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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Isabela Silva Macedo

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério presente no mundo todo,
infectando de forma crénica cerca de um ter¢co da populacdo. A acdo do sistema
imune contra o parasito é essencial para impedir sua disseminagdo no organismo e
evitar graves consequéncias. As armadilhas extracelulares neutrofilicas (NETS)
formam um mecanismo de defesa mediada por neutréfilos que consiste no
descondensamento da cromatina que, associada a histonas e peptideos
antimicrobianos, € liberada para o meio extracelular, aprisionando e matando
patdgenos. Atualmente se sabe que existe duas formas distintas de liberacdo de
NET: rapidalvital e classica/tardia. A NET rapida é liberada ap0s poucos minutos de
inducdo e mantém a viabilidade do neutrofilo, permitindo a realizagcdo de outras
funcdes, enquanto a NET classica ocorre apos algumas horas de inducéo, levando
ao rompimento da membrana celular e consequente a morte do neutrofilo. Esse
mecanismo foi demonstrado por neutroéfilos de diversos hospedeiros intermediarios e
definitivo do T. gondii, porém o papel das NETs produzidas por neutréfilos humanos
em resposta ao parasito e 0s mecanismos envolvidos no processo ainda necessitam
de mais esclarecimento. Sendo assim, nosso objetivo com este trabalho foi
caracterizar a producdo de NET por neutrofilos humanos em resposta ao T. gondii e
seu impacto no controle da carga parasitaria. Neutrofilos humanos de individuos
saudaveis foram incubados com taquizoitos da cepa RH (MOI 5:1) por 15 e 180
minutos, representando NET rapida e classica, respectivamente. Apos infeccao,
sobrenadantes foram coletados e DNA foi quantificado por PicoGreen. Em paralelo,
células foram fixadas e processadas para microscopia de imunofluorescéncia e
eletrébnica de varredura (MEV). Ensaios de viabilidade e infectividade do parasito
foram realizados apds interacdo entre célula e parasito. Nossos resultados mostram
gue taquizoitos induzem a liberacdo de NET rapida e classica por neutrofilos
humanos, sendo essas compostas por DNA, histona H1 e mieloperoxidase, com a
presenca de vacuolos autofagicos, evidenciadas por microscopia de
imunofluorescéncia. A interacdo analisada por MEV apontou dois fendétipos distintos
das NETs nos tempos avaliados, ambos eficientes na associacdo com o parasito.
Através de ensaio com inibidores farmacold6gicos confirmamos a participacdo de
PADA4 e elastase neutrofilica para liberacdo de NET classica e calcio, ROS, PI3Ky e
PI3K& para NET rapida, sugerindo possivel participagdo de autofagia. Por fim,
demonstramos que apesar de aparentar aprisionar os parasitos, as NETs nao
afetam viabilidade e infectividade do mesmo. Em conjunto, estes dados contribuem
com a compreensdao de um mecanismo importante da imunidade inata no
enfrentamento ao T. gondii.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Isabela Silva Macedo

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan present worldwide,
chronically infecting about one third of the world’s population. The action of the
immune system against the parasite is essential to prevent its dissemination through
the organism and avoid serious consequences. Neutrophil extracellular traps (NETS)
form a mechanism of defense mediated by neutrophils that consists of the
decondensation of chromatin that, associated with histones and antimicrobial
peptides, is released to the extracellular environment, entrapping and killing
pathogens. Currently, it is known that there are two distinct forms of NET release:
rapid/vital and classic/late. Rapid NET is released after a few minutes of induction
and maintains neutrophil viability, allowing the performance of other functions, while
classic NET occurs after a few hours of induction, resulting in cell membrane
disruption and consequent neutrophil death. This mechanism has been
demonstrated by neutrophils from several intermediate and definitive hosts of
T. gondii, but the role of NETs produced by human neutrophils in response to the
parasite and the mechanisms involved in the process still deserve further
exploitation. Therefore, our objective with this work was to characterize the
production of NET by human neutrophils in response T. gondii and its impact on
parasite burden control. Human neutrophils from healthy subjects were incubated
with tachyzoites of the RH strain (MOI 5:1) for 15 and 180 minutes, representing
rapid and classic NET, respectively. After infection, supernatants were collected and
DNA was quantified by PicoGreen. In parallel, cells were fixed and processed for
immunofluorescence and scanning electron microscopy (SEM). Parasite viability and
infectivity assays were performed after cell-parasite interaction. Our results show that
tachyzoites induce rapid and classic NET release by human neutrophils, which are
composed of DNA, histone H1 and myeloperoxidase, with the presence of
autophagic vacuoles, evidenced by immunofluorescence microscopy. The interaction
analysed by SEM showed two distinct phenotypes of the NETs in the evaluated
times, both efficient in association with the parasite. Through assays with
pharmacological inhibitors, we confirmed the participation of PAD4 and neutrophil
elastase for the release of classic NET, and calcium, ROS and PI3K for rapid NET,
suggesting possible participation of autophagy. Lastly, we demonstrated that despite
appearing to entrap the parasites, NETs don’t affect their viability and infectivity.
Together, these data contribute to the understanding of an important mechanism of
innate immunity in the fight against T. gondii.
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1 INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii e toxoplasmose

O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatdrio, descoberto em
1908 paralelamente no Brasil, por Alfonso Splendore, e na Tunisia, por Charles
Nicolle e Louis Manceaux, a partir do isolado de coelhos e roedores infectados
(Nicolle & Manceaux 1908; Splendore 1908). Pertencente ao filo Apicomplexa, é o
agente causador da toxoplasmose, sendo a Unica espécie do género Toxoplasma,
capaz de infectar todos os animais de sangue quente, incluindo o homem, um de
seus hospedeiros intermediarios (Webster & Dubey 2022). O protozoario possui um
corpo celular alongado com aproximadamente 8 um de comprimento e 2 um de
largura, e um complexo apical caracteristico do filo ao qual pertence, incluindo o
condide e organelas secretérias, necessarios para a invasao da célula hospedeira
(Figura 1.1) (de Souza et al. 2014).

Figura 1.1. Ultraestrutura do Toxoplasma gondii. Microscopia eletronica de transmissao
evidenciando as principais organelas secretorias do parasito. A - Regides como nucleo (N),
conoide (C), micronemas (seta fina), granulos densos (g) e roptrias (setas largas) séo
evidenciadas. B - Regido anterior de um taquizoita de T. gondii evidenciando a extremidade
apical, destacando o condide (C) e varios micronemas, assinalados pelas setas. Barras: A —

1 pum. B -0,5 um. (de Souza et al. 2014).
16



O ciclo de vida do parasito € complexo e inclui trés estagios evolutivos principais
(Figura 1.2). A forma taquizoito esta presente na fase de rapida replicacdo e € capaz
de infectar todos os tipos celulares nucleados, estabelecendo um vacuolo
parasitéforo no interior dessas células. Através da endodiogenia, forma de
replicacdo assexuada em que duas células filhas sdo geradas no interior de uma
célula mae, o protozoario se replica rapidamente, dando inicio a fase aguda da
infeccdo. E um estagio evolutivo de extrema importancia, também presente na
transmissao vertical durante a gravidez, podendo comprometer a vida do feto,
levando a ma formacao, problemas oculares, mentais e inclusive ao aborto (de
Souza 1974; Dubey 1998).

No hospedeiro, ap0s intensa replicacdo do parasito, a infeccdo avanca para a
fase cronica, com a conversdo dos taquizoitos a bradizoitos, que possuem taxa de
replicacdo mais lenta e se estabelecem em cistos teciduais. Mesmo que sejam
capazes de se desenvolver em qualquer tecido, o parasito tem prevaléncia por
tecido muscular e nervoso, incluindo musculo cardiaco, esquelético, e 6rgdos como
0 cérebro e olhos. Assim formados, os cistos teciduais podem permanecer com 0
hospedeiro por toda a vida, de forma latente, uma vez que a resistente parede
cistica pode promover uma barreira contra o sistema imune, favorecendo a

sobrevivéncia do parasito (Dubey et al. 1998; Weiss & Kim 2000).
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Figura 1.2. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Vias de transmisséo entre hospedeiros

intermediarios e definitivos (Moura et al. 2009).
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Uma terceira forma evolutiva, igualmente importante no ciclo do parasito, é o
esporozoito. Apesar de possuir uma diversidade muito grande de hospedeiros
intermediarios, o T. gondii tem como Unico hospedeiro definitivo os felideos, que
possuem em seu epitélio intestinal um ambiente favoradvel para a reproducdo
sexuada do parasito (Martorelli Di Genova et al. 2019). Essa forma de reproducao se
inicia com a esquizogonia a partir de bradizoitos, originando diversos estagios
enteroepiteliais ainda ndo muito bem descritos, resultando em oocistos imaturos,
ndo esporulados, cada um contendo dois esporocistos com quatro esporozoitos
cada no seu interior. Esses oocistos sao liberados no ambiente, junto as fezes dos
felideos, e sofrem processo de maturacao (esporulacdo), se tornando uma fonte
altamente infecciosa de contaminacdo (Hill & Dubey 2002). Logo, ao ingerir cistos
teciduais presentes em carnes e visceras de presas infectadas, além da
possibilidade do parasito se estabelecer de forma crénica no hospedeiro definitivo,
também se reproduz de forma sexuada levando a formacdo de oocistos
(Tenter et al. 2000; Dubey 2009).

Uma das formas mais comuns de infeccdo € a ingestdo de agua e alimentos
contaminados com o0ocistos e 0o consumo de carne crua ou malcozida contendo
cistos teciduais (Dubey 2009). Uma vez ingeridos, cistos e oocistos sofrem acéo de
enzimas proteoliticas do estbmago, que digerem a parede cistica liberando o
parasito, que ao infectar células enteroepiteliais realizam a estagio-conversao para a
forma taquizoita, iniciando a fase aguda da infeccdo e dando continuidade ao seu
ciclo de vida. Outras formas de infeccao incluem a transmisséo placentaria, da mae
para o feto, e também transfusdo sanguinea e transplantes de 6rgdos (Khurana &
Batra 2016; Alvarado-Esquivel et al. 2018).

A infeccdo em individuos saudaveis se manifesta com sintomas leves ou até de
forma assintomatica. Porém, os danos causados pela doenca podem acometer a
vida desde a gravidez até a fase adulta, levando a quadros encefaliticos, alteracdes
oculares e neuroldgicas, podendo ser mais graves em pacientes imunossuprimidos,
como portadores do virus HIV e recém-transplantados, que geralmente possuem o
sistema imune debilitado (Hill & Dubey 2002).

O T. gondii é um agente infeccioso bem-sucedido, encontrando-se amplamente
distribuido no globo. Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja
cronicamente infectada pelo parasito, com soroprevaléncia variando de 8 a 80%, a

depender da regido e levando-se em conta aspectos ambientais, culturais e outros
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que podem favorecer o contato com o protozoario (Pappas et al. 2009). A facilidade
na disperséo e a resisténcia dos oocistos podem ser vistos como importantes fatores
na disseminacgdo parasitaria, justificando sua existéncia em todos os continentes e
em diversos ambientes para além do terrestre, ampliando o nidmero de espécies
capazes de se tornarem hospedeiros intermediarios (Aguirre et al. 2019;
Shapiro et al. 2019).

Em 2012, a prevaléncia de toxoplasmose no Brasil foi alvo de estudo por Dubey
e colaboradores, que revisaram o estado da toxoplasmose em humanos e animais
no pais. A distribuicdo da doenca em todos os estados chama atencao, em especial
para gestantes e criangas, e para a prevaléncia sorologica entre gatos selvagens.
Além disso, estudos apontam que a falta de saneamento basico e tratamento de
agua e a presenca de gatos nos centros urbanos brasileiros podem ser de extrema
importancia quando relacionados a casos de toxoplasmose em criangas e
principalmente em pessoas de baixo nivel socioecon6mico
(Bahia-Oliveira et al. 2003; Dattoli et al. 2011). Os surtos de toxoplasmose podem
ser notados em algumas cidades brasileiras no decorrer dos anos, como observado
recentemente em cidades de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul
(Malta et al. 2019; Neves 2019). Acredita-se que cerca de 35% dos surtos de
toxoplasmose registrados no mundo tem proveniéncia no Brasil, tendo como foco da
contaminacdo, em sua maioria, reservatorios de agua contaminados por oocistos e
fontes de carne contaminadas com cistos teciduais, o que gera grande preocupacao
para a populacdo em relacdo aos riscos causados pela infeccdo (Almeida 2020;

Conceicéo et al. 2021).

1.2 Resposta imune e liberacdo de armadilhas extracelulares

neutrofilicas (NETS)

A resposta imune constitui um importante fator de defesa contra patégenos,
envolvendo diversos tipos celulares e mecanismos especificos antimicrobianos,
capazes de combater a infeccao (Parkin & Cohen 2001). Em relacdo a infeccéo
causada pelo T. gondii, apos ultrapassar a barreira epitelial intestinal de seus

hospedeiros, a presenca do parasito leva a uma rapida ativagdo do sistema imune e
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recrutamento de células como os neutrdfilos para os locais de infec¢do, sendo
encontrados de forma predominante (Snyder & Denkers 2020).

Os neutréfilos sdo as células sanguineas leucocitarias mais abundantes na
circulacdo, constituindo cerca de 70% da populacdo celular geral, e sdo um dos
primeiros tipos celulares recrutados para mediar a resposta imune inata na defesa
do organismo (Liew & Kubes 2019). Possuem um formato arredondado com
didmetro entre 7 a 10 um, comportam um nucleo lobulado caracteristico e granulos
citoplasmaticos especificos, contendo proteinas neutrofilicas (Borregaard 2010). Sao
células muito importantes e de rapida resposta, possuindo um vasto numero de
receptores capazes de reconhecer mediadores inflamatérios sollveis e organismos
estranhos no sangue e nos tecidos, resultando em ativacdo e migragao celular
(Hallett & Lloyds 1995; Kolaczkowska & Kubes 2013). Uma vez produzidos e
direcionados aos locais de infeccdo ou inflamacéo tecidual, estas células podem
apresentar diferentes fenétipos com variadas fungdes, e sua relevancia no sistema
imune pode ser compreendida uma vez que a diminuicdo de neutréfilos no sangue
pode levar a uma imunodeficiéncia alta e graves consequéncias (Bliss et al. 2001;
Silvestre-Roig et al. 2016).

Dentre os mecanismos de defesa dos neutrdfilos, estdo a fagocitose,
mecanismos oxidativos, como a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pelo complexo enzimatico da NADPH oxidase, processos ndo oxidativos, como a
liberacdo de peptideos antimicrobianos e proteases (Segal 2005) e as armadilhas
extracelulares neutrofilicas (NETs) (Brinkmann et al. 2004).

Em 2004, Brinkmann e colaboradores descreveram a liberacdo das NETs
COmMoO um processo ativo, que consiste na extrusdo de cromatina descondensada
associada a histonas que, em conjunto com peptideos antimicrobianos e proteases,
podem levar ao aprisionamento e morte de microrganismos (Brinkmann et al. 2004).
Sua formacdao se inicia a partir da ativacao de neutrofilos, e pode ser desencadeada
por diversos estimulos quimicos ou biolégicos. A partir do reconhecimento celular
por receptores, se inicia uma cascata de ativacdo que envolve proteases que
auxiliam no descondensamento da cromatina. Em seguida, a clivagem da proteina
gasdermina D contribui para a formacdo de poros nas membranas nuclear e celular,
auxiliando no extravasamento da cromatina para o citoplasma, e por fim, ha

liberagdo do conteudo do citoplasma para o meio extracelular, onde as NETs séo
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formadas (Figura 1.3) (Remijsen et al. 2011; Sollberger et al 2018; Hamam &
Palaniyar 2019; Thiam et al. 2020).

Ativaggo celular Descondensamento do DNA Expansao da
e rompimento do nucleo cromatina

Neutrofilo NETs

Figura 1.3. Visdo geral da liberacdo de NETs. Esquema representativo de etapas
necessarias para a liberacdo de NET, que se inicia com a ativacdo celular, seguido do
descondensamento do DNA e rompimento do nucleo, levando a expansdo da cromatina e
associacdo com peptideos antimicrobianos e proteases (estruturas arredondadas e
coloridas), para entdo liberacdo do contelddo para o meio extracelular (criado com

BioRender.com).

Hoje se sabe que as NETs podem ser liberadas por duas formas distintas:
rapida/vital ou classica/suicida (Figura 1.4). Na liberacdo rapida, independente de
ROS, pode haver envolvimento da via da peptidil arginina deiminase-4 (PAD4), onde
ha ativacdo neutrofilica a partir de 5 minutos e as NETs sao transportadas em
vesiculas até serem liberadas no ambiente externo, sem comprometer a integridade
celular; e mesmo apos liberar todo o conteudo nuclear o neutréfilo ainda consegue
realizar atividades como migracdo e fagocitose (Pilsczek et al. 2010; Yipp et al.
2012; Saffarzadeh et al. 2014). A liberacdo classica/tardia pode ser ativada pela
proteina quinase ¢ (PKC) ou por proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPKSs), dependentes de ROS, levando o neutréfilo a morte por meio do
rompimento da membrana plasmatica para liberacdo do contetudo (Brinkmann et al.
2004; Fuchs et al. 2007).

Alguns trabalhos vém demonstrando que a origem do neutréfilo e a natureza
do estimulo utilizado para ativacdo das células e inducdo da liberacdo de NETs
levam a diferentes respostas e mecanismos (Parker et al. 2012; Kenny et al. 2017;
Estla-Acosta et al. 2019). Alguns dos mecanismos que estdo envolvidos sdo a
citrulinacdo de histonas e proteases, como elastase neutrofilica (NE) e
mieloperoxidase (MPO), como auxiliadores do descondensamento do DNA

(Papayannopoulos et al. 2010; Pieterse et al. 2018). Além disso, a producdo de
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ROS, seja mitocondrial ou pelo complexo da NADPH oxidase, e o influxo de célcio,
podem ser cruciais para a formagcdo de NETs (Ravindran et al. 2019; Zeng et al.
2019).

a NET classica NET rapida o, Plaquetas
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Figura 1.4. Liberacdo de NET classica e rapida. (a) Diferentes estimulos, como forbol 12-
Miristato 13-Acetato (PMA), autoanticorpos (Acs) e cristais de colesterol induzem NET
classica, apés longo tempo de estimulo, com envolvimento de NADPH oxidase, producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), peptidil arginina deiminase-4 (PAD4),
mieloperoxidase (MPO) e elastase neutrofilica (NE). Nesse caso, a membrana celular é
rompida, liberando NET para o meio extracelular e levando a morte o neutréfilo. (b) NET
rapida pode ser induzida em poucos minutos por plaquetas ativadas, Staphylococcus aureus
e Escherichia coli, com participagéo de PAD4 e NE, resultando na liberagdo de NET atraves

de vesiculas, mantendo a viabilidade celular (Adaptado de Jorch & Kubes 2017).

Um dos mecanismos que também vém sendo associado a producdo de NETs
€ a autofagia, via conservada de reciclagem intracelular em eucariotos, disparada
em situacOes de estresse nutricional e infecgcdes por patdogenos (Besteiro 2012;
Lopes et al. 2013). Nos ultimos anos, a associacdo entre autofagia e NET vem
sendo proposta, sendo o envolvimento de ROS demonstrado em ambos 0s eventos.
Estudos apontam que neutrdfilos frente a diferentes estimulos necessitam em parte
da autofagia para a liberagéo de NET, auxiliando na citrulinacdo de histonas e tendo
um papel essencial na resposta imune contra protozoarios (Itakura & Mccarty 2013;
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Zhou et al. 2019). Por outro lado, Pieterse e colaboradores (2016) mostraram que a
autofagia pode estar relacionada ou ndo a liberacdo de NET dependendo da
condicdo a qual a célula se encontra, sugerindo assim, a existéncia de NET
dependente e independente de autofagia.

As vias envolvidas na formacao de NET, contudo, ainda ndo estao totalmente
esclarecidas. Apesar de vias candnicas da NET rapida e classica serem descritas
com estimulos especificos, outras vias como fosfoinositideo 3-quinases (PI3K), via
relacionada tanto a NET quanto a autofagia, também podem ser importantes para a
cascata de sinalizacdo que leva a liberacdo de NET (Germic et al. 2017; Van der
Linden et al. 2017). Sendo assim, novos estudos de investigacdo das vias e

mecanismos relacionados a producdo de NETs se fazem necessarios.

1.3 NET em resposta a protozoarios

Embora as NETs tenham sido descritas inicialmente em resposta a bactérias,
com o passar do tempo foi demonstrado que a ativacdo neutrofilica induzida por
outros patogenos também leva a liberacdo de NET, incluindo diversas espécies de
fungos, virus, helmintos e protozoarios (Delgado-Rizzo et al. 2017). As infeccbes
causadas por protozoarios, tendo como alguns de seus representantes espécies de
Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium, Toxoplasma e Entamoeba, podem levar a
complicagbes a saude humana e animal. Além disso, a resisténcia a drogas pode
dificultar um tratamento eficiente contra estes parasitos. Logo, como um mecanismo
natural da defesa imune, se fez necessario entender e desvendar o papel das NETs
na resisténcia a esses patdgenos (Andrews et al. 2014).

Muitos estudos in vitro mostram a liberacdo de NET induzida por protozoarios
sendo dependente do tempo e concentracdo do estimulo (Wei et al. 2021). Dentre
0S mecanismos envolvidos, a producédo de ROS, envolvimento de NE, MPO e PADA4,
além da via de ERK 1/2 e p38 MAPK se mostram importantes, uma vez que a
inibicdo destas vias em tempos mais longos de inducdo com os patégenos reduz a
liberacdo de NETs (Sousa-Rocha et al. 2015; Dias-Godinez et al. 2018; Li et al.
2018; Wei et al. 2021). Os mecanismos e a sinalizacdo que levam a ativacao celular
podem vir a ser distintos entre neutrofilos originados de diferentes hospedeiros (Wei
et al. 2016; Villagra-Blanco et al. 2017; Macedo et al. 2020).
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O género Leishmania foi um dos primeiros protozodrios a serem descritos
induzindo a liberacdo de NET, mostrando que mesmo n&o sendo um mecanismo
exclusivo e majoritario dos neutrdfilos, as NETs tém grande relevancia contra o
parasito (Guimar&es-Costa et al. 2009; Wardini et al. 2019). Apesar de diferentes
espécies do género induzirem a liberagdo, os mecanismos envolvidos na ativagédo
neutrofilica podem variar (Gabriel et al. 2010). Em 2015, Souza-Rocha e
colaboradores enfatizaram a importancia das NETs contra Trypanosoma cruzi, que
acarretou no aprisionamento dos parasitos in vitro, sem comprometer sua
viabilidade. Levando em conta a necessidade da motilidade desses parasitos para a
infeccdo de células hospedeiras e sua sobrevivéncia, o tratamento in vivo com NET
se mostrou eficiente na redu¢do do nimero de parasitos na corrente sanguinea de
camundongos infectados.

