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Esta foto foi obtida a partir da observacdo em microscopia de luz ap6s marcacdo de
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citoplasma dos parasitos.
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Corpusculos Lipidicos (CLs) sdo organelas complexas, ricas em lipidios, presentes em todas
as células eucariotas e muitas bactérias. Diferente de todas as outras organelas as quais se
apresentam envoltas por uma bicamada lipidica, os CLs sdo delimitados apenas por uma
monocamada de fosfolipidios. Os CLs apresentam diversas fun¢bes como metabolismo de
lipidios, sinalizacao celular e € sitio de producdo de mediadores da inflamacdo. O aumento do
numero de CLs é documentado em diversas doencas infecciosas e inflamatorias. O acumulo
de CLs no citoplasma de patdgenos, em resposta a interacfes com células do hospedeiro, vem
também despertando grande interesse, mas o significado funcional deste acimulo ainda ndo é
compreendido. Nesse trabalho, investigou-se a formacdo de CLs no parasito intracelular
Trypanosoma cruzi, em diferentes situacdes de interacbes com células hospedeiras e sua
possivel correlacdo com a producdo do mediador inflamatério Prostaglandina E; (PGE»).
Analises por microscopia de luz (marcacdo com tetroxido de ésmio, BODIPY e Oil red O) e
microscopia eletronica de transmissdo, mostraram que os CLs sdo comumente observados em
formas tripomastigotas e amastigotas do parasito. Foram estudados, por microscopia
eletrbnica de transmissao, diferentes aspectos (nimero, tamanho, elétron-densidade) dos CLs
de T. cruzi em dois tipos de macrofagos infectados: macrdéfagos peritoneais isolados de
camundongos C57/BI16 em infeccdo in vitro (24 h) e macréfagos de ratas Holtzman infectadas
in vivo (12 dias). O trafego de vesiculas entre parasito e hospedeiro também foi avaliado. Os
CLs dos parasitos da infeccdo in vivo mostraram-se significativamente maiores e mais
elétron-densos em comparacdo com os CLs formados em resposta a infeccdo in vitro.
Observou-se aumento significativo do namero de CLs quando tripomastigotas foram
cultivados na presenca de macrofagos, em comparacdo com tripomastigotas cultivados na
auséncia destas células. Tripomastigotas de cultura foram estimulados com &cidos graxos:
Acido araquidénico (AA) e Acido oléico (AO) e verificado o nimero dos CLs e a liberago
de PGE; pelo parasito. Nossos resultados demonstraram que ambos AA e AO induziram a
formacdo de CLs e producdo de PGE, num mecanismo dependente da dose e do tempo de
estimulos. Foi analisado também, o sitio de producdo de PGE, através da técnica do
Eicosacell, onde observamos que o parasito produz e libera PGE; e que essa producdo ocorre
nos CLs. Esses estudos demonstraram que os CLs sdo organelas aptas a responderem a
estimulos e com fungdes potenciais no processo de infeccdo e manutencdo do parasito na
célula hospedeira. Dessa forma, um novo campo para estudo da doenca de Chagas se abre,
onde organelas especificas do parasito podem ser exploradas como possiveis alvos
terapéuticos.
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Lipid bodies (LBs) are complex organelles, rich in lipids, present in all eukaryotic cells and
many bacteria. Unlike all other organelles which are surrounded by a lipid bilayer, LBs are
delimited only by a monolayer of phospholipids. LBs have different functions such as lipid
metabolism, signaling, and they are sites for synthesis of inflammatory mediators. The
increase LBs is documented in several infectious and inflammatory diseases. The
accumulation of LBs in the cytoplasm of pathogens in response to interactions with host cells
has been attracting great interest, but the meaning of this accumulation is not yet understood.
In this study, we investigated the formation of LBs in the intracellular parasite Trypanosoma
cruzi, during different situations of interactions with host cells and its possible correlation
with the production of inflammatory mediators Prostaglandin E, (PGE;). Analyses by light
microscopy (staining with osmium tetroxide, BODIPY and oil red O) and TEM showed that
LBs are commonly observed in trypomastigotes and amastigotes forms of the parasite.
Parasite LBs were studied by transmission electron microscopy (TEM) (number, size, electron
density) in two types of infected macrophages: peritoneal macrophages isolated from
C57/BL6 mice infection in vitro (24 hours) and heart macrophages from infected Holtzman
rats in vivo (12 days). The traffic between parasite and host vesicles was also evaluated. We
observed a significant increase in the number of LBs when trypomastigotes were co-cultured
in the presence of macrophages, compared with trypomastigotes grown in the absence of
these cells. Moreover, LBs induced by the in vivo infection were significantly larger and more
electron-dense in comparison with LBs formed in response to infection in vitro. Stimulation
of trypomastigotes from culture with fatty acids: arachidonic acid (AA) and oleic acid (OA)
induced the formation of LBs and PGE, production in a mechanism dependent on dose and
time of stimuli. Remarkably, sites of PGE; production analysed by the Eicosacell technigue
revealed labeling at LBs. Our data indicate that the parasite produces and releases PGE, and
that that this synthesis occurs in LBs. Our study demonstrates that parasite LBs are organelles
able to respond to stimuli with potential roles during the infection process and maintenance of
the parasite in the host cell. Thus, a new field for study of Chagas disease opens where
specific organelles of the parasite can be explored as possible therapeutic targets.
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1. Introducéo

