
incidéncia da doenga de Chagas no mundo. Figura adaptada (WHO, 2010).

1.3 Vetores da doenca de Chagas

A Doenca de Chagas tem como vetor um grupo de insetos popularmente
conhecido por varios nomes no Brasil, entre eles estdo: chupanca, chupéo, bicho-
de-frade, percevejdo-do-sertdo, gaudério, procotdé e o mais comum e conhecido,
utilizado como referéncia principal ao inseto, “barbeiro” (5, 7, 9, 10). Trata-se de um
grupo de insetos pertencentes a ordem hemiptera, caracterizada devido ao aspecto
das asas onde o par anterior tem a metade proximal coriAcea e a metade distal
membranosa. Possui aparelho bucal do tipo picador-sugador, formado por trés ou
guatro segmentos colocados ventralmente a cabeca o que favorece o seu modo de

alimentacdo. Estes insetos sdo constituintes da familia Reduviidae e subfamilia —



Triatominae — a qual engloba os hemipteros hematofagos transmissores da Doenca
de Chagas (8, 29-31).

Os triatomineos s&o primitivamente considerados individuos de habito
silvestre, mas adquiriram evolutivamente a caracteristica de habitar ecoétopos
artificiais, devido ao desmatamento nas florestas causado pelo homem (32, 33).
Triatomineos possuem habitos noturnos, quando saem dos seus esconderijos nas
casas de pau a pique para se alimentar de um mamifero, no caso um humano (7).
Enquanto pica e suga o sangue da presa, o triatomineo defeca no local, liberando os
parasitos que estdo presentes no seu intestino proximo a ferida causada pela
picada, havendo assim um contato dos protozoarios com a corrente sanguinea do
hospedeiro.

Os barbeiros estdo agrupados em pelo menos 19 géneros, com
aproximadamente 140 espécies (21). Dentro da subfamilia Triatominae encontram-
se trés géneros principais (Panstrongylus, Triatoma, Rhodinius), capazes de
transmitir a doenca de Chagas (31). No Brasil existem cerca de nove espécies
responsaveis pela transmissao da doenca de Chagas humana, esses insetos sao
capazes de colonizar as cafuas (habitacdes miseraveis), moradas caracteristicas de
regides de baixa renda, 0 que torna essas espécies mais préximas dos ambientes
domésticos e em maior contato com os humanos, favorecendo as infecgbes. As
principais espécies sao: T. infestans, P. megistus, T. sérdida, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata (34). As demais espécies tém menor envolvimento com a doenca
de Chagas, devido a baixa incidéncia de infeccdes, justificado pelo habito
estritamente silvestre e a limitagéo a infecgdes em outros animais.

A espécie de “barbeiro” mais comum e de maior relevancia na Ameérica do
Sul, incluindo paises como o Brasil, € a espécie Triatoma infestans, devido a
caracteristicas que favorecem a infeccdo em hospedeiros humanos, tais como a
capacidade de habitar ecétopos, ciclo de vida favoravel a infeccdo, capacidade
reprodutiva e eliminacdo de dejetos logo apos o repasto sanguineo, o que torna esta
espécie o principal vetor da doenca de Chagas na América Latina (32, 33). Uma
estimativa acerca do nivel de infeccdo natural de acordo com as espécies de
barbeiro aponta que cerca de 30% das infec¢gbes ocorre por T. infestans, 15% por P.
megistus e 9% por T. brasiliensis.

Devido a dificuldade de combater a doen¢a de Chagas quando o individuo ja
se encontra infectado, os vetores sdo o principal foco de controle da doenca,

tornando o entendimento acerca dos Triatomineos de grande relevancia (35).
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1.4 Trypanosoma cruzi

1.4.1 Aspectos Gerais

O agente etiolégico da doenca de Chagas ou tripanossomiase Americana,
consiste no protozoario T. cruzi, parasito pertencente a ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae. Este flagelado destaca-se por estar incluido em um grupo
de protozoarios que possuem um cinetoplasto (Fig. 1.3 B), estrutura essa formada
por uma mitocéndria com um tipo especial de DNA, o chamado kDNA, localizado na
base da célula do protozoario (36). Possui apenas um nucleo e um flagelo (Fig. 1.3
B). O flagelo nasce na base do cinetoplasto e se alonga pelo corpo do protozoario
servindo como estrutura locomotora, uma vez que sua projecao longa e afilada na
parte basal do individuo realiza movimentos circulares que geram forca propulsora e
auxiliam na locomocao dessa célula enquanto necessario. O protozoario apresenta
também uma membrana envoltéria ondulante (Fig. 1.3 B) que em associacdo ao
flagelo auxilia nos movimentos celulares nas formas moveis do parasito.

O T. cruzi, apresenta diversas formas durante seu ciclo de vida (Fig. 1.3 A),
caracterizadas pela observacdo a microscopia Optica de algumas estruturas
celulares como, por exemplo, do flagelo, membrana ondulante. Ha variacdes na
constituicdo molecular e no tamanho celular, como ocorre quando o parasito muda
de forma durante o ciclo de vida. Todos esses processos estdo associados a
necessidade de adaptacdo do parasito ao meio ao qual esta inserido e a fase do
ciclo de vida (37, 38).
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Figura 1.3 — Diferentes formas do parasito durante o ciclo de vida. Em (A)
desenho feito por Carlos Chagas durante pesquisa com 0 parasito Trypanosoma
cruzi em 1909, destacando as varias formas observadas do parasito durante parte
do ciclo de vida. Em (B) observa-se um tripomastigota, em que as estruturas

importantes do parasito sé&o indicadas pelas setas vermelhas. Modificado de (7).



1.4.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida do T. cruzi envolve dois hospedeiros (definitivo e
intermediario) e mudancas importantes na forma e estrutura celular do parasito. Ao
ser sugado pelo hospedeiro intermediario (barbeiro), o T. cruzi é conduzido das
glandulas salivares até o intestino do barbeiro, onde passa da forma tripomastigota
para epimastigota. Durante o repasto do barbeiro e evacuagdo, os parasitos séo
liberados nas fezes e urina e irdo penetrar na pele lesionada ou mucosa integra, e
assim atingem um novo hospedeiro definitivo. Uma vez no hospedeiro definitivo, o T.
cruzi pode infectar diversos tipos celulares, podendo dar inicio & doenca de Chagas
(37, 39) (Fig. 1.4).

Durante o ciclo de vida do parasito, é possivel notar trés formas bem distintas
e importantes para caracterizagao do T. cruzi. Trata-se de uma classificagao onde se
considera as formas mais caracteristicas do ciclo de vida (39) (Fig. 1.4). Em 1909 ao
descrever o parasito, Carlos Chagas ja havia notado a grande diferenca morfoldgica,
e destacado as diferencas das formas do parasito no ciclo evolutivo (7) (Fig. 1.3).

As principais formas séo:

- Amastigota: forma circular ou ovéide, com pouco citoplasma e nucleo grande.
Nesta forma, o flagelo se retém na chamada bolsa flagelar e é invisivel em cortes
observados por microscopia de luz. Os amastigotas encontram-se imoveis,
produzindo grandes quantidades de moléculas. Amastigotas constituem a forma
replicativa do parasito, sendo observada caracteristicamente no interior das células
hospedeiras dos organismos infectados, principalmente macrofagos e células
musculares cardiacas (39) (Fig. 1.3 A, formas numeradas de 57-59).

- Epimastigota: Nessa fase, o parasito tem forma fusiforme, bem alongada e
membrana ondulante visivel e associada ao flagelo. O flagelo emerge perto da
metade da célula e alastra-se acompanhando a membrana ondulante até se tornar
livre na ponta da extremidade anterior do protozoario. Os epimastigotas apresentam
intensa atividade reprodutiva e é encontrada no intestino do inseto. Quando o
barbeiro suga os tripomastigotas sanguicolas pelo aparelho bucal, estas formas do
parasito migram para o intestino do inseto onde se transformam em epimastigotas.
Apoés sucessivas divisbes 0s epimastigotas migram para a regido do reto onde se
transformam em tripomastigotas e estao prontos para infectar um vertebrado, os
epimastigotas se transformam em tripomastigotas metaciclicos. A forma

epimastigota, € uma forma evolutiva encontrada nos hospedeiros invertebrados,
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sendo as formas tripomastigotas, tanto sanguicola, quanto metaciclicas, e a forma
amastigota, formas evolutivas de hospedeiros vertebrados (Fig. 1.3 A formas
numeradas de 65-69).

- Tripomastigota: encontra-se em duas formas mais comuns e infectantes -
tripomastigotas sanguicolas e metaciclicos. Os tripomastigotas sanguicolas s&o
organismos muito &ageis e que percorrem o0 sangue periférico do hospedeiro
vertebrado. Em visualizagcdo por microscopia de luz, apresentam-se em forma de C
ou S com extremidades afiladas e um cinetoplasto globoso. Tripomastigotas nao se
reproduzem no sangue e rapidamente penetram na célula hospedeira onde se
diferenciam em amastigotas, ou sdo destruidos por células do sistema imunologico
do hospedeiro. Os tripomastigotas metaciclicos, sdo as formas mais infectantes, que
necessitam penetrar as células do hospedeiro vertebrado. S&o formas que resistem
as altas temperaturas corporais dos hospedeiros vertebrados, além disso tém
capacidade de atravessar mucosas e se aderem fortemente as membranas

celulares das células hospedeiras (Fig 1.3 A formas numeradas de 74 e 45).

Estagio do Triatomineo suga o sangue do homem

hospedeiro enquanto defeca e libera os :::Jgelt;‘,e(iirz
intermediario tripomastigotas metaciclicos que definitivo

Barbeir o chegam na corrente sanguinea ) ) o !
arbeiro através da ferida gerada pela picada Tripomastigtas metaciclicos ~ mamifero

penetram varias células e se
&
\

transformam em amastigotas
Tripomastigotas metaciclicos

no intestino A
o/

e Amastigotas se

multiplicam
Se multiplicam Reeinfecgéo acontece  por fiss&o binaria nas
cOom 0S NovVos células
tripomastigotas dos
) ) liberados. Manifestagées tecidos
Triatomineo clinicas podem infectados

suga o sangue resultar desse ciclo

. . - . contendo os
eEplmastlgotas no intestino @ tripomastigotas

: o Amastigotas intracelulares
A= Estagio infectivo transformam-se em tripomastigotas,
. ) . saem da celula e caem
hittp:fwww. dpd.cde. govidpdx A= Estagio de diagnostico na corrente sanguinea

11



Figura 1.4 — Ciclo de vida do parasito Trypanosoma cruzi. As principais formas
do ciclo de vida do parasito e 0s respectivos locais onde se encontram nos
hospedeiros intermediario e definitivo sdo indicados. Esquema adaptado do Centro

de Controle e Prevencéo de Doencas do governo Americano - CDC.

1.4.3 Aspectos clinicos na infecc¢éo pelo T. cruzi

Os aspectos clinicos da doenca de Chagas sdo complexos, distribuidos em
fases e periodos de infeccdo. A doenca apresenta duas fases principais, uma mais
inicial, denominada aguda e outra mais tardia, denominada crénica. Na maioria dos
infectados consiste em uma doenca silenciosa.

Na fase aguda, pode apresentar ou ndo os sintomas que correspondem aos
fenbmenos clinicos que se estabelecem nos primeiros dias ou meses da infeccao,
sendo diagnosticada pela ocorréncia do parasito no sangue periférico. Pode-se
também encontrar tripomastigotas circulando perifericamente no liquido
cefalorraquidiano, no leite e no sémen (40, 41). Apdés a infeccdo, formas
tripomastigotas podem ser fagocitadas por macroéfagos ou penetrar diretamente em
outros tipos celulares onde se transformarédo nas formas intracelulares reprodutivas
— as amastigotas (Fig. 1.5). Um hospedeiro infectado pelo T. cruzi, apresenta
geralmente parasitos em diversas células e tecidos. Os amastigotas podem ser
encontrados em fibras musculares esqueléticas, fibras musculares cardiacas, fibras
musculares lisas, células do baco, neurdnios, células da glia, na glandula tiredide,
nos ovarios, e infectando células dos tabulos seminiferos, entre outras (40, 41).

A fase aguda é, portanto, caracterizada por elevado parasitismo,
principalmente em O0rgdos como o coragao. Ninhos de amastigotas sao facilmente
identificaveis no citoplasma destas células, ocupando areas extensas (Fig. 1.5).
Essa disposicdo nos tecidos, e a grande caracteristica proliferativa do T. cruzi,
acarretam ao hospedeiro as manifestacdes clinicas mais evidentes.

As manifestacOes gerais da fase aguda séo febre (pouco elevada), mal-estar
geral, cefaléia, astenia, hiporexia, edema, hipertrofia de linfonodos. Frequentemente
ocorre hepato-esplenomegalia (17). As vezes se agrava numa forma
meningoencefalica, principalmente nos primeiros meses ou anos de vida (17, 42).
Quando existem sinais de infeccao, estes podem ser oculares (Sinal de Romaria) ou

cutaneos (Chagoma de Inoculacédo) (17, 43). O Sinal de Romafa € um edema
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bipalpebral, que as vezes se expande a face. Coloracdo résea-violacea das
palpebras, congestdo conjuntival e enfartamento dos linfonodos, constituem
caracteristicas do sinal de Romara (17). O chagoma de inoculacdo é uma formacéo
cutanea ligeiramente saliente, arredondada, eritematosa, dura, assemelhando-se a
um furdnculo que ndo supura, mas que as vezes pode exulcerar (17).

As alteracbes eletrocardiogréficas encontradas na fase aguda estdo na
dependéncia do grau de acometimento do coracdo. A fase aguda € o passo inicial
para o0 agravamento da doenca que posteriormente se instala na fase cronica. E, na
maioria das vezes, assintomatica, o que € complicado para o quadro da doenca, ja
que o portador nao identifica a doenca imediatamente e s6 ira perceber e tomar as
medidas cabiveis contra a doenca de Chagas num estado mais avancado,
conhecida como fase cronica.

A fase crbnica trata-se de um estado que pode ser estacionario e
assintomatico, porém € principalmente nessa fase que o0 paciente apresenta
complicagBes cardiacas, causadas pelo acumulo do parasito no tecido muscular
cardiaco, com a formacéo de edemas locais e posterior fibrose. Isso leva o coragéo
a uma perda de vitalidade, diminuicdo do seu ritmo e é a principal causa de morte na
doenca de Chagas. Muitas vezes o paciente ndo percebe alteracdes clinicas, porém
acaba sofrendo morte subita, 0 que é bem caracteristico na doenca de Chagas. Na
fase crbénica, o método mais utilizado e seguro de diagnostico, € a deteccao de
antigenos parasitarios no sangue dos pacientes (44-46).

A fase cronica pode ser sintomatica e oferecer ao portador indicios como:
palpitacdo, dispnéia, edema, dor precordial, tosse, tonturas, desmaios, acidentes
embalicos, extrassistolias. As principais alteracdes eletrocardiograficas sédo: bloqueio
completo do ramo direito (BCRD), hemibloqueio anterior esquerdo (HBAE),
extrassistoles ventriculares, sobrecarga de cavidades cardiacas, alteracdes da
repolarizacdo ventricular, dentre outras (47). O raio-x de torax pode revelar
cardiomegalia global discreta, moderada ou acentuada, aumento isolado de
ventriculo esquerdo, aumento biventricular e congestao vascular pulmonar (17).

Alteracdes no trato gastrointestinal acontecem em cerca de 15% dos casos da
fase cronica e podem ser caracterizadas por alteracdes ao longo do trato digestivo,
ocasionadas por lesdes dos plexos nervosos (destruicdo neuronal simpatica), com
consequentes alteragcbes da motilidade e morfologia ao nivel do trato digestivo,
sendo 0 megaes6fago e o0 megacolon as manifestacdes mais comuns (42, 48-50). O

megacolon se caracteriza por constipacao intestinal (instalacdo lenta e insidiosa),
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meteorismo, distensdo abdominal e fecaloma (48, 51). Os exames radiologicos sao
importantes no diagnostico da forma digestiva. No caso de megaes6fago, h& quatro
grupos de alteracdes que vao desde uma simples dificuldade de seu esvaziamento
até ao dolicomegaesofago, que corresponde aqueles com grande volume, alongado,
atbnico, dobrando-se sobre a cupula diafragmatica, e produzindo sombra
paracardiaca direita ao simples exame de térax (48, 49, 52).

A doenca de Chagas pode ser amenizada caso o portador esteja atento aos
sintomas e detecte imediatamente seu problema (53). Todo individuo com infeccéo
chagéasica deve ter acesso a um servico médico capaz de fazer os diagnosticos
clinico, laboratorial e epidemioldgico e identificar a fase da doenca para definicdo do
tratamento adequado, quando necesséario. O manejo clinico do paciente chagasico,
particularmente das formas cardiacas, € importante, pois quando bem conduzido e
iniciado precocemente pode resultar na elevacdo da expectativa de sobrevivéncia,

juntamente com a diminuicdo da carga parasitaria no hospedeiro.
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Figura 1.5 — Aspectos morfologicos da infec¢do por Trypanosoma cruzi. (A, B)
Seccdes de tecido muscular cardiaco de rata infectada, observadas através de
microscopia de luz (A) ou MET (B). Em (A), diversos ninhos de amastigotas (circulos
vermelhos) e infiltrado inflamatério mononuclear (circulo preto) sdo observados. Em
(B), nota-se a ultraestrutura de um ninho de amastigotas (A) dentro de um
cardiomiécito (c). (C, D) Macrofagos peritoneais murinos apés 24 h de infeccgéo,
caracterizados pela grande taxa de parasitismo. As setas vermelhas indicam os
amastigotas no interior dos macréfagos. Fragmentos de tecido cardiaco de ratas aos
12 dias de infeccdo e macrofagos peritoneais murinos infectados foram processados
para microscopia de luz (A, coloragdo hematoxilina-eosina) ou para MET (B-D). V,
vacuolo; N, nudcleo dos macréfagos. A e B: imagens modificadas de (54); C e D

(Toledo e cols., imagens n&o publicadas).
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1.4.4 Ultraestruturado T. cruzi

A organizacdo ultraestrutural do T. cruzi € um ponto importante, sendo que
alguns componentes celulares sdo fundamentais para o parasito e sua interacao
com o hospedeiro. Destacam-se as seguintes estruturas:

- Superficie celular: € onde ocorre a interacdo entre o parasito e a célula
hospedeira do vertebrado e as células intestinais do invertebrado. Na superficie,
estdo presentes moléculas como proteinas, lipidios e aclUcares que compdem o0
glicocdlix, que sdo de extrema importancia para as funcdes interativas do parasito
(Fig. 1.6 A) (55-58). Dependendo da fase do ciclo de vida do parasito € possivel
notar diferenca nas quantidades e desempenho dessas moléculas. Trata-se de uma
superficie idbnica negativa que varia de acordo com o pH do meio, o que € importante
para o processo de infeccdo da célula hospedeira (55).

- Flagelo: é importante para mobilidade do parasito, principalmente nas formas
tripomastigota e epimastigota, formas as quais o parasito ndo se encontra no interior
de células hospedeiras (Fig. 1.6 B) (36, 58). Nesses estagios do ciclo, o parasito
necessita de mobilidade, para ir ao encontro das células hospedeiras e ou
movimentar-se pelo sangue até ser sugado novamente por um barbeiro e recomecar
o ciclo de vida no invertebrado. A forma amastigota despolimeriza o flagelo que fica
condicionado a uma bolsa denominada bolsa flagelar devido a seu modo de vida
intracelular e estético (36).

- Citoesqueleto: tem papel importante na fungcdo celular do parasito. Esses
parasitos sao organizados em um arcabouco subpelicular de microtubulos
associados a membrana, isso impede e dificulta invaginacbes da membrana e
protege o parasito além de permitir a dindmica celular ao longo do ciclo. Entretanto,
este arcabouco € descontinuado na regido da bolsa flagelar, de onde o flagelo
emerge do corpo (36, 59). Microfilamentos se organizam num sistema actina-miosina
sendo responsavel pela mobilidade no citdstomo, por exemplo (Fig. 1.6 F) (36).

- Complexo cinetoplasto-mitocondrial: € uma estrutura que varia com a forma do
parasito, formada por uma mitocondria de tamanho avantajado responsavel por toda
respiracdo celular do parasito. O cinetoplasto € uma regido da mitocondria onde se
encontra rica em DNA, conhecido como kDNA (Fig. 1.6 E) (36). Proteinas béasicas
sdo encontradas no cinetoplasto, o que permite deduzir que essas proteinas estejam
sendo produzidas localmente. Desta forma, este material genético do cinetoplasto &

de grande importancia para o parasito e seu ciclo de vida.
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- Glicossomos: sao estruturas esféricas de matriz homogénea, onde podem ser
encontradas proteinas de alto ponto isoelétrico semelhantes a catalases por
exemplo (36). Em comparacdo com organelas de células de mamiferos,
assemelham-se com 0s peroxissomos e estdo envolvidos em vias importantes no
interior da célula parasitaria, como a glicélise. As proteinas dos glicossomos sao
provenientes do genoma do nucleo e transferidas através do citosol para os
glicossomos, onde sdo armazenadas, (revisto em (36, 60)).

- Acidocalcisomas: sdo organelas onde ha armazenamento de ions, tal como
fésforo, calcio, ferro, magnésio, sédio, potassio, zinco e participa no controle do pH
da célula, bem como controle osmaético (61-64). Através de analise em microscopia
eletrdnica de transmissdo (MET), pode haver certa divida em relacdo a morfologia
dos acidocalcisomas, confundindo-os com alguns CLs elétron-densos. Porém a
caracterizacdo ultraestrutural da membrana da organela anula qualquer davida
existente, ja que CLs apresentam uma monocamada lipidica que os diferem das
demais organelas que possuem membrana com bicamada lipidica, como o0s
acidocalcisomas (Fig. 1.6 D).

- Vacuolo contréatil: comum no controle osmdético, pode estar associado aos
acidocalcisomas em vias de metabolismo interno (36).

- Reservossomos: Estdo associados a diversas fungbes, e tem como principal
papel o armazenamento de moléculas como lipidios (66). Varias proteinas, que
possuem papel na metaciclogénesis do parasito, também estdo associadas a
reservossomos (Fig. 1.6 C) (66-69). Sao organelas definidas basicamente como o
sitio de acumulo de macromoléculas endocitadas pelos parasitas; além de
hidrolases lisossomais. Eles tém sido descritos como abundantes nas formas
epimastigotas. Sao organelas envoltas por uma unidade de membrana; com
conteudo elétron-denso e inclusbes elétron-lucentes; sem membranas internas. Por
nao apresentar marcadores lisossomais e ter pH em torno de 6;0; ja foram
classificados como endossomas tardios.

- Nucleo: se enquadra como outra estrutura fundamental da célula, de fungéo
semelhante aos nucleos de outras células eucariotas (Fig. 1.6 C, E) (36).