De forma geral, o tratamento com NET por longos periodos pode acarretar na
perda de viabilidade celular (Sousa-Rocha et al. 2015). Porém, mesmo com sua
capacidade de aprisionar e matar patdégenos, alguns microrganismos, incluindo
protozoarios, produzem nucleases especificas que podem levar ao escape das
NETs e contribuir para sua sobrevivéncia, como observado com Leishmania

(Guimaraes-Costa et al. 2014).

1.3.1 NET em resposta ao Toxoplasma gondii

Atualmente se sabe que ha liberagcdo de NET em resposta ao T. gondii por
neutrofilos de diversos hospedeiros do parasito (Debierre-Grockiego et al. 2020). Em
2011, Abi Abdallah e colaboradores mostraram pela primeira vez neutrofilos
humanos liberando NET frente a infeccdo por taquizoitos de cepas com variados
graus de viruléncia. A liberacdo de NET foi mostrada a partir de 2 horas de interacéo
com participacdo da via de MAPK-ERK. Além disso, NET de neutrofilos murinos se
mostrou importante no aprisionamento e reducao da viabilidade do parasito levando
a diminuicdo da taxa de infeccdo de fibroblastos in vitro. Em ensaios in vivo, foi
detectado MPO em tecido pulmonar bem como NET no fluido broncoalveolar de
camundongos infectados por instilacdo intranasal, indicando que ha liberacdo de
NET em resposta ao parasito, o que pode influenciar no curso da infeccdo (Abdallah
etal. 2011).

Desde entdo o estudo da liberagdo de NET em resposta ao T. gondii vem

sendo abordado com neutréfilos de diferentes hospedeiros intermediarios do
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parasito como foca (Reichel et al. 2015), ovelha e boi (Yildiz et al. 2017), burro
(Yildiz et al. 2019), golfinho (Imlau et al. 2020), cachorro (Karakurt & Yildiz. 2020;
Wei et al. 2020). Em todos estes trabalhos a inducéo foi realizada com taquizoitos
da cepa clonal RH, de alta viruléncia, levando a liberacdo de NET de forma tempo e
dose dependente. Histonas, NE e MPO foram detectados em associagdo com DNA,
constituindo uma estrutura classica das NETSs.

Ao avaliar os mecanismos envolvidos, foi visto que atividades de NE, MPO,
NADPH oxidase e p38 MAPK sao aumentados na presenca do parasito (Reichel et
al. 2015; Yildiz et al. 2019; Karakurt & Yildiz. 2020; Wei et al. 2020), e ensaio com
inibidores comprovou que NE, MPO e NADPH oxidase s&o fundamentais para
liberacdo de NET em resposta ao T. gondii (Reichel et al. 2015; Wei et al. 2020).
Porém, parece haver divergéncia nos mecanismos participantes entre neutrofilos de
diferentes espécies. A producdo de ROS, que parece ter participagcdo nas NETs
liberadas por neutréfilos de alguns hospedeiros intermediarios (Yildiz et al. 2019;
Karakurt & Yildiz, 2020; Wei et al. 2020), ndo apresentou 0 mesmo perfil em ensaios
com neutrofilos de golfinho, onde o estimulo com o parasito induz liberacéo de NET,
porém nao ha geracédo de ROS (Imlau et al. 2019).

Em relacédo a relevancia das NETs contra os taquizoitos, o aprisionamento do
parasito é exibido em imagens de imunofluorescéncia e microscopia eletrénica de
varredura. Porém, enquanto de um lado neutroéfilos de boi produzem NET com efeito
letal, por outro NET de ovelha e burro ndo levam a morte o parasito, mostrando,
mais uma vez, as diferencas apresentadas na liberacdo de NET induzida pelo
mesmo patdgeno em neutrofilos de diferentes espécies hospedeiras (Yildiz et al.
2017; Yildiz et al. 2019). De certa forma, as NETs se mostraram eficientes contra o
T. gondii, uma vez que o indice de infectividade foi diminuido apds o tratamento do
parasito com NET. Interessantemente, Wei e colaboradores (2020) revelaram que
neutrofilos estimulados para liberacdo de NET com zimosan e tratados com
taquizoitos de RH apresentam menos NETs do que o grupo nao tratado, sugerindo
gue o parasito leve a degradacdo das NETSs, o que poderia explicar um possivel
escape do T. gondii, como ja foi visto com Leishmania e outros microrganismos
(Seper et al. 2013; de Buhr et al. 2014; Guimaraes-Costa et al. 2014).

Com o intuito de investigar a producdo de NET no hospedeiro definitivo, nosso
grupo demonstrou que neutréfilos de gato sdo capazes de liberar NET classica e

rapida em resposta a taquizoitos da cepa RH e também da cepa cistogénica ME49,
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de moderada viruléncia. Em comparacdo, a cepa RH se mostrou maior indutora,
com liberacédo de NET crescente ao longo do tempo, o que néo foi visto com a cepa
ME49, que manteve os niveis de dosagem de DNA constantes durante todo o
periodo de andlise. Seguindo o estudo com a cepa RH, identificamos componentes
classicos em sua estrutura e participacdo de NE, calcio intracelular e a via da PI3K
(Macedo et al. 2020). Além disso, assim como foi visto com neutréfilos de alguns de
seus hospedeiros intermediarios, neutrofilos de gato sdo capazes de aprisionar e
reduzir a viabilidade de taquizoitos resultando em diminuicdo da sua infectividade.
Lacerda e colaboradores (2019) realizaram um trabalho em paralelo ao nosso e
também observaram que neutréfilos de gatos induzem liberacdo de NETSs, sem
entrar em maiores detalhes sobre os mecanismos envolvidos. Mais recentemente,
nossos dados foram corroborados por Simsek e colaboradores (2021), que
mostraram também a presenca de NE dentre os componentes das NETs liberadas
por gatos. Sendo assim, sugerimos que a producdo de NET €& um mecanismo
conservado entre as diferentes espécies de hospedeiros, intermediarios e definitivos.

Depois de uma década desde o primeiro estudo de producdo de NET por
neutrofilos humanos contra o protozoario, Miranda e colaboradores (2021)
mostraram a diferenca na resposta imune de neutroéfilos entre individuos saudaveis e
pacientes infectados pelo T. gondii e examinados nas fases aguda e cronica da
doenca. Apesar de todos possuirem numero semelhante de neutréfilos circulantes,
pacientes infectados em fase aguda, mas ndo em fase crbnica, apresentaram
neutrofilos com elevado grau de ativacdo. Além disso, metabolismo mitocondrial,
gasdermina D, elastase neutrofilica e ROS se mostraram cruciais na liberacdo de
NET in vitro. Por fim, o grupo mostrou in vitro a importancia das NETs na ativacéo e
migracdo de neutréfilos e na amplificacdo da resposta imune adaptativa, com
recrutamento de linfoécitos e producdo de citocinas importantes na infec¢cdo pelo

protozoario.
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1.4 Justificativa

Tendo em vista a ampla distribuicdo do T. gondii em plano mundial,
acarretando graves danos, principalmente em mulheres gestantes e pacientes
imunocomprometidos, compreender o papel da imunidade inata na infeccado pelo
parasito € de fundamental importdncia para se buscar estratégias que visem a
prevencgdo e o combate a infeccao.

As armadilhas neutrofilicas extracelulares vém ganhando muita atencdo nos
altimos tempos, como um importante fator de defesa imune dos neutrdéfilos contra
diversos microrganismos. Hoje se sabe que neutréfilos de ambos os hospedeiros
intermediarios e definitivo do T. gondii respondem ao parasito liberando NETS;
porém, diante da variedade encontrada na resposta entre neutrofilos de diferentes
espécies, da caréncia do entendimento dos mecanismos envolvidos no processo, e
do efeito das NETs humanas na infeccdo, se faz necessario o aprofundamento do
estudo do papel das NETs produzidas por neutréfilos humanos em resposta ao
parasito.

Desde 2011 foi evidenciado que neutréfilos humanos se mostraram
competentes na liberacdo de NET em resposta ao T. gondii, participando nédo sé no
aprisionamento dos parasitos, mas também tendo um papel fundamental na
resposta imune como um todo, influenciando o recrutamento de outras células do
sistema imune. Contudo, é necessario entender se ha uma reposta rapida de
liberacdo de NETs contra o parasito, as vias e mecanismos moleculares envolvidos,
e de que forma os diferentes tipos de NET podem ser vistos como um mecanismo
efetivo contra o protozoario.

Logo, a execucdo deste projeto propde avangos na compreensdo da
liberacdo de NETs por neutréfilos humanos in vitro, como um mecanismo de defesa
do sistema imune, contra o T. gondii, de forma a esclarecer melhor o papel das

NETs na infec¢édo contra o protozoario.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar os mecanismos moleculares envolvidos na producéo de NET por

neutréfilos humanos em resposta a taquizoitos de T. gondii da cepa RH, e seu

impacto no controle da carga parasitaria in vitro.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar a producdo de NET rapida e classica induzida por taquizoitos da cepa
RH;

b) Avaliar ultraestruturalmente a resposta de neutrofilos e a producéo de NET frente

a infeccgdo;

c) Determinar os mecanismos moleculares envolvidos na producdo de NET em

resposta ao parasito;

d) Investigar o papel da autofagia no controle da liberagcdo de NET em resposta ao

parasito;

e) Investigar o papel das NETs na viabilidade e capacidade infectiva do parasito.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento de neutréfilos sanguineos humanos

A obtencao de neutrdfilos se deu por meio da purificacdo de sangue periférico
por separacao em Ficoll-Paque. Em tubo conico de 15 ml contendo Ficoll-Paque (na
metade do volume do sangue obtido), o sangue é colocado cuidadosamente para
gue ndo ocorra mistura com o Ficoll. O tubo foi centrifugado a 400 x g por 30
minutos, sem freio. Apds centrifugacdo, a porcdo contendo células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) é descartada e a camada de neutrofilos contendo
hemacias contaminantes é recolhida. Em novo tubo conico de 50 ml & feita lise de
hemacias com solugdo hipotonica de NaCl 0,2% por 1 minuto, seguido de
neutralizacdo da lise por NaCl 1,6%. No total, séo feitas duas lises seguidas de uma
lavagem com PBS 1x e mais uma Uultima lise, etapas essas intercaladas por
centrifugacédo a 200 x g por 7 minutos e descarte do sobrenadante. O pellet final é
resuspendido em RPMI suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB), 1% de
penicilina-estreptomicina (PE) e 1% de glutamina 200 mM, e as células sé&o
guantificadas em camara de Neubauer para, em seguida, serem utilizadas nos
experimentos.

Este projeto dispde de um Certificado de Apresentacéo para Apreciacdo Etica
aprovado, para coleta de sangue periférico humano (CAAE 4261505.4.0000.5257).
A coleta foi realizada apdés o consentimento e autorizacdo dos voluntarios, sendo
esses individuos saudaveis do sexo feminino e masculino na faixa etaria entre 24 e

40 anos.

3.2 Determinacédo do grau de pureza dos neutrofilos isolados

Para determinar o grau de pureza dos neutrofilos, apds isolamento e
contagem celular é feita uma citocentrifugacdo em centrifuga Tharmac Cellspin | com
50.000 células a 200 x g por 7 minutos em lamina fosca lapidada para microscopia.
Apbs coloracdo da lamina pelo método de May-Grunwald-Giemsa, 10 a 15 campos

sdo observados e as células sdo quantificadas e identificadas de acordo com
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morfologia nuclear e coloracdo caracteristicas. O isolamento de neutréfilos para

experimentos realizados apresentou grau de pureza superior a 88,5% (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Purificacdo de neutréfilos humanos. Imagem representativa dos neutréfilos

obtidos ap0és purificacdo em Ficoll-Paque e coloracdo por Giemsa.

3.3 Isolamento de taquizoitos de T. gondii

7

A cepa RH utilizada neste projeto é obtida a partir de culturas celulares e
isolados peritoneais de camundongos. Infeccdo de células VERO (célula epitelial
renal de macaco verde africano; ATCC CCL-81) é feita com a forma taquizoita de
T. gondii em garrafas de cultura. Apos ciclo litico e liberacdo de parasitos, o
sobrenadante € recolhido e centrifugado a 200 x g por 5 minutos para a remocao de
células VERO. O sobrenadante €, entéo, transferido para novo tubo cénico de 15 ml
e centrifugado a 1.500 x g por 10 minutos, a fim de concentrar os parasitos. O pellet
é ressuspendido em meio RPMI suplementado com 1% de SFB 1% de PE e 1% de
glutamina 200 mM. Os taquizoitos sdo quantificados em camara de Neubauer para,

em seguida, serem utilizados somente nos experimentos de infectividade.
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Taquizoitos de RH também sé&o obtidos por meio de indculos intraperitoneais em
camundongos Swiss Webster. Apos 72 horas de infec¢do, o lavado peritoneal é feito
com meio RPMI completo. O meio contendo taquizoitos é entdo centrifugado a 1.500
x g por 10 minutos, e o pellet € ressuspendido em meio RPMI para uso. Taquizoitos
sdo quantificados em camara de Neubauer para, em seguida, serem utilizados nos
experimentos.

Taquizoitos fixados também foram usados nesse projeto. Para isso, apos
isolamento os parasitos foram fixados com paraformaldeido 4% (PFA) por 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, trés lavagens com PBS 1x foram feitas e
intercaladas por centrifugagbes a 1.500 xg por 10 min. Ao fim, o pellet foi
ressuspendido em PBS 1x com 1% de PE e armazenados a 4°C para posterior uso.

Este projeto dispde de uma licenca da Comisséo de Etica no Uso de Animais
do Instituto Oswaldo Cruz para utilizagdo de camundongos para manutencdo dos
parasitos (CEUA/IOC L042-2018-A2).

3.4 Inducéo e inibicdo da producéo de NET

Para avaliacdo da producdo de NET, usamos como indutores o controle
positivo, forbol 12-miristato 13- acetato (PMA) por 180 minutos de inducdo ou
taquizoitos da cepa RH por 15 e 180 minutos de inducao (simulando NET rapida e
classica), com carga parasitaria de 5:1 (parasito:célula). Para isso, 1,5 x 10°
neutrofilos foram plaqueados por poco em placas de 96 pocos, fundo “U”, seguido
do estimulo. Para o uso de inibidores farmacoldgicos, neutréfilos foram tratados com
0s mesmos por 20 minutos antes da infec¢do. Ao final dos tempos de interacdo, os
sobrenadantes dos pocos foram recolhidos, centrifugados em tubos de 1,5 ml a
1.500 x g por 10 minutos, e armazenados em novos eppendorfs a - 80°C para
posterior dosagem por PicoGreen (item 3.6). Os indutores e inibidores
farmacoldgicos utilizados foram: PMA (100 nM; Sigma-Aldrich), Cit-D (citocalasina D;
inibidor de fagocitose; 10 upg/mL; Sigma-Aldrich), INE (inibidor de elastase
neutrofilica; 10 pg/ml; Cayman Chemical), IMPO (4-ABAH; inibidor de
mieloperoxidase; 600 nM; Cayman Chemical), As60 (AS605240; inibidor de PI3Ky;
10 uM; Tocris), IC87 (IC87114; inibidor de PI3Kd; 1 uM; Cayman Chemical), CI-A
(cloroamidina; inibidor de PAD; 12 uM; Cayman Chemical); PD98 (PD98059; inibidor

de MEK; 60 uM; Sigma-Aldrich), BAPTA (BAPTA-AM; quelante de célcio intracelular;
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10 uM; Calbiochem), 3-MA (3-metiladenina; inibidor de PI3K; 5 mM; Sigma-Aldrich) e
NAC (N-acetilcisteina; molécula antioxidante; 10 mM; Sigma-Aldrich).

3.5 Avaliacéo da viabilidade de neutrofilos

A fim de avaliar o efeito de agentes farmacoldgicos na viabilidade celular dos
neutrdéfilos, realizamos um ensaio com o reagente PrestoBlue (Invitrogen), de acordo
com o protocolo do fabricante. Para isso, neutréfilos foram plaqueados em placa de
96 pocos opaca com fundo transparente, na auséncia ou presenca de inibidores,
simulando ensaio de inducdo e inibicdo de NET. As células foram mantidas em
estufa por 180 minutos, a 37°C, 5% CO., e o reagente PrestoBlue foi adicionado 15
minutos antes do tempo final. Em seguida, a leitura da placa foi feita por
espectrofotdmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices), no comprimento de onda
560/590 excitacdo/emissdo. ApoOs a primeira leitura, a placa foi incubada por mais 1
hora na estufa e uma nova leitura foi realizada. Os valores da segunda leitura foram
plotados.

Alternativamente, a perda da viabilidade celular foi analisada pela
incorporacdo do corante azul de tripano 0,4% (Sigma-Aldrich), de acordo com

protocolo previamente estabelecido (Strober 2001).

3.6 Quantificacdo de DNA-NET

Para quantificacdo de DNA associado as NETs presente nos sobrenadantes e
armazenados a - 80°C, utilizamos o kit Quant-iT PicoGreen (Invitrogen), conforme
protocolo do fabricante. Resumidamente, sobrenadantes séo pipetados em placa de
96 pocos opaca (50 ul para cada condicdo), e o reagente PicoGreen € adicionado no
mesmo volume dos sobrenadantes. Apos adicdo do reagente, placa € agitada
manualmente e reservada por 5 minutos no escuro, para em seguida ser feita a
leitura. A analise foi realizada por espectrofotbmetro SpectraMax M3, no

comprimento de onda 480/520 nm excitacdo/emissao.
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3.7 Caracterizacédo estrutural e molecular das NETs

3.7.1 Microscopia de fluorescéncia

Para analisar os componentes moleculares presentes nas NETs, usamos a
técnica de microscopia de imunofluorescéncia. Previamente, 2,5 x 10° neutrdéfilos
foram plaqueados por poco em placa de 24 pocos sobre laminulas de vidro 13mm e
infectados ou ndo com taquizoitos na proporcdo 5:1 (parasito-célula) a 37°C, 5%
COo. Ap6s 15 e 180 min de interacdo, as células foram fixadas com paraformaldeido
4% (PFA) por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as laminulas foram
processadas segundo protocolo estabelecido (Brinkmann, 2010), com pequenas
alteracdes, como incubacdo com anticorpo primario overnight a 4°C e marcacéo
para DNA com DAPI (1 pg/mL). Componentes moleculares e autofagia foram
detectados por anticorpos primarios monoclonal contra histona H1 feito em
camundongo (sc-8030; 1:100; Santa Cruz Biotechnology), policlonais contra
mieloperoxidase (PA5-16672; 1:200; Invitrogen) e LC3B (L7543; 1:100; Sigma) feitos
em coelho. Parasitos também foram detectados por anticorpo monoclonal contra
toxoplasma (P30) feito em camundongo (MA1-83499; 1:100; Invitrogen). Os
anticorpos secundarios utilizados foram: contra camundongo, Alexa Fluor 488
(A11032; 1:2000; Invitrogen) e Alexa Fluor 546 (A11003; 1:400; Invitrogen), e contra
coelho Alexa Fluor 594 (A11037; 1:800; Invitrogen), todos feitos em cabra. Por fim,
as laminulas foram coradas com DAPI e montadas em lamina com meio de
montagem DABCO (D2522; Sigma-Aldrich). A anélise foi feita em microscopio Zeiss

Axio Imager M1.

3.7.2 Microscopia eletrénica de varredura

A fim de analisar a estrutura fina das NETs e a sua associacdo com 0S
parasitos em maiores detalhes, procedemos ao processamento do material para
microscopia eletrénica de varredura. Inicialmente, 2,5 x 10° neutréfilos foram
plaqueados por poco em placas de 24 pocos, sobre laminulas de vidro 13mm, e
infectados ou ndo com taquizoitos na proporcdo 5:1 (parasito-célula) por 15 ou 180
minutos a 37°C, 5% CO». Apds o término da interag&o as células foram fixadas com
glutaraldeido 2,5% (GA) diluido em 0,1 M de tampao cacodilato de sédio (pH 7.2)
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contendo 3,5% de sacarose e 2,5 mM de CaClz por 1 hora. A pés-fixacdo foi feita
com 1% de tetréxido de 6smio diluido em 0,1M de tampao cacodilato de sodio por
30 minutos, seguido de 2 lavagens com este mesmo tamp&o. Em seguida, o material
foi desidratado em solugdes crescentes de etanol (30% > 50% > 70% > 90% > 100%
>100% >100%) por 10 minutos em cada concentracdo. O material foi mantido em
etanol 100% até ser levado ao ponto critico, realizado na plataforma Rudolph Barth
do Instituto Oswaldo Cruz. ApOs esta etapa, o material foi montado em stubs,
metalizado com ouro e analisado no microscépio eletrénico de varredura JEOL-JSM-
6390LV.

3.8 Producao de meio condicionado rico em NET

Para analise da viabilidade e infectividade dos parasitos, foi produzido
previamente meio condicionado contendo NET. Neutrofilos foram plaqueados na
quantidade de 2 x 108 por poco em placa de 6 pocos, estimulados ou ndo com
taquizoitos de T. gondii na proporcéo 5:1 (parasito:célula), por 180 minutos a 37°C,
5% CO2. Ao fim do tempo, os sobrenadantes foram recolhidos e centrifugados a
1.500 x g por 10 minutos. Os meios condicionados controle de neutréfilos nao
estimulados (MC CTR), contendo NET (MC NET), ou contendo NET e filtrado por
membrana de poro 0,22 um (MC NET Filt) foram aliquotados em eppendorfs e

armazenados a -20°C para serem usados no dia seguinte.