1.1 A doenga de Chagas — Dados Histdricos

Conhecida hd mais de 100 anos, a doenca de Chagas é considerada uma doenca
negligenciada no Brasil e outros paises (Hotez e cols., 2007; Yacoub e cols., 2008), pois
acomete populacbes de baixa renda e tem pouco interesse publico e econémico, com
investimentos deficientes destinados ao seu controle e diminui¢do da sua incidéncia. Devido
as consequéncias e a notdria disseminacdo da doenga de Chagas ao longo dos anos, a doenca
vem despertando grande interesse dos pesquisadores, ja que ndo se sabe uma medida de cura
efetiva. Além disso, ainda ndo sdo bem conhecidos os mecanismos celulares e moleculares os
quais fazem com que o parasito causador da doenca se mantenha, evadindo-se do sistema
imunolégico do hospedeiro.

A histéria da doenca de Chagas é bem difundida no Brasil, e tem como pivo o lendéario
Carlos Chagas, cujo sobrenome caracterizou a nomenclatura da doenca (Chagas, 2008;
Lewinsohn, 1979). Nascido em 1878, na cidade de Oliveira, municipio mineiro localizado a
cerca de duas horas da capital Belo Horizonte, Carlos Ribeiro Justiano das Chagas mudou-se
para o Rio de Janeiro em 1897, onde ingressou na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro e
se interessou fortemente pelo estudo de doencas tropicais, mais especificamente a malaria.
Carlos Chagas adquiriu experiéncia em laboratorio na préatica de atividades relacionadas ao
estudo da malaria, o que foi importante para sua formacao e trabalho como médico sanitarista.
Concluiu o curso de medicina em 1903, com orientacdo de Oswaldo Cruz (Chagas, 1922b;
Kropf e Sa, 2009; Lewinsohn, 1979).

Apos sua formacdo, Carlos Chagas adquiriu varias experiéncias e praticas relacionadas
a doencas tropicais como peste bub6nica e malaria, sendo que, com esta Ultima, seu trabalho
obteve sucesso no municipio de Itatinga (SP), onde conseguiu reduzir os niveis de incidéncia
da doenca. Em 1907, foi nomeado, pela Diretoria Geral de saude Publica, a trabalhar no
controle da malaria em Lassance - MG, local onde havia a construcdo de uma estrada de ferro,
onde ocorria alta incidéncia de trabalhadores acometidos por varias doencas tropicais
(Chagas, 1922a; Chagas, 1911; Chagas, 1909; Chagas, 1935). Nesta época, Carlos Chagas
teve contato pela primeira vez, com um inseto que caracteristicamente habitava frestas de
casas feitas de pau a pique e era conhecido popularmente como barbeiro, nome destinado ao
inseto pelo fato de picar as pessoas no rosto (Chagas, 1922a; Chagas, 1911; Chagas, 1909).