- CLs: estas organelas séo descritas na literatura como inclusdes citoplasmaticas
com funcdes energéticas. S&o, portanto, relacionadas com reserva lipidica, o que
posteriormente poderia ser utilizado pelo parasito para manutencdo energética da
célula (Fig. 1.6 D) (64). Sédo delimitados por uma monocamada de fosfolipidios e

demais fungdes serdo discutidas neste trabalho.
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Figura 1.6 — Estruturas do Trypanosoma cruzi observadas por microscopia
eletrbnica de transmissédo. (A) Superficie celular evidenciando moléculas de
carboidratos (cabecas de setas amarelas). (B) Flagelo longo e afilado. (C)
Reservossomos (R). (D) Acidocalcisoma (Ac) e Corpusculo Lipidico (CL). Observe
que, enquanto o Ac possui membrana envoltoria tipica (estrutura trilaminar), o CL
nao se encontra delimitado por esta estrutura. (E) Cinetoplasto indicado pelas setas
vermelhas. (F) citoesqueleto observado pela técnica de criofratura. N, nucleo; C,
citoplasma do parasito. Figuras modificadas de: A, B (70); C (68); D (64); F (71); E

(Toledo e cols., imagem néo publicada).
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1.4.5 Interag&o Parasito X Hospedeiro

Ao entrar em contato com o0 hospedeiro definitivo, o0 parasito necessita
reconhecer, interagir e penetrar nas ceélulas desse hospedeiro, do contrario sera
eliminado pelo sistema imune. Nesse primeiro contato, o parasito utiliza-se de
moléculas presentes na sua membrana celular para reconhecimento e adeséo nas
células hospedeiras (72, 73). A superficie do T. cruzi é totalmente recoberta por
mucinas, aclUcares de extrema importancia para protecdo contra a acao de
moléculas degradantes do hospedeiro e interagéo celular (74).

Na superficie das células hospedeiras, lectinas e integrinas funcionam como
receptores nesse processo e auxiliam na invasao do parasito (57). Outras moléculas
na superficie da célula hospedeira também sdo reconhecidas e tém papel chave
nesse processo, como os receptores do tipo Toll (TLR) - 4 e 9 que sé&o, por exemplo,
reconhecidos pela ceramida GIPL de epimastigotas (57). Outro receptor, o receptor
TLR-2, expresso pelas células hospedeiras durante a infeccdo com T. cruzi, age
durante o processo protegendo a célula hospedeira contra os mecanismos de
apoptose gerados durante a infecg¢ao (75).

A invasdo do parasito na célula hospedeira é algo extremamente complexo
envolvendo varias moléculas que estdo diretamente ligadas a inUmeras vias de
sinalizacdo celular, tanto no parasito, quanto no hospedeiro (76-78). Em (78),
mostrou-se que a interacdo entre glicoproteinas de superficie do parasito com
receptores do hospedeiro, provoca regulacdo nos niveis de Ca?" da célula
hospedeira, o0 que é determinante no processo de invasao parasitaria. Em outro
processo, o0 parasito, através de uma varredura na superficie da célula hospedeira,
consegue capturar moléculas durante a interacdo, desta forma o parasito adquire,
por exemplo, acido sialico do hospedeiro (79). O acido sialico € importante molécula
da superficie da célula hospedeira, participando no reconhecimento celular, como
alvo de ligagcéo de varias moléculas (79). Quando o parasito captura e expde o acido
sialico em sua superficie, em um processo que mimetiza a superficie celular da
célula hospedeira, ocorre um aumento em sua viruléncia, elevando o seu poder
infeccioso. Desta forma o parasito adquire capacidade de evadir-se do sistema
imunoldgico e de formar glicoconjugados importantes para eventos de interacdo e
protecéo (79, 80).

19



Sao varios os grupos e familias de proteinas envolvidas no processo de
interacdo, invasdo e protecdo do parasito, como a familia das glicoproteinas com
diferentes pesos moleculares: gp90, gp82, gp35/50, encontradas na superficie do T.
cruzi (57, 78, 81) (Fig. 1.7). Outras moléculas participantes na prote¢éo do parasito a
acao tripanocida da célula hospedeira, incluem proteases, alguns acucares e
glicoproteinas. Estas moléculas protegem as formas tripomastigotas contra
peptideos antimicrobianos e contra acdo de células Natural Killer (NK) do
hospedeiro, além de protegerem o0s amastigotas no interior da célula hospedeira
depois da internalizacéo (81, 82).

Acoplado ao processo de reconhecimento, adesao, invasao e manutencao do
parasito na célula hospedeira, de acordo com o meio o qual estd inserido, ha um
fluxo intenso de moléculas entre parasito-hospedeiro, que provavelmente seréo
utilizados na sintese de seus proprios componentes celulares, de acordo com a
necessidade apresentada e ciclo de vida do parasito (83-86). Varios trabalhos
mostraram em parasitos intracelulares como Toxoplasma gondii e Plasmodium
falciparum, por exemplo, trdfego de lipidios entre parasito e hospedeiro (84, 87). A
endocitose de lipidios e proteinas provenientes do meio de cultura foi demonstrada
em T. cruzi, tendo sido proposta uma possivel troca de vesiculas lipidicas entre
parasito e hospedeiro durante o processo de infecgéo (88).

Durante a infeccdo, os parasitos necessitam se manter no organismo
hospedeiro, evadindo o sistema imune do mesmo. As principais e mais eficazes
formas de se realizar a evasdo sdo a producdo de moléculas miméticas e/ou
utilizacdo de vias inibitorias do préprio sistema imune do hospedeiro pelo parasito
(89). Algumas moléculas produzidas pelo hospedeiro podem ter acéo inibitéria no
sistema imune, como por exemplo, mediadores lipidicos com perfis anti-inflamatdrios
como prostaglandina (PG) E2, PGH2, PGD2, PGF2-alfa e algumas citocinas, como
interleucina 10 (IL-10). Essas moléculas podem estar sendo produzidas por
parasitos como T. cruzi, Leishmania e Plasmodium falciparum, como foi

demonstrado em alguns trabalhos (90-92).
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Figura 1.7 - Principais moléculas de superficie celular envolvidas na interacéo
parasito-célula hospedeira. Em negrito estdo destacadas as principais moléculas
descritas no texto. Figura modificada de (57).

1.5 Corpusculos Lipidicos (CLsS)

CLs, gotas lipidicas ou inclusdes lipidicas, sao todas denominacdes para uma
organela presente no citoplasma dos diversos tipos de células, que vao desde
organismos mais simples como algas, fungos, protozoérios e bactérias a organismos

extremamente complexos como mamiferos e plantas (revisto em (93, 94)).
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1.5.1 Estrutura e Composicao

A estrutura dos CLs, em contraste as demais organelas celulares que séo
revestidas por membrana classica composta por bicamada lipidica, apresenta uma

Gnica camada anfipatica de fosfolipidios (revisto em (94-96)) (Fig. 1.8A). Portanto,

pelo fato de ndo apresentarem uma membrana envoltoria trilaminar, os CLs séo
facilmente identificaveis a MET (96) (Fig. 1.8B).




Figura 1.8 — Aspectos morfolégicos de Corpusculos Lipidicos (CLs). (A)
Desenho esquemaético ilustrando a estrutura de CLs. Estas organelas encontram-se
delimitadas apenas por uma monocamada de fosfolipidios diferindo da organizagéo
estrutural de todas as outras organelas, vesiculas citoplasmaticas e membrana
plasmatica, as quais apresentam uma bicamada lipidica. (B) CL elétron-denso
observado no citoplasma de um eosindéfilo de sangue humano através de MET. N,
ndcleo. Barra = 500nm. Figura modificada de (96).

Os CLs séao geralmente arredondados e, dependendo de sua composicéo,
podem se apresentar bastante elétron-densos ou elétron-licidos, ou mesmo em
contrastes intermediarios quando analisados em MET, apds contrastacdo com
tetroxido de ésmio reduzido (96-98). Quando elétron-densos, os CLs apresentam-se
ricos em fosfolipidios devido a forte impregnacdo pelo tetroxido de 6smio, metal
pesado que tem afinidade por esses, e por isso cora fosfolipidios presentes nestas
organelas. Quando elétron-licidos sua constituicdo esta rica em lipidios neutros,
devido ao fato da menor impregnacdo de tetroxido de ésmio. A quantidade, o
tamanho, e a elétron-densidade de CLs no interior de uma célula vai depender das
condicdes a que a célula estd submetida e dos estimulos externos que agem sobre
a célula influenciando em sua constituicao (revisto (96, 99).

Acredita-se que CLs se formem a partir do reticulo endoplasmatico, porém os
mecanismos celulares e moleculares de formagcdo ainda ndo sao totalmente
esclarecidos (93, 100). De maneira geral, CLs possuem uma constituicdo baseada
em lipidios neutros como diacilglicerdis, triacilglicerdis e ésteres de colesterol
dispostos em sua estrutura central e o entorno estruturado com fosfolipidios (revisto
em (95)).

Em adicdo, sdo encontradas nos CLs de células de mamiferos diversos tipos
de proteinas, como enzimas envolvidas no papel de sintese de lipidios, proteinas
envolvidas no acumulo e metabolismo de ésteres de colesterol, proteinas
relacionadas com o trafego de membranas, como as proteinas da famila Rab de
pequenas GTPases, e proteinas envolvidas na sinalizacdo celular como proteinas-
guinases (101, 102). As proteinas estruturais dos CLs mais conhecidas em células
de mamiferos constituem a chamada familia PAT, denominada posteriormente como
perilipinas (103). Séo elas: Perilipina 1 (PLIN 1), Perilipina 2 (PLIN 2), também

conhecida como proteina relacionada a diferenciacdo de adipocitos (ADRP) ou
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adipofilina e Perilipina 3 (PLIN 3), também conhecida como TIP-47 (101, 104).
Proteinas envolvidas no metabolismo e transporte celular como 17-8
hidroxiesteroide desidrogenase, Acil CoA sintetase também estdo presentes em
grandes quantidades nos CLs. Outras proteinas estruturais, como tubulina-1 e

caveolina, também podem ser encontradas em CLs (101, 102, 105).

1.5.2 Composicao de CLs em células do sistema imune

Em células do sistema imune, CLs sdo descritos como sitios de formacgéo de
mediadores inflamatérios de origem lipidica (eicosanoides) e contém moléculas
especificas relacionadas a sintese desses mediadores. CLs de células do sistema
imune armazenam varias moléculas como fosfolipidios, lipidios neutros e &cido
araquidénico. O &cido araquidénico € um &cido graxo importante no processo de
sinalizacdo e é substrato para conversdo enzimatica de eicosanoides (revisto em
(95, 96)).

As principais enzimas presentes em CLs séo as relacionadas a formacéo de
eicosanoides como ciclooxigenases (COXs) (106-108), 5 e 15- lipooxigenases (5-LO
e 15-LO) e leucotrieno Cs sintetase (109). Além disso, CLs apresentam enzimas
como fosfolipases e MAP-quinases (110).

Os CLs sdo sitios de producdo de eicosanoides a partir do &acido
araquidénico, onde é formado e liberado rapidamente mediante a estimulagcéo
celular. Um exemplo desses mediadores € Prostaglandina E2 (PGE:z), um potente
mediador inflamatério que tém o papel de inibir o sistema imune do hospedeiro. A
PGE-2, produzida em CLs, foi descrita em macréfagos infectados com Mycobacterium
bovis BCG (111), causador da tuberculose bovina ou com T. cruzi (106). Foi
demonstrado também, que o leucotrieno Cs € produzido em CLs de eosinofilos e
basdfilos, estimulados com as quimiocinas eotaxina/CCL11 e RANTES/CCL5, assim
como eosinodfilos de modelos murinos em ensaios de alergia e inflamacdo. Foi
encontrado também, leucotrieno Bs em neutréfilos e macrofagos durante sepse
(112).

Durante processos inflamatoérios infecciosos ou ndo, ocorre a ativacdo das
células do sistema imune, culminando com a formag¢éo de novos CLs podendo
causar mudancas na composicao desta organela e producéo destes mediadores de

origem lipidica, que modulam a resposta imune do hospedeiro.
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1.5.3 Inducéo da formacao de CLs por patdogenos

A maioria das células possui um namero pequeno de CLs no citoplasma, mas
a formacdo destas organelas pode ser rapidamente estimulada quando ocorre
interacdo com diferentes patdgenos como parasitos, bactérias e virus (revisto em
(99)). Em doencgas causadas por protozoarios, como a doenca de Chagas, é bem
documentado o aumento expressivo do numero e didmetro de CLs em macrofagos
infectados do hospedeiro (54, 96, 106, 113). Na infeccdo por Leishmania
amazonensis, observa-se um aumento numérico de CLs em macrofagos. Nesse
caso, a relagdo com o processo de autofagia € bastante evidente. Todos esses
processos, comuns em infeccdes por parasitos, pode favorecer os proprios
parasitos, que evoluiram para explorar tais respostas. Vale ressaltar por exemplo,
gue nas células do hospedeiro, o crescimento parasitario é favorecido apds inducéo
de autofagia, seguida pelo aumento do numero de CLs, producdo de PGE: e
diminuigéo de Oxido Nitrico (NO) (114).

Os CLs sao sitios de compartimentalizacdo de ciclooxigenases (COX) e
lipoxigenases (LO), estando diretamente relacionado a producdo de eicosanoides
(109). Desta forma, inibidores de ciclooxigenases, como indometacina, podem agir
diretamente nos CLs inibindo as enzimas localizadas nesta organela, diminuindo a
producdo de mediadores inflamatdrios imunossupressores, com isso ha uma
reducdo da carga parasitaria, por exemplo, em camundongos (BALB/c) infectados
na leishmaniose experimental (114).

Durante a infec¢do por Toxoplasma gondii, € evidente também a producédo de
mediadores inflamatérios lipidicos em macrofagos como PGE:2 e LXA4, resultado de
acdo de ciclooxigenases sobre o acido araquidénico nos CLs (115). Também nota-
se a producdo de lipoxina por macrofagos, que tem importante atuacao anti-
inflamatoria e acaba contribuindo de forma favoravel ao patdgeno em algumas
infeccbes, como por exemplo, na evasao do parasito Toxoplasma gondii durante a
toxoplasmose (115).

Em estdgio avancado, durante a maléria causada por Plasmodium berguei,
observou-se grande numero de CLs no citoplasma de hepatécitos, o que
provavelmente se trata de uma resposta inflamatéria da célula em relagéo a infecgcéo
pelo parasito (116). Embora hepatdcitos ndo sejam células do sistema imune, estas

células estdo envolvidas na producdo de mediadores da resposta de fase aguda
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(117), este mecanismo pode indicar uma estratégia envolvida na imunidade, ja que
CLs e seus produtos séo importantes durante o processo de defesa do organismo.

Os CLs exercem papel importante em infecgcbes causadas por outros
patégenos, que ndo protozoarios. Durante infeccdo em células HelLa por Chlamydia
trachomatis, um aumento na quantidade de CLs € observado nestas células, o que
acaba sendo um favorecimento ao parasito, pois estas organelas pode ser utilizadas
pelo parasito como fonte de lipidios e proteinas (118).

Nas infec¢cbes bacterianas, também é possivel destacar alteragcbes na
dindmica dos CLs nas células envolvidas com o processo inflamatorio. A infeccao
por Mycobacterium bovis BCG leva a producédo de CLs em macrofagos, mecanismo
que depende tanto de via de reconhecimento por TLR-2, como também da via de
sinalizacao relacionada com a ativacdo do Receptor Ativado por Proliferadores de
Peroxisomos-gama (PPAR-y) (111, 119). Paralelamente ao aumento do niumero de
CLs, a produgdo de PGE: pelos macréfagos também é aumentada. Os autores
também demonstraram que a inibicdo de PPAR-y causou um aumento na atividade
microbicida dos macréfagos (119). Na infec¢céo por Mycobacterium leprae também é
evidente o aumento da producdo de CLs, acompanhada pela liberacdo de PGE:2
(120), tanto por macréfagos quanto por células de Schwann (121).

E evidente a formagdo de CLs durante infeccbes causadas por diferentes
patdogenos, porém o papel destas organelas ainda ndo se encontra totalmente
esclarecido, podendo atuar tanto na resisténcia do hospedeiro como favorecendo a
sobrevivéncia do parasito (revisto em (99)). Diversos trabalhos vém ressaltando que
os CLs favorecem a replicagdo do microrganismo, seja enfraquecendo a acéo
imunologica do hospedeiro, seja interagindo e fornecendo a matéria prima para
producdo das moléculas lipidicas do proprio parasito (83). No entanto, mais estudos
devem ser realizados para entender o papel dos CLs na imunidade e inflamacéao,

durante infeccdes por patdogenos.

1.5.4 CLs e mediadores inflamatorios em parasitos

A presenca de CLs e producdo de mediadores da inflamagédo em parasitos
protozoarios é conhecida ha alguns anos, e tem se mostrado um papel bastante
relevante em infeccbes e patologias (90, 122). Em células de mamiferos, sabe-se

gue muitas enzimas envolvidas na sintese destes mediadores estdo presentes em
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CLs, que muitas vezes sao comprovadamente sitios da producdo dos préprios
mediadores. Porém, em parasitos, apesar de evidéncias da presenca da organela e
da producao de mediadores da inflamacéo, nem sempre € claro se h4 uma conexao
entre os dois fatos.

Trabalhos antigos ja sugeriam a presenca de inclusées de origem lipidica no
citoplasma de Leishmania donovani, pois tais inclusées se dissolviam em xilol, um
potente solvente de lipidios (123). Embora anteriormente a funcdo desta organela se
limitasse ao armazenamento lipidico como fonte de energia, hoje sabe-se que sao
CLs caracteristicos, evidentes nesse parasito (124). Foi mostrada também a
ocorréncia de CLs em parasitos dos géneros Plasmodium e Trypanosoma (revisto
em (125)).

A observacdo de CLs em protozoarios tem sido classicamente associada ao
papel desta organela como fonte de carbono para a sobrevivéncia do patdgeno (36).
No entanto, estudos vém demonstrando que CLs em parasitos podem estar
relacionados com outras funcdes nestes organismos (126). Em Toxoplasma gondii
tem sido observada a presenca dessa organela apos interagdo com o hospedeiro,
além da captura de lipidios desse mesmo hospedeiro pelo parasito (84). E
interessante também observar que em CLs de T. gondii, estdo presentes enzimas
importantes no metabolismo lipidico como diacilglicerol aciltransferase (DGAT),
enzima chave para o processo de formacao da organela (122). A conexdo entre 0s
CLs e a producao dos mediadores nao foi amplamente analisada e a literatura trata
de fatos isolados.

A captura de lipidios do hospedeiro em beneficio proprio, para formacéo das
suas proprias organelas lipidicas, tem sido mostrada recentemente (84, 127). Em
Trypanosoma brucei, o processo de formacéo de CLs é bem evidente, e dependente
de proteina quinase encontrada no proprio CL (126).

Na malaria, durante infec¢cdo pelo Plasmodium falciparum, o parasito utiliza
lipidios dos eritrocitos para formagéo de seus proprios CLs com a finalidade de se
proteger contra os radicais heme liberados durante destruicdo de hemoglobina e que
sdo extremamente toxicos para parasito (83, 125, 128). Além disso, 0 parasito é
capaz de produzir PGE2 e PGD2, mediadores inflamatorios que tém a capacidade de
auxiliar na manutencdo do parasito no hospedeiro (92). Mas, de forma geral, o
estudo da relacdo producdo dos mediadores lipidicos e CLs sdo escassos na

literatura.
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Em Leishmania infantum ha uma producdo aumentada de CLs pelo préprio
parasito durante processo de infeccdo ao hospedeiro, a fim de modular a resposta
inflamatoéria hospedeira. Nesse caso, os CLs do parasito sdo capazes de produzir
PGs, como a PGF2 que influencia na viruléncia do parasito, devido a uma
imunomodulacdo de macrofagos, propriedade importante de PGs. Paralelamente, a
utilizacdo de acido araquiddénico como estimulo para o parasito, demonstra uma
potencializagéo da producéo da PGF2q, quando estudos séo realizados in vitro (90,
91).

Em infeccdo por Entamoeba histolitica, apesar de ndo se ter concluido uma
relacdo direta com CLs, existe uma producdo de mediadores inflamatoérios pelo
parasito, mais especificamente PGA2, PGE2, PGF2q, (129, 130), o que faz com que
macrofagos do hospedeiro tenham na regido infectada do figado, uma menor
eficiéncia em destruir o parasito. Entamoebas, apesar de ndo possuir a enzima
ciclooxigenase, possuem uma enzima semelhante em termos de fungéo, sendo
fundamental para a producéo desses eicosanoides (131).

A producdo de PGs pode ser observada em diversos parasitos protozoarios

como podemos observar na tabela abaixo.

Parasita Mediador inflamatorio Referéncia
Acanthamoeba castellanii PGA?; PGE2; PGF, (132)
Entamoeba histolytica PGA:, PGE2, PGF2, (129, 130)
Leishmania sp. PGA:, PGE2, PGF2, (90, 91)
Plasmodium falciparum PGD2, PGE2, PGFy, (92)
Toxoplasma gondii PGE: (133)
Trypanosoma brucei PGD,, PGE2, PGF», (134)

Tabela 1 — Relacdo dos parasitos protozoarios conhecidos por produzir

mediadores inflamatérios na literatura.

28



Apesar de ja se ter notada a ocorréncia de CLs em parasitos, estudos sobre a
composicao e funcdo desta organela na inflamagéo ou interacdo com o hospedeiro
sdo escassos, limitando-se a associar tal organela com funcdes energéticas,

acumulo e metabolismo de lipidios neutros.

1.6 Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomos — PPARS

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomos (PPARSs), sao
fatores de transcricdo pertencentes a familia de receptores nucleares que regulam a
homeostase da glicose, metabolismo de lipideos e inflamag&o (135-138). Em termos
de estrutura, podem ser incluidos como membros da subfamilia de receptores que
incluem o da Tireoide, do Acido Retindico e o da Vitamina D3. Trés proteinas,
codificadas por genes distintos, tém sido identificadas: PPAR-a, PPAR-B e PPAR-y,
que controlam a expressao génica pela ligacdo a elementos responsivos especificos
(PPRESs). Os PPREs estéo localizados na regido promotora e sdo formados por dois
hexanucleotideos com uma sequéncia de consenso AGGTCAAAGGTCA, separada
por um unico nucleotideo, também chamado de DR-1 e localizado na regido
promotora dos genes que estdo sob seu controle transcricional. Em seu
funcionamento, o receptor liga-se ao PPRE como um heterodimero, juntamente com
um fator proteico adicional, o receptor do acido 9-cis retindico (RXR) (139) (Fig.
1.10). Sob a atuacdo de agonistas, a conformacdo do PPAR € alterada e
estabilizada, criando um sitio de ligagdo, com posterior recrutamento de co-
ativadores transcricionais, resultando em aumento na transcri¢cao génica.