3.9 Ensaio de infectividade dos taquizoitos

Para analisar o efeito da NET na infectividade do parasito, 10° células VERO
foram previamente plaqueadas por poco em placa de 24 pocos, sobre laminulas de
vidro 13 mm em meio DMEM F12 suplementado com 10% de SFB, 1% de PE e 1%
de glutamina 200 mM. No dia seguinte, taquizoitos foram tratados em tubos de 1,5
ml por 180 minutos a 37°C, 5% CO2, com meio RPMI 1% (CTR), MC CTR, MC NET
ou MC NET Filt. Em seguida, os parasitos foram utilizados para infectar as
monocamadas de células VERO previamente plaqueadas, na proporcdo 1:1
(célula:parasito) por 3 horas. Ap6és infeccdo, as laminulas foram lavadas com meio

DMEM F12 e mantidas em estufa por mais 21 horas. Apés 24 horas de interacdo, as
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laminulas foram lavadas, fixadas, coradas por método de Giemsa e quantificadas

guanto a taxa de infecgao.

3.10 Processamento das laminulas de infectividade

Para avaliar a infectividade em células VERO, procedemos a coloracdo das
amostras pelo método May-Grunwald-Giemsa. Para tanto, a fixacdo das células foi
feita com solucao Bouin por 15 minutos, seguida de duas lavagens com alcool 70%
e uma lavagem com &agua destilada e, por fim, o corante May-Grunwald-Giemsa
(filtrado e diluido 1:1 em &gua destilada) foi adicionado. Apds coloracdo com
Giemsa, amostras foram lavadas duas vezes com 4gua destilada e as laminulas,
uma a uma, passam por bateria de desidratacdo (acetona 100% > acetona 70% +
xilol 30% > acetona 50% + xilol 50% > acetona 30% + xilol 70% > xilol 100% > xilol
100%; 3 segundos para cada concentracédo) e sdo montadas em Permount. Ao final,

as laminas sao analisadas em microscopio de luz.

3.11 Analise do indice de infeccao de células VERO

Para determinar a taxa de infeccdo de células VERO, ap0s coloracdo com
Giemsa e montagem das laminas procedemos a contagem as cegas do numero de
células infectadas e do numero de parasitos por célula. Sado analisadas 200 células
por laminula, e por fim o indice de infeccédo € calculado usando a seguinte férmula,

como ja descrito (Moreira-Souza et al., 2015):

% células infectadas * n° total de parasitos intracelulares

indice de I do =
ndice de Infecgdo n° total de células

3.12 Ensaio de viabilidade dos taquizoitos

Com o intuito de avaliar o papel da NET na viabilidade dos taquizoitos, 5 x 10°
neutrofilos foram plaqueados em placa CELL view 35 mm e mantidos a 37°C por 30

min. Apos o tempo, a placa foi lavada para remover células ndo aderentes e
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parasitos da cepa RH na propor¢cdo 5:1 (parasito:célula) foram adicionados. Em
seguida, iodeto de propideo (Sigma-Aldrich) na concentragdo 3 pg/mL foi adicionado
a fim de detectar morte de neutréfilos e de parasitos com o passar do tempo. Apés a
adicao dos parasitos e de iodeto de propideo a interacdo foi monitorada e registrada
por 270 minutos seguidos em time-lapse no microscopio Zeiss Axio Observer.Z1.
Imagens foram adquiridas por camera HMR Axiocam monochrome operado por
software Zeiss Zen 3.1. A temperatura e foco durante analise em time-lapse foram
mantidas usando Mdédulo de Controle de Temperatura e Dispositivo Foco Definitivo

Zeiss ao longo da interacao.

3.13 Analise estatistica

Os dados dos graficos estdo apresentados como média e erro padrdo da
média. As comparacdes entre os grupos foram feitas por teste-t de Student pareado
ou One-Way ANOVA com medidas repetidas com correcdo Geisser-Greenhouse e
teste de comparacfes multiplas de Tukey, quando apropriado. Diferenca de p < 0.05
foram consideradas significantes. O software GraphPad Prism 7.0 foi utilizado para

todas as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 Neutrofilos humanos liberam NET rapida e classica em

resposta a taquizoitos de T. gondii

A fim de evidenciar a liberacdo de NET por neutréfilos humanos, iniciamos o
estudo avaliando a capacidade dessas células para a liberacdo de NET com
estimulo ja conhecido, o PMA, utilizado aqui como controle positivo de inducdo da
liberacdo de NET (Figura 4.1). Como esperado, apés 180 minutos foi possivel
observar que a dosagem de DNA, componente central da estrutura das NETS,

sinaliza a aptidao dos neutrofilos de nossos experimentos para este mecanismo.
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Figura 4.1. Quantificagcdo de DNA-NET em resposta a PMA. Neutréfilos humanos foram
estimulados com PMA (100 nm) por 180 min. (A) O DNA nos sobrenadantes foi dosado pelo
método de PicoGreen, e os graficos sdo apresentados pela média (+ SEM) das dosagens
normalizada pelo controle ndo estimulado (CTR). (B) Variagdo intradoador com valores

absolutos da dosagem. Teste-t pareado; ** p < 0.01 e *** p < 0.001; n=10.

Em seguida, estimulamos neutréfilos humanos com taquizoitos de T. gondii
da cepa RH na proporcédo 5:1 (parasito:célula) por 15 e 180 minutos, representando
os diferentes tipos de NET (Figura 4.2). Nossos resultados mostram pela primeira

vez que apos curto periodo de estimulo com a presencga do parasito, h4A um aumento
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da dosagem de DNA de forma significativa em comparagdo ao controle né&o
estimulado, indicando a liberacdo de NET répida. Junto a isso, também
demonstramos a liberagcdo de NET classica, corroborando dados ja publicados
(Abdallah et al. 2011; Miranda et al. 2021), indicando, dessa forma, que neutrofilos
humanos liberam NET répida e classica em resposta a taquizoitos de T. gondii.
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Figura 4.2. Quantificacdo de DNA-NET em resposta a T. gondii. Neutréfilos humanos de
diferentes doadores foram incubados na auséncia ou na presenca de taquizoitos de
T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 e 180 min. (A) O DNA dos sobrenadantes foi dosado
pelo método de PicoGreen e os graficos sdo apresentados pela média (+ SEM) das
dosagens normalizada pelo grupo controle (CTR). (B e C) Variacao intradoador com valores
absolutos da dosagem em 15 minutos (B) e 180 minutos (C). One-Way ANOVA seguido de
Tukey como teste post (A) e teste-t pareado (B, C); * p<0.05, * p < 0.01, ** p < 0.001 e
**** n < 0.0001; n=13.

4.2 DNA, histona e mieloperoxidase compdem a estrutura das

NETs induzidas por T. gondii

Com o intuito de validar os resultados das dosagens de DNA por Picogreen e
visualizar as NETs através da marcacdo de componentes classicos como histona e
MPO, estimulamos neutréfilos humanos por 15 e 180 minutos e processamos as
amostras para microscopia de imunofluorescéncia. Observamos que diferentemente

do controle ndo infectado, onde identificamos neutréfilos ndo ativados com sua
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morfologia nuclear caracteristica, na presenca do parasito h4 estruturas das NETs
composta por histona H1, mieloperoxidase e DNA (Figura 4.3).

CTR 15 min 180 min

Figura 4.3. Presenca das NETs em resposta a T. gondii. Neutréfilos humanos foram
estimulados ou ndo com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 e 180 minutos
e processados para microscopia de imunofluorescéncia com anticorpo contra histona H1 e

mieloperoxidase. Imagens representativas de trés experimentos independentes.

Para sinalizar a presenca do parasito e observar sua interacdo com o0s

neutrofilos, usamos anticorpo P30 contra o antigeno de superficie (SAG) dos
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taquizoitos. Assim, conseguimos observar os parasitos associados as NETs, com a

marcacao para SAG sobreposta & marcagao para DNA e MPO (Figura 4.4).

15 min 180 min

Figura 4.4. Associacdo do T. gondii & estrutura das NETs. Neutrofilos humanos foram
estimulados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 e 180 minutos e
processados para microscopia de imunofluorescéncia com anticorpos contra
mieloperoxidase (MPO) e antigeno de superficie do parasito (P30). Imagens representativas

de trés experimentos independentes.



4.3 Aspecto ultraestrutural das NETs liberadas em resposta a

T. gondii

A fim de analisar o aspecto ultraestrutural das NETs e sua relacdo com o
parasito em maiores detalhes, nds optamos pela microscopia eletrbnica de
varredura. Apés estimular neutréfilos humanos e processar as amostras, foi possivel
observar diferenca na quantidade de NET rapida e tardia liberadas (Figura 4.5 A e B,
respectivamente). Com 15 minutos de inducdo, as NETs s&o vistas em menor
guantidade e tamanho, comparado as estruturas vistas com 180 minutos. Em maior
aumento é notorio que a maior parte dos neutrdfilos liberando NET rapida mantém a
integridade celular, possibilitando o reconhecimento da origem da NET (Figura 4.5 C
e E). Por outro lado, em 180 minutos as NET observadas, em sua maioria, n&do
puderam ter sua origem localizada, possivelmente devido a morte do neutrofilo para
a liberagéo de NET, impossibilitando seu reconhecimento (Figura 4.5 D).

Além disso, através dessa técnica a associacdo entre NET e parasito foi
melhor evidenciada. Como mostra a Figura 4.5 (E e F), os parasitos parecem estar
em contato proximo com as estruturas que caracterizam as NETSs, indicando um
possivel aprisionamento.

Ao analisar a estrutura das NETs, observamos também diferentes fenotipos
apresentados, baseados em descricfes prévias (Hakkim et al. 2011; Schauer et al.
2014; Imlau et al. 2019) (Figura 4.6 e Figura 4.7). Como € mostrado através de
imagens representativas de campos fotografados, com 15 minutos de inducdo a
liberacdo de NET se caracteriza em fibras finas e alongadas (sprNETs, da
abreviacdo do termo em inglés spread, espalhado), partindo de neutréfilos integros,
como foi citado anteriormente (Figura 4.6). Em contrapartida, NET formada apés 180
minutos de inducao apresenta dois fenoétipos distintos: sprNET (Figura 4.7 A, C e E),
e estruturas mais densas, se assemelhando ao formato de rede (aggNET,
abreviacdo do termo em inglés aggregated, agregado), aparentando se originar de
diversos neutrdfilos e englobando células integras e parasitos (Figura 4.7 D, B e F).
Apesar da distincdo na estrutura das NETs rapida e classica em resposta a

T. gondii, ambas aparentam aprisionar 0s parasitos.
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Figura 4.5. Aspecto ultraestrutural da interacdo entre NET e T. gondii. Neutrofilos
humanos foram estimulados com taquizoitos de T. gondii, na proporcao 5:1 (parasito:célula)
por 15 (A, C e E) ou 180 (B, D e F) minutos e processados para microscopia eletrdénica de
varredura. As estruturas das NETs séo indicadas em A e B (cabeca de seta branca),
neutréfilos integros liberando NET sdo indicados em C e E (seta branca) e o que se
assemelha ser o ponto de origem da NET, indicado possivel morte neutrofilica, é indicado
em D (asterisco). Imagens representativas de trés experimentos independentes.

Tg = T. gondii; N = neutrofilo.
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Figura 4.6. Aspecto ultraestrutural da estrutura da NET rapida. Neutréfilos humanos
foram estimulados com taquizoitos de T. gondii, na proporacédo 5:1 (parasito:célula) por 15
minutos e processados para microscopia eletrbnica de varredura. NETs espalhadas
(SprNETs) séo indicadas por cabeca de seta branca. Imagens representativas de trés

experimentos independentes; Tg = T. gondii; N = neutrdfilo.
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Figura 4.7. Aspecto ultraestrutural da estrutura da NET classica. Neutréfilos humanos

foram estimulados com taquizoitos de T. gondii, na proporgdo 5:1 (parasito:célula) por 180
minutos e processados para microscopia eletrbnica de varredura. NETs espalhadas
(SprNETs) séo indicadas por cabeca de seta branca (A, C e E) e NETs agregadas
(aggNETSs) sao indicadas por asterisco (F). Imagens representativas de trés experimentos

independentes; Tg = T. gondii; N = neutrdfilo.
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4.4 Liberacado de NET depende de viabilidade de taquizoitos

Com o intuito de compreender melhor o que leva a ativagdo celular e
consequente producdo de NET, estimulamos neutrofilos com parasitos fixados
(Figura 4.8). Foi possivel observar que o parasito morto ndo induz NET rapida ou
classica de forma significativa em comparacdo com o controle ndo estimulado,
mesmo apoés longo tempo de inducgédo, indicando a necessidade de viabilidade do
protozodrio para a inducdo da liberacdo de NETS.
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Figura 4.8. Quantificacdo de DNA-NET em resposta a T.gondii fixado. Neutréfilos
humanos foram incubados na auséncia (CTR) ou na presenca de taquizoitos de T. gondii da
cepa RH vivos ou fixados (MOI 5:1) por 15 (A) e 180 min (B). O DNA nos sobrenadantes foi
dosado por PicoGreen e os graficos sdo apresentados pela média (x SEM) das dosagens
normalizada pelo controle ndo estimulado. One-Way ANOVA seguido de Tukey como teste

post; * p <0.05 e ** p < 0.01; n = 5. ns = ndo significativo.

Além disso, o tratamento prévio de neutréfilos com citocalasina D, um inibidor
da polimerizacdo de actina e, consequentemente, da fagocitose, ndo afetou de

forma significativa a liberacdo de NET (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Quantificacdo de DNA-NET com tratamento por citocalasina D. Neutrdéfilos
humanos foram tratados com citocalasina D (Cit-D), e em seguida, estimulados com
taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 (A) e 180 min (B). O DNA nos
sobrenadantes foi dosado por PicoGreen e os graficos sdo apresentados pela média
(+ SEM) das dosagens normalizada pelo grupo RH. One-Way ANOVA seguido de Tukey

como teste post; * p < 0.05; n = 5. ns = ndo significativo.

4.5 Liberacédo de NET classica humana em resposta ao T. gondii &

parcialmente dependente de elastase neutrofilica e PAD4

Apoés detectarmos mieloperoxidase como um dos componentes presentes ha
estrutura das NETs, e sabendo do seu papel como possivel auxiliador do
descondensamento da cromatina, juntamente com a elastase neutrofilica,
realizamos ensaios para melhor avaliar suas participacdes na producdo de NET
humana em resposta a T.gondii. Para isso, o tratamento de neutrofilos com
inibidores de NE e MPO foi realizado antes do estimulo por taquizoitos. Nossos
resultados mostram que a inibicdo de elastase neutrofilica diminui de forma
significativa a producédo de NET classica em relacdo a condicdo sem inibidor, mas
nao afeta a producdo de NET rapida (Figura 4.10 A e B). Em contrapartida, a

inibicdo de MPO néo altera a producdo de NET répida e classica, indicando que
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apesar de estar presente na estrutura das NETs, a MPO parece nao participar

diretamente do processo de liberagao das NETs (Figura 4.10 C e D).
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Figura 4.10. Quantificagdo de DNA-NET produzida com tratamento com inibidores de

elastase neutrofilica e mieloperoxidase. Neutréfilos humanos foram tratados com

inibidores de elastase neutrofilica (iINE) ou mieloperoxidase (iMPO) por 20 minutos e, em

seguida, estimulados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 (A; C) e

180 min (B; D). O DNA nos sobrenadantes foi dosado por PicoGreen e os graficos sao

apresentados pela média (+ SEM) das dosagens normalizada pelo grupo RH. One-Way
ANOVA seguido de Tukey como teste post; * p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 e **** p <

0.0001; n = 8-11. ns = nao significativo.

47



Outro componente importante que pode auxiliar no descondensamento da
cromatina é a enzima PAD4, levando a citrulinagdo de histonas
(Rohrbach et al. 2012). Para avaliar sua participacdo em resposta ao parasito,
analisamos a producdo de NET por neutréfilos tratados com cloroamidina (inibidor
de PAD4), e apo6s estimulo com taquizoitos observamos que a presenca do inibidor
diminuiu a producdo de NET de forma significativa em tempo longo de indug&o, mas
ndo em tempo curto, indicando a participacdo de PAD4 na liberagdo de NET classica

(Figura 4.11).
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Figura 4.11. Quantificacdo de DNA-NET produzida com tratamento por cloroamidina.
Neutrdéfilos humanos foram tratados com cloroamidina (CI-A) por 20 minutos e em seguida,
estimulados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 (A) e 180 min (B). O
DNA nos sobrenadantes foi dosado por PicoGreen e os graficos sdo apresentados pela
média (x SEM) das dosagens normalizada pelo grupo RH. One-Way ANOVA seguido de
Tukey como teste post; ** p < 0.01, *** p < 0.001 e **** p < 0.0001; n = 10. ns = ndo

significativo.

4.6 Calcio intracelular e ROS participam da liberacdo de NET

rapida humana em resposta a T. gondii

Com o intuito de elucidar outros mecanismos que estdo envolvidos na
producdo de NET, avaliamos a participacdo de calcio intracelular e ROS, que ja
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foram descritos como mediadores importantes para a cascata de sinalizacdo das
NETs (Fuchs et al. 2007; DeSouza-Vieira et al. 2016; Zeng et al. 2019). Sendo
assim, tratamos neutrofilos humanos com inibidores BAPTA-AM e N-acetilcisteina
(quelante de célcio intracelular e molécula antioxidante, respectivamente)
anteriormente ao estimulo com T. gondii. A dosagem de DNA revelou que BAPTA-
AM e NAC diminuiram a producdo de NET rapida de forma significativa em

comparagao com o grupo que recebeu somente T. gondii (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Quantificagdo de DNA-NET produzida com tratamento por BAPTA-AM e
N-acetilcisteina. Neutréfilos humanos foram tratados com inibidores BAPTA-AM (BAPTA)
ou N-acetilcisteina (NAC) por 20 minutos e, em seguida, estimulados com taquizoitos de
T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 (A; C) e 180 min (B; D). O DNA nos sobrenadantes
foi dosado por PicoGreen e os graficos sdo apresentados pela média (+ SEM) das dosagens
normalizada pelo grupo RH. One-Way ANOVA seguido de Tukey como teste post; * p <
0.05, *** p < 0.001 e **** p < 0.0001; n = 8. ns = ndo significativo.
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4.7 Inibidor da via de MEK né&o altera producdo de NET rapida e

classica induzida por T. gondii

Dentre as vias de sinalizacdo que podem levar a liberacdo de NET, a via
mediada por MAPK se mostrou presente na liberacdo de NET por neutréfilos
humano e de cachorro (Abdallah at el. 2011; Wei et al. 2020). Para avaliar a
participacdo desta via em nosso modelo, tratamos neutréfilos humanos com o
inibidor PD98059 e estimulamos 0s mesmo com taquizoitos. Nosso resultado indica
gue o uso do inibidor PD98 ndo afetou a liberacdo de NET rapida e classica de
forma significativa. (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Quantificacdo de DNA-NET produzida com tratamento por PD98059.
Neutréfilos humanos foram tratados com o inibidor PD98059 (PD98) por 20 minutos e, em
seguida, estimulados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 (A) e
180 min (B). O DNA nos sobrenadantes foi dosado por PicoGreen e o0s graficos sdo
apresentados pela média (+ SEM) das dosagens normalizada pelo grupo RH. One-Way
ANOVA seguido de Tukey como teste post; *** p < 0.001 e **** p < 0.0001; n = 8. ns = ndo

significativo.
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4.8 Liberacdo de NET rapida em resposta a T. gondii é

parcialmente dependente de autofagia

Por fim, ainda investigando mecanismos que podem participar da producao
de NET, como a autofagia, investigamos a presenca de autofagossomos durante o
processo de formagédo de NET induzido pelo parasito. Observamos, em ambos os
tempos de andlise, marcacdo em puncta para LC3ll em ensaio de
imunofluorescéncia, concomitante com a liberagdo de NETs (Figura 4.14).

CTR 15 min 180 min

+ H1% LC3II
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Figura 4.14. Acumulo de LC3ll em neutréfilos humanos na presenca de T.gondii.
Neutréfilos humanos foram infectados ou ndo com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI
5:1) por 15 e 180 minutos e processados para microscopia de imunofluorescéncia com
anticorpo contra LC3Il e histona H1. Notar as setas brancas indicando células com puncta

de LC3Il. Imagens representativas de dois experimentos independentes.
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Uma vez que o anticorpo contra LC3Il também marca taquizoitos de T. gondii
(Souto et al. 2016), para contabilizar as células positivas para puncta de LC3Il
(indicando acumulo da proteina e, consequentemente presenca de
autofagossomos), as células foram analisadas quanto a marcacao contra LC3ll
juntamente com o contraste interferencial diferencial (DIC), permitindo assim
diferenciar os puncta presentes nas células da marcacdo em taquizoitos
(Figura 4.15 A). Dessa forma, observamos que o estimulo com o parasito leva a um
aumento no acumulo de LC3Il nos neutréfilos ao longo do tempo, comparado ao
controle ndo estimulado (Figura 4.15 B).
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Figura 4.15. Quantificagcdo de neutrofilos positivos para puncta de LC3Il na presenga
de T. gondii. Neutréfilos humanos foram estimulados ou ndo com taquizoitos de T. gondii
da cepa RH (MOI 5:1) por 15 e 180 minutos e processados para microscopia de
imunofluorescéncia com anticorpo contra LC3Il e histona H1 (A). (B) Quantificacdo de
células positivas para puncta de LC3Il em imagens fotografadas de campos aleatérios. Notar
na letra A as setas brancas indicando célula positiva para puncta de LC3Il, e circulo branco
no DIC indicando parasito também positivo para puncta de LC3Il. (A) Imagens

representativas de dois experimentos independentes. (B) n=2.
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Seguindo o resultado anterior, indicando aumento do fluxo autofagico na
presenca do T. gondii, decidimos investigar se a autofagia era um mecanismo
necessario para a producdo de NET por neutréfilos humanos. Sendo assim,
utilizamos o inibidor 3-metiladenina (3-MA) da via de PI3K, via relacionada tanto a
producédo de NET, quanto a autofagia (Figura 4.16 A e D). Nossos resultados
indicam que a via de PI3K participa da liberacdo de NET rapida, uma vez que a
inibicdo desta via levou a uma diminuicdo significativa da producdo de NETs em
resposta ao parasito em comparacdo ao grupo nao tratado. Junto a isso, na
presenca de inibidores seletivos de duas isoformas de PI3K (IC-87114 inibindo
PI3KSd e As-605240 inibindo PI3Ky) também observamos inibicdo na liberacdo de
NET rapida, corroborando a participacdo da via da PI3K no processo (Figura 4.16 B,
C,EekF).
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Figura 4.16. Quantificagdo de DNA-NET produzida com tratamento por 3-MA, AS-
605240 e IC-87114. Neutréfilos humanos foram tratados com inibidores por 20 minutos e em
seguida, estimulados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1) por 15 (A,Be C) e
180 min (D, E e F). O DNA nos sobrenadantes foi dosado por PicoGreen e os graficos sédo
apresentados pela média (+ SEM) das dosagens normalizada pelo grupo RH. One-Way
ANOVA seguido de Tukey como teste post; * p < 0.05, * p < 0.01, ** p < 0.001 e *** p <
0.0001; n = 6-9. ns = néo significativo.
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E importante destacar que a viabilidade dos neutréfilos permaneceu acima de
90% apds o tratamento com os inibidores, indicando que 0s mesmos nao
apresentaram toxicidade celular significativa apés 180 minutos de incubac&do com os
inibidores (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Viabilidade celular de neutrofilos tratados com inibidores. Apés tratamento
com inibidores por 180 minutos, a viabilidade celular foi investigada através do reagente

Prestoblue ou Azul de tripano. n= 2- 5.