Carlos Chagas se interessou e analisou o inseto, identificando no tubo digestivo do



mesmo, protozoarios do género Trypanosoma (Chagas, 1922a; Chagas, 2008; Chagas, 1911;
Chagas, 1909; Chagas, 1935). Intitulou o nome especifico do protozoario de Trypanosoma
cruzi em homenagem ao seu mestre, Oswaldo Cruz (Chagas, 1922a; Chagas, 2008; Chagas,
1922b; Kropf e Sa, 2009; Lewinsohn, 1979). Atraves de testes com macacos, Carlos Chagas
percebeu que esse protozoario era um parasito de células de mamiferos (Chagas, 1922a;
Chagas, 2008; Chagas, 1911; Chagas, 1909; Chagas, 1935; Coura e Borges-Pereira, 2010).
Posteriormente, analisando células humanas de uma menina de dois anos (Berenice), Carlos
Chagas constatou a presenca do parasito infectando essas células, relacionando pela primeira
vez a doenca com o protozoario. Neste ponto, a repercussdo da doenca se tornou grande,
principalmente pelo fato inédito na medicina da época, de Carlos Chagas ter identificado
juntamente com o parasito, o vetor, 0 hospedeiro e o reservatorio da doenga, ou seja, o ciclo
completo da zoonose (Kropf e Sa, 2009) (Fig. 1.1). Assim, a doenca passou a ser conhecida e
difundida no meio médico-cientifico, levando a divulgacdo mundial do nome de Carlos

Chagas e da doenca, até entdo desconhecida (Coura e Borges-Pereira, 2010).

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

Identificao
parasito no intestino
do triatomineo Observa no sangue

‘ da menina Berenice \
) §7 7 os protozoarios vistos =
S\(J (&? no barbeiro
S

Observa o ciclo
Selvagem da doencga
Em outros mamiferos

Figura 1.1 — Ciclo selvagem e doméstico da doenca de Chagas. Descoberta por Carlos
Chagas em (1909-1912) em Lassance - MG. Os hospedeiros definitivo (homem e “tatu”) e

intermediario (barbeiro) do parasito sdo indicados. Modificado de (Chagas, 1909).



1.2 Epidemiologia da doenga de Chagas

A partir de 1909, a doenca de Chagas passou a ser estudada com mais detalhes no
Brasil e no mundo. Porém, por se tratar de uma doenca que geralmente acomete regides de
extrema pobreza, acabou se tornando negligenciada ao longo dos anos, incluindo-se na lista
de outras doencas negligenciadas como a malaria, por exemplo, (Dye e cols., 2013; Hotez e
cols., 2007; Mecaskey e cols., 2003; Molyneux e cols., 2005; Molyneux e Zagaria, 2002). As
doencas negligenciadas atingem, na sua grande maioria, regides de dificil acesso, com
deficiéncia ou até mesmo auséncia de servicos de salde publica. Estas regifes, sofrem com a
falta tanto de recursos, como de medidas tomadas pela iniciativa pablica e privada, o que
contribui para a dificuldade de sua erradicacdo. Cerca de um bilhdo de pessoas sofrem com
doencas negligenciadas no mundo (Hotez e cols., 2007).

Relatos mostram que a tripanossomiase ja se perpetua por muito tempo nas Américas,
havendo mumias com cerca de dois mil anos antes de Cristo com vestigios de infeccdo e
morte causada pela parasitose (Coura e Borges-Pereira, 2010). Porém, sua grande
disseminagdo ocorreu com aumento da densidade populacional gerada pela ocupacdo do
territorio americano, desde a época da colonizagdo com a chegada dos primeiros europeus
(Briceno-Leon, 2009). Hoje em dia, de 16 a 18 milhdes de pessoas estdo infectadas pela
doenca de Chagas principalmente em paises continentais, sendo poucos casos descritos na
América do Norte (Yacoub e cols., 2008) (Fig. 1.2).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) distribuiu, em sua maioria, em 21 paises da
América Latina o nimero de casos de ocorréncia da doenca de Chagas. No Brasil, estima-se
que dois a trés milhdes de pessoas estejam infectadas. Em 2009, segundo dados do Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan), foram registrados no pais 250 casos
confirmados de doenca de Chagas, sendo 236 (94,0%) no estado do Para, onde o municipio de
Altamira contribuiu com 10 (4,0%) das notificacOes feitas no estado