O PPAR foi identificado na década de 90, mais especificamente em 1990 e
desde entdo sua atuagcdo na ceélula vem se tornando de grande valia para o

entendimento do metabolismo de moléculas organicas importantes (140).
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Figura 1.9 — Esquema representativo demonstrando o funcionamento dos
PPARs como fatores de transcricdo de genes. Diferentes produtos do
metabolismo como glicose e lipideos regulam o funcionamento dos PPARs que
formam, junto ao receptor do acido 9-cis retindico (RXR), um heterodimero que
atuara no gene como fator transcricional. O complexo PPAR:RXR ativado liga nas
sequéncias de ligacdo responsivas (PPRE), produzindo alteracdo na estrutura da
cromatina, originando uma estrutura transcricionalmente competente e ativadora de

genes da familia Tioredoxina (TXN). Figura modificada de (141).

1.6.1 Via do PPAR-y

O PPAR-y, consiste em uma das trés proteinas que atuam como receptor
nuclear e suas func¢des terdo um direcionamento principalmente para a homeostase
lipidica. E pertencente & familia de receptores nucleares ativados por lipideos e
possui funcdo chave na diferenciacdo celular, inflamacdo, metabolismo lipidico. O
PPAR-y como fator transcricional, regula diretamente a expressado de varios genes,
e esta presente em macrofagos, células dendriticas, linfocitos B, linfécitos T, onde
atuam como receptores no processo inflamatério (142, 143). De forma interessante,

tem sido demonstrado o papel do PPAR-y como repressor de genes que participam
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na producdo de citocinas pré inflamatérias, o que demonstra que o papel na
inflamacé&o pode ser de diferentes formas (144).

O gene do PPAR-y, foi mapeado no cromossomo 3 (145), regido 3p25, dando
origem a trés RNA mensageiros: PPAR-y 1, PPAR-y 2 e PPAR-y 3, que diferem em
sua extremidade 5’, como consequéncia de diferentes promotores e ao splicing
alternativo. O PPAR-y 1 é codificado por oito éxons, compreendendo dois éxons y 1
especificos na regido 5’ ndo traduzida, A1 e A2, e seis éxons comuns aos trés RNAs
mensageiros. PPAR-y 2, codificado por sete éxons, sendo o éxon B especifico para
este receptor, codificando 28 aminoacidos na regido N-terminal, e PPAR-y 3, que
codifica a mesma proteina que PPAR-y 1, sendo controlado por um promotor
distinto, localizado na regido 5, proxima a A2 (146). PPAR-y 1 é expresso em uma
ampla variedade de tecidos, incluindo coracéo, cdlon, intestino delgado e grosso,
rins, pancreas e baco. PPAR-y 2 € expresso no tecido adiposo e PPAR-y 3 tem
expressao restrita a macréfagos e intestino grosso (146).

O papel fundamental do PPAR-y na adipogénese é bem conhecido onde
numerosos genes sao regulados por acdo do PPAR-y, como genes envolvidos no
metabolismo de lipideos, incluindo aP2 (147), acil-CoA sintetase e lipase lipoprotéica
(LPL) (141). Também controla a expressdo da proteina transportadora de &cidos
graxos 1 (FATP-1) e CD36 (148), ambos envolvidos na captacdo de lipideos pelos
adipécitos. Esses genes também apresentam elementos responsivos (PPRES) em
sua regido regulatéria. Além da homeostase lipidica, a homeostase de outras
moléculas podem estar associadas a via do PPAR-y. Ha fortes evidéncias no papel
dessa via por exemplo, na acao da insulina, onde quadros patolégicos demonstram
diferencas importantes do PPAR-y, o que evidencia a acao da via na homeostase da
glicose em diferentes tecidos (149).

A via do PPAR-y pode ser modulada por agao de alguns produtos que fazem
o papel de agonistas ou antagonistas. Sa4o0 compostos que agem em alguma etapa
da via resultando em potencializacdo (agonista) ou blogueio e reducdo de
funcionalidade (antagonistas). Na literatura, muitos compostos podem agir como
moduladores, alguns deles podem ser obtidos inclusive de forma natural, através de
vegetais in natura (150). Varios moduladores tém possibilidades terapéuticas de uso
e podem ser explorados no tratamento de patologias, bem como na medicina
preventiva em Varios paises (150). Interessantemente, alguns agonistas s&o

explorados na medicina natural, sendo utilizados de forma relacionada a cultura
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popular. Na tabela abaixo, podemos identificar alguns dos importantes agonistas da

via do PPAR-y utilizados como terapéuticos naturais.

Espécies fontes de agonistas

i Agonista isolado Objetivo Terapéutico
da via do PPAR-y

Amorpha fruticosa (Fabaceae) Amorfrutinas (151) Q'nﬁie(;}zgzi%’o (151)
Sedativo, Analgésico,
Anti-Inflamatorio,
Antidiabético (153)

Cannabis sativa D9-Tetrahydrocannabinol
(Cannabaceae) (152)

Revigorante, Secrecdo de
Fluidos corporais,
Reestabelecimento da
pulsacédo (150)

Ginsenoside 20(S) -
protopanaxatriol; ginsenoside
Rb1 (raizes) (154)

Panax ginseng
(Araliaceae)

Salvia officinalis Carnosol;  o-linolenic  acid Antidiabético, Anti-

(Lamiaceae) (155) Inflamatorio (150)

ﬁ/lségi?:ﬁh(]liabace?:;] branaceus Astragaloside IV; Crescimento e Renovagéo
Formononetina (156) Tecidual (150)

Tabela 2 — Exemplos de agonistas da via do PPAR-y, espécies de extragao e

acao terapéutica.

Alguns moduladores sintéticos sdo amplamente utilizados na pesquisa. A
Rosiglitazona (BRL49653), € um potente agonista da via do PPAR-y, pertencente a
classe dos farmacos antidiabéticos Tiazolidinedionas, juntamente com a Pioglitazona
(157). E amplamente utilizada no tratamento da diabetes tipo 2, pois provoca
reducdo dos niveis de glicose circulante e torna as células (hepatica, muscular e
adiposas) mais sensiveis a insulina. Atua nos receptores da insulina e também reduz
a gliconeogénese hepatica (157). Porém, devido aos efeitos colaterais,
principalmente anormalidades cardiacas e aumento no risco de infartos, foi proibida
em varios paises. Seu uso em experimental in vitro é bastante amplo, uma vez que
tais efeitos colaterais ndo sao problematicos.

Outro modulador importante da via do PPAR-y amplamente utilizado na

pesquisa, € o 2-chloro-5-nitrobenzanilida (GW9662), com grande potencial inibitério,
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seletivo e irreversivel, sendo assim um importante antagonista de PPAR-y (119).
Trabalhos recentes tém demonstrado que o GW9662 pode ter acao terapéutica
como, por exemplo, inibindo o crescimento de células tumorais, dentre outros

mecanismos, auxiliado pela acéo na via de sinalizacdo do PPAR-y (158).

1.6.2 Via do PPAR-y na inflamacao e regulagao de CLs

O importante papel do PPAR-y na homeostase lipidica esta relacionado ao
efeito da ativagdo desta via na formagédo de CLs nas células durante infec¢éo por
BCG (119, 159). Como vimos anteriormente, CLs sdo importantes organelas da
inflamacé&o, o que nos permite conectar a via do PPAR-y a importantes mecanismos
do processo inflamatdrio. Ativado por lipideos, o PPAR-y torna-se fundamental nos
mecanismo das células imunitarias em mamiferos (119), participa efetivamente da
regulacdo da organela e demonstra uma ligacdo entre a via do PPAR-y e a
modulacdo de CLs. CLs sao fonte de uma série de citocinas inflamatdrias, assim
como mediadores lipidicos da inflamacédo, como € o caso de pronstaglandinas, como
ja vimos em tépicos anteriores. Aumento da expressdo de PPAR-y é amplamente
observado em muitos tipos de células, em diferentes tecidos, incluindo macréfagos e
células dendriticas no pulmdo (160-162). Além disso, as citocinas e agentes
patogénicos podem regular a expressdo de PPAR-y em células do sistema imune
(163).

Estudos recentes demonstraram que, durante a infeccdo micobacteriana, a
expressdo de PPAR-y aumenta significativamente em macréfagos humanos e
murinos, com importantes consequéncias para as respostas imunitarias do
hospedeiro a infeccdo (119). A infeccdo de macréfagos por BCG ou por M.
tuberculosis, aciona um aumento na expressdo de PPAR-y em macréfagos in vitro,
dependente do tempo de infeccdo (119, 164) e in vivo no pulmao (165). Aumento na
expressdo de PPAR-y foi evidente em 2 horas apds a infecgdo e atingiram niveis
maximos dentro de 24 h. Por outro lado, o M. smegmatis, uma micobactéria nao
patogénica, ndo induz a expressdao de PPAR-y em macréfagos, sugerindo que
expressdo PPAR-y pode estar relacionada a patogénese bacteriana (119, 164). Os
mecanismos envolvidos na expressdo de PPAR-y induzidos por bactéria tem sido
amplamente investigado e curiosamente, mesmo a estimulacdo com bactérias

mortas desencadeia expressdao do PPAR-y, como M. tuberculosis morto por
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paraformaldeido ou até mesmo componentes da parede celular de BCG ou M.
tuberculosis, sdo capazes de induzir a expressao de PPAR-y, sugerindo o papel de
receptores de reconhecimento de padrdoes (PPRs) na regulacdo do PPAR-y (119,
165). A formacdo de macrofagos espumosos (ricos em CLs) durante a infeccéo por
micobactérias desencadeiam uma resposta imune inata mediada por padrdes
moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPSs), tais como receptores TLR
e receptores NOD-like (NLRS).

TLRs representam alguns dos mais importantes Receptores de
Reconhecimento de Padrdes (PRRs) que reconhecem produtos de micobactérias
(166, 167). Reconhecimento através TLRs resulta na ativacéo rapida de fatores de
transcricao dependentes de sinal, incluindo os membros do fator nuclear-kB (NF-kB),
ativador de proteina 1 (AP1) (168, 169). A ativacdo de mudltiplos TLRs, incluindo
TLR2, TLR4, e TLR9, bem como TLR6 e TLR1, quando dimerizado com TLR2,
contribui para uma resposta inata e eficiente contra a infecgéo bacteriana, resultando
na producdo de citocinas (166, 167, 170-172). O papel dos TLR na regulacdo da
expressao de PPAR-y é importante e ja foi demonstrada (173).

O PPAR-y regula positivamente a producdo de PGE:2 em macréfagos
infectados com BCG (119), em um processo potencializado por agonistas do PPAR-
y e inibido pelos antagonistas. Deste modo, a ativacdo de PPAR-y levou a um
aumento da expressédo de COX-2 (164) e PGE2 (174) em macrofagos infectados por
M. tuberculosis. A PGE2 é um modulador imune potente que regula negativamente
respostas Thl e atividade bactericida para organismos intracelulares (111, 175). A
producdo de o6xido nitrico (NO) e outros intermediarios reativos de nitrogénio por
células imunitarias inatas € considerado um mecanismo eficaz de defesa contra
agentes patogénicos. Um papel de PPAR-y na modulagdo da produgédo de NO
durante a infec¢ao por M. tuberculosis demonstrou que o silenciamento (knockdown)
de PPAR-y em macrofagos infectados aumentou significativamente expressédo de
INOS e a producdo de NO nestas células, enquanto a expressao da arginase | foi
inibida. Isso sugeriu um papel endégeno do PPAR-y na modulacdo negativa da
producéo de NO durante a infecgéo (174).

A expressdo elevada de PPAR-y em macréfagos humanos € um dos
marcadores biologicos de ativacdo mediada por IL-4 / IL-13. Por outro lado, a
inibicdo de PPAR-y em macréfagos ativados, leva a uma resposta inflamatoéria
pulmonar por Thl, que favorecem a morte do patdégeno intracelular (176). A

expressdo de PPAR-y é elevada em macréfagos alveolares humanos, que sao
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caracterizadas como macréfagos ativados (164). Silenciamento do PPAR-y em
macrofagos levou a um aumento de TNF-a e diminuicdo de IL-10 em macréfagos
infectados com tuberculose (164, 174), indicando que a ativacao de PPAR-y levou a
um aumento de IL-10 / TNF, relac&o criada por um ambiente anti-inflamatério, que
acaba sendo favoravel para o crescimento de agentes patogénicos.

Inimeros sé&o os exemplos que demonstram como o PPAR-y participa direta e
indiretamente na regulacdo de CLs e consequentemente do processo inflamatério
em mamiferos, demonstrando a importancia do estudo do receptor em processos
patolégicos e inflamatorios, podendo ser um efetivo alvo para terapéutica celular.
Observando a grande quantidade de fun¢des com as quais os CLs estdo envolvidos
em células de mamiferos, bem como sua presenca em parasitos protozoarios,
investigou-se a ocorréncia e fungcéo dessa organela em T. cruzi. Tentamos entender
a dinamica dos CLs no citoplasma de diferentes formas do parasito, além de avaliar
o papel dos CLs quando os parasitos foram estimulados com acido araquidénico e
acido oleico, e na interacdo com macréfagos, bem como o possivel papel desta
organela na sintese de mediadores inflamatérios lipidicos - PGEz. Por fim, avaliamos
se ocorre expressdo de PPAR-y no T. cruzi, e o possivel papel desta via sobre o
metabolismo lipidico do parasito.

Baseado em evidéncias e dados na literatura, nés hipotenizamos que o
parasito T. cruzi possui os CLs e que essas organelas podem participar de
processos importantes do metabolismo do parasito. Imaginamos também que de
alguma forma essa organela pode ajudar o parasito no mecanismo de infeccdo ao
hospedeiro, e consequente evasao do parasito ao sistema imunolégico do

hospedeiro na doenca de Chagas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel dos CLs como organela que incorpora o AA absorvido do
meio e se produz a PGE:2. Analisar também se a via do PPAR-y, comum em

mamiferos, estaria presente no parasito.

2.2 Objetivos Especificos

- lIdentificar CLs nas formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, com o
uso de MET e marcadores de lipidios (Nile Red, BODIPY, Oil Red O e
tetroxido de 6smio) durante a infecgado experimental in vivo e apds estimulo in

vitro com &cido araquidonico (AA).

- Analisar o papel de CLs como sitios de sintese de mediadores lipidicos, como
PGE2 no patdgeno por técnica de imunofluorescéncia - EicosaCell; e da
andlise da presenca de enzimas formadoras de eicosanoides, como COX-2 e
PGE sintetase, no parasito por Western Blotting.

- Investigar a producdo de PGE: e derivados de CLs de T. cruzi e seu papel na
interacdo patogeno-célula hospedeira apos estimulos dos parasitos com AA e

AO.

- Investigar o envolvimento da via de sinalizagdo do PPAR-y no parasito.
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Holtzman da colénia do centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEBIO/UFMG), apresentando 26 a 29 dias de idade e 60 a 75 g de peso
corporal. Também foram utilizados camundongos C57BL/6 do centro de bioterismo
da FIOCRUZ/IOC com 56 dias de idade e peso corporal entre 20 e 25 g. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal do Instituto Oswaldo
Cruz (CEUA/FIOCRUZ # P-0069).

3.2 Obtencao de Tripomastigotas — Induc&o da metaciclogénese

Cultura do T. cruzi (cepa DM28c) foi obtida e mantida em laboratério como
descrito em (177). As culturas de T cruzi foram crescidas e mantidas em Meio de
Infusdo de Coracdo e Cérebro suino (Brain Heart Infusion Medium — BHI) (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA) a 27°C em uma estufa B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand) (Thermo Scientific, Walthan, MA, USA) por 7 dias, contendo
aproximadamente 100% de epimastigotas. No final da fase exponencial de
crescimento, os parasitos foram centrifugados a 2200 rpm (centrifuga excelsa® baby
| 206 BL — FANEM) por 15 minutos a 10°C, re-suspendidos em meio que simula a
Urina Artificial de Triatominio (TAU) (NaCl 190 mM, tampéao fosfato 8 Mm pH 6,0,
KClI 17 mM, CaClz 2 mM, MgCl2 2 mM), e incubados por 2 h a temperatura
ambiente. Os parasitos foram diluidos para concentracdo final de 5 x 10® mIt em
TAU suplementado com bicarbonato de sédio 1,4%, 2,5% (v\v), 500 unidades de
penicilina (mL1), 10 mM de L-prolina (meio TAU-P) e incubados a 27°C em garrafas
de cultura na incubadora B.O.D por 5 dias, obtendo assim os tripomastigotas

metaciclicos (178).
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3.3 Infeccdo de ratas Holtzman in vivo

Ratas Holtzman (obtidas por colaboracdo com a UFMG com 26 a 29 dias de
idade foram infectadas com 3 x 10° células da cepa Y de T. cruzi, inoculadas na
cavidade peritoneal, conforme estudos anteriores (179). O controle da infeccao foi
realizado através de pesquisa de tripomastigotas vivos em gota de sangue espessa,
obtido por seccdo da extremidade da cauda dos animais no 12° dia apés a
inoculacdo do parasito. Posteriormente os animais foram eutanasiados em camara
de CO: e fragmentos do coracdo (atrio) foram processados para analises

histopatoldgicas e ultraestruturais como descrito abaixo.

3.4 Infeccdo de macrdéfagos in vitro

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram plagueados sobre
laminula (1 x 10%pogo) em placas de 24 pocos e incubados com meio RPMI,
suplementado com soro fetal bovino a 2%, L-glutamina a 0,2 mM e penicilina e
estreptomicina a 2% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Os macréfagos foram
mantidos a 37°C em atmosfera com 5% de CO: pelo periodo de 16h.
Posteriormente, os macrofagos foram infectados com a cepa dm28c do parasito
(MOI 5:1) durante 1 e 24 h (180). Para andlise de microscopia de campo claro dos
CLs dos parasitos em contato com macroéfagos, 1h apés a iteracdo, foram retirados
200 pL de meio de cultura de cada pogo contendo parasitos nao internalizados e
foram confeccionados os citoesfregacos (Cytospin ™ Cytocentrifuge, Thermo Fisher
Scientific Inc.) a 550 rpm por 5 min, em lamina de vidro para contagem de CLs nos
parasitos que interagiram com o0s macrofagos. Como controle, foram utilizados
citoesfregacos contendo parasitos que nado entraram em contato com o0s
macrofagos.

Para andlise de MET dos CLs dos amastigotas dentro dos macrofagos, 24 h
apos a interacao, os parasitos nao internalizados foram retirados pela lavagem com
PBS e as células foram incubadas por mais 24 h e posteriormente processadas para
MET, conforme descrito no item 3.5. Assim foi possivel observar os amastigotas
dentro dos macrofagos. Para utilizagdo como controle positivo em Western Blotting,
macrofagos peritoneais de camundongos C57BL\6 foram aderidos em placa de 6

pocos por 2 h a 37°C e 5% de CO2 atmosférico e lavados 2 x com PBS para remover
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as células ndo aderidas. Os macréfagos foram infectados com BCG (vacina de
Mycobacterium bovis BCG (cepa Moreau), obtido na Fundacdo Athaulpho de Paiva,
Rio de Janeiro, Brasil), na proporcéo de 1:1 (MOI) e incubados por 24 h a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2 com meio RPMI 1640 contendo 2% de soro fetal bovino

como descrito em (111).

3.5 Microscopia eletrénica de transmissao

Para estudo ultraestrutural dos macréfagos infectados in vivo foram retirados
fragmentos do apéndice auricular do atrio esquerdo dos animais infectados e
controles. Todos os procedimentos para MET foram realizados de acordo com
trabalhos prévios do grupo (181-184). O material foi fixado em solucdo de Karnovsky
modificada (185), constituida de paraformaldeido e glutaraldeido a 1% em tamp&o
fosfato 0,1 M, pH 7,3, durante 16h, a 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas
no mesmo tampao, a 4°C por cerca de 30 min. Posteriormente, os fragmentos foram
pos-fixados em solucdo de tetroxido de 6smio a 1% reduzido por ferrocianeto de
potassio a 1,5% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3. O material foi entdo desidratado
em etanol e acetona e processado rotineiramente para inclusdo em resina Epon
(Eponate 12 Resin; Ted Pella, Redding, CA, USA). Os cortes semifinos obtidos
foram corados com azul de toluidina/borato de sodio para a selecdo de areas
adequadas a ultramicrotomia, realizada em ultramicrotomo (Leica, Baden-
Wirttemberg, Alemanha). Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de
uranila a 3% e citrato de chumbo a 1% e analisados em microscoépio eletrénico de
transmissao (CM 10; Philips ou Tecnai—G2-20-FEI 2006, Eindhoven, Holanda) a 60
kV no Centro de Microscopia da UFMG.

Para estudo ultraestrutural dos parasitos no experimento in vitro, 0s
macrofagos infectados foram fixados ainda em suspensdo com o mesmo fixador
usado acima durante 1 h e lavados em tampao fosfato. Os sedimentos foram

posteriormente incluidos em agar a 2% e processados rotineiramente para MET.
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3.6 Analises morfométricas ultraestruturais

Para andlises morfométricas dos CLs dos parasitos, eletromicrografias
contendo os parasitos no interior de macrofagos, foram obtidas a partir de MET dos
experimentos in vivo e in vitro. Foi utilizado o programa ImageJ® (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA) para a realizacdo das medidas comparativas de area
e densidade. Os CLs foram definidos conforme densidade: Fortemente elétron-
denso (FED), Elétron-denso (ED) e Elétron-lucido (EL) de acordo com escalas de
cinza obtidas no programa citado acima (0-85, 86-170 e 171-255 respectivamente),
onde o 0 é o preto absoluto e 0 255 o branco absoluto.

Foram analisadas um total de 36 micrografias sendo 12 do experimento in
vivo e 24 do experimento in vitro. Dessas micrografias foram analisados 20 parasitos
in vivo e 25 in vitro apresentando média aproximadamente de 33 e 89 CLs,
respectivamente. As comparagdes foram feitas com o auxilio do programa estatistico
GraphPad Software (La Jolla, CA, USA).

3.7 Estimulo de tripomastigotas com AA e AO

Foram utilizados tripomastigotas obtidos da metaciclogénese descrita acima
em 3.2. Em placa de 24 pocos, foram feitas triplicatas de cada grupo. Cada poco
recebeu 2 mL da solucédo contendo cerca de 3,4 x 10° parasitos em meio de cultura
(TAUP) como descrito em 3.2. Foram utilizados 2 tempos diferentes (1 h e 24 h),
duas doses de acido araquidbnico (1,5 uM e 7,5 uM) e duas de acido oleico (1 uM e
5 uM) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). O grupo controle recebeu veiculo
(etanol a 0,1%). Apoés os diferentes tempos de incubacao foi realizada a analise de
viabilidade celular com azul de tripan onde observou-se mais de 95% de células
vivas. Posteriormente, foram confeccionados citoesfregagcos contendo cerca de 1 x

10° parasitos/lamina em Cytospin (550 rpm por 5 min).
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3.8 Identificacéo de CLs

Para andlise dos CLs nos parasitos em presenca de macréfagos, os CLs
foram marcados com tetroxido de 6smio. As laminulas contendo parasitos e
macrofagos infectados foram fixadas em formalina a 3,7%, lavadas em tampéo
cacodilato (0,1M) e fixadas em tetréxido de 6smio a 1,5% por 5 min. Posteriormente,
as laminulas foram lavadas em agua destilada, tratadas com tetréxido de ésmio a
1,5% reduzido por tiocarbohidrazida a 1% por 5 min, lavadas em agua destilada e
montadas com o meio aqua polymount (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

Nas analises para a quantificacdo dos CLs nos tripomastigotas puros, seguiu-
se 0S passos acima, com excecdo no preparo da lamina que se deu por
citocentrifugacdo em Cytospin (550 rpm por 5 min).