4.9 NET de neutrofilo humano néo afeta viabilidade de T. gondii

Uma vez que as NETs possuem caracteristicas antimicrobianas, resolvemos
monitorar a liberacdo de NET e a interacdo com taquizoitos por 180 minutos, a fim
de avaliar o efeito das NETs na viabilidade do T. gondii ao longo do tempo. Em
nosso registro de videomicroscopia € possivel ver que na presenca do parasito
diferentes neutrofilos (indicados por setas brancas) possuem sua morfologia alterada
ao longo do tempo, incorporando PI, indicando o comprometimento da integridade

7

da membrana celular, e extrusdo das NETs, que é marcada pela expansdo da
cromatina ao redor dos neutréfilos. (Figura 4.18). E possivel observar nos diferentes

canais apresentados, que taquizoitos se encontram em contato com NET liberada,
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porém nédo incorporam Pl durante todo o tempo de observacdo. Apos 180 minutos
de monitoramento, parasitos em contato com NET continuavam viaveis. Assim,
continuamos registrando, para avaliar se o efeito letal da NET poderia ser de forma
tardia. Mesmo apos cerca de 5 horas de monitoramento ndo constatamos morte dos

parasitos em contato com as NETSs (indicados por circulos brancos).

DIC DIC / PI

Figura 4.18. Monitoramento da liberagdo de NET humana e viabilidade de T. gondii.
Neutréfilos humanos foram estimulados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1)
e incubados com PI (3 pg/ml). Os tempos no canto inferior esquerdo indicam, a partir de 10
minutos de interacdo até o fim do registro, 0 momento da liberacdo de NET por neutrdéfilos

(setas brancas). Os circulos brancos indicam taquizoitos em contato com NET. n=1.
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Durante o registro, alguns taquizoitos incorporados com Pl foram observados,
mas nenhum deles em contato direto com neutréfilos ou NET. Com o intuito de
avaliar a morte desses parasitos, simulamos a condic&o inicial do experimento e
comparamos sua viabilidade no tempo final (180 minutos) com parasitos inicialmente
usados para infectar neutrofilos e mantido em banho no gelo. Através de andlise por
corante azul de tripano, mostramos que ndo houve morte espontdnea dos

taquizoitos durante todo o periodo de observacao (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Viabilidade de taquizoitos de T. gondii. Taquizoitos de T. gondii da cepa RH
foram mantidos em condi¢des similares ao ensaio por videomicroscopia por 180 minutos e

sua viabilidade inicial (T 0’) e final (T 180’) foram avaliadas pelo corante azul de tripano. n=1.

Por fim, ainda avaliando o efeito da NET na viabilidade de T. gondii, apés o
monitoramento da videomicroscopia fotografamos outros campos da placa com
interacdo entre NET e taquizoitos, onde é possivel ver que ndo ha perda de

viabilidade dos parasitos em contato com NET (Figura 4.20).
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Figura 4.20. Monitoramento da viabilidade de T. gondii em contato com NETSs.
Neutréfilos humanos foram estimulados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI 5:1)
e incubados com PI (3 pg/ml). Ao final do experimento (270 minutos) campos aleatérios
foram fotografados indicando parasitos incorporados com Pl sem contato com NET (cabeca

de seta branca) e parasitos vivos em contato com NET (seta branca). n=1.

4.10 NET humana nao afeta infectividade de T. gondii

Diante do estudo mais detalhado da liberacdo de NET em resposta a T. gondii
e tendo em vista que o contato com as NETs ndo parece afetar a viabilidade do
parasito, nos perguntamos se as NETs levariam ao aprisionamento e, consequente
diminuicdo da taxa de infeccdo de células hospedeiras. Dessa forma, tratamos os
taquizoitos com o meio controle RPMI 1% (CTR), meio condicionado com NET (MC
NET), meio condicionado com NET filtrada, a fim de reter as armadilhas (MC NET
Filt) e meio condicionado sem estimulo (MC CTR) para posterior infeccdo de
monocamada de células VERO. A dosagem dos meios condicionados mostra a
diferenca na producao de NETs entre neutroéfilos cultivados na auséncia ou presenca
do parasito (MC CTR e MC NET, respectivamente) (Figura 4.21 A), e também a
retencdo das NET apos a filtragem, com valores de dosagem semelhantes ao MC
CTR (Figura 4.21 B).
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Figura 4.21. Quantificacdo de DNA-NET em meios condicionados produzidos para os
ensaios de infectividade. Neutréfilos humanos foram estimulados ou ndo com taquizoitos
de T. gondii da cepa RH (MOI5:1) por 180 minutos. O DNA nos sobrenadantes (MC CTR,
MC NET e MC Filt) foi dosado pelo método de PicoGreen, e os graficos sao apresentados
como a variacdo intradoador com valores absolutos da dosagem. Teste-t pareado (A) e
One-Way ANOVA (B); * p < 0.05 e ** p < 0.01. n=4-7.

Apbés o0 ensaio de infectividade quantificamos as células infectadas e a
guantidade de parasitos por célula e calculamos o indice de infeccdo. Nossos
resultados indicam que nao houve diferenca significativa entre os grupos, tanto na
porcentagem de células infectadas e numero de parasitos por célula, quanto para no
indice de infeccdo (Figura 1.22 A e B). Em imagens representativas, podemos
observar células VERO infectadas com parasitos ap0s o0s tratamentos.
(Figura 1.22 C).
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Figura 4.22. Infeccdo de células VERO com taquizoitos tratados com NET. Taquizoitos
de T. gondii da cepa RH foram tratados com meio CTR (RPMI 1%) (I), MC CTR (Il), MC NET
(Il ou MC NET filtrado (IV), e usados para infectar monocamada de células VERO na
proporcdo 1:1 (parasito:célula). Apos 24 horas de interagdo, amostras foram processadas,
coradas pelo método de May Grunwald Giemsa e analisadas. Imagens representativas de 3

a 7 experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

A importéancia das armadilhas extracelulares neutrofilicas na infec¢éo contra o
T. gondii vem sendo estudada por diversos grupos de pesquisa, e apesar de ja ter
sido demonstrada diante de neutréfilos de diferentes hospedeiros, ainda €
necessario elucidar o papel da liberacdo de NET humana como um mecanismo de
defesa contra o parasito. Logo, neste trabalho procuramos investigar como o0s
neutréfilos humanos respondem a infeccdo por taquizoitos da cepa RH (altamente
virulenta), avaliando as vias e mecanismos envolvidos na liberacdo de NET e qual
sua relevancia diante da infecgéo.

Inicialmente, estimulamos neutréfilos humanos com taquizoitos para
guantificar o DNA relacionado as NETs presente nos sobrenadantes por meio da
dosagem por PicoGreen. Mostramos pela primeira vez que neutrofilos humanos
liberam NET rapida em resposta a taquizoitos, com deteccéo a partir de 15 minutos
de estimulo, corroborando estudos anteriores realizados com neutroéfilos de outros
hospedeiros, intermediarios e definitivo (Reichel et al. 2015; Yildiz et al. 2017; Yildiz
etal. 2019; Macedo et al. 2020; Simsek et al. 2021). A liberacdo de NET se
apresentou de forma tempo dependente, ocorrendo também apos longo tempo de
inducdo, de forma crescente, corroborando dados ja publicados (Abdallah et al.
2011; Miranda et al. 2021).

Para demonstrar a liberacdo de NET por neutréfilos humanos e validar a
dosagem por PicoGreen, ensaios de imunofluorescéncia foram realizados e as NETs
foram detectadas utilizando-se marcadores para componentes classicos de sua
estrutura, como DNA, mieloperoxidase e histona H1. Os componentes presentes sdo
0s mesmos encontrados em NETSs liberadas em resposta ao parasito por neutrofilos
de outros hospedeiros, e também em NETs produzidas em resposta a outras
espécies da subclasse dos coccideos, grupo ao qual o T. gondii pertence (Figura
5.1). Com esta metodologia conseguimos também identificar a sobreposicdo da
marcacdo de componentes das NETs com a marcacdo do parasito, o que poderia

ser um indicativo de associagao e aprisionamento dos taquizoitos.
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Figura 5.1. Composic¢ao da estrutura das NETs liberadas em resposta a protozoarios

da subclasse coccidea. Esquema representativo que demonstra a composi¢do das NETs
liberadas por neutréfilos de diversos hospedeiros em resposta a protozodrios da subclasse
coccidea, incluindo o T. gondii, parasito de interesse desta dissertacdo. NE = elastase

neutrofilica; MPO = mieloperoxidase (Macedo et al., artigo em preparagao).

Sendo assim, com o intuito de analisar a relacdo das NETs com o0s parasitos
de forma mais detalhada, a microscopia eletrénica de varredura foi a metodologia
escolhida para este passo. Estudos anteriores ja haviam relatado a presenca de
diferentes fenotipos das NETs, baseados na morfologia da sua estrutura (Hakkim et
al. 2011; Schauer et al. 2014; Imlau et al. 2019). Dentre os fenétipos descritos estdo

SprNET, que se assemelha a uma alongada estrutura de fio préxima a células
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integras, diffNET, com estrutura mais difusa que pode se encontrar em formato
circular e AggNET, caracterizada por estruturas mais densas e aglomeradas de rede
de NETs originadas de diversos neutréfilos. Nossa andlise nos permitiu observar
dois dos fendtipos descritos até entdo. Com 15 minutos de inducdo, a NET répida
liberada em resposta ao T. gondii se mostrou majoritariamente como SprNET,
liberadas de neutrofilos integros. Ja, em 180 minutos de indugdo, observamos tanto
sprNET, quanto AggNET, sendo esta ultima vista com maior frequéncia. A liberagéo
de NET rapida é descrita como um tipo de liberacdo que mantém a viabilidade
celular do neutréfilo (Saffarzadeh et al. 2014), o que pode explicar a presenca de
SprNET com 15 minutos de inducdo, onde conseguimos identificar o neutréfilo que
origina essa estrutura das NETs. A presenca desse fenétipo também é vista em
tempo mais longo de inducdo, porém em menor quantidade, ao contrario da
aggNET, que esta presente de forma predominante nos tempos tardios, o que pode
se relacionar com o tipo de liberacéo que leva a morte celular.

Dando continuidade ao estudo, apos a caracterizacao da liberacdo das NETs
e sua estrutura, procuramos avaliar de que forma o parasito leva a ativacdo dos
neutrofilos humanos para a producdo de NET. Em estudo publicado em 2012, Abi
Abdallah mostrou que neutrofilos humanos tratados com citocalasina D, um inibidor
da polimerizacédo de actina que impede a fagocitose dos taquizoitos, ndo tiveram a
producdo de NET classica alterada. Em nossos experimentos realizamos tratamento
dos neutrdfilos também com citocalasina D, e mostramos que o tratamento dos
neutrofilos ndo interferiu na liberacdo de NET réapida e classica induzida por
T. gondii, similar aos resultados vistos também com neutrofilos do hospedeiro
definitivo (Macedo et al. 2020). Junto a isso, em trabalho recente Miranda e
colaboradores (2021) induziram neutrofilos humanos saudaveis com taquizoitos da
cepa RH in vitro, no intuito de simular a infec¢do aguda. Apos 3 horas de estimulo, a
presenca do parasito induziu a liberacdo de NET, que foi inibida com o tratamento
dos taquizoitos por micalolide B, um despolimerizador de actina, impedindo a
entrada ativa do parasito em neutrofilos. Os resultados apontaram que esse
tratamento preveniu a liberacdo de NET quase completamente. Além disso,
mostramos que a indu¢do com parasitos mortos, fixados com PFA, levou a uma
liberacdo de NET similar a do grupo controle ndo infectado, confirmando a
necessidade da viabilidade dos parasitos para ativacao celular e posterior liberacao

de NET. Nossos resultados, em conjunto com os dados publicados anteriormente,
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confirmam que a entrada ativa de taquizoitos, mas ndo a fagocitose, € necessaria
para a ativacdo neutrofilica e liberacdo de NET induzida pelo T. gondii.

Desde a ativagdo celular att o momento da liberagdo de NET, diversos
mecanismos moleculares participam de forma integral ou parcial do processo.
Dentre os mecanismos envolvidos, alguns ja foram descritos sendo essenciais para
ativacao dos neutroéfilos, como a citrulinacdo de histonas (Li et al. 2010; Lewis et al.
2015) e o influxo de calcio juntamente com a producdo de ROS por NADPH oxidase
(Fuchs et al. 2007; DeSouza-Vieira et al. 2016; Zeng et al. 2019). Para evidenciar as
vias de sinalizacdo envolvidas na formacédo de NET e avaliar as diferencas entre a
liberacdo de NET rapida e classica em nosso modelo, optamos por realizar ensaios
com inibidores farmacoldgicos, seguido da quantificacdo de NET pela dosagem de
DNA.

Demos inicio avaliando uma etapa fundamental para o processo da liberacéo
de NET, que é o descondensamento da cromatina. Essa etapa pode ter a
transmigracdo de elastase neutrofilica e mieloperoxidase para 0 ndcleo como
auxiliadores no processo (Papayannopoulos et al. 2010; Pieterse et al. 2018), e
também a participacdo de PAD4 como um catalisador da citrulinacdo de histonas
(Zeng et al. 2019). Diferentemente de Reichel e colaboradores (2015), que
mostraram a participacdo de MPO e NE na liberacdo de NET por neutréfilos de foca,
em nosso modelo, apesar da mieloperoxidase estar presente na estrutura das NETS,
sua inibicdo ndo alterou a producdo de NET rapida ou classica. Por outro lado, a
inibicdo de elastase neutrofilica diminuiu a producdo de NET classica, corroborando
dados de Miranda e colaboradores (2021), indicando NE como componente
participante na producao de NET humana. Resultados semelhantes foram vistos por
nosso grupo com neutréfilos de gato (Macedo et al. 2020). Juntamente a isso,
mostramos que a cloroamidina, inibidor de PAD4, também teve efeito na reducéo de
NET classica, mas ndo rapida, reduzindo sua producéo, o que sugere a participacao
dessa enzima somente no processo de formacdo de NET classica. Dessa forma,
nossos resultados apontam que a liberacdo de NET rapida induzida por T. gondii
talvez envolva outro mecanismo no auxilio do descondensamento do DNA, que ndo
seja a citrulinacéo de histonas por PADA4.

A avaliacdo das vias envolvidas na producdo de NET frente ao T. gondii por
neutrofilos de outros hospedeiros ja foi investigada por outros grupos. Reichel e

colaboradores (2015) mostraram que a inibicado de NADPH oxidase pelo difenileno-
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iodénio (DPI) diminuiu a producdo de NET por neutrofilos de foca. Juntamente a
eles, neutréfilos de cachorro também mostraram ter a participagdo de NADPH
oxidase envolvida para a liberacdo de NET classica (Wei et al 2020). A investigacdo
da participacdo de NADPH oxidase como produtora de ROS no nosso modelo néo
foi possivel, uma vez que o DPI apresentou toxicidade aos neutrofilos (dados néo
mostrados). Porém, conseguimos avaliar de forma indireta a participacdo de ROS
tratando os neutréfilos com NAC, como um agente redutor de ROS intracelular.
Miranda e colaboradores (2021) ja haviam mostrado que a presenca de T. gondii
induz a producédo de ROS neutrofilica, sem destacar se era um processo necessario
para producdo de NET. Em nosso estudo, o uso do NAC diminuiu de forma
significativa a liberacdo de NET répida, indicando a possivel contribuicdo da
producdo de ROS para a liberagdo de NET humana. Além disso, uma vez que a
producdo de ROS é dependente de Ca?* (Burgos et al 2011; Conejeros et al. 2011),
investigamos também sua participagcdo na contribuicdo para a formacdo de NET.
Mostramos pela primeira vez que o tratamento dos neutrofilos com BAPTA-AM, que
age como um quelante de calcio intracelular, diminuiu de forma significativa a
liberacdo de NET rapida, como esperado, sugerindo seu papel durante o processo
contra o T. gondii. Reichel e colaboradores (2015) também mostraram o papel do
célcio na formacédo de NET por neutréfilos de foca, porém a analise so foi feita com
inducdo por 60 minutos, onde bloqueadores dos canais de calcio influenciaram
negativamente na liberacdo de NET classica.

Em 2012, Abi Abdallah e colaboradores demostraram que a producao de NET
leva a ativacdo de ERK 1/2 e requer a via de sinalizacdo de MEK 1/2, que uma vez
bloqueada pelo inibidor U0126, diminui a producdo de NET. Em nosso estudo,
utilizamos o inibidor PD98, também inibidor da via de MEK, porém
surpreendentemente ndo houve alteracdo da liberacdo de NET rapida ou classica.
Apesar de ambos serem inibidores de MEK, especificamente de MEK1 e 2,
interferindo na cascata de sinalizacao da via de Raf-MEK-ERK, o inibidor PD98 né&o
inibe de forma tédo potente MEK2, e quando comparados, o inibidor U0126 pode vir a
ser mais potente (Favata et al. 1998). Logo, ndo podemos excluir a via de MEK
como participante da liberacdo de NET humana em reposta a T. gondii somente pelo
resultado encontrado com o uso do PD98. Para isso, € necessario realizar mais

ensaios utilizando outros inibidores, para que possamos estudar melhor essa via de
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sinalizacdo e corroborar ou refutar dados publicados anteriormente (Abi Abdallah et
al. 2012).

Por fim, investigamos o papel da autofagia como um mecanismo participante
da producédo de NET. A autofagia é um processo regulatorio conservado, visando a
homeostase celular, que regula o estresse nutricional, oxidativo, a presenca de
organelas danificadas e também participa em infec¢cbes por diversos patdgenos,
podendo facilitar ou dificultar sua sobrevivéncia (Levine et al. 2011). Alguns estudos
j& mostraram o envolvimento da autofagia com a liberacdo de NET (Skendros et al.
2018), porém o papel da autofagia nesse processo pode variar dependendo do tipo
de estimulo usado para a ativacao neutrofilica, nunca relacionado anteriormente
com a liberagdo de NET estimulada pelo T. gondii. Inicialmente, nosso projeto
possuia diferentes metodologias para essa analise, como a expressao de proteinas
autofagicas, indutores e inibidores de diferentes vias participantes para o0 processo
da autofagia e microscopia eletronica de transmissao. Porém, devido aos obstaculos
encontrados durante a pandemia e reducdo do tempo para realizagcdo dos
experimentos, tivemos que reduzir o numero de metodologias abordadas, e optamos
por manter a microscopia de imunofluorescéncia e ensaio com inibidores. Apos
estimulo dos neutréfilos com os taquizoitos e aumento dessas células positivas para
puncta de LC3Il, indicando o aumento do fluxo autofagico na presenca do parasito,
decidimos averiguar com mais cautela a participacdo da autofagia nesse processo.

A via de PI3K é expressa em neutrofilos humanos e regula diversas funcdes
celulares do sistema imune, como a producdo de ROS (Condliffe et al. 2015). A
producdo de NET classica induzida por Leishmania amazonensis € parcialmente
dependente de PI3K, seja pela isoforma PI3Ky, quanto por PI3Kd (De Souza-Vieira
et al. 2016). Em recente trabalho, nosso grupo mostrou que neutréfilos de gato
também tem participacdo da via de PI3K na liberacdo de NET classica (Macedo et
al. 2020). Em nosso modelo, realizamos ensaios com o 3-MA, inibidor farmacolégico
da via de PI3K, envolvido tanto na liberacdo de NET quanto na via de
PI3K/Akt/mTOR relacionada a autofagia, e nossos ensaios indicaram que a
liberacdo de NET rapida se mostrou parcialmente dependente de PI3K, pelas duas
isoformas analisadas (PI3Ky e PI3Kd), relacionando, pela primeira vez, o
envolvimento desta via na liberacdo de NET por neutréfilos humanos em resposta ao

T. gondii. Se ha envolvimento de outras vias de sinalizacdo para a formacdo de NET
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rapida e quais vias estdo envolvidas na formagdo de NET clédssica, é algo que
precisamos investigar de forma mais ampla.

Avaliamos a viabilidade dos neutréfilos na presenca dos inibidores
farmacolégicos com o reagente PrestoBlue. A técnica foi usada em neutrofilos de
trés doadores independentes; porém, observamos que o tratamento com NAC de
alguma forma interferiu na reagdo com o PrestoBlue. Sendo assim, avaliamos a
viabilidade celular também pelo método do azul de tripano. Dessa forma, nos
certificarmos que as drogas usadas nao geraram toxicidade celular. Por outro lado, o0
DPI, inibidor da producéo de ROS pela via da NADPH oxidase, que € amplamente
utilizado nos estudos de NET, levou a morte mais de 30% das células (avaliado por
ambos 0s métodos), e seu uso foi interrompido.

A estrutura das NETs e seus componentes antimicrobianos como elastase
neutrofilica, mieloperoxidase, catepsina G e outros, permitem o0 aprisionamento e
morte de diversos patdogenos. Em nosso estudo investigamos o potencial das NETs
liberadas por neutrofilos humanos em afetar a viabilidade dos taquizoitos. Em estudo
feito por van der Liden e colaboradores (2017) através do acompanhamento da
liberacdo de NET por videomicroscopia, oS autores mostram que ap0s rompimento
do neutrdfilo e liberacdo do contetudo para o meio extracelular, as NETs se localizam
ao redor dos neutrofilos de forma difusa, diferentemente do que é visto em imagens
de microscopia processadas apos fixacdo das células e manuseamento das
amostras. Dessa forma, utilizamos o Pl com a intengcdo de acompanhar o processo
de marcacdo das células indicando o comprometimento de membrana, o que
poderia ser um indicativo da liberacédo e presenca das NETs, assim como também a
marcacdo de parasitos que poderiam ter a perda da sua viabilidade. Apos
incubarmos neutréfilos humanos com taquizoitos e PI, nosso registro de
videomicroscopia capturou a possivel ativacdo celular e liberacdo de NET de
neutrofilos diferentes com o passar do tempo pela incorporacédo de PlI, sinalizando a
extrusdo do DNA para o meio extracelular e o possivel rompimento de membrana,
similar ao que foi visto por van der Linden (2017).