Entre os infectados, estima-se que de 10 a 40% das pessoas ja sofram ou estdo
comprometidas com problemas cardiacos crénicos provocados pela doenca e 10% ja estdo
condenados com problemas graves cardiacos e provavelmente irdo morrer por conta desta
doenca. Essa realidade despertou interesse de muitos estudiosos como o Dr. Emmanuel Dias,
afilhado de Carlos Chagas e um de seus maiores seguidores, que se engajou no estudo da
doenca de Chagas a partir de 1920. Emmanuel Dias estimulou estudos regionais, mapeando o
problema nas regifes, tentando aproximar com sucesso 0 governo da situacdo, mostrando-lhe
a importéncia de investimentos no combate e controle da doenga, possiveis tratamentos e

drogas a serem utilizadas (Dias e Laranja, 1948; Laranja e cols., 1948). A partir destes estudos



iniciais, o numero de publicacBes, controle e levantamento acerca da doenca cresceu
exponencialmente apds a década de 1950 (Dias, 1958; Dias, 1955).

Por se tratar de uma doenca sem cura conhecida, o foco do controle para doenca de
Chagas, se volta para 0 combate aos vetores e as formas de contéagio alternativas (transfusao,
transplacentéria, transplantes de érgéos, oral) (Dias e cols., 2002; Rassi e cols., 2008). O
combate ao inseto transmissor tem sido amplamente utilizado alcan¢ando-se assim resultados
consideraveis e praticamente erradicando a transmissdo da doenca em diversos paises,
inclusive partes do Brasil. Sdo utilizados para esse fim, pesticidas e produtos toxicos que
matam ou espantam o barbeiro, tatica essa que vem sendo utilizada desde as décadas de 40 e
50, o que contribuiu bastante para erradicacdo da doenca. Alguns autores caracterizam o
controle da doenga em cinco estagios numa determinada regido: estagio 0 (Inatividade),
estagio 1 (Atividade inicial), estadgio 2 (Eliminacdo da transmissdo doméstica), estagio 3
(Controle da transmisséo acidental) e estagio 4 (Estagio final) (Dias e cols., 2002).

O combate as formas de contégio alternativas tem sido feito principalmente em relacéo
ao controle das transfusdes sanguineas, através de exames mais detalhados dos doadores, o
que promoveu diminuicdo significativa do niamero de casos da doenca de Chagas. Outras
formas de contagio também sdo responsaveis por elevar os nimeros de casos da doenca. Estas
formas sdo caracterizadas por gerar surtos, por acometer grande quantidade de pessoas de
uma so vez e ser de dificil controle, como por exemplo, contagio por meio oral como ingestao
de caldo de cana e suco de acai, muito comum na regido norte e nordeste do Brasil (Coura,
2006; Valente e cols., 2009).

O individuo, quando infectado, apresenta algumas caracteristicas de acordo com 0s
diferentes estagios da doenca e ciclo biolégico do parasito no hospedeiro, apresentando um
quadro clinico agudo caracterizado por manifestacGes imediatas e posteriormente um cronico
caracterizado por manifestacdes estabelecidas a longo prazo como problemas cardiacos
graves.

O tratamento da doenca de Chagas é ainda controverso (Urbina e Docampo, 2003). As
principais drogas utilizadas (Nifurtimox® e Benzonidazol®) tem um bom efeito tripanocida,
porém trazem muitos efeitos colaterais, além de serem eficientes na fase aguda e nao terem

acdo determinante na fase cronica (Rodriques Coura e de Castro, 2002; Viotti e cols., 1994).
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Figura 1.2 - Distribuicdo do niumero de casos da doenca de Chagas no mundo de 2006 -
2009. Regido das Américas do Sul e Central apresentam a maioria da incidéncia da doenca de
Chagas no mundo. Figura adaptada (WHO, 2010).

1.3 Vetores da doenca de Chagas

A doenca de Chagas tem como vetor, um grupo de insetos popularmente conhecido
por varios nomes no Brasil, entre eles estdo: chupanca, chupdo, bicho-de-frade, percevejdo-
do-sertdo, gaudério, procotd e 0 mais comum e conhecido, utilizado como referéncia principal
ao inseto, “barbeiro” (Chagas, 1922a; Chagas, 1911; Chagas, 1909; Kropf e Sa, 2009) (Fig.
1.3). Trata-se de um grupo de insetos pertencentes a ordem hemiptera, caracterizacdo devido
ao aspecto das asas onde o par anterior tem a metade proximal coriacea e a metade distal
membranosa. Possui aparelho bucal do tipo picador-sugador, formado por trés ou quatro
segmentos colocados ventralmente a cabeca o que favorece o seu modo de alimentacdo (Fig.
1.3-2). Estes insetos sdo constituintes da familia Reduviidae e subfamilia — Triatominae — a
qual engloba os hemipteros hemat6fagos transmissores da doenca de Chagas (Chagas, 1935;
Jurberg e cols., 1997; Rebelo e cols., 1998).