Para marcacdo com BODIPY e Nile Red, suspencao celular do parasito foi
incubada com 1 pM de BODIPY® 493\503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-
3,4-diaza-s-indaceno) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) ou Nile Red (9-
dietilamino-5H-benzolalfa]phenoxazina-5-1) (Sigma Aldrich) (de solucdo estoque
1\10,000, 0,2 mg\mL em acetona) por 1 h a 37°C (186). Posteriormente, as células
foram centrifugadas 1800 rpm por 5 min (centrifuga excelsa® baby | 206 BL —
FANEM) para formacdo do e re-suspendidas em tampédo fosfato a 0,1 M. Assim
foram confeccionados os citoesfregacos (Cytospin a 550 rpm por 5 min) dos
parasitos estimulados com os acidos graxos (AA). Na marcacdo com Oil Red O (1-
([4-(xylylazo)xylyllazo)-2-naphtol) (Sigma Aldrich), as laminas confeccionadas como
descrito acima devidamente fixadas, receberam propileno glicol 100% por 5 min e
depois foram incubadas com solucdo de Oil Red O 0,5% por 10 min a 60°C.
Posteriormente, as laminas foram montadas com o meio aqua polymount e
analisadas em microscopia de luz (Microscépio BX 51 com camera digital XC-50 em
objetiva 100x; Olympus, Tokyo, Japao).

3.9 Quantificacao de CLs

Para quantificacdo dos CLs nos tripomastigotas metaciclicos, os parasitos
foram cultivados nas placas de 24 pocos, divididos em grupos controle ou
estimulados pelos tempos de 1 e 24 h, tratados ou ndo com AA e AO (doses 1 e 5

UM de AO ou 1,5 e 7,5 de AA). Foram confeccionados citoesfregacos em laminas de
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vidro, que foram posteriormente coradas com tetroxido de 0smio como descrito
acima. As analises para quantificagdo dos CLs foram feitas em microscépio de luz
(objetiva de 100X). A quantificacdo dos CLs foi realizada fazendo-se a contagem de

50 células consecutivas por lamina.

3.10 Dosagem de PGE:2

Os sobrenadantes das culturas de parasitos controles e estimulados com AA
e AO no tempo de 1 e 24 h, foram coletados para analise dos niveis de PGE2. A
dosagem de PGE: foi realizada por ensaio imunoenzimético (EIA) com o kit
Prostaglandin E2 EIA — Monoclonal, segundo instru¢cdes do fabricante (Cayman
Chemical, Ann Arbour, MI, USA). Foram utilizadas placas pré — revestidas do Kit
citado, com IgG de cabra anti-camundongo. Primeiramente, as placas foram lavadas
1x com tampé&o de lavagem. A curva padrao foi feita utilizando aliquota de PGE2 em
diluicdes seriadas, em tampédo EIA (diluicbes de 1 a 0,016 ng/mL). Os pocos
correspondentes a amostra receberam 50 yL de sobrenadante das culturas e o
controle (branco) foi utilizado 50 uyL de tampédo EIA. Todos os pogos foram
simultaneamente incubados com 50 uL de anticorpo monoclonal PGE2 e 50 yL de
tracer (PGE2 conjugada com colinesterase), exceto no branco. A placa foi incubada
pelo periodo de 16h a temperatura ambiente. No dia seguinte, a placa foi lavada por
5x com tampdo de lavagem e adicionado o revelador ELMAN'S que é o substrato
para a enzima colinesterase presente no tracer. A placa foi incubada sobre agitacao
por 2h. Em seguida foi realizada a leitura da placa em leitora de Elisa, utilizando o

programa Soft Max Pro®.

3.11 Imunodeteccdo de PGE:znos sitios de producéo (Eicosacell)

Para realizagdo do Eicosacell foram utilizados 4 grupos: 2 controles (etanol a

0,1%) e 2 estimulados com AA (7,5 uM correspondente a dose que mais estimulou)

ambos nos tempos de 1h de estimulo. As amostras contendo os parasitos em

suspensao, posteriormente foram fixadas e permeabilizadas com EDAC (N-(3-

Dimetilaminopropil)-N-etilcarbodimiida hidroclorido) (Sigma-Aldrich) a 1% por 15 min

e 37°C. O EDAC é utilizado para fazer uma ligacdo cruzada entre o grupamento
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carboxil dos eicosanoides com o0s grupamentos aminas das proteinas adjacentes.
Posteriormente, foram confeccionados citoesfregacos contendo cerca de 1 x 10°
parasitos por lamina. As laminas foram lavadas 2 vezes por 10 min em PBS e
incubadas por 1h com os anticorpos primarios: anticorpo de camundongo anti-PGE2
(1\100) (Cayman Chemical, Ann Arbour, Ml, USA) e anticorpo de porco da india anti-
adipofilina (ADRP) murino (diluicdo 1:1000) (Fitzgerald — 20R — AP002, Acton, MA,
USA), os quais foram diluidos em solugdo contendo 0,1% soro normal de burro
(Jackson Immuno Research Laboratories, West Grove, PA, USA). Posteriormente,
as laminas foram lavadas trés vezes por 10 min em PBS e incubadas com os
anticorpos secundarios para ligacdo aos primarios anti-PGE-: e anti-ADRP [(anticorpo
de cabra anti-camundongo conjugado com CY3 e anticorpo de burro anti-porco da
india conjugado com CY2) (Jackson Immuno Research Laboratories)],
respectivamente, ambos na propor¢do de 1:1000. Como controle, foram utilizadas
laminas incubadas somente com o0s anticorpos secundarios e incubadas com IgGa,
anticorpo monoclonal controle, clone MOP 21 (Sigma Aldrich). Posteriormente, as
laminas foram lavadas 3 vezes por 10 min em PBS e montadas com meio de
montagem contendo o DAPI - Vectashiel® (Vector Laboratories). As células foram
analisadas em microscopia de fluorescéncia e contraste de fase. Para co-
localizacéo, foram analisadas um total de 12 células.

3.12 Purificacéo dos CLs

As formas tripomastigotas metaciclicas do parasito foram obtidas através da
metaciclogénese descrita. Os parasitos foram divididos em dois grupos, cada um
contendo 1,5 x 10° células, onde um grupo foi o controle e o outro os parasitos
estimulados com AA (7,5 uM) por periodo de 1h. Para a lise celular e purificacdo, os
parasitos foram submetidos a solugdo de 20 nM/L Tris, 1 mM/L EDTA, 1 mM/L
EGTA, 100 mM/L de tampéo KCI (pH 7,4) contendo 10 pg/mL leupeptina, 10 pg/ mL
benzamidina, 0,7 pug/mL pepstatina, e 0,1 mM/L phenylmethylsulfonylfluoride, onde
foram submetidos a cavitagcdo em nitrogénio a 700 ¥ por 5 minutos a 4°C. O
homogenato obtido foi centrifugado a 1800 rpm (centrifuga excelsa® baby | 206 BL —
FANEM) por 5 minutos para remover o nucleo. O sobrenadante foi posteriormente
colocado em quantidades de 1,5 mL de cada vez a 0,27 M/L de tampdo de

sacarose, 0,135 M/L tampéao de sacarose, solucdo TEE [25 mM/L Tris- HCI, 1 mM/L
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EDTA, e 1 mM/L EGTA (pH 7,4)] e centrifugado a 35000 rpm a 4°C por 70 minutos.
Os CLs foram coletados da primeira e segunda fracdo. Posteriormente um ensaio de
atividade da lactato desidrogenase foi feito para demostrar que as amostras estavam

livres de contaminacdes citoplasmaticas.

3.13 Espectroscopia RAMAM

Tripomastigotas (2 x 10° células por ml) foram estimuladas por 1h com 7,5 uM
de AA, como descrito acima e posteriormente centrifugadas a 2200 rpm (centrifuga
excelsa® baby | 206 BL — FANEM). As células foram re-suspendidas em 3,7% de
formalina pelo periodo de uma noite, novamente centrifugadas a 2200 rpm
(centrifuga excelsa® baby | 206 BL — FANEM), lavadas com tampao fosfato e
posteriormente analisadas em espectroscopia RAMAM sem nenhuma marcacdo. O
espectro RAMAM foi obtido usando um spectrometro FT-RAMAM modelo RFS 100S
associado com RamanScobell (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, GE) equipado com um
laser ND-YAG com linha de excitacdo em 1064 nm. Para a aquisicdo do espectro o
laser foi ajustado para 500 mW (na fonte) e uma boa relacdo sinal\ruido foi obtido
realizando 2048 varreduras na regido de 3500-50 cm* com uma resolugdo espectral
de 4 cm™. A obtencdo do espectro RAMAM foi realizada no software OPUS 6.0
(Bruker). Para analisar a presenca de AA diretamente nos CLs purificados dos
parasitos, com e sem o estimulo com AA, pequenas amostras dos CLs puros foram
colocadas sobre janelas de CaF2 (Edmund Optics, Barrington, NJ, USA) e os dados
foram obtidos a partir de utilizacdo de um laser com forca de 20mW sem nenhuma
marcacdo. O espectro RAMAM foi obtido em um espectrometro RAMAM Senterra
(bruker) baseado em uma configuracdo de espalhamento de 180° e usando uma
objetiva de 50x e o comprimento de onda de saida do laser com 632,8 nm para
excitacdo. Os experimentos foram realizados no laboratério de nanoestruturas
plasmoénicas, espectroscopia molecular, do departamento de quimica da

Universidade Federal de Juiz de Fora — MG.
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3.14 MALDI - Espectrometria de Massas

Todos os espectros MALDI foram obtidos a partir de um espectrometro de
massas por separacdo de ions e moléculas. Equipamento que trabalha com a
técnica por espectrometria de massas através de “ionizacdo por dessorcéao a laser
assistida por matriz’ (MALDI-TOF). Os experimentos foram realizados utilizando um
pulso de laser de nitrogénio & 337 nm de um Shimadzu Biotech Axima Performance
MALDI-TOF do departamento de fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora —
MG. A matriz utilizada foi a alpha-cyano-4-acido hydroxycinnamic (a-CHCA)
dissolvida em cetonitrila HPLC/agua milli-Q (50:50 v:v) em uma concentracdo de
cerca de 5 x 102 mol\L. As amostras de CLs puros (conforme item 3.12) foram
diluidas em tampéao fosfato (0,1M) e uma amostra de 10 pL dessa solucéo final foi
adicionada a 10 pL da solucdo da matriz. Essa mistura (0,5 pL) foi colocada em uma
placa de aco inoxidavel prépria do equipamento, onde foi aguardada a secagem da
solucéo. Posteriormente essa placa foi introduzida no equipamento para analise. O
instrumento foi configurado em alta resolugcdo em modo refletor de ions positivos e o
espectro foi obtido de 0 para 500 m\z. A configuracdo experimental inclui um
manipulador automético de amostras, onde 200 scans foram acumulados, cada um
com 20 repeticbes para gerar o espectro. Os experimentos foram realizados no

departamento de fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.15 Cultura de macréfagos e infecgcdo com BCG

Macroéfagos infectados foram usados como controle positivo para andlise de enzimas
formadoras de eicosanoides por Western Blotting. Para infeccao in vitro, macréfagos
peritoneais de camundongos C57BL\6 foram retirados e incubados em placas de
cultura contendo meio RPMI 1640 estéril. As células (1 x 10° células) aderidas,
foram mantidas em placa de 6 pocos e meio RPMI 1640, por 2h a temperatura de
37°C e atmosfera de 5% CO2. Os pocgos contendo as ceélulas foram posteriormente
lavados por 2 vezes com PBS para remocéo das células ndo aderidas na placa. Os
macrofagos foram infectados com BCG [(Vacina Mycobacterium bovis BCG (cepa
Moreau)] da Fundacao Athaulpho de Paiva, Rio de Janeiro, Brazil), (MOI) 1:1 e
incubados por 24h a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 e meio RPMI 1640

suplementado com 2% de soro fetal bovino.
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3.16 Western Blotting

Para deteccdo de proteinas importantes, lizados de macréfagos (1x10°
células) e tripomastigotas (3x10° células) foram preparados e desnaturados em
SDS-PAGE. As amostras foram submetidas a eletroforese em géis contendo 10% de
acrilamida e posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose. As
ligacBes inespecificas (proteinas indesejadas) foram bloqueadas com solucao de 5%
de leite em po6 desnatado diluido em TBST (50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl,
0,05% Tween 20). As membranas foram incubadas com o anticorpo policlonal anti-
PGE sintetase (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) anti-ciclooxigenase-2
(COX-2) (Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo monoclonal anti-B actina (BD
Transduction Laboratories, San Jose, CA, USA) diluidos em TBST com 1% de leite
em po6 desnatado. Desta forma, as proteinas de interesse presentes ha membrana
de nitrocelulose foram identificadas apds incubacdo com anticorpos secundarios
HRP-conjugados diluidos em TBST, seguido pela deteccdo de complexos antigeno-
anticorpo por sinal quimioluminescente gerado pela reacdo do HRP do anticorpo
secundario com o ECL (Healthcare, Fairfield, CT, USA, ECL™ Prime Western
Blotting System, RPN2232). As analises foram realizadas utilizando parédmetros de

densidade de sinal e tamanho das bandas no filme fotografico.

3.17 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + EPM e analisados segundo o
teste de ANOVA seguido pelo teste t de Student, com nivel de significancia p < 0,05.

Cada experimento foi realizado em triplicata, sendo repetido por pelo menos 2

vezes.
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4 Resultados
4.1 CLs sao formados no parasito em resposta a interagdo com o

hospedeiro

CLs sdo notavelmente produzidos nas células hospedeiras, principalmente
em macrofagos, na resposta a infeccdo pelo T. cruzi (54, 106, 187, 188). NOs
guestionamos se CLs poderiam estar sendo formados no citoplasma do parasito em
resposta a interacdo com essas células inflamatérias do hospedeiro mamifero.
Formas tripomastigotas metaciclicas do parasito, foram cultivadas com macrofagos
peritoneais por 1 h (Fig 4.1B), e mostraram um aumento significativo do nimero de
CLs quando comparadas com o parasito cultivado sem as células hospedeiras (Fig
4.1A). Isso sugere gque o contato das formas infectantes do T. cruzi com as células
inflamatérias do hospedeiro, pode modular a formacgéo de CLs no parasito.

O T. cruzi cresce e se reproduz dentro das células hospedeiras, como formas
intracelulares denominadas amastigotas. Sendo assim, nos investigamos a
ultraestrutura de CLs nessas formas intracelulares do parasito por MET em duas
condi¢cBes: amastigotas em macréfagos infectados por 24 h in vitro e amastigotas
em macroéfagos inflamatorios de tecido cardiaco apos 12 dias de infeccdo aguda in
vivo. Esses tempos de infeccdo utilizados sdo os determinados para divisdo
consistente dos amastigotas no interior das células infectadas do hospedeiro nas
condic@es in vitro e in vivo. Além disso, o pico do parasitismo no tecido cardiaco pelo
T. cruzi, alvo importante na doenca de Chagas, € observado no décimo segundo dia
de infeccdo aguda, seguida de um elevado nimero de macréfagos ativados que se
infiltram no tecido (181). Os CLs nos amastigotas mostraram-se arredondados, com
auséncia da bicamada lipidica tipica de organelas membranosas observadas em
MET e com diferentes elétron-densidades (Fig. 4.1C, D). Curiosamente, os CLs
formados nos amastigotas in vivo eram maiores se comparados aos CLs formados
nos amastigotas in vitro (Fig. 4.1C-E). Uma vez que os CLs formados dentro das
células hospedeiras alteram-se em densidade de acordo com 0 processo
inflamatorio (189), nds analisamos posteriormente 0s aspectos de elétron-densidade
dos CLs dos amastigotas. Baseado em estudos prévios do grupo (189-191) e
usando um software para analisar variagdo nas elétron-densidades dos CLs (190),
classificamos os CLs em 3 tipos, fortemente elétron-denso (SED), elétron-denso
(ED) ou elétron-lucido (EL).
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Andlises quantitativas, por MET, revelaram que além de se mostrar
significativamente maiores (Fig. 4.1E), os CLs dos amastigotas em macréfagos
cardiacos (infeccéo in vivo) foram mais elétron-densos, com elevados numeros de
CLs SED e ED se comparados aos CLs dos parasitos dos macrofagos peritoneais
(infeccdo in vitro) (Fig. 4.1F; compare Fig. 4.1C e 4.1D). Todos esses resultados
mostram que os CLs do parasito ndo sé&o organelas inertes e puramente de
armazenamento de moléculas, mas sim organelas dindmicas, capazes de responder

a interacdo com o hospedeiro e a eventos inflamatorios.
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Fig. 4.1 Corpusculos Lipidicos (CLs) de Trypanosoma cruzi exibem variagdo no
numero, tamanho e elétron-densidade em resposta a interacdo com células
hospedeiras. (A) Tripomastigotas cultivados com macrofagos peritoneais
demonstraram aumentado nimero de CLs citosélicos se comparado com parasitos
cultivados sem os macrofagos, apos 1 h de interacdo. (B) nesse momento, varios
tripomastigotas (setas) podem ser vistos em contato com a superficie dos
macrofagos. O nucleo do macrofago foi circundado em vermelho. (C, D) MET de T.
cruzi amastigotas dentro de macréfagos peritoneais (infecgdo in vitro apés 24h) (C) e
de tecido cardiaco (infeccdo in vivo apés 12 dias) (D). CLs de amastigotas estao
indicados (circulos). (E) O tamanho dos CLs é significativamente maior em
amastigotas procedentes de infeccao in vivo (barra preta) se comparado com os CLs
de amastigotas da infeccdo in vitro (barra branca). (F) CLs de amastigotas em
macrofagos do tecido cardiaco sdo mais elétron-densos se comparados com os CLs
de macréfagos peritoneais. Para estudos quantitativos por MET, macréfagos
peritoneais e de tecido cardiaco foram processados conforme (192). Um total de 36
eletromicrografias, 50 parasitos e 125 CLs foram analisados. CLs foram classificados
como fortemente elétron-denso (FED) elétron-denso (ED) e elétron-lacido (EL)
atravées de medicdes de densidade realizadas em software ImageJ® conforme

descrito em material e métodos. Escala da barra,10 ym (B); 5 um (C, D). * P<0.05.
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4.2 O acido araquidénico (AA) é incorporado em CLs e induz formacao

de CLs em formas infectantes de T. cruzi.

Estudos anteriores, demonstraram que AA € um potente estimulo para a
formacéo de CLs em células de mamiferos (97) e que essas organelas incorporam o
AA e principalmente fosfolipidios esterificados (97, 110, 193). Assim, o efeito de AA
na formacéo de CLs no parasito foi investigada. A visualizagédo de CLs foi realizada
utilizando diferentes técnicas de marcacéao e coloracdo de CLs como: tetroxido de
o0smio, que marca fosfolipidios e trés sondas fluorescentes (BODIPY, Oil Red O e
Nile Red), que sao mais especificos para lipideos neutros (96, 194). Todos os
métodos demonstraram um aumento dependente da dose de CLs em parasitos
tripomastigotas estimulados com AA se comparados aos controles ndo estimulados
(recebendo o veiculo de diluicdo do AA) apos 1 h ou 24 h (Fig. 4.2A-G). A formacao
de CLs em tripomastigotas também foi confirmada por MET, considerando a
morfologia da organela, com auséncia de bicamada e formato arredondado no

citoplasma (Fig. 4.21).
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Fig. 4.2 Corpusculos Lipidicos (CLs) sdo formados em tripomastigotas em
resposta ao estimulo com acido araquidénico (AA). Tripomastigotas metaciclicos
foram marcados com BODIPY (A, Ai, B, Bi), Oil Red O (C, Ci), Nile Red (D, Di) ou
tetroxido de ésmio (E) para deteccédo dos CLs. Asimagens Ae Ai;BeBi;CeCi;De
Di representam campos idénticos de tripomastigotas visto em contraste de fase e
microscopia de fluorescéncia apds 1 h de incubacdo com veiculo (A, Ai) ou AA (B-D).
Note em (C) que na marcacdo com Oil Red O possivel visualizarmos os CLs em
contraste de Fase e microscopia de fluorescéncia. Em (E), marcacdo com ésmio é
observada em microscopia de campo claro. (F, G) Numero de CLs em tripomastigotas
apos estimulo com AA exdgeno por 1 h (F) ou 24 h (G). As barras representam a
média £ EPM de CLs por parasito de 50 parasitos consecutivamente contados em pelo
menos 4 campos independentes. O *, P < 0.05 entre os grupos. As células foram
enumeradas apods coloracdo com tetroxido de 6smio. Em (I), um tripomastigota,
observado por MET, mostrando tipica monocamada fosfolipidica ao redor dos CLs no
citoplasma (setas). Em (H) um epimastigota sem a presenca de CLs no citoplasma.

Barra de escala, 5 um (A-E); 1 um (H).
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4.3 O AA éincorporado nos CLs do parasito

Para explorar as propriedades moleculares dos lipidios no parasito, nés usamos
posteriormente a espectroscopia RAMAM. Essa técnica fornece informacdes sobre a
estrutura dos componentes quimicos presentes nas amostras biologicas, com as
vantagens de um preparo minimo das amostras, sem a necessidade de marcagdes e
livre da interferéncia da 4gua (195). Os resultados foram demonstrados pelo espectro
RAMAM, onde a intensidade dos sinais é proporcionalmente relativa a concentracao
do composto procurado (195). A Figura 4.3 mostra o espectro RAMAM de AA puro, de
parasitos controles e parasitos estimulados. O espectro das células estimuladas
diferem do espectro das células controles por um aumento relativo da intensidade nas
bandas em 3015 e 2929 cm, que sdo caracteristicas do espectro de AA (196). A
banda exibida em 3015 cm™ que corresponde as caudas =C-H, indicam auto teor de
lipideos insaturados nas células estimuladas (Fig. 4.3). Essa banda é mais
proeminente em AA se comparado com outros acidos graxos (196). O AA também
possui uma ampla e intensa banda por volta de 2920 cm, devido as regides C-Hz na
vibracdo. O aumento observado na intensidade de 2929 cm em células estimuladas
pode ser devido a presenca de alongamentos que determinam bandas 2920 cm 2 o
que indica o AA. Além disso, o aumento na intensidade das bandas 3015 e 2929 cm
sdo indicativos da incorporacdo do AA. Nossos resultados mostram que o AA é
incorporado nos parasitos, e induz formacdo de CLs, organelas amplamente
envolvidas no metabolismo do AA.