Apesar de naturalmente as NETs se encontrarem de forma semelhante ao
gue é mostrado por imagens de imunofluorescéncia e MEV, com estruturas maiores
cobrindo uma superficie maior devido ao fluxo sanguineo, o0 registro por
videomicroscopia nos permitiu analisar as mudangas morfologicas celulares que

ocorrem desde a ativacdo até a liberacdo de NET. Além disso, conseguimos
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acompanhar também a interacdo dessa estrutura com os parasitos. Nosso registro
mostrou que apesar de taquizoitos aparentarem estar em contato com estruturas
indicativas de estruturas das NETs marcadas com PI, ndo h& incorporacdo do
intercalante pelos parasitos ao longo do tempo, indicando que ndo h& perda de
viabilidade por comprometimento de membrana do T. gondii. De fato, ap6s o
registro, observamos alguns taquizoitos marcados com Pl em diferentes campos,
porém esses ndo estavam nas proximidades das estruturas intercaladas com PI, que
acreditamos serem NETSs, ou neutréfilos marcados. Logo, muito provavelmente nao
estavam viaveis antes mesmo da interacdo com neutréfilos, ou morreram devido a
outros mecanismos de defesa, como a degranulagéo, n&do resultando de uma morte
pela acdo das NETs. Apesar de diversos neutrofilos originarem NETs com
componentes classicos em sua estrutura, o conteudo proteico dos granulos e o
arsenal molecular presente nos neutrofilos varia com a espécie animal
(Yildiz et al. 2017; Fingerhut et al. 2020). Logo, as proteinas que sdo essenciais para
atividade antimicrobiana podem diferir na composicdo total das NETs entre
neutrofilos de diferentes hospedeiros, interferindo na toxicidade desse mecanismo, 0
gue pode explicar diferentes respostas quanto ao efeito letal das NETs contra o
mesmo parasito (Yildiz et al. 2017).

Além disso, como ja foi documentando, a capacidade de inibir, degradar e
resistir a estrutura das NETs permite o escape e sobrevivéncia de diversos
patdgenos (Storisteanu et al. 2016; Rios-Lopez et al. 2021). Estudos da interacéo
entre NET e Staphylococcus aureus mostraram que a bactéria produz diversos
fatores de viruléncia que influenciam na habilidade de escapar de mecanismos do
sistema imune, como a degradacdo da estrutura central das NETs pela producédo de
nucleases, contribuindo para a patogénese observada in vivo (Berends et al. 2010).
Mais tarde, outro grupo mostrou que a degradacdo de NET ocorre de forma a
converter sua estrutura em desoxiadenosina, promovendo a morte de células do
sistema imune mediada por caspase 3 (Thammavongsa et al. 2013). Assim como
observado para bactéria, espécies do género Leishmania também sédo capazes de
escapar das NETs, por meio da expressdo da enzima 3’-nucleotidase/nuclease
(3'NT/NU), que € uma enzima envolvida na nutricdo e infeccdo do parasito, também
capaz de clivar a estrutura das NETs, como mostrado para L. infantum
(Guimardes-Costa et al. 2014). Além disso, foi mostrado para L. amazonensis e

L. donovani que a superficie de membrana composta por lipofosfoglicano (LPG)
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encontrada comumente em espécies do género confere resisténcia a morte induzida
pela acdo das NETs (Guimarées-Costa et al. 2009; Christelle et al. 2010).

Em nosso estudo anterior com neutrofilos de gato, constatamos que a NET é
capaz de matar os taquizoitos (Macedo et al. 2020), diferentemente do que foi visto
aqui, com a producdo de NET por neutrdfilos humanos. E possivel que os
taquizoitos consigam escapar do efeito antimicrobiano das NETs por neutréfilos
humanos por meio da producdo de inibidores de componentes presentes na
estrutura das NETs ou até da producdo de nucleases especificas, favorecendo sua
sobrevivéncia. Sabe-se, por exemplo, que taquizoitos de T. gondii expressam uma
endonuclease tipo IV (TgAPN) de forma abundante, que atua na protecdo contra
danos causados ao DNA pelo estresse oxidativo e € fundamental para protecéo
contra a acdo de células do sistema imune (Onyango et al. 2011). Em trabalho
anterior feito por Wei e colaboradores (2020), também com a cepa RH, a relacéo
entre o parasito e meio condicionado contendo NET foi observada e notou-se a
degradacdo das NETs presente nesse meio, reforcando a possivel habilidade do
T. gondii em produzir fatores que facilitem seu escape dessa estrutura, o que pode
vir a ser algo relacionado a viruléncia da cepa analisada. Se esta nuclease
mencionada anteriormente ou outra podem estar envolvidas no escape do parasito,
ou se ele utiliza alguma outra estratégia para escapar das NETSs, € algo que precisa
ser melhor investigado. Estudos que abordem analise do genoma do T. gondii da
cepa RH, ou até o uso de inibidores de componentes presentes na estrutura das
NETs como a elastase neutrofilica, podem ser metodologias que auxiliem nessa
analise especifica do escape as NETs. Um ponto que precisa ser destacado também
€ a possivel divergéncia na interacdo de diferentes cepas do T. gondii as NETs
originadas de neutroéfilos humanos.

Por ultimo, para avaliar a capacidade das NETs no aprisionamento e reducao
da infeccdo é preciso utilizar meios para reter ou degradar sua estrutura, uma vez
gue neutrofilos possuem um arsenal de mecanismos de defesa que podem
influenciar no resultado. No primeiro estudo da liberacdo de NET em resposta ao
T. gondii, Abdallah e colaboradores (2011) utilizaram a marcacdo pelo intercalante
Sytox Green na interacdo entre neutréfilo e parasito, e observaram a incorporacao
do corante pelo parasito apos contato com as NETSs, indicando perda de viabilidade.
Seguido de experimento de infectividade onde foi analisado a formacdo de placas

em cultura de fibroblastos infectados, a morte dos parasitos pelas NETSs, levou a
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reducdo da infeccdo das células, que foi restaurada mediante uso da DNase.
Estudos que vieram em seguida, com neutrofilos de diferentes hospedeiros
intermediarios e definitivo, também abordaram o efeito das NETs na reducdo da
infeccdo pelo parasito (Reichel et al. 2015; Yildiz et al. 2017; Yildiz et al. 2018;
Wei et al. 2020; Macedo et al. 2020; Simsek et al. 2021). Dentre as metodologias
descritas, foram utilizadas diferentes linhagens celulares e condi¢cdes para a analise
do efeito das NETs na infec¢cdo, o que dificulta a comparacdo do papel das NETs
originadas por diferentes neutréfilos contra a infeccdo. Porém, apesar das
divergéncias nas metodologias utilizadas, foi demonstrado um efeito positivo das
NETs na reducéo da infeccéo pelo T. gondii.

A NET originada de neutréfilos de ovelha, apesar de ndo ocasionar letalidade
aos taquizoitos, foi eficiente no aprisionamento e consequente diminuicdo da taxa de
infeccdo de células VERO (Yildiz et al. 2017). Em nosso estudo, nés optamos por
produzir meios condicionados contendo ou ndo NET com o estimulo do proprio
parasito para avaliar essa questdo. Apds dosagem dos meios filtrados indicando a
retencdo das NETs e consequente reducdo da dosagem de DNA, usamos esses
meios para tratar parasitos e infectar monocamadas de células VERO. Em nosso
ensaio de viabilidade, constatamos que assim como NET de neutrofilo de ovelha, as
NETs originadas de neutrofilos humanos ndo ocasionaram morte dos parasitos,
porém por outro lado, também néo foi eficaz em reduzir o indice de infeccdo do
parasito de forma significativa. Apesar de aparentar aprisionar, o T. gondii, como
observado por microscopia, parece que de alguma forma o parasito consegue
escapar das NETs e infectar a célula hospedeira, garantindo sua sobrevivéncia, 0
gue precisa ser melhor investigado.

Muito progresso foi feito nos dltimos anos em relagcdo ao entendimento do
papel das NETs nas infec¢cbes por patdogenos, seja por bactérias, virus ou
protozoarios. Diante do entendimento de que a origem do neutréfilo, o protocolo de
isolamento, o meio de cultura, e o estimulo utilizado sdo fatores importantes que
influenciam nos mecanismos envolvidos na liberacdo de NET, se fez necessario
estudar a infeccdo em diferentes hospedeiros de forma individual, mesmo que este
seja um mecanismo bem conservado em comum entre as espécies. Com o T. gondii
nao foi diferente, e hoje temos cada vez mais um conjunto de dados que nos permite
entender a relacdo das NETs com o parasito e as diferengas encontradas na

resposta de neutrofilos de cada hospedeiro.
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Apesar de estudarmos de forma mais detalhada a liberacdo de NET humana
em resposta ao T. gondii neste trabalho, € necesséria uma maior investigagdo
guanto as vias de sinalizacdo da liberacdo de NET, a participacdo de mecanismos
como a NADPH oxidase e a autofagia. Além disso, também se faz necessério avaliar
0 papel das NETs na infeccao pela perspectiva do parasito, quanto as enzimas que
podem vir a ser produzidas e inibidores que permitam seu escape das NETs e
sucesso na infeccdo. Recentemente, Miranda e colaboradores (2021) mostraram
gue o estimulo de neutréfilos saudaveis in vitro com taquizoitos da cepa RH, leva a
uma ativacao e consequente producao de NET similar ao observado com neutrofilos
isolados de pacientes com toxoplasmose aguda. Dessa forma, a producdo de NET
analisada in vitro pode vir a simular o que ocorre no organismo apés a infeccéo, e
assim podemos avaliar com maior clareza de que forma a liberagdo de NET pode vir

a ser um mecanismo eficaz contra a toxoplasmose humana aguda.
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6 CONCLUSOES

Mostramos neste estudo pela primeira vez a liberacdo de NET rapida, além
de NET classica, produzida por neutréfilos humanos em resposta a taquizoitos de
T. gondii da cepa RH. A estrutura das NETs apresentou diferentes fenotipos nos
tempos analisados, mantendo uma associacdo com o0s parasitos. Dentre o0s
mecanismos analisados, constatamos que a producao de NET rapida é parcialmente
dependente de célcio intracelular, ROS e da via de sinalizacdo da PI3K. Por outro
lado, a formacgdo de NET classica requer elastase neutrofilica e PAD4. Junto a isso,
demonstramos que as NETs ndo parecem afetar a viabilidade dos taquizoitos, e
consequentemente o indice de infeccdo em células VERO.

O desenvolvimento do estudo da liberagdo de NET humana em resposta a
este parasito nos permitiu compreender a participacdo de alguns dos mecanismos
moleculares envolvidos na interacdo protozoario e sistema imune, € como um
possivel escape do T. gondii contra um mecanismo de defesa conservado entre 0s
hospedeiros intermediarios e definitivo do parasito pode levar ao sucesso da
infeccdo. Estudos futuros permitirdo avaliar de que forma o protozoario consegue
escapar das NETs e como este mecanismo pode vir a ter uma relevancia frente a

infeccéo pelo protozoario.
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Abstract: Toxoplasma gondii is the causative agent of toxoplasmosis, an infectious disease that affects
over 30% of the human world population, causing fatal infections in immunocompromised individuals
and neonates. The life cycle of T. gondii is complex, and involves intermediate hosts (birds and
mammals) and definitive hosts (felines, including domestic cats). The innate immune repertoire
against the parasite involves the production of neutrophil extracellular traps (NET), and neutrophils
from several intermediate hosts produce NET induced by T. gondii. However, the mechanisms
underlying NET release in response to the parasite have been poorly explored. Therefore, the aims of
this study were to investigate whether neutrophils from cats produce NET triggered by T. gondii and
to understand the mechanisms thereby involved. Neutrophils from cats were stimulated with T. gondii
tachyzoites and NET-derived DNA in the supernatant was quantified during the time. The presence
of histone H1 and myeloperoxidase was detected by immunofluorescence. We observed that cat
neutrophils produce both classical and rapid/early NET stimulated by T. gondii. Inhibition of elastase,
intracellular calcium, and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-0 partially blocked classical NET
release in response to the parasite. Electron microscopy revealed strands and networks of DNA in
close contact or completely entrapping parasites. Live imaging showed that tachyzoites are killed by
NET. We conclude that the production of NET is a conserved strategy to control infection by T. gondii
amongst intermediate and definitive hosts.

Keywords: calcium; definitive host; elastase; felid; infectivity; killing; live imaging; neutrophil
extracellular trap; PI3K; Toxoplasma gondii

1. Introduction

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite of the phylum Apicomplexa,
and one of the most successful eukaryotic pathogens of medical and veterinary importance, since it
can naturally infect all warm-blooded animals, including humans [1,2]. The parasite is distributed
worldwide, and it is estimated that one third of the world’s human population is chronically infected
with T. gondii, with a seroprevalence varying from 9% to more than 80% in different countries [3].
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Humans acquire infection by ingesting contaminated food or water, consuming raw or undercooked
meat containing the parasite, or by vertical transmission from mother to fetus [1,2]. In general, the
clinical signs produced by T. gondii are mild and self-limiting in healthy individuals, but in some cases,
it can lead to ocular toxoplasmosis [4]. On the other hand, in immunocompromised individuals and
congenitally infected individuals the parasite can lead to severe illness [5,6].

The life cycle of T. gondii is complex, and the parasite can virtually infect all mammals and birds,
that are intermediate hosts of the protozoan. Felids are the only known definitive host, in the gut of
which the sexual cycle of the parasite occurs giving rise to the environmentally resistant oocysts [1,2].
The oocysts are released in cat feces and will mature in the environment, becoming a source of infection
for other hosts [7]. Other forms of the parasite include the tachyzoites, which are the fast replicating
forms that are vertically transmitted to fetus in congenital toxoplasmosis, and bradyzoites, which are
present in tissue cysts and preferentially persist in brain and muscle tissues of infected hosts [8].

Neutrophils are the most abundant white blood cells in cats [9]. They constitute the first line of
defense against invading pathogens and modulate adaptive immune responses by interacting with other
immune cells through direct cell-to-cell contact [10] and the secretion of immunomodulators [11-13].
During T. gondii infection, neutrophils are rapidly recruited to the site of parasites entry [14-16], where
they can get infected, therefore acting as motile reservoirs of T. gondii and contributing to the spread of
the parasite through a Trojan-horse mechanism [16].

Neutrophils use an arsenal of weapons against invading microorganisms, including phagocytosis,
degranulation, and production of extracellular traps [17-20]. Neutrophil extracellular traps (NET) are
composed of a scaffold of DNA associated with granular and cytoplasmic proteins that can entrap
and kill pathogens through two major mechanisms: a classical one, which is reactive oxygen species
(ROS)-dependent and occurs after 14 h of stimulation, leading to neutrophil death; an early/rapid one,
which does not depend on ROS and occurs within 5 to 15 min of stimulation, not affecting neutrophil
viability and function [21-23].

Release of NET can be triggered by an uncountable number of biological stimuli, including
bacteria, fungus, viruses, helminths, and protozoans such as the pathogenic parasite T. gondii [24-28].
Neutrophils from different organisms release NET upon interaction with T. gondii, including those
of mice, humans, dogs, cattle, sheep, donkey, harbor seals, and dolphins [29-35], all of which are
intermediate hosts for the parasite. Recently, extracellular traps were also shown to be produced by cat
neutrophils [36]. However, the mechanisms behind NET formation in response to T. gondii are not
completely understood.

Here, we show that neutrophils from cat, the main definitive host for the parasite, release NET
in response to two of the major clonal lineages of T. gondii and that the parasites are entrapped and
killed by NET. The release of NET begins as early as 15 min of interaction with parasites, and proceeds
for several hours, suggesting the existence of both a rapid/early and a classical mechanism of NET
production. Classical release of NET does not require infection of neutrophils, and does partially
depend on elastase, intracellular calcium, and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-d, but not on
myeloperoxidase, peptidyl arginine deiminase (PAD)-4, and PI3K.

Taken together, the data presented here allow us to speculate that the release of extracellular traps
in response to T. gondii is a mechanism of the innate immunity to control infection conserved from
intermediate to definitive hosts of the parasite.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents

RPMI 1640 culture medium and fetal calf serum were obtained from Cultilab (Campinas, SP, Brazil).
Ficoll Paque Plus was obtained from GE Healthcare (Chicago, IL, USA). DMEM/F12 culture medium
was acquired from Gibco (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Propidium iodide and
penicillin-streptomycin antibiotics were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Quant-iT
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PicoGreen dsDNA Assay Kit, ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI, and PrestoBlue Cell
Viability Reagent were acquired from Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

We used the following pharmacological inhibitors/inducers in the study: phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA; 100 nM; Sigma-Aldrich), DNase (20 U/mL; Invitrogen), cytochalasin D (CytD;
10 pg/mL; Sigma-Aldrich), elastase inhibitor III (ELi; MeOSuc-AAPV-CMK; 10 pg/mL; Calbiochem,
San Diego, CA, USA), myeloperoxidase inhibitor I (MPOi; 600 nM; Calbiochem), AS605240 (selective
inhibitor of PI3Ky; 10 uM; Tocris Bioscience, Bristol, UK), IC87114 (selective inhibitor of PI3K®;
1 yM; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), chloroamidine (CI-A; PAD inhibitor; 12 pM; Cayman
Chemical); PD98059 (MEK inhibitor; 60 uM; Sigma-Aldrich) and BAPTA/AM ([Ca®*]i chelator; 10 uM;
Calbiochem).

The following antibodies were used in this study: rabbit anti-myeloperoxidase polyclonal
(PA5-16672; 1:200; Invitrogen), mouse anti-histone H1 monoclonal (sc-8030; 1:100; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), mouse anti-toxoplasma (TP3) monoclonal (sc-52255; 1:100;
Santa Cruz Biotechnology), Goat anti-Mouse Alexa Fluor 594 (A11032; 1:1600; Invitrogen), and Donkey
anti-Rabbit Alexa Fluor 488 (A21206; 1:600; Invitrogen).

2.2. Animals

The cats used in this study were all mixed breed, from both sexes, aging from 1 to 6 years old,
negative for feline immunodeficiency virus (FIV) and feline leukemia virus (FeLV). The study was
carried out in strict accordance with the guidelines of the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), the
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA, Brazil), and the Normative
Resolution 30/2016 of the same entity. The blood samples herein used were leftovers from samples
taken for the diagnose of animals in need.

2.3. Isolation of Neutrophils from Cats

Peripheral blood samples (*2-4 mL) were provided by the Veterinary Hospital Niterdi, R].
Neutrophils were isolated by density gradient centrifugation using Ficoll Paque Plus (1.077 g/mL).
After centrifugation (400X g for 30 min), the neutrophil layer containing red blood cells (RBC) was
collected and transferred to a 15 mL conical tube and suspended in 0.2% NaCl for 30 s for RBC
lysis. Afterwards, an equal amount of NaCl 1.6% was added to stop RBC lysis. Finally, cells were
washed, suspended in RPMI 1640 medium supplemented with 1% fetal calf serum and 1% penicillin-
streptomycin antibiotics solution, and kept on ice until use.

2.4. Parasites Culture

Tachyzoites of T. gondii from RH strain are routinely maintained in Swiss mice by intraperitoneal
inoculation of parasites, as previously described [37]. After 72 h of inoculation parasites were harvested
from peritoneum in PBS and centrifuged (200X g for 5 min) to remove any contaminating cells.
The supernatant containing the parasites was transferred to another tube and centrifuged again
(1500% g for 10 min). Parasites were recovered from pellet, counted in a hemocytometer, and used to
infect subconfluent monolayers of Vero cells (Vero ATCC CCL-81™, Manassas, VA, USA) or to stimulate
NET production, as described later. Vero cells cultures re maintained at 37 °C, 5% CO: in DMEM/F12
culture medium supplemented with 10% fetal calf serum and 1% penicillin-streptomycin antibiotic
solution. Tachyzoites released from the supernatant of infected Vero cells a few days later were also
used to stimulate NET production. They were harvested and isolated by differential centrifugation
exactly as explained above for the peritoneum. To maintain their virulence, parasites are periodically
passed in vivo.

Parasites of T. gondii ME49 strain are routinely maintained in C57BL/6 mice. Tissue cysts are
obtained from the brains of mice inoculated intraperitoneally with 50 cysts/animal, as described
elsewhere [38]. Briefly, cysts were ruptured with acid pepsin solution and free parasites were added to
Vero cells cultures. Two weeks later, released tachyzoites from infected cells were collected from the
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supernatant as described above for the RH strain, washed, counted in a hemocytometer, and used to
infect other Vero cultures or to stimulate NET production. To maintain their virulence, parasites are
periodically passed in vivo.

Leishmania amazonensis promastigotes from MHOM/BR/77/LTB0016 strain were maintained at 26 “C
in Schneider’s insect medium supplemented with 10% fetal calf serum. Stationary-phase promastigotes
were obtained from 5-day-old cultures. Parasites were washed and counted in a hemocytometer.

2.5. NET Induction/Inhibition Assay

In order to induce NET production, neutrophils (10° cells per well) were plated in 96-well plates
and incubated with PMA, L. amazonensis promastigotes or T. gondii tachyzoites from either RH or ME49
strains (5:1 parasites/neutrophil ratio) for up to 180 min at 37 °C with 5% CO.. Paraformaldehyde-fixed
tachyzoites were used at the same parasite/neutrophil ratio as well. In some cases, neutrophils were
treated for 30 min with one of the several pharmacological inhibitors listed above before adding
T. gondii tachyzoites. Afterwards supernatants were collected, spun down for 5 min, and stored at
—80 °C until use.

2.6. Quantification of NET-Derived DNA

Supernatants were distributed into 96-well opaque plates, and NET-derived DNA was quantified
using the Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit according to manufacturer’s instructions. Analysis
was performed in a SpectraMax Paradigm microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
using 485/538 nm excitation/emission wavelengths. Herring sperm DNA was used to make the
standard concentration curve.