Os triatomineos sdo primitivamente considerados individuos de habito silvestre, mas
adquiriram evolutivamente a caracteristica de habitar ecoOtopos artificiais, devido ao
desmatamento nas florestas causado pelo homem (Bargues e cols., 2006; Noireau, 2009).
Triatomineos possuem hébitos noturnos, quando saem dos seus esconderijos nas casas de pau
a pique para se alimentar de um mamifero, no caso um humano (Chagas, 1909). Enquanto
pica e suga o sangue da presa, o triatomineo defeca no local, liberando os parasitos que estéo
presentes no seu intestino préximo a ferida causada pela picada, havendo assim um contato
dos protozoérios com a corrente sanguinea do hospedeiro.

Os barbeiros estdo agrupados em pelo menos 14 géneros, com aproximadamente 115
espécies (Jurberg e cols., 1997; Rebelo e cols., 1998). Dentro da subfamilia Triatominae
encontram-se trés géneros principais (Panstrongylus, Triatoma, Rhodinius), capazes de
transmitir a doenca de Chagas (Rebelo e cols., 1998). No Brasil existem cerca de nove
espécies responsaveis pela transmissdo da doenca de Chagas humana, pois sdo capazes de
colonizar dentro das cafuas, moradas caracteristicas de regides de baixa renda, o que torna
essas espécies domesticadas e em maior contato com os humanos, favorecendo as infecgoes.
As principais espécies sdo: T. infestans, P. megistus, T. sordida, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata (Correa, 1968). As demais espécies tém menor envolvimento com a doenca
de Chagas, devido a baixa incidéncia de infeccdes, justificado pelo habito estritamente
silvestre e a limitacdo a infeccBes em outros animais.

A espécie de “barbeiro” mais comum e de maior relevancia é a espécie Triatoma
infestans, devido a caracteristicas que favorecem a infeccdo em hospedeiros humanos. Esta
espécie possui caracteristicas como: capacidade de habitar ecétopos, ciclo de vida favoravel a
infeccdo, capacidade reprodutiva e eliminacdo de dejetos logo ap0s o repasto sanguineo, o que
torna esta espécie o principal vetor da doenca de Chagas na América Latina (Bargues e cols.,
2006; Noireau, 2009). Uma estimativa acerca do nivel de infeccdo natural de acordo com as
espécies de barbeiro aponta que cerca de 30% das infeccdes ocorre por T. infestans, 15% por
P. megistus e 9% por T. brasiliensis.

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

entendimento acerca dos Triatomineos de grande relevancia (Bryan e cols., 1994).
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Figura 1.3 - Conorhinus megistus, espécie de barbeiro transmissor da doenca de Chagas
(1). Em 2 ¢ possivel visualizar o aparelho bucal tipo picador-sugador. Figura modificada de
(Chagas, 1909).



1.4 Trypanosoma cruzi

1.4.1 Aspectos Gerais

O agente etioldgico da doenca de Chagas ou tripanossomiase americana, consiste no
protozoario Trypanosoma cruzi, parasito pertencente a ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae. Este flagelado destaca-se por estar incluido em um grupo de protozoéarios
que possuem um cinetoplasto (Fig. 1.4 B), estrutura essa formada por um tipo especial de
DNA, o chamado kKDNA, localizado na base da célula do protozoario (De Souza, 2009).
Possui apenas um nucleo e um flagelo (Fig. 1.4 B). O flagelo nasce na base do cinetoplasto e
se alonga pelo corpo do protozoario servindo como estrutura locomotora, uma vez que sua
projecdo longa e afilada na parte basal do individuo realiza movimentos circulares que geram
forca propulsora e auxiliam na locomogéo dessa célula enquanto necessario. O protozoario
apresenta também uma membrana envoltéria ondulante (Fig. 1.4 B) que em associa¢cdo ao
flagelo auxilia nos movimentos celulares.