O espectro RAMAM obtido do parasito inteiro tem também contribuicdo para
analise de diferentes tipos de lipidios e outras biomoléculas como, por exemplo,
proteinas e DNA, o que pode interferir na analise precisa dos lipideos, afetando assim
0 espectro do AA. Para sanar esse problema, nos usamos CLs isolados por
fracionamento celular, puros, de parasitos controles e estimulados com AA e
submetemos essa fracdo pura de CLs ao RAMAM. Essa técnica tem sido bastante
usada e se mostrado eficiente no estudo dos CLs em processos patolégicos e
fisiologicos. O resultado esta demonstrado na Fig. 4.4. Utilizando essa abordagem, foi
possivel determinar que o CL foi um importante contribuinte para a presenca do AA no
parasito de forma geral, como visto anteriormente. Como mostrado na Fig. 4.4, o
espectro de AA na solucdo € similar ao conhecido na literatura (196). Este tem a
banda mais intensa a 1265 cm™ (ligacdes =C-H), 1446 cm ! (ligacdes C-H) e 1659 cm
1. O espectro da fracdo de CLs nédo tratados com AA ndo mostrou nenhum espectro
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caracteristico de AA. Entretanto o espectro da fracdo de CLs obtidos de parasitos
tratados com AA mostrou o mesmo perfil de espectro que o da solugao pura de AA, o
gue demonstra a presenca de AA nos exemplares (Fig. 4.4).

A constatacdo do aumento de AA nas fracbes de CLs purificados de parasitos
estimulados foi posteriormente confirmada por espectrometria de massas MALDI-TOF
(Fig. 4.5). Em primeiro, um espectro de solucdo pura de AA (m\z 304.24) foi obtida
como controle positivo (Fig. 4.5A). Em segundo, essa técnica identificou o pico m\z
304.24 relacionado ao AA em ambas as amostras, parasitos ndo estimulados e
estimulados com AA, a producéao relacionada a esse pico foi calculada dividindo a area
do pico obtida pela &rea total correspondente ao espectro do AA puro. Assim 0 pico
m\z 304.24 do grupo nédo estimulado e do grupo dos estimulados com AA mostraram
uma producdao relativa de 0.0035 e 0.018, o que € 5x maior no grupo estimulado (Fig.
4.5B, linha preta) em comparacdo ao grupo dos ndo estimulados (Fig. 4.5B, linha
vermelha).

Dessa forma, utilizando diferentes abordagens, nossos resultados demonstram
consistentemente que CLs sao sitios citoplasméticos de acumulo de AA no parasito T.

cruzi.
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Fig. 4.3 Espectroscopia RAMAM revela alto conteddo de &cidos graxos
insaturados e acido araquiddénico (AA) em parasitos estimulados quando
comparado aos nédo estimulados. Espectro RAMAM de AA (preto), parasitos
estimulados com AA (azul) e parasitos ndo estimulados (vermelho). Os parasitos
foram estimulados ou nédo por 1 h com 7,5 uM de AA, fixados e analisados por
espectroscopia  RAMAM sem nenhuma marcagdo. Os picos do espectro
representam pontos tipicos do espectro do AA (1446, 1659, 2929, 3015).
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Fig. 4.4 O acido araquiddnico (AA) é incorporado em Corpusculos Lipidicos
(CLs) do parasito. Espectro RAMAM de 1 mM de AA em solugdo aquosa (preto) e
de fracdes de CLs isoladas por fracionamento celular de parasitos ndo estimulados
(vermelho) e parasitos estimulados (azul), mostram que a composicdo quimica de
CLs é constituida principalmente de AA em relacdo a outros acidos graxos. O
espectro foi normalizado usando a banda de 1659 cm™. Os exemplares foram
analisados sem nenhuma marcacdo. Figura representativa de 2 experimentos
independentes. Os picos do espectro representam pontos tipicos do espectro do AA
(1265, 1446, 1659).
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Fig. 4.5 MALDI-TOF espectro de massas, variagdao de 303 a 306 m\z obtido da
solucdo de acido araquidénico puro (AA) (A) e de fracdes isoladas de
corpusculos lipidicos (CLs) de parasitos nédo estimulados e parasitos
estimulados com AA (B). Em (A), o espectro mostra o peso molecular do AA puro
(m\z 304.24). Em (B), um alto indice de AA é observado na fracdo de CLs
purificadas de parasitos estimulados (preto) se comparado a fracdo de CLs de
parasitos nao estimulados (vermelho). Amostras foram analisadas sem nenhuma
marcacgao. Figura representativa de 3 experimentos independentes. O pico do

espectro (304,24) representam o espectro do AA.
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4.4 Parasitos estimulados com AA produzem PGE:2

Eicosanoides biologicamente ativos s&o derivados do metabolismo do AA.
NOs investigamos se o0 parasito produziria PGs sobre estimulo com AA.
Considerando que a PGE: € consistentemente sintetizada durante infeccdo por T.
cruzi (197, 198), nos avaliamos a producdo dessa PG por tripomastigotas. A
incubacéo dessas formas do parasito com AA produziram altos niveis de PGE2 ap6s
24 h se comparado aos controles cultivados sem o AA (Fig. 4.6A). A incubacao dos
parasitos com AO, que é também um indutor na formacdo de CLs em
tripomastigotas, ndo induziu a producdo da PGE: (Fig. 4.6B). Assim, n0s concluimos

que o T. cruzi é capaz de gerar PGE:z através da metabolizacdo do AA.
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Fig. 4.6 Acido araquidénico (AA) induz a producéo de prostaglandina E2 (PGE2)
em tripomastigotas. (A) Niveis de PGE:z obtido do sobrenadante de cultura de
tripomastigotas estimulados por 24 h com 1,5 ou 7,5 yM de AA. (B) acido oleico a 1
e 5 uM (AO) néo induz producdo de PGE:2. As barras representam meédia + EPM, n =
3, sendo o grafico representado por pelo menos 3 experimentos independentes (*) P

<0.05.
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4 5 Parasitos sintetizam PGE2 sem atividade de COX-2

Nesse préoximo passo, nos avaliamos por Western blotting, se enzimas
fundamentais na formacédo de eicosanoides como COX-2 e PGE sintetase estavam
presentes nos parasitos. Para controles positivos, nds usamos culturas de
macrofagos infectados com Mycobacterium bovis BCG, que demonstraram tanto a
atividade dessas enzimas, quanto a producdo de PGE2 em resposta a infeccao (111,
199). Os lisados de tripomastigotas estimulados com AA e controles (ndo
estimulados), ndo demonstraram a presenca da enzima COX-2 (Fig. 4.7A). Em outra
analise, nés encontramos altos niveis de PGE sintetase em parasitos estimulados
com AA, mas ndo em parasitos nao estimulados (Fig. 4.7B), o que indica uma
ativacdo da cascata de reacdes de metabolizacdo do AA e uma possivel via de

sintese de PGE: associada a esta via.
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Fig. 4.7 T. cruzi estimulado por AA expressa PGE sintetase, mas ndo a enzima
COX-2. Expresséo de COX-2 (A) e PGE sintetase (B) em formas tripomastigotas de
T. cruzi ap6s estimulacdo com AA ou ndo estimulacdo por um periodo de 1 h.
Macroéfagos peritoneais de camundongos (M¢) estimulados por BCG por 24 h foram
usados como controles positivos (111). Um total de T. cruzi (2 x 108 cells/banda) e
macréfagos (2 x 10° cells/banda) foram lisados, separados por SDS-PAGE (10%) e
submetidos ao Western blotting para COX-2, PGE sintetase ou 3-actina (controle de
quantidade de células). As imagens representam pelo menos 2 analises diferentes.
Os graficos representam a analise de densitometria da enzima PGE sintetase

(unidades arbitrarias) das bandas de Western blotting.

4.6 CLs do parasito sao sitios de sintese de PGE2

Devido ao estimulo do parasito com AA levar a um aumento no numero de
CLs, liberacéo de PGE: e atividade da PGE sintetase, nés hipotetizamos que os CLs
do parasito poderiam também estar servindo de sitio para compartimentalizacdo da
sintese da PGE2. Com a adaptacdo do método usando carbodiimida para imobilizar
grupos carboxila de proteinas préximas a eicosanoides em formacédo (200), a
formacgéo desses eicosanoides foi investigada nos seus sitios de producdo. PLIN-
2\ADRP foi usada como marcador de CLs para uma futura co-localizacdo com a
sintese (201). Com o uso dessa técnica (EicosaCell) (201), a formacédo de PGE: foi
demonstrada especificamente nos CLs dos tripomastigotas de T. cruzi estimulados
com AA (Fig. 4.8). Tripomastigotas estimulados com AA exibiram uma forte
localizac&o pontual ou em forma de anel quando os CLs foram marcados por PLIN-
2\ADRP (compare Fig. 4.8A and 4.8B,C), indicando a formacé&o de CLs quando
estimulados com AA. Tripomastigotas estimulados com AA, mas nao estimulados
com o veiculo, demonstraram intensa e pontual imunofluorescéncia para PGE:2
(Comparar 4.8Ai e 4.8Bi). Como mostrado na figura 4.8Bii, o sitio de producao
intracelular da PGE: (Fig. 4.8Bi) coincide com a marcagao — PLIN-2-\ADRP — dos
CLs (Fig. 4.8B). A co-localizacdo foi analisada e mensurada utilizando ImageJ,
mostrando que PGE:2 e PLIN-2\ADRP estéo co-localizados nas células de uma forma
significativa [Coeficiente de Pearson’s de 0.84 + 0.02 (média * EPM)]. A
especificidade da imunofluorescéncia de PGE:2 foi confirmada pela auséncia de

imunomarcacédo, quando o0 anticorpo isotipo controle substituiu o anticorpo
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monoclonal anti-PGE:2 (Fig. 4.8C-Cii). Os controles em que o anticorpo anti-PLIN-
2\ADRP foram substituidos por soro de porco da india, foram negativos. Esses
resultados validam a especificidade para deteccao de PGE2 formada em seu sitio de
producdo nos tripomastigotas estimulados, e evidencia os CLs como candidatos
para o local de produgéo e formacdo de PGE: durante a infeccdo na doenca de

Chagas.
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Fig. 4.8 CLs sao locais da sintese de PGE2 em tripomastigotas estimulados
com AA. (A-Aii) Tripomastigotas ndo estimulados foram marcados por PLIN-2\ADRP
nos CLs (A) e para PGE-2 (Ai). Imagens sobrepostas (Aii) (A-Aii). Os tripomastigotas
nao estimulados foram marcados para PLIN-2\ADRP nos CLs (A) e PGE:z (Ai).
Imagem sobreposta (Aii) exibe marcacdo negativa para ADRP e PGE:2. (B-Bii)
tripomastigotas estimulados mostram forte marcagédo para PGE:2 recém-formada (Bi)
em associacdo com CLs marcados para PLIN-2\ADRP (B). A imagem sobreposta &
observada em (Bii) (C-Cii). Um isotipo de IgG1 irrelevante foi utilizado (clone
MOPC21) como controle para marcar PGE2 em combinagdo com a marcagdo para
PLIN-2\ADRP. (Cii) representa a imagem sobreposta de (C) e (Ci). Os nucleos dos
parasitos foram observados apds marcacdo com DAPI (azul). As células foram
imunomarcadas através da técnica do EicosaCell (201). Barra de escala 2 ym

(todas as imagens).

4.7 O parasito T. cruzi expressa o receptor nuclear PPAR-y

E sabido de forma ampla na literatura, que o receptor ativado por
proliferadores de peroxissomos gamma (PPAR-y) age de maneira ostensiva e
reguladora no metabolismo lipidico de células de mamiferos envolvidas em
processos infecciosos ou patologicos (149, 159). Dessa forma, com nosso foco no
metabolismo dos CLs do parasito T. cruzi e mediadores lipidicos sendo formados
nessa organela, analisamos se o parasito possuia o PPAR-y e se o acido
araquidénico, utilizado em todo o trabalho, teria influéncia na sua expressao.
Observamos por Western blotting, a existéncia desse receptor nuclear proteico
(PPAR-y) na forma tripomastigota do parasito, porém o AA néo influenciou a sua
expressdo, mantendo o mesmo padrdo de bandas, tanto no controle, quanto no
estimulado (Fig. 4.9). Assim, como em células de mamiferos, o parasito possui o
PPAR-y. Tal constatagdo pode implicar a presenca da via do PPAR-y que modula
CLs e producgéo de PGE2 (demonstrados anteriormente no T. cruzi), alimentando um

Nnovo campo para pesquisas futuras.
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Fig. 4.9 T. cruzi expressando o receptor ativado por proliferadores de
peroxissomos (PPAR-y). Expressdao do PPAR-y em parasitos de cultura axénica
ndo estimulados e estimulados com AA (7,5 uM) por 1 h. Macréfagos peritoneais
(Mg) de camundongos estimulados por BCG por 24 h foram utilizados como controle
positivo. Um total de parasitos (2 x 10° células\banda) e macréfagos (1 x 106
células\poco) foi lisado e submetido a andlise por Western blotting para PPAR-y ou
B-actina (controle de quantidade de células). Imagens representativas de dois
experimentos independentes. Os graficos representam a analise de densitometria do

PPAR-y (unidades arbitrarias) das bandas de Western blotting.
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5. Discusséao

Os CLs sédo organelas comprovadamente presentes em quase todos 0s
organismos, podendo ser encontradas em plantas, protozoarios e bactérias (93, 94).
Sdo comumente observados e bem descritos em células de mamiferos, nas quais
participam de varios processos celulares como metabolismo lipidico, trafego de
vesiculas, estocagem de citocinas e receptores de citocinas [revisto em (95, 99,
111)].

Em células do sistema imune, os CLs sao sitios de producdo de mediadores
inflamatoérios, como os eicosanoides, produzidos a partir da atuacdo de varias
enzimas, como COXs, LOs, e PGE sintetase (202, 203), [revisto em (204, 205)].
Desta forma, CLs exercem papel importante em células do sistema imune por serem
sitios reconhecidos de producdo de mediadores inflamatorios de origem lipidica
(109, 202). A formacdo de CLs é bastante expressiva em resposta a doengas
inflamatdrias, incluindo doencas infecciosas, 0 que leva a estas organelas a serem
consideradas marcadores estruturais de inflamacédo (revisto (96)). O processo de
formacdo e modulacédo da organela, pode ser associado a vias de ativacao interna
nas células, uma dessas vias € a do PPAR-y, que em processos de infeccdo em
células de mamiferos pode ser amplamente ativada e induzir a formacdo de CLs e
prostandides (138, 159, 173).

Na ultima década, o conhecimento acerca dos CLs ganhou grande destaque
em células de mamiferos, principalmente em razédo da associacdo destas organelas
com muitas doengas metabolicas e inflamatoérias; porém os estudos em CLs de
patdgenos sdo ainda muito limitados. Trabalhos iniciais focados em aspectos
morfolégicos de varios patogenos, incluindo T. cruzi descrevem os CLs como
inclusdes lipidicas arredondadas relacionadas com reserva lipidica (36, 206). Mais
recentemente, surgiram evidéncias indicando a associagdo de CLs de patdgenos
com a sobrevivéncia do mesmo dentro da célula hospedeira (86, 122). De fato, em
P. falciparum, por exemplo, sdo formados CLs a partir de lipidios extraidos do
hospedeiro como mecanismo de escape. Interessantemente, o parasito utiliza
lipidios das células hospedeiras (eritrocitos) que se acumulam proximo ao vacuolo
parasitéforo (83). Entretanto, as vias e 0S mecanismos relacionados com a

modulacdo dos CLs em parasitos ainda nédo estéo definidos.
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Os resultados obtidos no presente trabalho confirmaram que o parasito T.
cruzi possui CLs no seu citoplasma nas formas amastigota e tripomastigota,
observacéo constatada apos identificagdo especifica para essa organela com quatro
marcadores de CLs — tetr6xido de 6smio, BODIPY®, Oil Red O e Nile Red, utilizando
microscopia de luz e MET, através de analises ultraestruturais. Conforme ressaltado
anteriormente, a MET permite a identificacdo precisa de CLs, visto que estas
organelas ndo apresentam membrana envoltéria com estrutura trilaminar tipica
(revisto em (96)). Desta forma, CLs no parasito podem ser diferenciados
morfologicamente de outras organelas, como por exemplo, acidocalcisoma e
reservossomo, que sdo delimitadas por membrana verdadeira (64, 65).

Observamos que, dependendo do estimulo, ou do meio no qual o parasito
esta inserido, o numero e morfologia dos CLs alteram no citoplasma do T. cruzi. Isto
significa que CLs ndo sdo organelas estaticas no parasito, mas sim organelas que
respondem prontamente a condicdes em que este patdbgeno se encontra,
principalmente se o parasito estiver em interacdo com a célula do hospedeiro. Desta
forma, tripomastigotas mantidos em contato com macrofagos in vitro mostraram
formacdo de CLs, com aumento significativo do numero destas organelas em
comparacao com tripomastigotas mantidas sem a presenca de macréfagos. Esse
fato reforca a ideia de que os estimulos gerados pelo contato com as células do
hospedeiro influenciam na formacdo de CLs do parasito e que a interacdo do
parasito com a célula do hospedeiro, mesmo que de forma rapida (1 h), é essencial
para as respostas da célula parasitaria. E sabido que durante um processo
infeccioso, parasito e hospedeiro interagem intensamente, havendo moléculas de
superficie importantes na mediacdo dessas interacdes e transducdo de sinais na
célula estimulada, como gp 90, gp 82, GIPL, entre outras, (revisto em (57)).

Outro dado interessante do presente trabalho foi a comparagcéo de aspectos
morfolégicos de CLs em amastigotas infectando macrofagos in vitro e macréfagos
infiltrados em oOrgéo alvo da doenca de Chagas - coracao - in vivo. Apesar de néo ter
sido detectado aumento no niumero de CLs em amastigotas, quando estas duas
situacbes foram comparadas, o tamanho destas organelas foi significativamente
maior em amastigotas de macrofagos inflamatorios cardiacos do que em
amastigotas dos macrofagos infectados in vitro. Esta observacgéo indica que, quando
0 parasito se encontra dentro do organismo hospedeiro, os estimulos gerados
durante o processo de infec¢do, assim como a resposta do hospedeiro, sdo capazes

de influenciar diretamente os CLs, ou seja, CLs do parasito sdo aptos a
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responderem as interacdes entre 0 mesmo e células do hospedeiro. Em um sistema
de cultura, a quantidade de variaveis envolvidas é muito menor que em um sistema
in vivo, onde as moléculas e a fisiologia do organismo hospedeiro operam sobre o
parasito.

Além do aumento de tamanho, outra indicacdo ultraestrutural de que os CLs
do T. cruzi estdo sendo modulados pela interacdo com o organismo hospedeiro, € 0
fato da elétron-densidade destas organelas também ter mostrado diferencas em
amastigotas presentes em macrofagos infectados in vitro e in vivo. Exemplos de
variacdo de elétron-densidades em CLs é bem documentado em células de
mamiferos. Durante estudo por infeccdo por patégenos como T. cruzi e
Mycobacterium bovis BCG, CLs de macrofagos mostraram diferencas entre elétron-
densidades dependendo do tempo de infec¢do e da carga parasitaria (111) e (revisto
em (188)). Esta diferenca de elétron-densidade de CLs pode estar relacionada com
diferentes composi¢des quimicas, tanto de lipidios, como de outras moléculas, como
proteinas, estagios de formacdo ou flutuacdo/mobilizacdo de moléculas nestas
organelas (188). Além disso, sugere-se que CLs sdo de fato modulados no
citoplasma a partir de estimulos dados a célula.

As analises de MET também revelaram a presenca CLs no citoplasma do
macréfago, claramente dispostos na proximidade do parasito e de vesiculas de
transporte aparentemente transitando entre as formas amastigotas do parasito e o
citoplasma do macrofago (dados ndo mostrados), assim como observado por Melo
2003 (187). Estas observacbes chamaram a atencdo porque € documentado na
literatura que CLs em células do hospedeiro, além de serem formados em resposta
a infeccdo com diferentes patégenos, sdo capazes de se realocarem no citoplasma
e interagir com fagossomos contendo parasitos (revisto em (99)). Além disso, a
literatura relata varias situacbes onde o patdgeno parece usurpar lipidios do
hospedeiro em beneficio proprio, ou seja, para manutencdo de sua sobrevivéncia
(83, 86, 128). Esse processo de troca de material ja foi demonstrado em outros
parasitos. Parasitos protozoarios como T. gondii e P. falsiparum, trocam lipidios com
o hospedeiro, mais especificamente, capturam lipidios do hospedeiro para beneficio
proprio e sintese do seu proprio material, esse fato foi mostrado basicamente
através de rastreamento dos lipidios do hospedeiro, marcando-os com elementos
radioativos (84, 86, 87).

A capacidade de AA modular a formacdo de CLs no T. cruzi na forma

tripomastigota também foi investigada. Esses lipidios sdo conhecidos como
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precursores da formacdo de eicosanoides e indutores da formacdo de CLs em
células de mamiferos (202).

Quando os parasitos foram estimulados com AA, observamos aumentos
significativos de CLs no parasito em relacdo ao controle ndo estimulado,
dependendo da dose utilizada do acido graxo e do tempo de estimulo (Fig 4.2 Bi-G).
Este fato é correspondente, por exemplo, com o que acontece em células de
mamiferos, no caso, CLs do parasito sdo rapidamente formados em respostas a
agentes indutores. Foi observado também, que parasitos estimulados nos tempos
mais tardios (24 h), apesar de apresentarem um perfil de inducdo no niumero de CLs
menor que nos tempos mais recentes (1 h), mostraram aumento no tamanho dos
CLs no citoplasma (dado ndo mostrado), o que pode ser atribuido a uma deposicéao
consistente de acidos graxos nos CLs ja formados e/ou coalescéncia desses CLs.
Estes perfis de aumento na quantidade de CLs provavelmente se devem ao mesmo
processo conhecido em mamiferos, quando demonstrou-se que esses acidos graxos
sao indutores na formacédo de CLs e podem ser incorporados nestas organelas e
futuramente utilizados no metabolismo celular (98, 193).

Investigando a dinamica do AA no parasito, avaliamos a incorporacdo desse
lipidio no parasito e vimos que ndo somente incorporava o AA (Fig. 4.3), como
também o direciona para os CLs citoplasmaticos (Fig. 4.4 e 4.5), justificando seu
aumento e o aumento na producdo da PGE2, como sera abordado posteriormente.
Esse caminho do AA, nos leva a crer seu papel de matéria prima ndo s6 para
producdo de CLs, mas também como elemento chave na producdo de mediadores
lipidicos da inflamacg&o.