2.7. Detection of Myeloperoxidase, Histone H1, and T. gondii

Neutrophils (2.5 x 10° cells per well) were plated in 24-well plates with coverslips and incubated
or not with T. gondii tachyzoites from RH strain for 180 min at 37 °C, 5% CO.. Cultures were fixed with
4% paraformaldehyde for 30 min at room temperature and carefully washed with PBS. Coverslips
were stained with anti-MPO and either anti-Histone H1 or anti-Toxoplasma gondii antibodies, followed
by the secondary antibodies anti-mouse Alexa Fluor 594 and anti-rabbit Alexa Fluor 488. Slides were
mounted with ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI and examined and photographed in
a Zeiss Axio Imager.M1 microscope (Zeiss, Germany).

2.8. Ultrastructural Visualization of T. gondii Entrapment in NET

Neutrophils (2.5 x 10° cells per well) were cultivated in 24-well plates with coverslips and
stimulated with T. gondii tachyzoites from RH strain for 180 min at 37 °C, 5% CO.. Cells were fixed
for 1 h at room temperature with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2)
containing 3.5% sucrose and 2.5 mM CaCl.. After washing, cells were post-fixed with 1% osmium
tetroxide and 0.8% potassium ferricyanide for 1 h at room temperature and dehydrated in crescent
concentrations of ethanol. Following dehydration, the specimens were critical-point dried, coated with
gold, and observed in a JEOL-JSM-6390LV scanning electron microscope (JEOL, Japan) from the Rudolf
Barth Electron Microscopy Platform (Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, R], Brazil).

2.9. Production of NET-Enriched Supernatants

Neutrophils (6 x 10° cells per well) were plated in 24-well plates and incubated with T. gondii
tachyzoites from RH strain (5:1 parasites/neutrophil ratio) for 180 min at 37 °C, 5% CO.. Afterwards
supernatant was collected, spun down for 5 min, and stored at —80 °C until use. NET-DNA was
quantified with the Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit as described before. NET-enriched
supernatants were treated or not with DNase (20 U/mL) for 30 min and used in the parasite
infectivity assay.
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2.10. Parasite Infectivity Assay

T. gondii tachyzoites from RH strain were incubated in NET-enriched supernatants (=1 pg/mL
NET-DNA) for 180 min at 37 °C, 5% COxz. Supernatants were pretreated or not with 20 U/mL DNase
for 30 min before adding parasites. Afterwards parasites were used to infect monolayers of Vero cells
(1:1 parasite/Vero ratio) in coverslips for 180 min. Cells were then washed to remove non-internalized
parasites and kept at 37 °C, 5% COx, for 21 h. Coverslips were stained with Giemsa and observed in a
Zeiss Axio Imager.A2 microscope. At least 200 cells were counted randomly in the central area of each
slide. The infection index was calculated using the following formula:

% Infected Cells X Total Number of Intracellular Parasites
Total Number of Cells

Infection Index =

2.11. Neutrophil Viability Assay

The cytotoxicity of the inhibitors to neutrophils was examined with PrestoBlue Cell Viability
Reagent according to manufacturer’s instructions. Briefly, neutrophils were incubated with inhibitors
in the same conditions used for the NET induction assay, except that cells were not further stimulated.
Cells were kept at 37 °C, 5% CO, for 180 min, and PrestoBlue was added 20 min before the end of the
incubation time. Analysis was performed in a SpectraMax M2 microplate reader (Molecular Devices)
using 560/590 nm excitation/emission wavelengths. Data is represented as percentage of control.

2.12. Live Cell Imaging

Neutrophils (5 x 10°) were seeded in 35 mm CELLview plates (Greiner Bio-One, Americana,
SP, Brazil) and allowed to adhere for 30 min at 37 ‘C. Afterwards, non-adherent cells were washed out
and T. gondii tachyzoites from RH strain were added at a parasites:neutrophil ratio of 5:1 in 800 pL of
RPMI. Propidium iodide was added to the dish at a final concentration of 3 pg/mL, in order to stain NET
as well as dead neutrophils and parasites over time. Parasites were allowed to settle for 15 min before
recording began. Spontaneous death of parasites in culture medium in the absence of neutrophils was
also evaluated as a control condition. Time-lapse analysis was performed by sequential acquisition
along several hours with a time interval of 30 s, using a Zeiss Axio Observer Z1 microscope. Images
were acquired by an HMR Axiocam monochrome camera operated by Axiovision software version
3.2 (Zeiss, Germany). The red signal from propidium iodide was acquired by Colibri illumination
system using a 590 nm LED with Zeiss fluorescence filter 50. Temperature and focus were maintained
along time-lapse analysis using a Temperature Control module and a Zeiss Definitive Focus device,
respectively. Images were processed in Image] 1.52 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.13. Statistical Data Analysis

The experiments were generally performed in duplicate and repeated two to six times, according
to the number of blood samples (number of cats) available at the moment and the number of neutrophils
that we were able to obtain from each blood sample. The number of cats for each day of experimentation
ranged from one to six. Data are presented as the total number of cats tested for each experiment as
mean * SD values. Comparisons between groups were done by paired t-test, after D’ Agostino-Pearson
omnibus normality test, or repeated measures one-way ANOVA with Greenhouse-Geisser correction
and Dunnett’s multiple comparisons test, when appropriate. Differences of p < 0.05 were considered to
be significant. GraphPad Prism 7 software (GraphPad, San Diego, CA, USA) was used for all analyses.

3. Results

3.1. Neutrophils from Cats Produce Extracellular Traps in Response to Classical Inducers

We first investigated the ability of feline neutrophils to produce NET in response to either PMA,
a well-known PKC activator and potent inducer of NET [39], or L. amazonensis, a protozoan parasite



Microorganisms 2020, 8, 1628 6 of 18

with a well-described capacity to induce NET both in vitro and in vivo [40—42], as our positive control
conditions. As expected, treatment with PMA led to a two-fold increase in dsDNA release when
compared to untreated cells (Supplementary Figure S1A). Stimulation of cells with L. amazonensis
promastigotes induced a seven-fold increase in dsDNA production as compared to control cells
(Supplementary Figure S1B), corroborating our previous findings [43,44]. These results confirm that
neutrophils from cats are competent in producing NET triggered by various stimuli as part of its
repertoire of immune responses.

3.2. Cat Neutrophils Produce Extracellular Traps in Response to Toxoplasma gondii

We next examined whether neutrophils from cats produce NET as a strategy to combat infection
by T. gondii. NET production was accompanied for up to 180 min after incubating neutrophils with
tachyzoites from two clonal strains of the parasite, RH (type I, virulent strain) or ME49 (type II, cystogenic
strain). T. gondii induced dsDNA release by neutrophils in a strain- and time-dependent manner,
beginning as early as 15 min after incubation with parasites (Figure 1). Interestingly, production of NET
in response to RH strain was more pronounced than to ME49 strain at later time points (Figure 1AE;
4.0- and 4.9-fold change for RH and 2.9- and 2.7-fold change for ME49 at 60 and 180 min, respectively,
when compared to control). This assay was performed with neutrophils from at least 10 different cats,
and although the extent of the response varies from one donor to the other, the response pattern is
the same for all donors (Figure 1B,F). Paraformaldehyde fixed parasites induced far less NET than
live parasites (Figure 1C,G), suggesting that NET production may have the contribution of factors
released by T. gondii. We cannot rule out the possibility that the fixation process itself could alter
the conformation of the parasite’s surface molecules [45], thereby affecting their recognition by the
receptors involved in NET release.
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Figure 1. Toxoplasma gondii induce neutrophil extracellular trap (NET) release from cat neutrophils.
Neutrophils from several donors were incubated for the indicated time intervals in the absence (CTR)
or presence of tachyzoites from (A—D) RH or (E—H) ME49 strains (5:1 parasites:neutrophil ratio).
Supernatants were collected and released dsDNA was quantified with PicoGreen Kit. (A,E) Release of
NET from feline neutrophils is strain- and time-dependent (n = 10-12). (B,F) Interdonor variations
in dsDNA release after 180 min incubation with parasites (n = 14-15). (C,G) NET induction by
paraformaldehyde-fixed or live parasites after 180 min incubation (n = 8-9). (D,H) Formation of NET
does not require invasion of neutrophils by the parasites. Cat neutrophils were pretreated or not with
cytochalasin D (CytD; 10 pg/mL) for 30 min and then stimulated with T. gondii tachyzoites (n = 5-12).
All results are shown as mean (SD). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; *** p < 0.0001.
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In order to determine if NET production in response to live parasites would be triggered during
invasion of neutrophils by T. gondii, we treated neutrophils for 30 min with the actin polymerization
inhibitor cytochalasin D before adding the parasites. Pretreatment of cells with CytD did not affect
dsDNA release by cat neutrophils (Figure 1D,H), indicating that the invasion of cells is dispensable for
NET production in response to T. gondii.

3.3. NET from Cats Entrap Toxoplasma gondii Tachyzoites

In order to investigate the components associated with feline NET and the capacity of those NET
to entrap parasites, we performed a microscopic analysis of the parasite-NET interaction. After 180 min
interaction of T. gondii with neutrophils, cells were fixed, stained for myeloperoxidase, histone H1 or
the parasite and DNA, and examined in a fluorescence microscope. We found that NET released in
response to T. gondii tachyzoites contains all the classical NET signatures (Figure 2A), and that many
parasites are entangled in DNA-MPO structures (Figure 2B).

A DAPI MPO H1 DAPI / MPO / H1

B DAPI MPO DAPI/MPO / Tg Inset

Figure 2. NET formation induced by Toxoplasma gondii tachyzoites. Neutrophils were incubated for

180 min with RH strain tachyzoites (5:1 parasites:neutrophil ratio), fixed and stained for myeloperoxidase
(MPO) and histone H1 (A) or T. gondii (B). Neutrophils DNA was counterstained with DAPI. Inset shows
a region containing several parasites entrapped in DNA-MPO rich structures (arrows). Tg = T. gondii.

We further analyzed the ultrastructural aspects of parasite-NET interactions. Neutrophils were
incubated with T. gondii tachyzoites for 180 min, fixed, processed as described in methods, and
observed in a scanning electron microscope. Three representative fields were photographed at different
magnifications, showing either strands or networks of extracellular DNA in close association with
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T. gondii tachyzoites (Figure 3). In some cases, parasites can be seen completely entrapped in the
network of NET produced by cat neutrophils (Figure 3G,],K).

1pm 1pm 2 A 1
Figure 3. Ultrastructural aspects of T. gondii and cat NET interactions. Neutrophils were incubated
for 180 min with tachyzoites from RH strain (5:1 parasites:neutrophil ratio), fixed and processed for
scanning electron microscopy (A-L). Strands (arrowheads) or networks (asterisks) of NET can be seen
entrapping tachyzoites of T. gondii (arrows). Selected areas indicated by rectangles are zoomed in the
picture bellow. Tg = T. gondii; N = neutrophil.

3.4. Release of dAsDNA from Cat Neutrophils in Response to T. gondii Depends on Elastase, Calcium, and PI3Kd

To further elucidate the mechanisms involved in NET release by cat neutrophils in response to
T. gondii tachyzoites, we pretreated neutrophils with one of several inhibitors before adding parasites.
We first assessed the role of elastase, myeloperoxidase, and PAD4 on dsDNA release after 180 min.
Administration of elastase inhibitor decreased NET-derived DNA production by cat neutrophil by
27% (Figure 4A). MPO or PAD inhibition did not affect dSDNA release by neutrophils stimulated
with T. gondii (Supplementary Figure 52A,B). Importantly, the inhibitors herein used were not toxic to
neutrophils (Supplementary Figure S3).
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Figure 4. Classical NET-derived DNA release in response to T. gondii involves elastase, intracellular calcium,
and PI3K®. Neutrophils were pretreated or not with (A) the elastase inhibitor MeOSuc-AAPV-CMK
(Eli; 10 pg/mL), (B) the intracellular calcium chelator BAPTA/AM (BAPTA; 10 pM), or (C) the PI3Kd
selective inhibitor IC87114 (IC87; 1 pM) for 30 min and then stimulated for 180 min with RH tachyzoites
(5:1 parasites:neutrophil ratio). Supernatants were collected and released dsDNA was quantified with
PicoGreen Kit (1 =9-13). All results are shown as mean (SD). * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001.

Next, we investigated the role of calcium, PI3K, and MEK signaling pathways in feline NET
induced by T. gondii. Pretreatment of neutrophils with a calcium chelator led to a 22% inhibition in
dsDNA release by cat neutrophils (Figure 4B). Administration of a PI3Kd selective inhibitor decreased
by 26% the release of NET-derived DNA triggered by T. gondii (Figure 4C). Interestingly, treatment
of feline neutrophils with a PI3Ky selective inhibitor had no effect on dsDNA release in response to
tachyzoites (Supplementary Figure S2C). Inhibition of MEK had no effect on dsDNA release by cat
neutrophils in the presence of T. gondii (Supplementary Figure 52D). Of note, the calcium chelator
and the inhibitors for PI3K®, PI3Ky, and MEK presented no toxicity to neutrophils after 180 min
(Supplementary Figure S3).

3.5. NET from Cats Kill Toxoplasma gondii Tachyzoites

To verify the capacity of feline NET to affect infectivity of T. gondii, we incubated parasites for
180 min in NET-enriched supernatants pretreated or not with DNase and examined the ability of the
tachyzoites to infect Vero cells. We found an infection index 47% higher when Vero cells were incubated
with parasites treated with NET-enriched supernatants in the presence of DNase than with parasites
treated in the absence of DNase (Figure 5), suggesting that NET directly inhibit T. gondii infectivity.
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Figure 5. NET decreases T. gondii infectivity to host cells. Tachyzoites of RH strain were incubated in
NET-enriched supernatants pretreated or not with DNase for 30 min. Parasites were further used to
infect Vero cells (1:1 parasite:Vero ratio) for 180 min, and the infection index was determined after 21 h
culture. Data from two independent experiments are shown as mean (SD). * p < 0.05.
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Finally, we asked whether inhibition of T. gondii infectivity could be due to parasite killing by
NET. We performed a time-lapse analysis of neutrophils incubated with T. gondii, and found that
neutrophils can release NET from as early as 15 min to up to 180 min of interaction with parasites
(Figure 6 and Supplementary Video S1 depict the release of NET after 80 min interaction with the
parasite). As expected, parasites entrapped in NET died over time, as seen by propidium iodide
incorporation (Figure 7), suggesting that loss of host cells infectivity is caused by a loss of T. gondii
tachyzoites viability. Noteworthy, parasites incubated in culture medium in the absence of neutrophils
remained alive for up to 5 h (Supplementary Figure 54), confirming that the death of tachyzoites was
caused by NET.

DIC DIC/PI

P
‘ /

20 um

Figure 6. Time lapse recording of NET release by cat neutrophils in response to T. gondii. Neutrophils
were stimulated with RH tachyzoites (5:1 parasites:neutrophil ratio) in the presence of propidium
iodide (PI). Arrows point to neutrophils releasing NET after about 80 min of interaction with parasites.
DIC = differential interference contrast.
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Figure 7. Tachyzoites of T. gondii die in contact with feline NET. Neutrophils were stimulated with RH
tachyzoites (5:1 parasites:neutrophil ratio) in the presence of propidium iodide (PI) and images were
recorded during the time. Arrows point to two parasites dying after contact with NET. DIC = differential
interference contrast.
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4. Discussion

Although several studies have called attention to the importance of neutrophils in the infection
and spread by Toxoplasma gondii in mice [16,29,46-48], the role of neutrophils in feline toxoplasmosis
remains poorly explored. In general, gaining knowledge in the field of parasite-neutrophil interaction
will help to elucidate the mechanisms involved in the evasion of the parasite from the immune system
and in the establishment of the disease. Here, we elucidated part of the molecular mechanisms involved
in NET production induced by T. gondii in cat neutrophils, evidencing the participation of neutrophil
elastase, intracellular calcium, and PI3K® in the process.

Neutrophil extracellular trap production in response to T. gondii was first described by Abi
Abdallah and colleagues, showing that neutrophils from humans and mice release NET induced by
tachyzoites through a MAPK-partially dependent pathway, and that NET reduce parasite viability [29].
A few years later, production of NET in response to T. gondii infection was shown for other intermediate
hosts. Neutrophils from dog [35], sheep and cattle [31], donkey [34], harbour seal [30], and dolphin [33]
all release NET induced by this parasite. Moreover, Lacerda and colleagues recently showed that
neutrophils from cats also produce NET in response to T. gondii [36], although without exploring its
mechanism or NET toxicity to the parasite. Here we show that cat neutrophils produce classical NET
in response to tachyzoites of the virulent strain RH, corroborating previous findings [36]. Furthermore,
we show that the cystogenic strain ME49 also induces NET release, and that production of NET
by cat neutrophils in response to both virulent or cystogenic strains occurs either in a classical
way, after a few hours, or in a rapid way, within the first 15 min of interaction with parasites.
Early NET release has been previously shown for neutrophils from intermediate hosts in response to
RH strain [30,31,34,35] and from bovine neutrophils stimulated with a related apicomplexan parasite,
Besnoitia besnoiti [49]. Zhou and colleagues present evidence that bovine neutrophils produce NET
within #30 min of interaction with B. besnoiti bradyzoites, and that the overall phenotype and crawling
activities of neutrophils seem not to be affected by this event, suggesting that the rapid NET release
is vital [49]. Those results corroborate previous findings with unrelated protozoan [23] and other
microorganisms [22]. Whether neutrophils from cats remain alive after rapid NET release in response
to T. gondii deserves further investigations.

We found that production of cat NET in response to the virulent RH strain was more pronounced
than that triggered by the cystogenic ME49 strain over time. These differences might somehow reflect
the differences in host immune response induced by those strains [50]. Moreover, it seems that the
parasites affect NET production by releasing soluble factors, and not only by direct contact, since
paraformaldehyde fixed tachyzoites induced much less NET than live ones. In this line of reasoning,
Abi Abdallah and colleagues showed that internalization of tachyzoites by human neutrophils is not
necessary for NET production [29]. Here we corroborate those findings and show that pretreatment
of cat neutrophils with cytochalasin—a drug that inhibits actin polymerization, thereby preventing
phagocytosis—does not significantly impact NET production. However, we cannot rule out the
possibility that the phagocytosis-independent active internalization of parasites, especially in the
virulent RH strain [51,52], can play a role in the process of NET production. In addition, the fixation of
tachyzoites with paraformaldehyde could alter the conformation of molecules [45] on the parasite’s
cell surface, which could somehow be involved in neutrophil receptor recognition during NET release.
Additional studies are necessary to elucidate these questions.

Further, we examined the components and ultrastructural aspects of cat NET and its capacity
to ensnare tachyzoites of the virulent RH strain of T. gondii. We identified histone H1 as well as
myeloperoxidase associated with the released DNA. Moreover, several tachyzoites were seen associated
with cat NET. By scanning electron microscopy, we observed strands as well as networks of chromatin
fibers entangling parasites. Previous studies have categorized NET according to different morphological
structures: diffuse NET (diff NET), consisting of extracellular decondensed chromatin presented in a
circular form and close to the cell body; spread NET (sprNET), corresponding to elongated web-like
structures composed of thin chromatin fibers; aggregated NET (aggNET), characterized by large clusters
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of NET aggregating many neutrophils with a massive appearance [53-55]. We show here that the
NET produced by cat neutrophils after 180 min of interaction with RH tachyzoites are very similar to
sprNET. Imlau and colleagues show that neutrophils isolated from dolphins produce all three types
of NET, with a predominance of sprNET and aggNET [32]. Here, we did not find large clusters of
NET aggregating neutrophils, but eventually small clusters could be seen (Supplementary Figure S5),
corroborating previous findings and suggesting a conserved mechanism of NET release in response to
T. gondii.

NET’s antimicrobial activity can lead to death of various groups of pathogens, including bacteria,
fungi, and protozoa. This is accomplished by the presence in NET of a plethora of proteases,
antimicrobial enzymes, histones, and DNA, all of which contribute toward direct antimicrobial
effects [56]. Here we investigated the ability of cat NET to inhibit infectivity and kill ensnared
T. gondii. We show that treatment of NET-enriched supernatants with DNase increases the infectivity of
tachyzoites to epithelial cells, and that entangled parasites are killed by NET, corroborating previous
findings with mice neutrophils [29]. Interestingly, our live cell imaging analysis reveals that not
all the parasites associated with NET died over a long time frame of recording. There is growing
evidence that some microorganisms developed the ability to escape NET by degrading NET structure,
inhibiting NET release, or resisting NET killing [57]. Degradation of NET are usually achieved by
nucleases produced by pathogens, and we have previously shown that the expression of the enzyme
3-nucleotidase/nuclease (3’NT/NU) by Leishmania parasites contributes to their escape from NET
killing [58]. On the other hand, nuclease production can be associated with the degree of virulence
of some parasites [57,59]. Therefore, it is tempting to speculate that the virulent RH tachyzoites we
used in our assays are producing nucleases or other factors which could degrade NET and enable
the survival and/or escape of at least part of the parasite population. Corroborating this hypothesis,
Wei and colleagues recently showed that T. gondii tachyzoites from the same strain can degrade NET
induced by zimosan [35]. Additional investigations are needed to elucidate the molecular factors
involved there.

The mechanisms involved in the release of NET have been focus of intensive investigation in
recent years. Although not fully understood, the molecular mechanisms of classical NET release
involves different molecules and signaling pathways, including the activation of the Raf-MEK-ERK
pathway and the generation of ROS by NADPH oxidase [53,60], the translocation of neutrophil elastase
to the nucleus, and the association of MPO to the DNA, leading to chromatin decondensation [61] and
the citrullination of histones by the nuclear enzyme peptidyl arginine deiminase-4 (PAD4), mediated
by intracellular Ca?* influx and ROS, also leading to decondensation of chromatin [62,63]. Reichel and
colleagues showed that inhibition of neutrophil elastase or MPO completely abrogated dsDNA release
by neutrophils from harbour seal stimulated with T. gondii [30]. However, it is not clear whether NET
production by cat neutrophils depends on MPO or elastase. We therefore examined the role of these
molecules and found that inhibition of elastase but not of MPO significantly affected dsDNA release,
indicating that elastase is more important than MPO in our model.