O T. cruzi, apresenta diversas formas durante seu ciclo de vida (Fig. 1.4 A),
caracterizadas pela perda de algumas estruturas celulares como, por exemplo, do flagelo em
amastigotas e aquisicdo de outras estruturas, como por exemplo, membrana ondulante em
tripomastigotas. Pode haver variagdes na constituicdo molecular e no tamanho celular, como
ocorre quando o parasito muda de formas durante o ciclo de vida. Todos esses processos estdo
associados a necessidade de adaptacdo do parasito ao meio no qual esta inserido e fase do

ciclo de vida (Contreras e cols., 1993; Tyler e Engman, 2001).
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Figura 1.4 — Diferentes formas do parasito durante o ciclo de vida. Em (A) desenho feito
por Carlos Chagas durante pesquisa com o parasito Trypanosoma cruzi em 1909, destacando
as varias formas observadas do parasito durante parte do ciclo de vida. Em (B) estruturas

importantes do parasito sdo indicadas pelas setas vermelhas. Modificado de (Chagas, 1909).



1.4.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi envolve dois hospedeiros (definitivo e
intermediério) e mudancas importantes na forma e estrutura celular do parasito. Ao ser sugado
pelo hospedeiro intermediario (barbeiro), o Trypanosoma cruzi é conduzido das glandulas
salivares até o intestino do barbeiro, onde passa da forma tripomastigota para epimastigota.
Durante o repasto do barbeiro e evacuacdo, os parasitos sdo liberados sobre a ferida ja na
forma tripomastigota metaciclica infectante, e assim atingem um novo hospedeiro definitivo.
Uma vez no hospedeiro definitivo, o T. cruzi pode infectar diversos tipos celulares, podendo
dar inicio a doenga de Chagas nesse hospedeiro (Burleigh e Andrews, 1995; Tyler e Engman,
2001) (Fig. 1.5).

Durante o ciclo de vida do parasito, € possivel notar trés formas bem distintas e
importantes para caracterizagdo do T. cruzi. Trata-se de uma classificagdo onde se considera
as formas mais caracteristicas do ciclo de vida (Burleigh e Andrews, 1995) (Fig. 1.5). Em
1909 ao descrever o parasito, Carlos Chagas ja havia notado a grande diferenca morfologica,
e destacado as diferencas das formas do parasito no ciclo evolutivo (Chagas, 1909) (Fig. 1.4).

As principais formas sao:

- Amastigota: forma circular ou ovoide, com pouco citoplasma e nucleo grande. Nesta forma,
o flagelo se retém na chamada bolsa flagelar e € invisivel em cortes microscépicos. Os
amastigotas encontram-se iméveis, produzindo grandes quantidades de moléculas.
Amastigotas constituem a forma replicativa do parasito, apresentando-se caracteristicamente
no interior das células hospedeiras dos organismos infectados, principalmente macrofagos e
células musculares cardiacas (Burleigh e Andrews, 1995) (Fig. 1.4 A, formas numeradas de
57-59).

- Epimastigota: forma transitoria entre a amastigota e tripomastigota. Nessa fase, o parasito
tem forma fusiforme, bem alongada e membrana ondulante visivel e associada ao flagelo. O
flagelo emerge perto da metade da célula e alastra-se acompanhando a membrana ondulante
até se tornar livre na ponta da extremidade anterior do protozoario. Os epimastigotas
apresentam intensa atividade reprodutiva e é encontrada no intestino do inseto mais
especificamente. Quando o barbeiro suga os tripomastigotas sanguicolas através de seu
aparelho bucal, estas formas do parasito migram para o intestino do inseto onde se
transformam em epimastigotas. Quando caem no reto do inseto e estdo prontos para infectar
um vertebrado, os epimastigotas se transformam em tripomastigotas metaciclicos. A forma

epimastigota, € uma forma evolutiva de hospedeiros invertebrados, sendo as formas
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tripomastigotas tanto sanguicola quanto metaciclicas, e a forma amastigota, formas evolutivas
de hospedeiros vertebrados (Fig. 1.4 A formas numeradas de 65-69).