O aumento no numero de CLs induzido por AA foi acompanhado por aumento
significativo na liberacdo de PGE: (Fig 4.6). Além disso, demonstrou-se no presente
trabalho que CLs do parasito sdo sitios da producdo deste mediador inflamatorio
(Fig. 4.6 e 4.8), e que uma importante enzima que age no metabolismo de PGE2em
células de mamiferos a partir do AA, a ciclooxigenase-2 (109), ndo estava presente
no parasito. Uma vez que varias enzimas participam da metabolizacdo de &cidos
graxos para a producao de PGs, alguma enzima relacionada a via de formacao de
PGE: era necessaria estar presente no parasito. De fato, demonstrou-se a presenca
de PGE sintetase e que o parasito utilizava uma via dependente dela e
independente de COX-2 (Fig.4.7).

Um mecanismo conhecido relacionado ao processo de producdo de CLs e

PGE2 em células de mamiferos é a via que envolve o receptor nuclear PPAR-y.
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Dessa forma, identificamos a presen¢a do PPAR-y no T. cruzi, o que pode explicar e
correlacionar varios eventos na via de sinalizacdo AA - CLs - PGE:z. Considerando
que a identificacdo do PPAR-y se fez presente no parasito, para futuros estudos, €
imprescindivel a analise da influéncia que a via do PPAR-y tem na formacéo de CLs
e PGEz2no T. cruzi.

A PGE:2 é um potente eicosanoide que age no organismo como um mediador
inflamatorio inibitério do sistema imune, pois tem seu papel relacionado ao controle
da resposta imune, proporcionando inibicdo da producdo de citocinas proé
inflamatorias, restringindo a acdo de células importantes para imunidade como
macréfagos, células NK, linfécitos T entre outras (207-209). A PGE: estd, por
exemplo, associada aos danos ocasionados aos tecidos dos hospedeiros durante a
doenca de Chagas, devido a sua acéao sistémica e de contencéo (198). Desta forma,
através da liberacdo desse mediador, parece que o parasito consegue evadir-se do
sistema imune do hospedeiro, 0 que pode ser uma de suas estratégias para
sobrevivéncia em um periodo maior.

A relacdo PGE:2/parasito pode ser importante durante a infeccdo por T.cruzi.
Considerando que o parasitismo € muito acentuado na fase aguda da doenca (Fig.
1.5), quantidades consideraveis de PGE: podem estar sendo produzidas pelo
conjunto de parasitos no organismo hospedeiro. A disposicdo em ninhos dos T. cruzi
durante um processo de infec¢do, onde varios parasitos encontram-se interiorizados
numa unica célula hospedeira, torna possivel a liberacdo de grande quantidade de
mediador (PGEz2) no tecido local. A PGE: liberada pelos parasitos invade o tecido
infectado e consequentemente, ird causar uma inibicdo da acao de varias células do
sistema imune que tém a capacidade de controlar e destruir os parasitos. Varias
citocinas importantes, pro-inflamatorias, também deixam de ser liberadas por essas
células devido a inibicdo pela PGE2. Com a resposta imune do hospedeiro mais
atenuada e controlada, o parasito encontra mais facilidades para se manter no
tecido o qual esta infectando.

Além disso, durante a infeccéo por T. cruzi, ha no tecido cardiaco inducéo da
formacdo de PGE: gerada pelas células hospedeiras em apoptose. Essas células
induzem os macrofagos do infiltrado cardiaco a produzirem esse mediador
inflamato6rio como forma de retrair o processo inflamatério ocorrido no local, o que
causaria danos ao tecido cardiaco. Desta forma, ha uma inibicdo do sistema imune
naquele local onde a PGE: foi liberada, contribuindo para o crescimento parasitario

(106, 210). A inibicAo do sistema imune pela PGE: gerada pelas células do
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hospedeiro, associada a producdo de PGE: diretamente por T. cruzi podem
beneficiar a sobrevivéncia deste parasito. Desta forma, sugere-se que a sintese de
PGE:2 pelo T. cruzi possa ser um mecanismo de evasao desenvolvido pelo parasito.
Estudos futuros sdo importantes para melhor entendimento dos mecanismos
de formacao de CLs no T.cruzi e do papel da PGE2 neste parasito com vistas de se

alcancar um melhor controle da infeccéo.
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6. Conclusdes

O parasito T. cruzi possui CLs no seu citoplasma tanto nas formas
amastigotas como tripomastigotas. O numero e morfologia destas organelas
alteram dependendo do estimulo recebido pelo parasito. Isto significa que
CLs nédo sao organelas estaticas no parasito, mas sim organelas que

respondem prontamente a condicfes em que este patdégeno se encontra.

A formagédo de CLs no T. cruzi pode ser modulada pela interagdo com o
organismo hospedeiro. Além disso, a composi¢do destas organelas também
parece ser influenciada por esta interacdo. Portanto, CLs do parasito podem
ser considerados organelas dinamicas, as quais encontram envolvidas na

fisiopatologia da doenca de Chagas.

O T. cruzi é capaz de produzir PGE2, um potente inibidor do sistema imune
hospedeiro. Quando estimulados com AA, o0s parasitos produziram
guantidades elevadas deste mediador inflamatério quando comparado com o0s
parasitos ndo estimulados. Essa pode ser uma estratégia de evaséo utilizada
pelo parasito.

A producdo de PGE:2 ocorre em CLs do parasito. Desta forma, pode-se fazer
uma analogia funcional entre essa organela nas células de mamiferos e de
parasitos. Estudos futuros sdo importantes para melhor entendimento do

significado funcional desse mediador inflamatério em formas do parasito.

O parasito T. cruzi possui o PPAR-y que pode ser um receptor nuclear, ou
uma proteina com forte homologia, conhecido em células de mamiferos por
ser um fator chave na modulagcdo do numero de CLs nas células e sua
producdo de PGE:z. Tal fato nos abre um campo a ser explorado no processo
de modulacdo de CLs e mediadores inflamatorios, levando a muitas

possibilidades.

Em conjunto, os resultados do presente trabalho, mostraram que CLs
presentes no citoplasma do parasito T. cruzi podem ser formados e/ou

alterados morfologicamente pelos estimulos do meio e pela interacdo com a
72



célula hospedeira. Essas organelas constituem sitios de producéo e liberacao
de PGE2 0 que pode agir na célula hospedeira e ser de extrema importancia
para a evasdo do parasito. Além disso, € possivel que os processos de
producdo dos CLs estejam sendo modulados pela via do PPAR-y ou enzima
semelhante que pode ou nédo estar agindo como receptor nuclear. Os CLs no
parasito podem ser importantes alvos de controle no curso da doenga de
Chagas.
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Abstract

Most eukaryotic cells contain varying amounts of cytosolic lipidic inclusions termed lipid
bodies (LBs) or lipid droplets (LDs). In mammalian cells, such as macrophages, these lipid-
rich organelles are formed in response to host-pathogen interaction during infectious dis-
eases and are sites for biosynthesis of arachidonic acid (AA)-derived inflammatory media-
tors (eicosanoids). Less clear are the functions of LBs in pathogenic lower eukaryotes. In
this study, we demonstrated that LBs, visualized by light microscopy with different probes
and transmission electron microscopy (TEM), are produced in trypomastigote forms of the
parasite Trypanosoma cruzi, the causal agent of Chagas’ disease, after both host interac-
tion and exogenous AA stimulation. Quantitative TEM revealed that LBs from amastigotes,
the intracellular forms of the parasite, growing in vivo have increased size and electron-den-
sity compared to LBs from amastigotes living in vitro. AA-stimulated trypomastigotes
released high amounts of prostaglandin E, (PGE,) and showed PGE, synthase expression.
Raman spectroscopy demonstrated increased unsaturated lipid content and AA incorpo-
ration in stimulated parasites. Moreover, both Raman and MALDI mass spectroscopy
revealed increased AA content in LBs purified from AA-stimulated parasites compared to
LBs from unstimulated group. By using a specific technique for eicosanoid detection, we
immunolocalized PGE; within LBs from AA-stimulated trypomastigotes. Altogether, our
findings demonstrate that LBs from the parasite Trypanosoma cruzi are not just lipid storage
inclusions but dynamic organelles, able to respond to host interaction and inflammatory
events and involved in the AA metabolism. Acting as sources of PGE,, a potent immuno-
modulatory lipid mediator that inhibits many aspects of innate and adaptive immunity,
newly-formed parasite LBs may be implicated with the pathogen survival in its host.
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differentiation-related protein; TEM, transmission
electron microscopy.

Introduction

The dynamic nature of lipid bodies (LBs), also known as lipid droplets has lead to their recog-
nition as highly active organelles within most cell types involved in different biological func-
tions and containing not only lipids but also many proteins (reviewed in [1-3]). During the
last decades, the structure and function of these lipid-rich organelles, which are surrounded by
a single layer of phospholipids, have been consistently investigated in mammalian cells and
attracted great attention due to their association with human diseases (reviewed in [1-4]).

LB biogenesis is a well-documented process that happens in vivo within many types of
mammalian cells during inflammatory reactions of varied causes, including infectious diseases
with different pathogens such as bacteria, parasites and virus. Host-pathogen interaction leads
to increased formation of LBs within cells from the immune system mainly macrophages. In
these cells, LBs serve as intracellular sites for metabolic transformation of arachidonic acid
(AA) into biologically active inflammatory mediators (eicosanoid derivatives) (reviewed in [5-
7]). Thus, LBs in mammalian cells are remarkably linked to inflammatory responses and are
considered structural markers of inflammation [5, 6, 8].

In recent years, there has been a renaissance of interest and recognition in the structure,
composition and function of lipid-rich organelles formed within pathogenic prokaryotes and
lower eukaryotes. In the past, pathogen-derived LBs were mostly considered as lipid deposits
with slow rates of turnover (reviewed in [1]). However, evidence begins to accumulate that
cytosolic LBs of intracellular bacteria and parasitic protozoa have more dynamic roles. These
pathogens are able to usurp host lipids or to encode their own lipid biosynthesis machinery,
thus allowing formation of LBs independently of their host (reviewed in [9, 10]). For example,
the infection of erythrocytes with the malaria parasite Plasmodium falciparum induces LBs for-
mation within the parasite [11]. These newly synthesized LBs accumulate in the food parasite
vacuole and are involved in the detoxification of heme, enabling parasite persistence [11]. Dur-
ing the infection with Toxoplasma gondii [12] or Mycobacterium tuberculosis [13], host-derived
lipids are imported and used for the synthesis of cholesteryl esters or triglycerides that are
deposited in pathogen LBs. More recently, it was demonstrated that LBs numbers as well as the
expression of prostaglandin F, alpha (PGF,0) synthase (PGFS) increases during the develop-
ment of Leishmania infantum chagasi to a virulent metacyclic stage [14].

Here, we studied the formation of LBs within the parasite Trypanosoma cruzi and the ability
of parasite-derived LBs to produce eicosanoid in response to exogenous AA. T. cruzi is an obli-
gate intracellular parasite capable of infecting different types of nucleated cells of humans and
warm-blooded animals, and responsible for Chagas’ disease, which remains a major problem
with a great impact on public health in Latin America [15].

We demonstrate, for the first time, that T. cruzi LBs are formed and respond to both host
interaction and AA-stimulation, are able to incorporate AA and can be sources of prostaglan-
din E, (PGE,), a potent immunomodulatory lipid mediator known to inhibit many aspects of
innate and adaptive immunity [16-18]. Our results raise the possibility that pathways of AA
metabolism of potential pathophysiologic significance may exist within human-living T. cruzi.

Materials and Methods
Animals and infection

Peritoneal macrophages from uninfected C57BL/6 mice were plated in RPMI-1640 medium
plus 10% fetal bovine serum, 1% streptomicin/penicilin and L-glutamin (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA). Cells (1 x 10° cells/mL) were then infected with metacyclic trypomastigotes
of T. cruzi clone Dm 28c¢ at a ratio of 5:1 parasite:cell [19]. After 1 h of incubation, macrophages
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and free (non-interiorized) parasites in the medium were citospun onto slides. At the end of
the exposure period (24h), non-interiorized parasites were removed by repeated washings. For
in vivo infection, female Holtzman rats aged 27-30 days (obtained from Universidade Federal
de Minas Gerais animal facility) were inoculated intraperitoneally with of 3 X 10° of T. cruzi Y
strain as described elsewhere [20]. Fresh blood samples taken from the tail showed living trypo-
mastigotes in all animals at 12 days after inoculation. At this time, animals were euthanized in
a CO, chamber and fragments of the heart (atria) were processed for both histopathological
and ultrastructural studies as described below.

Ethics statement

This study was carried out in full accordance with all international and Brazilian accepted
guidelines and was approved by the Oswaldo Cruz Foundation Ethics Committee on Animal
Use (CEUA-Comissdo de Etica no Uso de Animais, under protocol CEUA: P-0069). CEUA fol-
lows the Brazilian national guidelines recommended by CONCEA (Conselho Nacional de
Controle em Experimenta¢do Animal). Animals were monitored daily for survival and well-
being status (home cage evaluation, body condition, skin lesions, mobility and general condi-
tions such as diarrhea). No animals died prior to the experimental endpoint (12 days of
infection).

Culture of trypomastigotes

T. cruzi Dm 28c strain was obtained and kept in the laboratory as previously described [21]. T.
cruzi cultures was grown in Brain Heart Infusion medium (BHI) (BD, Franklin Lakes, NJ,
USA) at 27°Cin a B. O. D. (Biochemical Oxygen Demand) incubator (Thermo Scientific,
Walthan, MA, USA) for 7 days, containing approximately 100% of epimastigotes. At the end of
the exponential phase, parasites were centrifuged at 2200 rpm for 15 min at 10°C, resuspended
in artificial triatomine urine (TAU) (190 mM NaClI, 8 mM phosphate buffer pH 6.0, 17 mM
KCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,), and incubated for 2 h at room temperature (RT). The para-
sites were diluted to a final concentration of 5 x 10° parasites ml™ in TAU supplemented with
2.5% (v/v) sodium bicarbonate 1.4%, 500 units penicillin mL™, 10 mM L-proline (TAU-P
medium) and incubated at 27°C in tightly closed culture flasks in a B. O. D. incubator for 5
days, obtaining approximately 100% of metacyclic trypomastigotes [22].

Trypomastigote stimulation and viability

Trypomastigotes (1.7 x 10° cells per ml) were incubated in 24 well-plates with AA (1.5~

10 uM), oleic acid -OA- (1 and 5 uM), or vehicle (0.1% ethanol) for 1 or 24 h at 27°C. Subse-
quently, trypomastigotes (1 x 10” cells per slide) were cytocentrifuged (550 rpm for 5 min)
onto glass slides. Cell viability, determined by the trypan blue dye exclusion at the end of each
experiment, was always greater than 90%.

Cells and tissue preparation for TEM

Samples from cultured trypomastigotes alone were immediately fixed in a mixture of phos-
phate buffer 1%, pH 7.3 and freshly prepared aldehydes (1% paraformaldehyde and 1% glutar-
aldehyde) [23] for 1 h, at room temperature (RT), washed in the same buffer and centrifuged at
1500 g for 1 min. Samples were then re-suspended in molten 2% agar in phosphate buffer 1%
and quickly re-centrifuged. To obtain optimal morphology, T. cruzi-infected macrophages
directly on the slide surface were fixed as above, after 24 h of infection. Atria fragments
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collected from infected animals were also fixed in the same fixative for 4 h. After fixation, all
samples were kept in phosphate buffer at 4°C for subsequent EM procedures.

Histological analyses

Fragments of the heart (atria) from controls and infected animals were fixed in 4% paraformal-
dehyde in buffered phosphate, pH 7.3, 0.1 M for 24 h, dehydrated and embedded in plastic
resin-glycol metacrilate—(Leica, Heidelberg, Germany) as previous work [24]. Semi-serial 5-
um-thick sections were cut on a microtome (RM 2155; Leica) stained by hematoxylin and
eosin and examined for evaluation of the inflammatory processes and parasitism.

TEM

Cultured trypomastigotes alone, T. cruzi-infected macrophages and heart fragments from
infected animals were fixed in a mixture of freshly prepared aldehydes (1% paraformaldehyde
and 1.25% glutaraldehyde) in 0.1 M sodium cacodylate buffer for 1 h (isolated cells) or 4h (tis-
sue) at RT and processed as before [25]. Samples were post-fixed in 1% osmium tetroxide in
Sym-Collidine buffer (pH 7.4) for 2 h at RT. After washing with sodium maleate buffer (pH
5.2), pellets were stained en bloc in 2% uranyl acetate in 0.05 M sodium maleate buffer (pH
6.0) for 2 h at RT and washed in the same buffer as above before dehydration in graded etha-
nol’s and infiltration and embedding with a propylene oxide-Epon sequence (Eponate 12
Resin; Ted Pella, Redding, CA, USA). After polymerization at 60°C for 16 h, thin sections were
cut using a diamond knife on an ultra-microtome (Leica, Baden-Wiirttemberg, Germany). Sec-
tions were mounted on uncoated 200-mesh copper grids (Ted Pella) before staining with lead
citrate and viewed with a transmission electron microscope (CM 10; Philips, or Tecnai-G2-
20-FEI 2006, Eindhoven, the Netherlands) at 60 kV.

TEM quantitative analyses

In addition to qualitative observations, quantitative study was made in electron micrographs.
The area and electron-density of cytoplasmic LBs within parasites were evaluated in thin sec-
tions of peritoneal and heart macrophages infected with amastigotes. LBs were classified as
Strongly Electron-Dense (SED), Electron-Dense (ED) or Electron-Lucent (EL) according to a
grayscale (0-85, 86-170, 171-255, respectively) where 0 is absolute black and 255 absolute
white. For LB evaluation, a total of 36 electron micrographs, 50 parasites and 125 LBs were
carefully analyzed. Quantitative EM analyses were also performed in electron micrographs ran-
domly taken from metacyclic trypomastigotes to investigate the occurrence of morphological
alterations. For this analysis, a total of 50 electron micrographs (25 from control and 25 from
AA-stimulated) were used for evaluation of the parasite area and length. All analyses were per-
formed using the Image]qi} software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

LB staining

Different techniques were used for LB staining and quantification. For most studies, trypomas-
tigotes were stained with osmium tetroxide and enumerated as before [26]. LBs within trypo-
mastigotes were also visualized with different fluorescent probes. Cells were incubated with
1uL BODIPY493/503 dye (4,4-difluoro-1,3,5,7,8- pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene)
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) for 1 h at 37°C or with Nile Red (9-diethylamino-5H-
benzo[alpha]phenoxazine-5-one) (Sigma-Aldrich) (1/10,000 from a stock solution of 0.1 mg/
mL in acetone) [26]. Alternatively, analysis of LBs were performed by incubating the cells with
0.5% Oil Red O (1-([4-(Xylylazo)xylyl]azo)-2-naphthol) (Sigma Aldrich) for 10 min at 60°C.
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After incubation, trypomastigotes were washed twice in Ca>*/Mg”*-free HBSS (HBSS-/-),
cytospun onto slides, and fixed in 3.7% formaldehyde at RT for 10 min. Slides were mounted
with VECTASHIELD™ mounting medium containing DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole)
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for nuclear recognition, and examined under BX-
51 fluorescence microscopy and digital color camera XC-50, using a x100 objective lens (Olym-
pus, Tokyo, Japan).

LB purification

LB purification from control and AA-stimulated (7.5 uM trypomastigotes was performed by
modifications of prior methods [27]. The trypomastigotes (1.5 x 10”) in 20 nM/L Tris, 1 mM/L
EDTA, 1 mM/L EGTA, 100 mM/L KCl buffer (pH 7.4) containing 10 pg/mL leupeptin, 10 pg/
mL benzamidin, 0.7 ug/mL pepstatin, and 0.1 mM/L phenylmethylsulfonylfluoride were dis-
rupted by nitrogen cavitation at 700 ¥ for 5 min at 4°C. The homogenates were centrifuged at
1800 rpm for 5 min to remove the nuclei. The supernatants were overlaid sequentially with 1.5
mL each of 0.27 M/L sucrose buffer, 0.135 M/L sucrose buffer, TEE solution [25 mM/L Tris-
HCL, 1 mM/L EDTA, and 1 mM/L EGTA (pH 7.4)] and centrifuged at 35,000 rpm at 4°C for
70 min. The LBs were collected from the first and second top fractions. After that, a lactate
dehydrogenase activity assay was performed to demonstrate that the samples were free of cyto-
plasmic contaminating contents.

Raman spectroscopy

Trypomastigotes (2 x 10° cells per mL) were stimulated for 1h with 7.5 uM AA as above and
centrifuged. Cells were then resuspended in 3.7% formaldehyde overnight, pelleted and ana-
lyzed by Raman spectroscopy without any labeling. Raman spectra of cells were recorded using
a FT-Raman spectrometer model RFS 100S coupled to RamanScopelll (Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Germany), equipped with a ND:YAG laser with an excitation line at 1064 nm. For
acquisition of the spectra, the laser power was adjusted to 500 mW (at source) and a good sig-
nal/noise ratio was obtained by performing 2048 scans in the region of 3500-50 cm™ with a
spectral resolution of 4 cm™. The acquisition of Raman spectra was performed by OPUS 6.0
software (Bruker).

To investigate the presence of AA directly in LBs, purified LBs from untreated and 7.5 uM
AA-treated groups were placed over 20 mm CaF, windows (cat. number 63207; Edmund
Optics, Barrington, NJ, USA) and the data collected with a laser power of 20 mW, 50 s integra-
tion time and 5 co-additions, without any labeling. The Raman spectra were obtained in a Sen-
terra Raman spectrometer (Bruker) based in a 180° backscattering configuration and using a
50x objective and the 632.8 nm wavelength of He-Ne laser output as excitation. A spectral reso-
lution of 3-5 cm™" and slit width of 50x1000 um were chosen.

MALDI mass spectroscopy

All MALDI spectra were obtained using a time of flight mass spectrometer. Mass spectrometry
matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight (MALDI-TOF) [28, 29] experiments
were performed using a pulsed nitrogen laser at 337 nm of a Shimadzu Biotech Axima Perfor-
mance MALDI-TOF at the Physics Department, Federal University of Juiz de Fora. The matrix
was alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (a-CHCA), dissolved in acetonitrile-HPLC/milli-Q
water quality (50:50 v:v) at a concentration of about 5x10~* mol/L. Samples of purified LBs
were dissolved in phosphate buffer and 10 uL of this final sample solution were added to 10 uL
of the matrix solution. This mixture (~0.5 pL) was then deposited in the stainless steel multip-
robe and allowed to dry before introduction into the mass spectrometer. A typical starting laser
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power is 40-50. The instrument was set in the high-resolution in positive reflector ion mode
and spectra were taken from 0 to 500 m/z. The experimental setup includes an automatic sam-
ple manipulator, where 200 scans were accumulated with 20 repetitions each.