In a recent report, Wei and colleagues showed that treatment of dog neutrophils with the NADPH
oxidase inhibitor diphenylene iodonium (DPI) prevented DNA release in response to T. gondii [35].
Similar results were obtained with donkey neutrophils [34]. In another study, Reichel and others
disclosed that inhibition of NADPH oxidase with the same inhibitor prevented NET release by
neutrophils from harbour seal stimulated with T. gondii. Since the mechanism of ROS production
is dependent on Ca** and the store-operated Ca** entry (SOCE) plays a fundamental role in this
process [64,65], the authors investigated the involvement of Ca** and showed that the inhibition of the
SOCE pathway significantly reduced dsDNA release, suggesting the participation of Ca**/SOCE in the
process of NET release in harbour seal [30]. Recently, cat neutrophils have been shown to produce
ROS after stimulation with T. gondii [36]. However, if the release of NET by cat neutrophils depends
on the production of ROS is something that deserves further investigation. Unfortunately, we could
not provide additional information about the direct role of NADPH oxidase and ROS production in
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the process of NET release by cat neutrophils, since treatment of our cells with DPI led to massive
neutrophils death (data not shown). On the other hand, we show the involvement of Ca?* in cat NET
production after treating cells with the intracellular Ca?* chelator BAPTA/AM, corroborating previous
findings [30]. Interestingly, treatment with the PAD inhibitor chloroamidine did not prevent NET
release by cat neutrophils, suggesting the existence of a PAD-independent mechanism of NET release
that might be influenced by intracellular Ca** concentration.

We have shown previously that production of NET induced by Leishmania amazonensis is partially
dependent on PI3K signaling pathway, either through PI3K® and PI3Ky isoforms [44]. These isoforms
are commonly expressed in leukocytes, and together they regulate several functions of the immune
system [66]. Whereas PI3Ky regulate ROS generation, PI3Kd is dispensable for this process, although
it is important for the amplification of a second wave of ROS production dependent on the first
wave initiated by PI3Ky [67]. Here, we showed that the blockage of PI3Kd with a selective inhibitor
decreased NET release in response to T. gondii by cat neutrophils. Surprisingly, administration of a
PI3KY selective inhibitor had no effect on NET production in our model, indicating that generation
of ROS might be secondary in NET release by cat neutrophils. Accordingly, MEK1/2 inhibition also
had no effect on NET release by cat neutrophils in the presence of T. gondii, unlike what was found
for human neutrophils, where NET production involves activation of ERK1/2 signaling pathway and
where blockage of MEK1/2 partially prevents the release of NET [29]. These discrepancies may reflect
the existence of different signaling pathways for NET release between different species in response to
the T. gondii.

Much progress has been made in recent years with regard to the need of different molecular
pathways to induce NET depending on the stimulus, and despite being important for the classical
NET release for some stimuli, NAPDH oxidase, ROS, MPO, and neutrophil elastase are not necessary
to induce NET by other stimuli [39,68]. Therefore, we speculate here that although production of NET
is a conserved mechanism between different species, neutrophils from different organisms may use
different signaling pathways to induce NET to the same stimulus. Further comparative studies are
needed to test this hypothesis.

5. Conclusions

We show for the first time that neutrophils from cats release both classical and rapid/early NET
in response to either virulent or cystogenic strains of T. gondii, and that the parasites are entrapped
and killed by NET. The mechanisms of classical release of cat NET to T. gondii tachyzoites involve the

participation of neutrophil elastase, intracellular calcium, and PI3K® signaling pathways.
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Protozoan parasites interact with a wide variety of organisms ranging from bacteria to
humans, representing one of the most common causes of parasitic diseases and an
important public health problem affecting hundreds of millions of people worldwide. The
current treatment for these parasitic diseases remains unsatisfactory and, in some cases,
very limited. Treatment limitations together with the increased resistance of the pathogens
represent a challenge for the improvement of the patient’s quality of life. The continuous
search for alternative preclinical drugs is mandatory, but the mechanisms of action of
several of these compounds have not been described. Electron microscopy is a powerful
tool for the identification of drug targets in almost all cellular models. Interestingly,
ultrastructural analysis showed that several classes of antiparasitic compounds induced
similar autophagic phenotypes in trypanosomatids, trichomonadids, and apicomplexan
parasites as well as in Giardia intestinalis and Entamoeba spp. with the presence of an
increased number of autophagosomes as well as remarkable endoplasmic reticulum
profiles surrounding different organelles. Autophagy is a physiological process of eukaryotes
that maintains homeostasis by the self-digestion of nonfunctional organelles and/or
macromolecules, limiting redundant and damaged cellular components. Here, we focus
on protozoan autophagy to subvert drug effects, discussing its importance for
successful chemotherapy.

Keywords: protozoa, drugs, chemotherapy, autophagy, electron microscopy, endoplasmic reticulum profile,
autophagosome, myelin-like structure

AUTOPHAGY AND ITS MOLECULAR MACHINERY

Autophagy is a physiological process of self-digestion of nonfunctional organelles and/or
macromolecules, limiting redundant and damaged cellular components. This biochemical pathway
can be selective or nonselective and guarantees eukaryotic homeostasis through the turnover
and recycling of target cellular structures, which are pivotal events during cell growth and
differentiation (Menna-Barreto, 2019; Abdrakhmanov et al., 2020; Klionsky et al., 2021). Despite
nonselective characteristics during different conditions, such as starvation, numerous selective
autophagic examples, including mitophagy, reticulophagy, and xenophagy (degradation by
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autophagy of mitochondria, endoplasmic reticulum, and
pathogens, respectively), have been reported (Abdrakhmanov
et al., 2020).

In pathological situations, including in protozoan infections,
autophagy is increased to recover the cellular balance (Kirkegaard
et al,, 2004; Swanson, 2006). However, continuous induction
of this pathway can culminate in autophagic cell death (Levine
and Yuan, 2005). In protozoa, the autophagic phenotype is
often induced in vitro by a great variety of drugs with different
well-known mechanisms of action (Menna-Barreto et al., 2009¢;
Menna-Barreto, 2019).

Molecularly, autophagy is a highly conserved process regulated
by autophagy-related genes (ATGs) previously identified in
Saccharomyces cerevisiae (Klionsky et al., 2003), and their
orthologs were subsequently described in all eukaryotes (Klionsky
et al., 2021). Currently, three autophagic types are presented
in the literature: macroautophagy (also called autophagy),
microautophagy, and chaperone-mediated autophagy (CMA;
Menna-Barreto, 2019; Abdrakhmanov et al., 2020).

Macroautophagy is characterized by the presence of double
membrane organelles named autophagosomes that will address
cellular material to be degraded in lysosomes. In a well-controlled
process dependent on Atg proteins, a membrane structure
(phagophore) surrounds damaged organelles or macromolecules,
giving rise to autophagosomes (Shintani and Klionsky, 2004;
Alvarez et al, 2008). The triggering of the process depends
on the serine/threonine protein kinase TOR (target of rapamycin),
a nutritional availability sensor, and Atg6 (beclin 1 in mammals),
which is a phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K; Duszenko
et al.,, 2011).

Unlike macroautophagy, autophagosomes are absent in
microautophagy. The cellular material that will be degraded
is engulfed by invagination of the lysosomal membrane. As
demonstrated by electron microscopy, lysosomes full of small
vesicles in their lumen are called multivesicular bodies.
Unfortunately, this autophagic type is poorly studied due to
the absence of specific markers (Menna-Barreto, 2019; Klionsky
et al., 2021).

The most selective autophagic type is CMA, where signal
pentapeptides (KFERQ, VDKFQ or QREFK) present in target
proteins bind to cytosolic chaperones. The chaperone substrate
binds to the lysosomal receptor LAMP-2A, promoting channel
formation derived from receptor dimerization. Target molecules
are degraded in the lysosomal lumen after entering through
this channel (Duszenko et al., 2011).

Since the first description more than half a century ago,
ultrastructural characterization remains a valuable tool for
autophagic phenotype detection, allowing autophagosome
identification without the use of specific markers (Menna-Barreto
et al., 2009¢; Menna-Barreto, 2019). More recently, knockdown
or knockout of autophagic components strategies have also
been commonly used. The gold-standard method for monitoring
autophagic flux is the detection of Atg8 (LC3 in mammals)
by morphological investigation after immunostaining microscopy
(presence of LC3 puncta) and/or by immunoblotting (detection
of LC3-1 and LC3-II; Klionsky et al, 2021). In the present
work, we reviewed different aspects of the protozoan autophagy

exacerbation, discussing the possible role for drug resistance/
susceptibility of these pathogens.

PROTOZOAN DISEASES AND
CHEMOTHERAPY

Chagas Disease

Chagas disease, which is caused by the protozoan Trypanosoma
cruzi, is a neglected illness that affects approximately 6-7
million people worldwide, mostly in Latin America, and causes
approximately 10,000 deaths per year (World Health Organization,
2020a). The occurrence of Chagas disease has also been reported
in nonendemic countries, such as Canada, the United States,
Australia, and Japan, due to the constant migration of individuals
from endemic areas (Rassi et al., 2010). The transmission is
mainly vectorial, depending on the infected triatomine bug,
but T. cruzi can also be transmitted through blood transfusion,
organ transplantation, ingestion of contaminated food or via
transplacentary (Delgado and Gascon, 2020).

Clinically, Chagas disease presents two phases: acute and
chronic. In the acute stage, despite patent bloodstream
parasitemia, no specific symptoms are detected. In the chronic
phase, individuals are asymptomatic in the indeterminate stage;
approximately 30%-40% of cases progress to the symptomatic
stage, which is characterized by cardiac and/or digestive
alterations (Rassi et al., 2010). The clinical treatment of this
disease is still based on the nitrocompounds benznidazole,
and nifurtimox, which were discovered half a century ago and
are highly effective in acute cases but exhibit limited efficacy
in chronic patients (Table 1; Dias et al., 2016). Given limitations
in currently available treatments, there is an urgent need for
alternative and specific treatments. Several efforts have been
directed to the development of new drugs or combinations
for Chagas disease chemotherapy (Vannier-Santos et al., 2019).

Sleeping Sickness
Caused by Trypanosoma brucei, sleeping sickness is a neglected
disease transmitted by tsetse flies (Glossina genus) that occurs
exclusively in sub-Saharan Africa with rural populations being
more exposed to the vector (Centers for Disease Control and
Prevention, 2019). At present, approximately 70 million people
are at risk of infection, and 30,000 new cases are emerging
regardless of disease control initiatives (World Health Organization,
2022). There are two subspecies that are pathogenic to humans:
T. brucei gambiense and T. brucei rhodesiense. The most prevalent
is T. brucei gambiense, which is present in western Africa and
causes approximately 98% of reported cases, whereas T. brucei
rhodesiense is found in eastern Africa and is much less prevalent
(Centers for Disease Control and Prevention, 2019). Alternative
routes of transmission have also been reported, such as
transplacentary or mechanical transmission through other blood-
sucking insects, but both are less frequent than the classical
tsetse route (Drugs for Neglected Diseases Initiative, 2020).
Sleeping sickness presents in two distinct clinical phases
depending on the localization of the parasite. In the first stage,
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TABLE 1 | The main protozoal infections and their current chemotherapies.

Disease Treatment Mechanism of action References
Chagas Benznidazole Nitroreductases activation Wilkinson et al., 2008
disease Nifurtimox
Sleeping Suramin Glycosomal enzymes inhibition Babokhov et al., 2013
sickness Pentamidine Mitochondrial dysfunction Vercesi and Docampo, 1992
Eflornithine Ornithine decarboxylase inhibition LoGiudice et al., 2018
Melarsoprol Trypanothione inhibition Kennedy, 2013
Leishmaniasis ~ Pentavalent antimonials Sb (V) to Sb (lll) reduction and type | DNA topoisomerases inhibition Frézard et al., 2009
Amphotericin B Plasma membrane permeabilization and mitochondrial dysfunction Lee et al., 2002
Paromomycin Protein synthesis inhibition Kip et al., 2018
Pentamidine Mitochondrial dysfunction Vercesi and Docampo, 1992
Miltefosine Cytochrome ¢ oxidase inhibition Luque-Ortega and Rivas, 2007
Azolic compounds CYP51 inhibition Emami et al., 2017
Toxoplasmosis  Pyrimethamine Block the parasite DNA synthesis (by inhibition of the folate metabolic Dunay et al., 2018
and sulfadiazine pathway)
Spiramycin Inhibits translocation (by interference in bacterial 50S ribosomal subunits)  Brisson-Noél et al., 1988; Brook, 1998
Malaria Chloroguine Intravacuolar pH increasing (hemoglobin digestion interfered) Gabay et al., 1994
Hydroxychloroquine Intravacuolar pH increasing (hemoglobin digestion interfered) Fox, 1993
Artemether-lumefantrine Free radical damage to parasite organelles and proteins. White et al., 1999
Atovaquone-proguanil Mitochondrial electron transport inhibition Painter et al., 2010; Vaidya, 2011
Doxycycline Inhibits apicoplast protein translation (organelle dysfunction) Briolant et al., 2010
Tetracycline Protein synthesis inhibition (results in nonfunctional apicoplasts) Dahl et al., 2006
Clindamycin Protein synthesis inhibition (results in nonfunctional apicoplasts) Dahl et al., 2006
Mefloquine Intravacuolar pH increasing (hemoglobin digestion blockage) Mungthin et al., 1998
Artesunate Parasite DNA damage Gopalakrishnan and Kumar, 2015
Giardiasis Nitroimidazoles Damage DNA and proteins Lindmark and Miller, 1976; Leitsch
Trichomoniasis etal., 2012; Muller et al., 2015;

Benzimidazoles
Nitazoxanide

and Amebiasis

production of nitro radicals

Paromomycin Inhibition of protein synthesis

Blocking glucose uptake and inhibit microtubules polymerization
Inhibition of enzymes that participates in energy conversion and possibly

Sears and O’Hare, 1988
Hoffman et al., 2007

Edlind, 1989

T. brucei is mainly localized in the host bloodstream. However,
in the second phase, the parasite is concentrated in the central
nervous system, causing progressive neurological injury (Kennedy,
2013). The current treatment of the disease varies depending on
the infectious species (T. brucei gambiense or T. brucei rhodesiense)
as well as the disease phase (early or late stage). Pentamidine is
the first choice for early stage T. brucei gambiense infection, while
suramin is recommended for the early stage of T. brucei rhodesiense
infection (Table 1; Kennedy and Rodgers, 2019). For the late
stage, melarsoprol and eflornithine represent the primary treatment
options, and the latter is generally used in association with
nifurtimox. Fexinidazole is an oral treatment indicated as the
first line for the first stage and nonsevere second stage in T. brucei
gambiense (World Health Organization, 2022). The high toxicity
of clinical drugs, especially melarsoprol, encourages the search
for alternatives for anti-T. brucei chemotherapy.

Leishmaniasis

Leishmaniasis is another neglected disease caused by 20 different
Leishmania species that are spread by phlebotomine sandflies
(Centers for Disease Control and Prevention, 2021a). Globally,
more than 12 million people worldwide are infected, and 350
million people are at risk of infection with approximately 1.6
million new cases and 20,000-30,000 deaths each year (Pan
American Health Organization, 2019). Distinct species of

Leishmania spp. cause different clinical manifestations, and
there are three different forms of the disease: mucosal, cutaneous,
and visceral (kala-azar; Centers for Disease Control and
Prevention, 2021a).

Due to the complexity of clinical manifestations and the
diversity of etiological agent species, there are still many
difficulties in finding a unique and effective treatment (Kaye
and Scott, 2011). Pentavalent antimonial compounds constitute
the first-line treatment, and meglumine antimoniate and
sodium stibogluconate are the two main formulations. Other
drugs, such as amphotericin B, paromomycin, pentamidine,
miltefosine, and azolic compounds, are also commonly used
alone or in combination (Table 1; Aronson et al., 2016).
Undesirable side effects together with reports of resistance
to conventional drugs justify the continuous search
for new leishmanicidal agents (De Menezes et al, 2015).
Among the novel approaches for cutaneous leishmaniasis,
CO, laser administration and thermotherapy, cryotherapy,
electrotherapy, intralesional administration, combination
therapy, immunomodulation, nanotechnology, and drug
repurposing have been employed (Roatt et al., 2020).

Toxoplasmosis
Toxoplasmosis is a disease caused by the obligate intracellular
protozoan Toxoplasma gondii. This is the most prevalent infectious
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disease in humans, chronically infecting approximately one-third
of the world’s population (Dubey, 2010). The successful worldwide
distribution of T. gondii is attributed to the high diversity of
host species it can infect, including almost all warm-blooded
animals, and its multiple mechanisms of transmission, which
include ingestion by the host of undercooked meat containing
parasite cysts or oocyst-contaminated food or water (Dunay
et al., 2018; Centers for Disease Control and Prevention, 2021b).
Due to the infrequent or mild clinical manifestations,
toxoplasmosis is considered an opportunistic infection in
immunosuppressed patients and pregnant women, leading to
severe symptoms, such as retinochoroiditis and mental disability
(Centers for Disease Control and Prevention, 2021b).

Treatment of toxoplasmosis typically involves a combination
of antimicrobials, such as pyrimethamine and sulfadiazine, plus
folinic acid depending on the disease presentation, and
particularities are noted in pregnant women (Table 1; Dunay
et al., 2018; Centers for Disease Control and Prevention, 2021b).
Unfortunately, the drugs used in clinical practice are only active
against tachyzoites, the replicative form of the parasite, and
do not demonstrate activity against tissue cysts containing
bradyzoites, a latent stage of T. gondii that is present in the
chronic phase of the disease (Dunay et al.,, 2018).

Malaria
Plasmodium is the causative agent of malaria, a disease transmitted
by the Anopheles mosquito, affecting tropical and subtropical
countries, especially in Africa (Cowman et al., 2016; Centers for
Disease Control and Prevention, 2021c). In 2019, malaria led
to more than 400,000 deaths worldwide, mainly affecting children
due to underdeveloped immunity. Thus, the disease is noted as
one of the most serious and deadly illnesses in the world (Mbacham
et al,, 2019; World Health Organization, 2020b). Due to efficient
public health strategies, an important reduction in cases can
be observed in developed countries, and new cases are typically
associated with immigrants and tourists from endemic areas
(Cotter et al, 2013; Gachelin et al, 2018). Regarding clinical
manifestations, malaria presents milder to more specific symptoms
according to disease progression, including organ failure, blood
abnormalities, cerebral malaria, and even death if not treated
(Centers for Disease Control and Prevention, 2021c).
Treatment varies with the severity of the disease and the
Plasmodium species, among other factors (White, 1996).
Antimalarial drugs, such as chloroquine and hydroxychloroquine,
have been the most widely administered to patients with
uncomplicated malaria since their development. However, due
to drug resistance over time, the disease can now be effectively
treated with other drugs, such as artemether-lumefantrine
(Table 1). For severe malaria, the patient should be treated
with intravenous artesunate (Van Vugt et al, 2011; Centers
for Disease Control and Prevention, 2021c¢).

Giardiasis

Giardia intestinalis (syn. Giardia lamblia, Giardia duodenalis)
is the most common parasite related to gastrointestinal infections
in the world, affecting approximately 200 million people annually

(Certad et al, 2017). Most cases are characterized by
asymptomatic infections. However, these infections will release
infectious cysts, perpetuating parasite dissemination (Capewell
et al, 2021). The main symptoms of giardiasis are diarrhea
and weight loss, which are linked to trophozoite adhesion to
host intestinal epithelia, inefficient nutrient and water uptake,
and triggering of an immune response (Leung et al., 2019).
In some cases, giardiasis leads to a loss of barrier function
and dysbiosis of the gut flora, presenting features similar to
irritable bowel syndrome (Allain and Buret, 2020). The clinical
effects of giardiasis are more significant in children, in which
psychomotor and cognitive development can also be adversely
affected during the infection, beyond the classical symptoms
(Rogawski et al., 2017).

The current treatment of giardiasis is based on several drug
classes. 5-Nitroimidazole derivatives are the most prescribed
compounds, and metronidazole (MTZ) is often the drug of
choice (Table 1). Among the other alternatives used, albendazole
and mebendazole also stand out (Escobedo et al., 2016). MTZ
presents undesirable side effects, usually resulting in treatment
interruption. Drug resistance has been reported both in vitro
and in vivo, and a complete parasitological cure has not been
achieved (Argiiello-Garcia et al., 2020).

Trichomoniasis
Despite the advances achieved from public campaigns carried
out in recent decades, sexually transmitted infections (STIs)
and their consequences are among the top five reasons that
cause people in developing countries to seek medical treatment
(Cudmore and Garber, 2010). Human trichomoniasis caused
by the protozoan Trichomonas vaginalis is an STI with a wide
geographic distribution that affects approximately 156 million
people worldwide (Rowley et al, 2019). This disease is
characterized by an infection of the urogenital tract and is
more frequently noted in females. Severe and irritating
inflammation resulting from exacerbated vaginal leukorrhea is
the main pathological consequence (Cudmore and Garber, 2010;
Secor, 2012). In men, trichomoniasis is typically asymptomatic,
and the host acts only as a carrier. However, trichomoniasis
can sporadically cause urethritis, prostatitis, and infertility (Secor,
2012). The greater predisposition of infected individuals to viral,
bacterial, and fungal infections as well as the association between
the presence of the parasite and a higher incidence of cervical
cancer and an aggressive type of prostate cancer underscore
the importance of trichomoniasis in human medicine (Hirt, 2013).
Trichomoniasis is only treated in women, and treatment is
mainly based on MTZ administration (Table 1; Van Gerwen
and Muzny, 2019). In addition to MTZ, tinidazole (TIN) is also
prescribed due to better absorption and fewer gastrointestinal
side effects than MTZ (Viitanen et al., 1985). Other drugs, such
as disulfiram and nithiamide, can be used when patients have
hypersensitivity to 5-nitroimidazoles (Sears and O’Hare, 1988).

Amebiasis
Amebiasis is an enteric infection quite similar to giardiasis
with one important difference: its disease state can range from
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intestinal inflammation to a severe liver abscess (Shirley et al.,
2018). In humans, the disease is mainly caused by the
nonflagellated protozoa Entamoeba histolytica (Shimokawa et al.,
2012). Amebic infection is one of the main causes of diarrhea
worldwide, mainly in young children. In developing countries,
childhood diarrhea is a very common cause of death, accounting
for approximately 9% of deaths in children under 5years old
(United Nations International Children’s Emergency Fund, 2018).

The most effective treatment for amebiasis is based on the
administration of MTZ, mainly for the invasive disease form
(Farthing, 2006). Paramomycin and diloxanide furoate are
luminal agents commonly used to eliminate cysts from the
colon (Zulfigar et al., 2021). Other nitroimidazole derivatives,
including tinidazole and ornidazole, are also used (Table 1;
Chacin-Bonilla, 2013). The severe complication of amebiasis,
namely, liver abscess, can be managed through aspiration using
computed tomography as a guide combined with MTZ. In
some cases, surgery is also required to treat gastrointestinal
bleeding, megacolon, liver abscesses, and other severe damages
when drainage is not possible (Gonzalez-Alcaide et al., 2017).