- Tripomastigota: encontra-se em duas formas mais comuns e infectantes - tripomastigotas
sanguicolas e metaciclicos. Os tripomastigotas sanguicolas sdo organismos muito ageis e que
percorrem o sangue periférico do hospedeiro vertebrado. Em visualizagdo por microscopia de
luz, apresentam-se em forma de C ou S com extremidades afiladas e um cinetoplasto globoso.
Tripomastigotas ndo se reproduzem no sangue e rapidamente penetram na célula hospedeira
onde se diferenciam em amastigotas, ou sdo destruidos por células do sistema imunoldgico do
hospedeiro. Os tripomastigotas metaciclicos, sdo as formas mais infectantes, que necessitam
penetrar as células do hospedeiro vertebrado. Sdo formas que resistem as altas temperaturas
corporais dos hospedeiros vertebrados, além disso tém capacidade de atravessar mucosas e se
aderem fortemente as membranas celulares das células hospedeiras (Fig 1.4 A formas
numeradas de 74 e 45).
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Figura 1.5 — Ciclo de vida do parasito Trypanosoma cruzi. As principais formas do ciclo
de vida do parasito e os respectivos locais onde se encontram nos hospedeiros intermediario e
definitivo séo indicados. Esquema adaptado do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas

do governo Americano - CDC.
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1.4.3 Aspectos clinicos na infecgdo pelo Trypanosoma cruzi

Os aspectos clinicos da doenca de Chagas sdo complexos, distribuidos em fases e
periodos de infec¢do. A doenga apresenta duas fases principais, uma mais inicial, denominada
aguda e outra mais tardia, denominada cronica.

Na fase aguda, pode haver ou ndo os sintomas que correspondem aos fendmenos
clinicos que se estabelecem nos primeiros dias ou meses da infec¢do, sendo diagnosticada
pelo encontro do parasito no sangue periférico. Pode-se também encontrar tripomastigotas
circulando perifericamente no liquido cefalorraquidiano, no leite e no sémen (Calabrese e
cols., 1994; Chimelli e Scaravilli, 1997).

Apo6s a infeccdo, formas tripomastigotas podem ser fagocitadas por macré6fagos ou
penetrar diretamente em outros tipos celulares onde se transformardo nas formas
intracelulares reprodutivas — as amastigotas (Fig. 1.6). Um hospedeiro infectado pelo T. cruzi,
apresenta geralmente parasitos em diversas células e tecidos. Os amastigotas podem ser
encontrados em fibras musculares esqueléticas, fibras musculares cardiacas, fibras musculares
lisas, celulas do baco, neur6nios, células da glia, na glandula tiredide, nos ovarios, e
infectando células dos tubulos seminiferos, entre outras (Calabrese e cols., 1994; Chimelli e
Scaravilli, 1997).

A fase aguda é, portanto, caracterizada por elevado parasitismo, principalmente em
Orgaos como o coracdo. Ninhos de amastigotas sdo facilmente identificaveis no citoplasma
destas celulas, ocupando areas extensas (Fig. 1.6). Essa disposi¢do nos tecidos, e a grande
caracteristica proliferativa do Trypanosoma cruzi, acarretam ao hospedeiro as manifestacdes
clinicas mais evidentes.

As manifestacbes gerais da fase aguda sdo febre (pouco elevada), mal-estar geral,
cefaléia, astenia, hiporexia, edema, hipertrofia de linfonodos. Frequentemente ocorre hepato-
esplenomegalia (Laranja e cols., 1948). As vezes se agrava numa forma meningoencefalica,
principalmente nos primeiros meses ou anos de vida (Laranja e cols., 1948; Teixeira e cols.,
2006).

Quando existem sinais de infeccdo, estes podem ser oculares (Sinal de Romafa) ou
cutaneos (Chagoma de Inoculacao) (Chagas, 1930; Laranja e cols., 1948). O Sinal de Romafia
é um edema bipalpebral, que as vezes se expande a face. Coloracdo rdsea-violacea das
palpebras, congestdo conjuntival e enfartamento dos linfonodos, constituem caracteristicas do
sinal de Romafia (Laranja e cols., 1948). O chagoma de inoculacdo é uma formacdo cutanea
ligeiramente saliente, arredondada, eritematosa, dura, assemelhando-se a um furdinculo que