Macrophage culture and BCG in vitro infection

Infected macrophages were used as positive controls for Western Blotting analyses of eicosa-
noid-forming enzymes as below. For the in vitro infection, peritoneal macrophages from
C57BL/6 mice were harvested with sterile RPMI 1640 cell culture medium. Cells (1x10° cells/
mL) were allowed to adhere in culture plates (6 wells) for 2 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere
and were vigorously washed twice with PBS to remove nonadherent cells. Macrophages were
infected with BCG (Mycobacterium bovis BCG (Moreau strain) vaccine from the Fundagio
Athaulpho de Paiva, Rio de Janeiro, Brazil), multiplicity of infection (MOI) 1:1 and incubated
for 24 h at 37°C in a CO, atmosphere with RPMI 1640 cell culture medium containing 2%
Fetal Bovine Serum (FBS) as before [30].

Western blotting

Macrophages (1x10° cells) and trypomastigotes lysates (3x10° cells) were prepared under
reducing and denaturing conditions and subjected to SDS-PAGE. Samples were submitted to
electrophoresis in 10% acrylamide gradient SDS-PAGE gels. After transferring onto nitrocellu-
lose membranes, nonspecific binding sites were blocked with 5% nonfat milk in TBST (50 mM
Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20). Membranes were probed with the poly-
clonal antibody (Ab) anti-PGE synthase (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, S-16; sc-
12268), anti-cyclooxygenase-2 (COX-2) (Santa Cruz Biotechnology, C-20; sc-1745) and anti-
actin monoclonal Ab (BD Transduction Laboratories, 612657) in TBST with 1% nonfat dry
milk. Proteins of interest were then identified by incubating the membrane with HRP-conju-
gated secondary Abs in TBST, followed by the detection of antigen-Ab complexes by Super-
signal Chemiluminescence (GE Healthcare, Fairfield, CT, USA, ECL™ Prime Western Blotting
System, RPN2232). A colleague blind to the identity of the sample performed the spotting and
the analysis parameters.

Immunodetection of PGE:; at its sites of production

Immunolocalization of PGE, at its in vivo sites of production was performed in AA-stimulated
trypomastigotes [31]. Briefly, unstimulated (kept in vehicle) and AA-stimulated (7.5 uM) cells
were incubated, after 1h of stimulation, with EDAC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcar-
bodiimide hydrochloride) (Sigma-Aldrich), at 37°C. Besides the precise positioned coupling of
an immuno-detectable eicosanoid at its sites of formation, EDAC enables: (I) the ending of cell
stimulation step; (II) cell fixation; (III) cell permeabilization, allowing the penetration of both
anti-eicosanoid and the detecting fluorochrome-conjugated antibodies into cells; and, impor-
tantly, (IV) the relative preservation of lipid domains, such as membranes and droplets, which
dissipate with air drying or commonly used alcohol fixation [31]. Trypomastigotes were then
washed with HBSS, cytospun onto glass slides, and incubated with mouse anti-PGE, (1/100)
Ab (Cayman Chemical—414013, Ann Arbor, MI, USA) in 0.1% normal goat serum and guinea
pig polyclonal anti-mouse perilipin 2/adipose differentiation related protein (PLIN2/ADRP)
Ab (Fitzgerald - 20R-AP002) (1/ 1000) in 0.1% normal donkey serum simultaneously for 1 h at
RT. IgG;, kappa monoclonal Ab isotype control, clone MOPC 21 (Sigma Aldrich) and non
immune guinea pig serum were used as controls for PGE, and PLIN2/ADRP Abs, respectively.
Cells were washed twice and incubated with secondary Abs, goat anti-mouse conjugated with
AlexaFluor-488 (1/1000) (Molecular Probes), and CY3-conjugated donkey anti-guinea pig
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(1/1000) (Jackson Immuno Research Laboratories). The slides were then washed (three times,
10 min each) and mounted with Vectashield®™ mounting medium containing DAPI (Vector
Laboratories). Cells were analyzed by both phase-contrast and fluorescence microscopy. For
colocalization quantitative study, fluorescence images were taken and colocalizations were
quantified for 12 cells. Quantifications were determined using Image] software by calculating
the Pearson’s correlation coefficient that measures the degree of linear dependence between the
localization of a red signal and the localization of a green signal in the same cell [32].

PGE, evaluation

PGE, levels were measured directly in the supernatant from cell-free cultures from metacyclic
trypomastigotes obtained 24 h after AA (7.5 uM) stimulation. PGE, was assayed in the cell-free
supernatant by EIA, according to the manufacturer’s instructions (PGE, enzyme- linked
immunoassay (EIA) kit, Cayman Chemical).

Statistical analysis

Data were compared using the Student-Neuman-Keuls test and expressed as mean values +
SEM (P<0.05). Analyzes were performed using the software Prism 6.01 (GraphPad software,
San Diego, CA, USA).

Results
LBs are formed within the parasite in response to host interaction

LBs are remarkably produced in host cells, mainly in macrophages, in response to T. cruzi
infection [33-36]. We wondered if LBs could also be formed in the parasite cytoplasm in
response to the interaction with these inflammatory cells. Metacyclic trypomastigote forms cul-
tured in the presence of peritoneal macrophages for 1 h showed indeed a significant increase of
LB numbers compared to trypomastigotes alone (Fig 1A and 1B). This indicates that the con-
tact of T. cruzi infective forms with inflammatory host cells might modulate LB formation in
the parasite.

T. cruzi grows and reproduce inside host cells, as amastigotes. Therefore, we next investi-
gated the ultrastructure of LBs in these intracellular forms of the parasite by TEM in both peri-
toneal (after 24 h of the in vitro infection) and heart inflammatory macrophages (after 12 days
of the acute in vivo infection). At these time points of the infection, there is consistent division
of amastigotes. Moreover, the parasitism peak in the heart, a target organ of the Chagas’ dis-
ease, is observed at day 12 of the acute infection in conjunction with an elevated number of
infiltrating activated macrophages [24, 37]. Histolopathological analysis of the myocardium at
this time of the infection confirmed the presence of prominent mononuclear inflammatory
processes and amastigote nests (S1 Fig)

LBs within amastigotes were observed as round, typical non-membrane bound organelles
with varied electron-density (Fig 1C and 1D). Interestingly, LBs in amastigotes growing in vivo
within macrophages infiltrated in the myocardium (Fig 1D) showed higher sizes compared to
LBs formed within amastigotes living in cultured macrophages (Fig 1C) as shown by morpho-
metric analyses (Fig 1E).

Since LBs formed within host cells such as macrophages change electron-density during
inflammatory responses (reviewed in [38]), we next analyzed electron-density aspects of LBs
formed within amastigotes. Based on our previous studies [34, 38, 39] and using a software for
analyzing different electron-density gradations [39], LBs were classified as strongly electron-
dense (SED), electron-dense (ED) or electron-lucent (EL) organelles. Quantitative TEM studies
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Fig 1. Trypanosoma cruzi lipid bodies (LBs) show variation in number, size and electron-density in response to
the interaction with host cells. (A) Trypomastigotes cultured with peritoneal macrophages show increased numbers of
cytosolic LBs compared to parasites alone, after 1h of interaction. (B) At this time, several trypomastigotes (arrows) can be
seen in contact with the macrophage surface. Macrophage nucleus was outlined in red. (C, D) Transmission electron
microscopy (TEM) of T. cruzi amastigotes within a peritoneal (in vitro infection after 24h) (C) and heart inflammatory
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macrophage (in vivo infection after 12 days) (D). Amastigote LBs are indicated (circles). (E) LB sizes are significantly
higher in amastigotes growing in vivo (black bar) compared to amastigotes LBs living in vitro (white bar). (F) LBs from
amastigote forms of the parasite within heart macrophages are more electron-dense compared to amastigote LBs from
peritoneal macrophages. Cultured peritoneal macrophages and heart macrophages were fixed and processed for TEM
[25]. A total of 36 electron micrographs, 50 parasites and 125 LBs were evaluated. LBs were classified as Strongly
Electron-Dense (SED) Electron-Dense (ED) or Electron-Lucent (EL) by using the software ImageJ® as in materials and
methods. Scale bar, 10 ym (B); 5 um (C, D). * P<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g001

revealed that LBs from amastigotes living in heart macrophages (in vivo infection) were more
electron-dense, with elevated numbers of SED and ED LBs compared to LBs from peritoneal
macrophages (in vitro infection) (Fig 1F; compare Fig 1C and 1D).

Taken together, these results show that parasite LBs are not inert but dynamic organelles,
able to respond to host interaction and inflammatory events.

AA induces rapid LB formation in T. cruzi infective forms

Earlier studies demonstrated that AA is a potent stimulator of LB formation in mammalian
cells [40-41] and that these organelles incorporate AA, mainly esterified in phospholipids [42-
44]. The effect of AA on parasite LB formation was investigated. Four different staining tech-
niques were used for LB visualization: osmium tetroxide, which stains phospholipids and three
fluorescent probes (BODIPY, Oil Red O and Nile Red), which are more specific for neutral lip-
ids [5, 26]. All methods enabled clear visualization of LBs within the parasite (Fig 2A-2E).
Moreover, by enumerating LBs with osmium staining, it was observed a dose-dependent
increase in LB numbers in AA-stimulated trypomastigotes compared to unstimulated controls
(kept in vehicle) after 1 or 24 h, with a maximum LB formation at the dose of 7.5 uM (Fig 2F,
2G and S2 Fig). Trypomastigote forms of the parasite were also evaluated by TEM (Fig 2H and
2I). LBs were seen as typical, cytoplasmic non-membrane bound organelles (Fig 21, arrows).
AA had no effect on the general morphology of stimulated parasites compared to unstimulated
ones as shown by qualitative and quantitative ultrastructural analyses (S3 Fig)

AAis incorporated into LBs

To explore the molecular properties of lipids within the parasites, we next used Raman spec-
troscopy. This technique provides information about the structure of chemical components
present in the biological sample, with the advantages of minimal sample preparation, without
need of labeling and free from water interference [45]. The result is showed by the Raman spec-
trum, where the intensity of the signals is proportional to the relative concentration of a com-
pound [45]. Fig 3 shows Raman spectra of AA (positive control), unstimulated and AA-
stimulated parasites. The spectrum of stimulated cells differed from the spectrum of unstimu-
lated cells by increased relative intensity of the bands at 3015 and 2929 cm', which are charac-
teristic of AA-lipid spectra [46]. The band exhibited at 3015 cm™ which corresponds to
the = C-H stretching, indicates higher content of unsaturated lipids in stimulated cells (Fig 3).
This band is more prominent in AA than in other fatty acids [46]. AA also has a broad and
intense band at around 2920 cm™ region due to C-H, stretching vibrations. The observed
increase in the relative intensity of the 2929 cm™ in the stimulated cells may be due to the pres-
ence of the 2920 cm ™! broad band of AA. Therefore, the increase in the relative intensity of the
bands at 3015 and 2929 cm "' are indicative of the AA incorporation. These results showed that
AA is incorporated into parasites, induces LB formation and that these organelles are likely
involved in the AA metabolism.

The Raman spectra obtained from the entire parasite have also contribution from different
types of lipids and from other biomolecules, as for example proteins and DNA, which can
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Fig 2. Lipid bodies (LBs) are formed within trypomastigotes in response to arachidonic acid (AA) stimulation.
Metacyclic trypomastigotes were stained with BODIPY (A, Ai, B, Bi), Oil Red O (C, Ci), Nile Red (D, Di) or osmium (E) for LB
detection. Panels A and Ai; B and Bi; C and Ci, and D and Di represent identical fields of trypomastigotes seen by contrast
phase and fluorescence microscopy after 1 h of incubation with vehicle (A, Ai) or 7.5 uyM AA (B-D). Note in (C) that Oil Red O
staining enables visualization of LBs at both contrast phase and fluorescence microscopy. Parasite nuclei are visualized after

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0160433 August 4, 2016 10/22



el e
@ ) PLOS ‘ ONE Trypanosome cruzi Lipid Bodies Generate PGE2

DAPI staining in Ai, Bi, Ci and Di. In (E), osmium staining is observed under bright field microscopy. (F, G) Number of LBs
within trypomastigotes after stimulation with exogenous AA for 1 h (F) or 24 h (G). Bars represent the mean + SEM of LB per
parasite from 50 consecutively counted parasites from at least 4 independent pools. * P < 0.05 between groups. Cells were
enumerated after osmium staining. In (H, I), trypomastigotes are observed by transmission electron microscopy. Typical non-
membrane bound LBs (arrows) are seen in the cytoplasm after stimulation with AA (1). Scale bar, 5 um (A-E); 1 ym (H, I).

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g002

make difficult to obtain the relative contribution of different lipids to the Raman spectra. To
overcome this difficulty, we isolated LB using subcellular fractionation from unstimulated and
AA-stimulated parasites and used Raman directly on LBs. This technique has been used as a
valuable tool to study LBs in physiology and pathology [47]. The results are shown in Fig 4. By
using this approach, it was possible to determine that the major contribution to the LB comes
from the presence of AA. As shown in Fig 4, the spectrum of AA in solution is similar to the
previous published in the literature [47]. It has the more intense bands at 1265 cm™ (= C-H in
plane bending), 1446 cm™ (C-H bending) and 1659 cm™ (C = C stretching) [47]. The spectrum
of the non-treated LB fraction did not show any spectral characteristic of the AA (Fig 4). How-
ever, the spectra of the LB fraction obtained from parasites treated with AA showed the same
spectral profile than that of the AA in solution, which demonstrate the presence of the AA in
the sample (Fig 4).

— T mMMAA
— AA-stimulated
—— Not-stimulated

- 1659
2929

2852
2 2883
- 3015

Raman Intensity (Arbitr. Un.)

| E ' rs | : | :
1600 2800 3000

Wavenumber / cm”

Fig 3. Raman spectroscopy detects higher content of unsaturated fatty acids and arachidonid acid
(AA) in stimulated parasites compared to control unstimulated cells. Raman spectra of AA (black), AA-
stimulated (blue) and unstimulated (red) parasites. Parasites were stimulated or not for 1h with 7.5 uM AA,
fixed and analyzed by Raman spectroscopy without labeling.

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g003
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Fig 4. Arachidonic acid (AA) is incorporated into parasite lipid bodies (LBs). Raman spectra of ImM AA
in agueous solution (black) and from LB fractions isolated by subcellular fractionation from unstimulated (red)
and AA-stimulated (blue) parasites show that the chemical composition of LBs is due to AA and not to the
presence of other fatty acids. The spectra were normalized using the band at 1659 cm™. Samples were
analyzed without any labeling. Data are representative of 2 independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g004
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The presence of increased AA in the LB fraction purified from the stimulated group was
next confirmed by MALDI-TOF mass spectroscopy (Fig 5). First, a spectrum from a pure AA
solution (m/z 304.24) was acquired as a positive control (Fig 5A). Second, this technique identi-
fied the m/z 304.24 peak related to the AA in both non-stimulated and AA-stimulated samples.
In order to verify the existence of a fluctuation at the m/z 304.24 peak of the non-stimulated
and AA-stimulated sample, the yield related to this peak was calculated by dividing the peak
area by the total area of the corresponding spectrum, as before [48]. Thus, m/z 304.24 peak
from the non-stimulated and AA-stimulated samples showed a related yield of 0.0035 and
0.018 respectively, that is, 5 times higher in the stimulated group (Fig 5B, black line) compared
to the value obtained from the non-stimulated sample (Fig 5B, red line).

Therefore, by using different approaches, our results consistently demonstrate that LBs are
cytoplasmic sites of AA accumulation in the parasite T. cruzi.

AA-stimulated parasites generate PGE,

Biologically active eicosanoids such as PGs are derived from AA [8, 49]. We next investigated if
the parasite would produce PGs upon AA stimulation. Since PGE, is consistently synthesized
during T. cruzi infections [35, 50], we evaluated the production of this PG by trypomastigotes.
Incubation of these parasite forms with AA produced high levels of PGE, after 24h compared
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Fig 5. MALDI-TOF mass spectrum, from 303 to 306 m/z range, acquired from a pure arachidonic acid (AA) solution
(A) and from lipid body (LB) fractions isolated from unstimulated and AA-stimulated parasites (B). In (A), the
spectrum shows the molecular weight of the pure AA (m/z 304.24). In (B), a higher content of AA is observed in the LB
fraction purified from stimulated parasites (black) compared to the LB fraction from unstimulated cells (red). Samples were
analyzed without any labeling. Data are representative of 3 independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g005
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Fig 6. Arachidonic Acid (AA) induces prostaglandin E, (PGE,) production by metacyclic trypomastigotes. (A) PGE; levels in supernatants harvested
from trypomastigotes stimulated for 24 h with 1.5 or 7.5 uM AA. (B) Oleic Acid (OA) did not induce PGE, production. Bars represent the mean + SEM, n = 3,
being the graph representative of, at least, 3 independent experiments (*) P < 0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g006

to controls cultured in the absence of AA (Fig 6A). Incubation of the parasites with OA, which
is also able to induce LB formation in trypomastigotes (54 Fig), did not induce PGE, produc-
tion (Fig 6B). Thus, we concluded that T. cruzi is capable to generate PGE, through the AA
metabolism.

Parasites show PGE synthase but not COX-2 expression

We next evaluated by Western blotting whether key eicosanoid-forming enzymes COX-2 and
PGE synthase were localized within the parasites. As positive controls, we used cultures of mac-
rophages infected with Mycobacterium bovis BCG, which show both expression for these
enzymes and high PGE, production in response to the infection [30, 51]. Trypomastigotes
lysates from both unstimulated and AA-stimulated cells were negative for COX-2 (Fig 7A). On
the other hand, we found a high level of PGE synthase within AA-stimulated parasites but not
in unstimulated cells (Fig 7B), indicating an activation of the AA cascade and a possible path-
way for PGE, synthesis.

Parasite LBs are sites for PGE, synthesis

Because parasite stimulation with AA led to quantitative increases in LB numbers, PGE, release
and PGE synthase expression, we hypothesized that parasite LBs might also serve as domains
for compartmentalized PGE, synthesis. With the adaptation to a method using carbodiimide
to immobilize eicosanoid carboxyl groups to proximate proteins [52], formation of eicosanoids
was investigated at its sites of production. PLIN 2/ADRP was used as a marker of LBs for co-
localization purpose [31]. With the use of this technique (EicosaCell) [31], PGE, formation
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Fig 7. T. cruzi stimulated by AA expresses PGE synthase, but not COX-2 enzymes. Expression of COX-
2 (A) and PGE synthase (B) in trypomastigote forms of T. cruzi after stimulation or not with AA during 1h. Mice
peritoneal macrophages (M¢) stimulated by BCG during 24h were used as positive controls [30]. Total T.
cruzi (2 x 10° cells/lane) and macrophage cell (1 x 10° cells/lane) lysates were separated by SDS-PAGE
(10%) and subjected to Western blotting for COX-2, PGE synthase or B-actin. The images are representative
of at least two different blots. The graph represents the densitometric analysis of PGE synthase enzyme
(arbitrary units) of the Western blotting bands.

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g007

was demonstrated specifically at LBs from trypomastigotes of T. cruzi stimulated with AA (Fig
8). AA-stimulated trypomastigotes, exhibited a strong localized punctuated or ring shape stain-
ing for PLIN2/ADRP-labeled LBs (compare Fig 8A-8C), indicating formation of LBs in
response to the stimulation of AA. AA-stimulated trypomastigotes, but not vehicle-stimulated
parasites, showed intense and punctuated immunofluorescent staining for PGE, (compare Fig
8Ai and 8Bi). As shown in Fig 8Bii, the PGE, intracellular site of production (8Bi) matched
PLIN2/ADRP-stained LBs (Fig 8B). Our colocalization quantitative analyses using Image]
showed that PGE, and PLIN2/ADRP significantly colocalized in cells [Pearson’s coefficient of
0.84 + 0.02 (mean + SEM)]. The specificity of the immunofluorescence for PGE, was sup-
ported by the absence of immunostaining when an isotype control antibody replaced the anti-
PGE, monoclonal antibody (Fig 8C-8Cii). Controls in which the anti-PLIN2/ADRP Ab was
replaced by guinea pig serum were negative (data not shown). These findings validated the
specificity for detecting PGE, formed at its formation sites within stimulated trypomastigotes,
and place LBs as candidate sites for newly formed PGE, during the T. cruzi infection.

Discussion and Conclusions

Here we demonstrate for the first time that the parasite T. cruzi itself produces LBs in response
to the host-parasite interaction and that these organelles may be sources of inflammation medi-
ators. Analogous to LB formed in mammalian leukocytes and macrophages during infectious
diseases [30, 33-35, 53], increases in parasite LB numbers and sizes, in conjunction with
changes in LB electron-density highlight the fact that parasite LBs are also dynamic and active
organelles, able to modify their structure in concert with cell activation.
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trypomastigotes were labeled for PLIN2/ADRP, a marker for LBs, (A) and for PGE; (Ai). Merged image (Aii)
exhibited negative labeling for both ADRP and PGE.. (B-Bii) Arachidonic acid (AA)-stimulated trypomastigotes
showed strong labeling for newly-formed PGE; (Bi) in PLIN2/ADRP-associated LBs (B). The merged image is
observed in (Bii). (C-Cii) An IgG1 irrelevant isotype (clone MOPC 21) was used as control for PGE; labeling in
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combination with labeling for PLIN2/ADRP. (Cii) is the merged image of (C) and (Ci). The nuclei of parasites
are observed after DAPI staining (blue). Cells were immunolabeled by using the EicosaCell technique [31].
Colocalization quantitative analyses showed that PGE, and PLIN2/ADRP significantly colocalized in cells
[Pearson’s correlation coefficient of 0.84 + 0.02 (mean + SEM)]. Scale bar, 2 ym (all images). Images are
representative of 3 independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0160433.g008

Evidence that LBs participate in the regulation of the T. cruzi response during host-parasite
interaction was provided here during both in vitro and in vivo infection. Interestingly, LBs in
amastigote forms growing in macrophages elicited from the in vivo infection during the acute
phase showed higher size and electron-density compared to amastigotes LBs living in cultured
macrophages after 1h. This observation is likely consequence of the amplified exposure of pro-
liferating T. cruzi forms to the host inflammatory milieu. In mammalian cells, the size and
electron-density of newly formed LBs represent an important structural indicative of the par-
ticipation of these organelles in innate immune responses [34].

LB morphological changes may reflect differences in lipid composition, stages of formation
of new LBs, and/or neutral lipids/phospholipids ratio within LBs [34]. In fact, lipid composi-
tion affects LB electron-density [54] based on the fact that osmium tetroxide binds preferen-
tially to the unsaturated bonds of fatty acids [55, 56]. Here, we demonstrated by Raman
spectroscopy that both AA-stimulated parasites and LBs isolated from AA-stimulated-para-
sites have a higher content of unsaturated fatty acids, as a result of AA incorporation, com-
pared to unstimulated cells (Figs 3 and 4). The presence of increased AA in the LB fraction was
also confirmed by MALDI-TOF mass spectroscopy in LBs purified from the stimulated group
(Fig 5). This can explain the changes of LB electron-density within the parasites during the in
vivo infection. These LBs, formed as a result of host interaction, are more electron-dense which
likely reflects the high content of AA, captured by the reaction with osmium during sample
preparation for TEM. Accordingly, in macrophages, increase in LB electron-density was also
associated with the cascade of events involved in the synthesis of inflammatory mediators
within LBs formed in response to cell activation (reviewed in [38]). Under stimulation, AA is
released from its sterified pool and acts as a substrate for enzymatic conversion into lipid medi-
ators [49].