AUTOPHAGY IN PROTOZOA

In protozoa, autophagy was first reported in T. brucei in 1977
by Vickerman and Tetley (1977) based on ultrastructural
evidence. To date, parasites under starvation and/or subjected
to other stress conditions commonly present autophagic features,
including an increase in autophagosome number, multivesicular
bodies, and myelin-like structures (Figures 1A-D, 2A-F, 3A,B;
Benchimol, 1999; Maia et al., 2007; Corréa et al., 2009; Menna-
Barreto et al., 2009¢; Besteiro et al., 2011; Ghosh et al., 2012;
Koh et al, 2015; Picazarri et al., 2015; Souto et al., 2016;
Nguyen et al., 2017b; Hernandez-Garcia et al., 2019; Araujo-
Silva et al,, 2021; Wu et al., 2021; Zhang et al., 2021). Interestingly,
concentric membrane and myelin-like structures share
morphological similarities to the phagophore described in yeast
and mammals. The endoplasmic reticulum (ER), the main
source of the phagophoric membrane, is frequently found
surrounding degraded subcellular structures, especially in stressed
parasites (Figures 3A,B; Maia et al., 2007; Corréa et al., 2009;
Martins-Duarte et al, 2009; Menna-Barreto et al, 2009a;
Duszenko et al., 2011; Busatti et al,, 2013; Herndndez-Garcia
et al.,, 2019).

Regarding the molecular machinery, the autophagic pathway
is well conserved among eukaryotes. Many ATG homologs
have been identified in pathogenic protozoa, but some
components are lacking or differ from those found in yeast.
In trypanosomatids, genes involved in phagophore elongation
and degradation of autophagosome cargo were detected by
in silico approaches, including the complete Atg8 conjugation
system (Atg3, Atg4, Atg7, and Atg8; Figure 4; Herman et al,
2006). Similar data were obtained in Entamoeba and T. vaginalis,
where the Atg8 conjugation system was described, and the
Atgl2 complex is lacking (Picazarri et al, 2015; Hernandéz-
Garcia et al., 2019; Huang et al., 2019). In Giardia, bioinformatic
analysis revealed the TOR, S6K1, PI3K, Atgl, Atglé, Atg7,

FIGURE 1 | Transmission electron microscopy analysis of autophagy in
pathogenic protozoa. (A,B) Trypanosoma cruzi. (C,D) Trichomonas vaginalis.
(A-D) Under autophagic stimuli (drugs, starvation among others), parasites
present a high number of autophagosomes (stars) distributed all over the cell.
N, nucleus; M, mitochondrion; F, flagella; H, hydrogenosome; and ER,
endoplasmic reticulum. Bars=0.5pm.

Atg8, and Atgl8 genes (Cernikova et al, 2020; Wu et al,
2021). Toxoplasma gondii seems to have well-conserved
autophagic machinery, presenting several putative orthologs of
yeast Atgs, including proteins of the Atgl, TOR, and PI3K
complexes and Atg9 and Atg8/Atgl2 systems (Lévéque and
Besteiro, 2016; Besteiro, 2017). On the other hand, the Atg
repertoire in Plasmodium did not reveal the presence of Atg24,
TOR kinase, Atg9, Atg6, and Atgl6, but the other Atgs found
in T gondii are also present (Lévéque and Besteiro, 2016;
Besteiro, 2017).

The first functional analysis of Atgs in protozoa was performed
in L. major in 2006 (Besteiro et al., 2006). The role of Atg8
and Atg4 was assessed in T. cruzi in 2008, and its activity
was found to be directly related to the differentiation process
of the parasite. The isoforms of Atg8 (TcAtg8.1 and TcAtg8.2)
and Atg4 (Atg4.1 and Atg4.2) were investigated, showing the
localization of Atg8.1 in autophagosomes of parasites under
nutritional deprivation (Alvarez et al., 2008). Other Atg8 isoforms
were identified in Leishmania spp. and T. brucei (Atg8, Atg8A,
Atg8B, and Atg8C) and are regulated by the same two Atg4
isoforms (Rigden et al., 2005; Koopmann et al., 2009; Williams
et al,, 2009). On the other hand, in trypanosomatids, the Atgl2
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FIGURE 2 | Transmission electron microscopy analysis of autophagosomes
in pathogenic protozoa. (A-C,E) Trypanosoma cruzi. (D,F) Trichomonas
vaginalis. (A-D) Autophagosomes with cargo in different levels of degradation
(stars). Small vesicles in close contact with autophagosomal membrane were
also observed (arrows). (E,F) Multivesicular bodies (asterisks). H,
hydrogenosome. Bars=0.5pum.

conjugation system is incomplete, and ATG5, ATG10, and
ATGI2 are lacking (Herman et al, 2006; Kiel, 2010). In
E. histolytica, no Atg regulation was described during starvation,
but EhAtg8 has a function in driving phagosome acidification
(Picazarri et al, 2015). Atg8 is upregulated during the
G. intestinalis differentiation process, and its expression induces
parasite encystation (Wu et al., 2021). Moreover, T. vaginalis
expresses two Atg8 genes, TvAtg8a and TvAtg8b, both of which
retain a functional domain of Atg8. Moreover, TvAtg8a is more
highly expressed (Huang et al., 2019).

The presence of genes encoding TOR kinases (TOR1 and
TOR?2) and their respective complexes (TORC1 and TORC2)
was also detected in pathogenic trypanosomatids; however,
their functions were not fully investigated. Following treatment
with rapamycin, a classical autophagic inducer, an increased
number of autophagosomes derived from TORC2 inhibition

FIGURE 3 | Transmission electron microscopy analysis of ER surrounding
organelles in Trypanosoma cruzi. (A,B) Endoplasmic reticulum (ER) profiles is
recurrently observed in close contact with a great variety of organelles
(arrows) in treated parasites. The treatment with drugs also induces the
appearance of concentric membrane structures (i.e., myelin-like structures)
and the formation of autophagosomes (star). M, mitochondrion; N, nucleus;
G, Golgi; and R, reservosome. Bars=0.5pm.

Atg8

FIGURE 4 | Atg8 detection is the gold standard method for monitoring
autophagy. Rabbit anti-TcAtg8 antibody was employed to reveal Atg8 puncta
(arrowheads) in Trypanosoma cruzi epimastigotes. Secondary antibody: anti-
rabbit Alexa 488. Bar=10pum.

in T. brucei were observed, blocking parasite replication (Barquilla
et al., 2008; Denninger et al., 2008). In Giardia and Trichomonas,
rapamycin increased the number of Atg8 puncta, which may
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regulate parasite growth and differentiation into cysts (Hernandéz-
Garcia et al, 2019; Wu et al,, 2021). A putative ortholog of
mammalian TOR kinase is present in the T. gondii genome
(TgTOR, TGME49_116440). To assess whether TgTOR is a
component of the amino acid sensing mechanism, the parasites
were treated with rapamycin, mimicking amino acid deprivation.
Increasing drug concentrations induced a dose-dependent
accumulation of Atg8 puncta, suggesting an increase in autophagic
activity in the parasites (Besteiro et al, 2011) and a dose-
dependent fragmentation of the parasite’s mitochondria (Ghosh
et al., 2012).

As previously mentioned, autophagy seems to be particularly
important for the success of the protozoan life cycle, especially
during the differentiation steps (Alvarez et al., 2008; Besteiro
et al., 2011; Lévéque et al., 2015; Picazarri et al., 2015; Smith
et al.,, 2021; Wu et al., 2021). Trypanosoma cruzi epimastigotes
are submitted to limited nutrients after their migration to
the triatominae rectum, a crucial step for the occurrence of
metacyclogenesis (Alvarez et al., 2008; Duszenko et al., 2011).
Recently, Losinno et al. (2021) described the involvement
of acidocalcisomes during this differentiation process.
Autophagic vesicles released from this organelle fuse to
reservosomes, contributing to reservosomal acidification and
consequently increasing the hydrolytic activity of the cysteine
protease cruzipain, resulting in parasite self-proteolysis
(Losinno et al., 2021). Further experiments on the role of
this self-processing and cruzipain activation in parasite
differentiation and infection in both invertebrate and vertebrate
hosts must be performed. In Leishmania spp., metacyclogenesis
is also regulated by autophagy (Besteiro et al., 2006; Williams
et al., 2006). Atg4.2 deletion blocked autophagic flux, leading
to the accumulation of lipidated Atg8 and a decrease in the
percentage of promastigotes under differentiation (Schoijet
et al., 2017) as well as during L. mexicana amastigogenesis
(Williams et al., 2006). In this parasite, megasomes are
lysosome-like organelles that play a crucial role during the
differentiation process. The deletion of two megasomal cysteine
peptidases (CPA and CPB) also led to the impairment of
amastigogenesis, and a high number of autophagosomes were
found in mutant parasites (Williams et al., 2006; Kiel, 2010).
At least for trypanosomatids, the involvement of autophagy
in the regulation of virulence and infectivity in vertebrate
hosts is clear (Besteiro et al., 2006), but the related molecular
processes still need to be elucidated.

Due to the remarkable differences among vertebrate and
invertebrate hosts, it is common sense that nutrient availability,
temperature, and pH, among other environmental conditions
influence protozoan metabolism, including ATP production
(Kiel, 2010). Interestingly, the regulation of some of these
metabolic adaptations occurs by autophagy. Li and He (2014,
2017) showed that autophagic flux participates in acidocalcisome
acidification and that the blockage of organelle biogenesis also
impairs the autophagic pathway in T. brucei. In G. intestinalis,
Atg8 interacts with other proteins, such as myeloid leukemia
factor (MLF) and FYVE domains, participating in the protein
metabolism pathway and processing mitosomal and encystation
proteins (Wu et al., 2021). In Entamoeba, EhAtg8 is involved

in the incorporation, scavenging and intracellular trafficking
of nutrients (Picazarri et al., 2015). On the other hand, glucose
restriction in T. vaginalis induces autophagy associated with
TvAtg8 expression and autophagosome-like formation (Huang
et al,, 2019).

In apicomplexan parasites, Atg8 exerts unique functions.
In addition to its cytosolic or, in the case of stressful conditions,
vesicular location, it also localizes to the apicoplasts of Toxoplasma
and Plasmodium (Kitamura et al., 2012; Kong-Hap et al.,, 2013;
Tomlins et al., 2013; Lévéque et al.,, 2015). In T. gondii, Atg8
is responsible for the proper segregation of the organelle by
tethering it to the centrosomes during the replication of the
parasite (Lévéque et al, 2015). In Plasmodium, the protein
contributes to apicoplast formation and maintenance (Tomlins
et al, 2013). Given that the apicoplast is important for the
synthesis of isoprenoid precursors and fatty acids, which are
essential for parasite survival (Sheiner et al., 2013), Atg8 has
an indirect but important role in apicomplexan metabolism.

Autophagy is also involved in the control of mitochondrial
functionality and phospholipid homeostasis in protozoa (Besteiro
et al, 2006; Williams et al., 2012; Vanrell et al., 2017).
Trypanosoma cruzi epimastigotes submitted to an acidic
environment or nutritional deprivation showed intense autophagic
activity, ROS generation, and mitochondrial remodeling. These
conditions reproduce the triatomine rectum environment, which
is crucial for differentiation to the metacyclic form, suggesting
a direct correlation between autophagy and mitochondrial
remodeling during the process. On the other hand, insect blood
digestion promotes transitory alkaline conditions. Our group
also demonstrated that alkaline medium led to early exacerbation
of autophagy and mitochondrial impairment. These features
recovered over time, indicating a survival mechanism to increase
the autophagic flux for the removal of damaged structures
(Pedra-Rezende et al., 2021). Leishmania major promastigotes
deficient in Atg5, which are not capable of forming
autophagosomes, also presented a remarkable decrease in their
virulence in vitro and in vivo. Strong mitochondrial dysfunction
was also observed in these mutants together with the increased
phosphatidylethanolamine (PE) content and ROS production,
suggesting a conjugation of mitochondrial PE to Atg8 for
autophagosome biogenesis (Williams et al., 2012). In T. gondii,
starvation leads to mitochondrial dysfunction with consequent
impairment of host cell invasion capacity and accumulation
of Atg8 puncta (Besteiro et al., 2011; Ghosh et al., 2012). The
use of mutated and conditional knockout parasites revealed
that Atg8 and Atg3 are essential for Atg8 lipidation and
autophagosome formation (Besteiro et al., 2011).

Regarding the selectivity of the autophagic pathway, selective
degradation of T. brucei glycosomes (peroxisome-like) was
proposed during the differentiation from bloodstream
trypomastigotes into procyclic forms. This target organelle is
crucial for parasite survival and is involved in bioenergetic
metabolism and antioxidant defenses, corroborating the pivotal
role of pexophagy in this trypanosomatid (Herman et al., 2008;
Brennand et al., 2015).

In general, autophagic phenotypes are very conserved,
at least in pathogenic protozoans. Ultrastructural evidence
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FIGURE 5 | Transmission electron microscopy analysis of autophagic
phenotypes conserved in pathogenic trypanosomatids. (A,C) Leishmania
braziliensis. (B,D) Trypanosoma cruzi. (A-D) Both parasites treated with drugs
showed similar autophagic features such as the presence of autophagosomes
(stars) and the formation of endoplasmic reticulum (ER) surrounding organelles
(arrows). M, mitochondrion; K, kinetoplast; and N, nucleus. Bars=0.5pm.

(autophagosome formation, myelin-like structures and ER
surrounding organelles) and Atg expression are frequently
assessed in parasites under autophagic stimuli (Figures 5A-D, 6).

AUTOPHAGIC PHENOTYPES IN
DRUG-TREATED PARASITES

Following the recent guidelines for monitoring autophagy,
autophagic phenotypes in protozoa after treatment with drugs
were assessed by different techniques, including Western blotting
and electron and fluorescence microscopy (Klionsky et al,
2021). Innumerous compounds from distinct classes induced
different autophagic phenotypes (to different degrees) in
protozoan parasites.

One of the most frequent morphological features of autophagy
identified in these parasites is the presence of concentric
membrane structures or myelin-like structures. Ultrastructural
studies noted this structure in protozoa treated with all classes
of compounds (Vannier-Santos et al., 1995; Benchimol, 1999;
Braga et al., 2005; Granthon et al., 2006; Uzcategui et al.,
2007; Menna-Barreto et al, 2009a,b; Carvalho et al., 2010;
Bombaga et al., 2018, 2021; Martinez-Garcia et al., 2018; Araujo-
Silva et al., 2021).

The increased number of autophagosomes, a determinant
of macroautophagy occurrence, is another very recurrent
phenotype detected in treated protozoa (Braga et al, 2005;
Granthon et al., 2006; Uzcategui et al., 2007; Dos Santos et al.,
2010; Schurigt et al., 2010; Besteiro et al, 2011; Sengupta
et al., 2011; Fernandes et al., 2012; Ghosh et al, 2012;

ER profiles

Autophagosomes Myelin-like structures

T. vaginalis T. gondii T. cruzi

G. intestinalis

FIGURE 6 | Transmission electron microscopy analysis of autophagic
phenotypes conserved in protozoan parasites. Trypanosomatids,
apicomplexans, trichomonadids, and diplomonadids share similar
ultrastructural features of autophagy such as endoplasmic reticulum (ER)
surrounding organelles, the formation of autophagosomes and myelin-like
structures (arrows). Bars=0.5pum.

Veiga-Santos et al., 2013; Souto et al, 2016; Nguyen et al.,
2017b; Scariot et al., 2017; Lim et al., 2018; Martinez-Garcia
et al., 2018; Hernandéz-Garcia et al.,, 2019; Huang et al., 2019;
de Paula et al, 2020; Silva et al., 2020; Nishi et al.,, 2021;
Zhang et al., 2021).

As previously mentioned, Atg8 is considered the gold standard
method for autophagic evaluation. Treatment of L. donovani
with cryptolepine induced an increase in the number of Atg8
puncta (Sengupta et al., 2011). Similar findings were observed
in T. brucei treated with L-leucine methyl ester and bacteriocin
AS-48 (Koh et al., 2015; Martinez-Garcia et al., 2018). In T. gondii,
starvation or treatment with the drug monensin or some
antimalarial compounds induces a time-dependent accumulation
of Atg8 puncta (Besteiro et al, 2011; Lavine and Arrizabalaga,
2012; Varberg et al., 2018). Similar results were obtained when
parasites were treated with the ER stress-inducing agents
dithiothreitol, brefeldin A, or tunicamycin (Nguyen et al., 2017a).
Alternatively, the autofluorescent compound monodansyl
cadaverine (MDC) is typically employed to assess autophagy,
despite the nonspecificity of this marker. Several groups observed
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an increase in MDC labeling after the treatment of parasites
with different compounds (Sengupta et al, 2011; Fernandes
et al., 2012; Lazarin-Biddia et al., 2013; Veiga-Santos et al., 2013;
Desoti et al., 2014; Scariot et al,, 2017, 2019; de Paula et al,
2020; Bortoleti et al., 2021; Nishi et al., 2021; Zhang et al., 2021).

ER profiles surrounding cytoplasmic structures and organelles
are also commonly detected in treated protozoa. Fernandes
(2012) demonstrated that treatment with triazolic
naphthoquinone led to the appearance of ER in close contact
with reservosomes of T. cruzi epimastigotes. Especially in this
case, the authors described the Golgi as an alternative source
of the phagophoric membrane (Fernandes et al, 2012). In
L. amazonensis, elatol and amiodarona induced a similar
phenotype and pronounced swelling of the mitochondrion and
destabilization of the plasma membrane (Dos Santos et al.,
2010; Macedo-Silva et al., 2011). In T. gondii, treatment with
thiolactomycin analogs induced dramatic morphological changes
in parasite shape and intracellular organization, including
abnormal amounts of concentric membranes expanded
throughout the parasite cytoplasm, possibly representing ER
profiles (Martins-Duarte et al., 2009).

To evaluate the specific role of autophagy in a drug mechanism
of action, one of the most common experimental protocols is
the treatment of parasites with autophagic inhibitors, such as
wortmannin and 3-MA (Pasquier, 2016; Klionsky et al., 2021).
In T cruzi, the use of these inhibitors completely abolished
the trypanocidal effect of naphthoimidazoles, reinforcing
autophagy as part of the mechanism of cell death induced by
these compounds (Menna-Barreto et al., 2009a). Similar results
were obtained with T. gondii, where preincubation with 3-MA
efficiently abrogated the effects of monensin on mitochondrial
fragmentation (Lavine and Arrizabalaga, 2012). Interestingly,
3-MA was not able to prevent antimalarial compounds from
the medicines for malaria venture malaria box MMV2- or
MMV3-induced mitochondrial disruption, indicating that
autophagy may occur downstream of mitochondrial fragmentation
via PI3K-independent mechanisms (Varberg et al., 2018).

et al

CONCLUDING REMARKS

Protozoan diseases still represent a significant challenge,
demanding specific public health strategies, especially in
low-income countries. Many of them are considered neglected
diseases that impair physical and cognitive development, limiting
individual productivity and resulting in economic issues (World
Health Organization, 2015; Centers for Disease Control and
Prevention, 2021d). Different parasite forms from a great variety
of subpopulations also contribute to the increase in the drug
resistance of pathogens, reinforcing the necessity of a continuous
search for alternative compounds with anti-protozoan activity.
During preclinical tests, cellular, molecular, and biochemical
information about the targets of the novel compounds is critical
for the characterization of drug safety and specificity.
Indeed, a detailed description of the mechanisms of action
is still lacking, even for clinical drugs. As an example, the
trypanocidal actions of benznidazole and nifurtimox, which are

employed for Chagas disease treatment, are still not completely
understood more than 50years after their discovery (Menna-
Barreto and De Castro, 2016). Furthermore, many new compounds
with potent anti-protozoan activity do not exhibit predicted
biological effects (Chatelain and Ioset, 2011; Gaspar et al., 2015),
emphasizing the importance of the identification of effective
molecular targets. Despite multidisciplinary efforts involving high-
throughput screenings to discover novel candidates for the treatment
of protozoan diseases (Annang et al, 2015; Pefa et al., 2015),
few studies have elucidated their mechanisms of action. One of
the main reasons is the lack of efficient and practical tools to
assess molecular drug targets in vitro and in vivo.

Electron microscopy was extensively employed in the first
identification of primary drug targets in treated parasites, such
as organelles and cellular structures (Corréa et al., 2009; Menna-
Barreto and De Castro, 2016). Ultrastructural analysis may
allow inferences about the action of the compounds. Many
studies also suggest the triggering of cell death processes as
part of the drug mechanism (Maia et al.,, 2007; Corréa et al.,
2009; Menna-Barreto et al., 2009a,b; Menna-Barreto, 2019).
Despite all ultrastructural evidence, the occurrence of
programmed cell death in protozoan parasites is very controversial
due to the absence of precise information about biochemical
and molecular events, especially those involved in regulatory
processes (Menna-Barreto, 2019). Until the convincing
identification of the executioners, these phenotypes should
be classified as unregulated processes or incidental necrosis
(Proto et al., 2013; Menna-Barreto, 2019).

The treatment of different protozoa with distinct classes of
drugs led to a convergent autophagic phenotype. Ultrastructural
lesions in organelles, such as mitochondria, reservosomes,
or hydrogenosomes, are usually closely associated with the appearance
of endoplasmic reticulum profiles and an increase in the number
of autophagosomes (Menna-Barreto et al, 2009a,b; Hernandéz-
Garcia et al, 2019). Together with the formation of myelin-like
structures, these are the most recurrent autophagy-related phenotypes
described (Figure 7). Based on morphological findings, the
autophagic role in cell death has been postulated, but a description
of the regulatory events involved is lacking (Bera et al, 2003;
Baehrecke, 2005; Menna-Barreto et al., 2009a). It is well known
that autophagy plays a pivotal role in homeostasis maintenance
in eukaryotes, including protozoan parasites. Drugs impair different
molecular pathways, causing the loss of the balance in the turnover
of crucial cellular structures. Such an imbalance promotes an
exacerbation of nonselective autophagy, culminating in nonspecific
damage (Baehrecke, 2005). This is a reasonable explanation for
the appearance of the autophagic phenotype in treated parasites
regardless of the drug and/or mechanism of action involved
(Menna-Barreto et al., 2009b; Menna-Barreto, 2019). In summary,
autophagy represents survival machinery responsible for the removal
of cellular structures damaged by compounds.
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