Based on our previous findings of production of AA-derived PGE, within LBs from macro-
phages taking part in immune responses during T. cruzi infection (reviewed in [36]), we consid-
ered whether parasite LBs might also play a role in inflammation. Evidence for prostaglandin
production in parasites including T. cruzi, T. brucei and Leishmania species was provided by
studies from Kubata and other groups (reviewed in [57]). Parasite enzymes involved in the AA
cascade and PG synthesis were also identified in protozoans [57]. However, these studies did
not associate eicosanoid synthesis with LB formation within the parasite.

Both mammalian [42, 43] and parasite [58, 59] LBs incorporate AA, the common precursor
of eicosanoids. As noted, by using Raman spectroscopy, we detected AA incorporation into
stimulated parasites (Fig 3). This technique also detected increased AA content directly in LBs
isolated from A A-stimulated parasites (Fig 4). In fact, Raman has gained recognition for bio-
medical applications [60] and has been recently used to characterize molecular details associated
with lipid metabolism and LB formation in macrophages [61] and host-parasite interaction
[62]. Our results also demonstrated the existence of a pathway associated with the AA cascade.
PGE, synthase, but not COX-2, was consistently identified, for the first time, within the parasite
(Fig 4). The lack of COX expression might be explained by the absence of homologs of mamma-
lian COX in parasitic microbes although a COX-like enzyme has been reported (reviewed in
[57]). On the other hand, several PG synthases with different degrees of homology with human
have been identified in parasites [57].
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In a recent work it was demonstrated that AA stimulation increases both the number of LBs
and the release of PGF2a by metacyclic forms of the parasite Leishmania infantum chagasi
[14]. Moreover, PGF synthase was localized in LBs formed within this parasite, thus suggesting
that these organelles are sites involved in the synthesis of PGF,a [14].

Here, we provide direct evidence that parasite LBs are indeed intracellular sites of eicosanoid
production. AA-, but not OA-stimulated trypomastigotes released PGE, in parallel to a consis-
tent formation of cytoplasmic LBs (Fig 2) and this PG was fully immunolocalized within para-
site LBs (Fig 8). Our data are in agreement with a previous work demonstrating high levels of
PGE, in lysates of T. cruzi when incubated with AA [63]. However, the results presented here
are the first association of the PG production with specific intracellular sites, i.e., LBs.

Therefore, from our present results in T. cruzi and evidences provided by studies in other
protozoan parasites, as noted, it seems evident that these organisms are able to generate PGs,
but what is the role of parasite-derived PGs in the pathogenesis of parasitic diseases? Because
PGE, is a potent immunomodulator, it could contribute to the immunosuppression observed
during T. cruzi infections with implications to the survival of the parasite in its host. Investiga-
tions need to be done to explore this possibility and to uncover the PG metabolic pathways in
this parasite.

In conclusion, this work demonstrates that LBs are formed in the parasite T. cruzi in
response to the host-parasite interaction and exogenous AA stimulation, that AA is incorpo-
rated into parasite LBs and that these organelles serve as sites for PGE, synthesis, implying a
role for T. cruzi-derived PGs in Chagas’ disease pathogenesis.

Supporting Information

S1 Fig. Myocarditis elicited by the acute phase of experimental Chagas' disease. (A, B) His-
topathological analyses from control (A) and infected animals show myocarditis predomi-
nantly mononuclear and diffuse, dissociated myocardial fibers and edematous intersticial
tissue. Parasite nests are encircled. Holtzman rats were infected with Trypanosoma cruzi (Y
strain) and fragments of the heart processed for histological analyses at day 12 of infection.
Data are representative of, at least, 3 independent experiments. Slides were stained with hema-
toxylin and eosin.

(EPS)

$2 Fig. Arachidonic-acid (AA)-induced lipid body (LB) formation is a rapid and dose-
dependent phenomenon within the parasite Trypanosoma cruzi. The dose-response curve of
LB genesis was analyzed 1 h after stimulation with AA (1-10 pm). LBs were visualized and enu-
merated using osmium staining. Results were expressed as mean + SEM, from at least 3 experi-
ments.

(TIF)

$3 Fig. Quantitative ultrastructural analyses of the parasite Trypanosoma cruzi stimulated
or not with 7.5 uM arachidonic acid (AA). Samples from unstimulated AA-stimulated para-
sites were fixed and processed for transmission electron microscopy. A total of 50 electron
micrographs (25 from unstimulated and 25 from AA-stimulated groups) were analyzed and
the parasite area and length were quantitated using the ImageJ™ software.

(EPS)

$4 Fig. Number of lipid bodies (LBs) within trypomastigotes after stimulation with exog-
enous oleic acid (OA) for 1 h (A) or 24 h (B). Bars represent the mean + SEM of LBs per
parasite from 50 consecutevely counted parasites from at least 4 independent experiments.
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* P < 0.05 between groups. Cells were enumerated using osmium staining.
(TIF)
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Host Lipid Bodies as Platforms for
Intracellular Survival of Protozoan
Parasites

Daniel A. M. Toledo, Heloisa D’Avila and Rossana C. N. Melo*

Laboratory of Cellular Biology, Department of Biology, Institute of Biological Sciences (ICB), Federal University of Juiz de Fora
(UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil

Pathogens induce several changes in the host cell signaling and trafficking mechanisms
in order to evade and manipulate the immune response. One prominent pathogen-
mediated change is the formation of lipid-rich organelles, termed lipid bodies (LBs) or lipid
droplets, in the host cell cytoplasm. Protozoan parasites, which contribute expressively
to the burden of infectious diseases worldwide, are able to induce LB genesis in non-
immune and immune cells, mainly macrophages, key players in the initial resistance
to the infection. Under host—parasite interaction, LBs not only accumulate in the host
cytoplasm but also relocate around and move into parasitophorous vacuoles. There is
increasing evidence that protozoan parasites may target host-derived LBs either for gain-
ing nutrients or for escaping the host immune response. Newly formed, parasite-induced
LBs may serve as lipid sources for parasite growth and also produce inflammatory
mediators that potentially act in the host immune response deactivation. In this mini
review, we summarize current knowledge on the formation and role of host LBs as sites
exploited by intracellular protozoan parasites as a strategy to maintain their own survival.

Keywords: infectious diseases, lipid droplets, inflammation, phagocytosis, lipid mediators, parasite survival,
parasitophorous vacuole

INTRODUCTION

Protozoan parasitic infections comprise devastating infectious diseases, such as malaria, visceral
leishmaniasis, toxoplasmic encephalitis, and trypanosomiasis, which still account for a large propor-
tion of death and disability worldwide (1). Many protozoan parasites have an obligate intracellular
existence. The infection is initiated when the parasite enter the host target cell and is internalized
within a plasma membrane-derived vacuole, the parasitophorous vacuole (PV) (2). Within the host,
protozoan parasites that are mainly intracellular will only cause infectious disease if they are able to
survive and multiply within the PV (2, 3).

The events of the PV formation and progression generally occur in parallel with accentuated
genesis of lipid-rich organelles, termed lipid bodies (LBs) or lipid droplets, in the host cell cytoplasm
[reviewed in Ref. (4, 5)]. It is now well documented that experimental and clinical infections with a
range of protozoan parasites trigger LB accumulation (Table 1) and an intriguing interaction with
the PV [reviewed in Ref. (5)]. Other pathogens, such as bacteria and viruses, also induce LB forma-
tion within different cell types, indicating that LB accumulation in response to infectious diseases is
a broad event and may have implications for microbial pathogenesis (5-8).
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TABLE 1 | Protozoan parasite-induced lipid body formation in host cells.

Parasite Cell type Organism/  Reference
model

Leishmania Peritoneal macrophages ~ Mouse (©)]

amazonensis Dendritic leukocytes Mouse (10)

Leishmania major Blood-marrow-derived Mouse (11,12)
macrophages

Plasmodium berghei Hepatocytes Mouse (13)
Renal tubular cells Mouse (14)

Plasmodium chabaudi ~ Hepatocytes Mouse (15)

Toxoplasma gondii Fibroblasts Human (16)
Skeletal muscle cells Mouse (17)

Trypanosoma cruzi Heart macrophages Rat (18, 19)
Peritoneal macrophages  Rat (18, 19)
Uterine macrophages Rat (19)
Peritoneal macrophages ~ Mouse (20)
Placental cells Human (21)

Whilethesuccessfulreplicationwithinthe PVisunderinfluence
of several factors, there is increasing evidence that LB organelles
areimportant for the rapid intracellular reproduction of protozoan
parasites (5). Protozoan parasites require large amounts of lipids
necessary for membrane biogenesis of new progenies [reviewed in
Ref. (22, 23)] and may take advantage of these organelles as high-
energy substrate sources. LBs within infected cells are also able
to produce inflammatory mediators that potentially can inhibit
the host Th1response, thus, favoring parasite growth [reviewed in
Ref. (4)]. In this mini review, we will discuss the role of host LBs
as organelles modulated by intracellular protozoan parasites for
survival.

LB STRUCTURE AND VISUALIZATION

Lipid bodies are common organelles distributed in the cyto-
plasm of prokaryotic and eukaryotic cells (5). As a general
feature, LBs contain a core rich in neutral lipids, surrounded
by a monolayer of phospholipids with structural proteins -
the perilipin (PLIN) family proteins (5). Proteins are not
restricted to the LB surface. It is documented that many types
of proteins are present in the LB internum depending on the
cell type (24-26).

In spite of variations in the LB composition, these organelles
are seen in the cell cytoplasm as compartmentalized round sites
by light microscopy or transmission electron microscopy (TEM).
While LB imaging under light microscopy usually requires the
use of specific lipid probes, ultrastructural observation does not
need any additional labeling because LBs lack a true delimiting
unit membrane structure, which enables unambiguous identifi-
cation by TEM (Figure 1) (4, 8, 26).

PROTOZOAN PARASITES INDUCE LB
ACCUMULATION IN HOST CELLS

Several protozoan parasitesinduce LB formationinavariety ofhost
immune and non-immune cells (Table 1). Under host-parasite

FIGURE 1 | Lipid bodies (LBs) accumulate in the host cell cytoplasm
in response to interaction with protozoan parasites and favor parasite
survival. Top panel shows an electron micrograph of a heart inflammatory
macrophage infected with Trypanosoma cruzi. Note the presence of dividing
amastigotes (A) within the parasitophorous vacuole (outlined in green) and
the high number of LBs in the cytoplasm. LBs typically appear as round
electron dense organelles in the cell cytoplasm. A model to explain how
protozoan parasite-induced LB formation favors parasite growth and
replication is shown in the bottom panel. Interaction of LBs with the
parasitophorous vacuole, an event also triggered by the parasite infection,
leads to discharge of LB contents, such as cholesterol, triacylglycerol (TAG),
and phosphatidylcholine, which serve as lipid sources for parasite growth.
Newly formed LBs are also sites for prostaglandin E2 synthesis (PGE2), a
potent inflammation mediator that potentially inhibit the host Th1 immune
response, thus decreasing the microbicidal capacity of the parasitophorous
vacuole. Nu, nucleus. Scale bar, 600 nm. Top panel was reprinted from Ref.
(27) with permission.

interaction, LBs not only accumulate but also increase in size and
undergo ultrastructural changes in the host cell cytoplasm. These
structural modifications of LBs have been well demonstrated
during in vitro and in vivo studies with Trypanosoma cruzi, the
causal agent of Chagas” disease (18, 19). This pathology elicits a
strong inflammatory response characterized by elevated infiltra-
tion of macrophages in the target organs, mainly the heart (28).
Histopathological studies conducted during the acute phase
of this disease showed that increased myocardial parasitism is
paralleled by increased size of LBs within inflammatory mac-
rophages in which LBs can reach up to 4 pm in diameter (19).
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Moreover, LBs show varied electron-density in response to the
T. cruzi infection, a morphological change likely associated with
mobilization and/or in situ synthesis of lipid mediators [reviewed
in Ref. (8)]. The capability of host LBs to generate these com-
pounds will be discussed later.

Increase of LB size in parallel with augmented number of
these organelles was also found in dendritic leukocytes host-
ing live Leishmania amazonensis amastigotes (10). Overall, as
noted in diverse cell types (Table 1), it is clear that protozoan
parasites are able to trigger LB formation in host cells. But how
is the mechanism leading to LB genesis? Similar to other stud-
ies with mycobacteria (29, 30), it has been demonstrated that
parasite uptake potentiates LB formation within host cells but
is not essential for triggering this event. After 24 h of infection
with T. cruzi, peritoneal macrophages with internalized para-
sites as well as non-parasitized cells show increased number
of LBs compared to control, non-infected cells, suggesting a
bystander amplification of the cell response (20). Accordingly,
inhibition of parasite phagocytosis did not abolish LB genesis
during infection with Leishmania major (11). These authors
have recently showed that while phagocytosis of latex beads by
macrophages did not trigger LB formation, this phenomenon
is equally induced by both live and heat-killed parasites (11).
Altogether, these results imply that soluble factors in parasitized
cells may act in a paracrine manner to produce LB in non-
parasitized bystander cells (11). While LB formation occurs
through a toll-like receptor-2 (TLR2)-dependent mechanism
as documented during T. cruzi infection in macrophages
(20), the identification of downstream signaling pathways
involved in this event during parasitic infections awaits further
investigation.

NEWLY FORMED LBs ARE RECRUITED
TO THE PROXIMITY OF PARASITES

Interestingly, protozoan parasites trigger a redistribution of the
newly formed LBs around parasite-containing phagosomes.
As documented by studies with T. cruzi (18, 19), L. major
(11, 12), L. amazonensis (10), and Toxoplasma gondii (17,31), LBs
accumulate in close proximity to PVs or even move into these
vacuoles, suggesting that these pathogens take advantage of these
organelles.

Indeed, TEM analyses have enabled the identification of
intimate contact between LBs and the PV membrane (10, 17-20,
31, 32). In 2003, our group was the first to observe that during
an in vivo experimental infection with a pathogen (T. cruzi),
LBs were internalized into parasite-containing phagosomes
(18). Following studies found the same event for infections with
different species of bacteria [reviewed in Ref. (5)] and with the
protozoan parasites T. gondii (17) and L. major (11).

How LBs translocate across the phagosome membrane?
This mechanism has been mainly addressed in studies with
bacteria. LB-associated proteins, secreted by bacteria seem to
be involved in capturing LB into bacteria-containing vacuoles,
while LB translocation seems to involve displacement of the
LB structural protein PLIN2/adipose differentiation-related

protein (ADRP), which is constitutively associated with
the surface of LBs (33). Although studies of membrane sites
between pathogen-containing compartments and intracellular
host organelles has been gaining more attention in the literature
[reviewed in Ref. (34)], the mechanistic details underlying the
intriguing LB-phagosome interaction remains to be fully

defined.

HOST LIPIDS, LBs, AND INTRACELLULAR
PARASITE GROWTH

Lipid metabolic pathways have been demonstrated as major net-
works modulated by protozoan parasites in host cells. Numerous
studies with T. gondii, malaria parasites (Plasmodium berghei,
Plasmodium falciparum, and Plasmodium yoelii), L. amazonensis,
Cryptosporidium parvum, and Eimeria bovis have documented
that these parasites are able to (i) induce accumulation of lipids,
such as neutral lipids [triacylglycerol (TAG), diacylglycerol, and
cholesterol esters], cholesterol, and/or phospholipids, especially
phosphatidylcholine in host cells (10, 12, 35-37); (ii) acquire
lipid resources, such as cholesterol and phospholipids from their
host environment into the PV (16, 36, 38-40), and/or (iii) use
host lipids to synthesize complex own lipids or even own LBs
(16, 38, 41).

Thus, although the nutritional requirements of these para-
sites are intricate, overall it is believed that host lipids are central
to support successful parasite replication within the PV (16, 32,
37, 38, 42, 43). Host lipid acquisition is also considered cru-
cial to PV maturation. This vacuole undergoes a pronounced
membranous remodeling associated with formation of an
internal network of tubules and vesicles as observed during the
infection with T. gondii (42, 44). By using different approaches,
including fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)
microscopy, Caffaro and Boothroyd demonstrated that host
cells are major lipid contributors to the PV remodeling and that
lipids are transferred in a continuous way from the host into
the PV (42).

How is the contribution of host LBs as lipid sources for proto-
zoan parasites? Consistent with parasite-induced host LB forma-
tion (Table 1), LB genesis in parallel to host lipid reprograming/
accumulation (10, 12) and host LB-PV interaction (10-12,
17-19, 31), it is believed that these organelles act as important
lipid sources for parasite growth.

Several classes of lipids, including neutral lipids, cholesterol,
and phospholipids, make up LBs (45). Because protozoan para-
sites are not competent or have limited ability to synthesize lipids
[reviewed in Ref. (22, 46)], LBs could be an essential source of
both TAG and cholesterol for these parasites (10). These mol-
ecules are important as precursors for membrane neogenesis for
newly formed parasites [reviewed in Ref. (22, 46)]. Moreover, the
phospholipid monolayer of LBs consists of numerous phospho-
lipid species of which phosphatidylcholine is the most abundant
(47). Thus, it is likely that LB-derived lipids are transferred from
host to the PV and taken up by replicating parasites. Indeed, by
using a fluorescent probe (BODIPY-phosphatidylcholine) and
live imaging microscopy, Charron and Sibley showed that this
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probe moved from host plasma membrane and/or host LBs, seen
as dispersed puncta in the host cytoplasm, to LBs formed within
the parasite (16). However, the potential relocation of other lipids
from host LBs to the parasite still needs to be better explored in
future studies.

Does depletion of host lipids and/or LBs impact protozoan
parasites development within host cells? In T. gondii infection,
inhibition of cholesterol esterification in the host cell blocks
parasite growth (38). Exposure to cholesterol esterification
inhibitors led to reduction of cholesteryl ester synthesis, morpho-
logical changes in parasite LBs, and deformations of the parasite
plasma membrane with discharge of parasite content into the PV
(38). Accordingly, the use of inhibitors targeting the host cel-
lular cholesterol de novo synthesis and processing repressed both
E. bovis proliferation and LB formation within host endothelial
cells (43). On the other hand, depletion of cholesterol content did
not impact malaria parasites (P. berghei and P. yoelii) development
within hepatocytes (39). In this case, the authors consider that
the parasite may exploit alternative sources in these cells to sustain
infectivity (39). In fact, protozoan parasites can divert lipids from
other sources than the intracellular environment. C. parvum, the
causal agent of cryptosporidiosis, a life-threatening diarrheal
disease in immunocompromised individuals (48), scavenges cho-
lesterol from plasma low-density protein (LDL) and micelles, and
to alesser extent from the cholesterol pathway within enterocytes
(40). Removal of cholesterol from the media, and to lesser extent
from host intracellular pools, obstructs parasite reproduction
(40).

During the experimental infection with T. cruzi, our group
demonstrated that the use of C75, an inhibitor of fatty acid syn-
thase, led to both inhibition of LB formation and parasite division
within macrophages (20). While C75 had no direct cytotoxic
effect on the parasite, intracellular parasite replication was likely
affected by an accentuated reduction of the LB numbers (around
66%) after cell treatment with C75 (20).

HOST LBs PRODUCE PGE2 IN
RESPONSE TO INFECTION WITH
PROTOZOAN PARASITES

One interesting aspect of LBs is that they are able to change
their composition in response to inflammatory events as
documented in cells from the immune system [reviewed in Ref.
(49)]. LBs contain stores of arachidonic acid (AA), indicating
that these organelles are potentially able to initiate cascades
that culminate in the formation of inflammatory media-
tors (eicosanoids) (50, 51). Eicosanoid-generating enzymes
(52-55), and in situ synthesis of eicosanoids (prostaglandins
and leukotrienes) were indeed documented in these organelles
within activated leukocytes and other cells from the immune
system during inflammatory conditions [for example, see Ref.
(29, 56-58)].

During the infection with T. cruzi (18), T. gondii (17, 31),
and L. amazonensis (9), significant correlations between LB

formation and enhanced generation of eicosanoids, specifically
prostaglandin E2 (PGE2), by host cells have been observed.
Moreover, T. gondii infection also elicited a time-dependent
increase of cyclooxygenase-2 (COX-2) mRNA levels, indicating
that the PGE2 may be a product of an active COX pathway within
host cells (17).

By investigating the intracellular specific localization of
both COX-2 and PGE2 within T. cruzi-infected macrophages,
we found that both molecules were immunolocalized in LBs,
indicating that LBs act as sources of PGE2 (20). Interestingly,
cell treatment with non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) inhibited both LB formation and LB-derived PGE2
synthesis in a mechanism independent of COX inhibition (20),
as previously documented (59). Therefore, accumulation of
LBs in infected host cells may modulate the production of an
innate immune response with production of PGE2, which in
turn may contribute to a permissive environment for pathogen
proliferation. For example, during the infection with T. gondii,
the increased numbers of LBs within macrophages correlated
with high PGE2 levels, decreased nitric oxide (NO) production
and parasite survival (31). In fact, high concentrations of PGE2
potentially inhibit the Thl response, tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) and/or NO production (60-62). This scenario
is also detected during infections with mycobacteria (29, 30),
demonstrating that pathogen-induced LB formation associated
with PGE2 synthesis is a broader event that can potentially sup-
port intracellular pathogen survival. Taken together, these data
suggest a model by which LBs are acting as potential stations for
the survival of protozoan parasites within host cells, as depicted
in Figure 1.

FINAL REMARKS AND FUTURE
DIRECTIONS

Several key issues remain to be addressed to better understand
the link between LBs and parasite survival within host cells
during infections with intracellular parasitic protozoans. It is
now clear that host LBs interact with PVs and that the parasite
has a remarkable ability to sequester host lipids. What are the
molecular mechanisms involved in LB translocation into the
PV and how the LB content is extracted by the parasite? In
patients with chronic mycobacterial infection (Mycobacterium
leprae), round classical LBs are observed in contact with
pathogen-containing phagosomes and intact bacteria are seen
completely enmeshed in accumulated lipid content within
the vacuole (63). Are LBs important for pathogen survival in
chronic parasitic infections? Considering that LBs are sources
for parasite development, could these organelles be target by
therapeutic treatment? How significant is the contribution
of host LBs and/or parasite LBs to parasite development?
Moreover, the mechanisms by which new molecules, includ-
ing natural products, can affect pathways of the parasite lipid
metabolism and both host and parasite LB formation have yet
to be fully appreciated.
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