ndo supura, mas que as vezes pode exulcerar (Laranja e cols., 1948).
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As alteracGes eletrocardiograficas encontradas na fase aguda estdo na dependéncia do
maior ou menor acometimento do coragdo. As principais alteragdes s&o: alargamento do
espaco PR (intervalo entre o processo de despolarizagdo atrial e ventricular), alteracdes
primarias de onda T (correspondente a repolarizacdo ventricular), e extrassistoles
ventriculares (Chagas, 1930; Morris e cols., 1990; Yacoub e cols., 2008). A fase aguda é o
passo inicial para o agravamento da doenca que posteriormente se instala na fase cronica. E,
muitas vezes, assintomatica, o que é complicado para o quadro da doenca, ja que o portador
nao identifica a doenca imediatamente e sO ird perceber e tomar as medidas cabiveis contra a
doenca de Chagas num estado mais avangado, conhecida como fase cronica.

A fase cronica trata-se de um estado que pode ser estacionario e assintomatico, porém
é principalmente nessa fase que o paciente apresenta complicacdes cardiacas, causadas pelo
acumulo do parasito no tecido muscular cardiaco, com a formacdo de edemas locais e
posterior fibrose. Isso leva o coracdo a uma perda de vitalidade, diminuicdo do seu ritmo e é a
principal causa de morte na doenca de Chagas. Muitas vezes o0 paciente ndo percebe
alteracdes clinicas, porém acaba sofrendo morte sibita, 0 que é bem caracteristico na doenca
de Chagas. Na fase crdnica, 0 método mais utilizado e seguro de diagndstico, € a deteccédo de
antigenos parasitarios no sangue dos pacientes (Duffy e cols., 2013; Pierimarchi e cols., 2013;
Verissimo da Costa e cols., 2012) .

A fase cronica pode ser sintomatica e oferecer ao portador indicios como: palpitacéo,
dispnéia, edema, dor precordial, tosse, tonturas, desmaios, acidentes embolicos,
extrassistolias. As principais alteracdes eletrocardiograficas sdo: bloqueio completo do ramo
direito (BCRD), hemibloqueio anterior esquerdo (HBAE), extrassistoles ventriculares,
sobrecarga de cavidades cardiacas, alteracGes da repolarizacdo ventricular, dentre outras
(Borges-Pereira e cols., 1998). O raio-x de térax pode revelar cardiomegalia global discreta,
moderada ou acentuada, aumento isolado de ventriculo esquerdo, aumento biventricular e
congestdo vascular pulmonar (Laranja e cols., 1948).

Alteracdes no trato gastrointestinal sdo muito comuns na fase crénica e podem ser
caracterizadas por alteracdes ao longo do trato digestivo, ocasionadas por lesdes dos plexos
nervosos (destruicdo neuronal simpatica), com consequentes alteracdes da motilidade e
morfologia ao nivel do trato digestivo, sendo 0 megaesdfago e o megacdlon as manifestacdes
mais comuns (Bassotti e Villanacci, 2013; Kamiji e De Oliveira, 2005; Matsuda e cols., 2009;
Teixeira e cols., 2006). O megacdlon se caracteriza por constipacdo intestinal (instalacdo lenta
e insidiosa), meteorismo, distensdo abdominal e fecaloma (Florez e cols., 2010; Matsuda e
cols., 2009). Os exames radiolégicos sdo importantes no diagndstico da forma digestiva. No

caso de megaes6fago, h& quatro grupos de alteragdes que vao desde uma simples dificuldade
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de seu esvaziamento até ao dolicomegaesdfago, que corresponde aqueles com grande volume,
alongado, atbnico, dobrando-se sobre a cupula diafragméatica, e produzindo sombra
paracardiaca direita ao simples exame de térax (Kamiji e De Oliveira, 2005; Matsuda e cols.,
2009; Rassi e cols., 2012).

A doenca de Chagas pode ser amenizada caso o portador esteja atento aos sintomas e
detecte imediatamente seu problema (Chamond e cols., 2002). Todo individuo com infec¢do
chagésica deve ter acesso a um servico médico capaz de fazer os diagnosticos clinico,
laboratorial e epidemiolégico e identificar a fase da doenga para definicdo do tratamento
adequado, quando necessario. O manejo clinico do paciente chagasico, particularmente das
formas cardiacas, é importante, pois quando bem conduzido e iniciado precocemente pode
resultar na elevacdo da expectativa de sobrevivéncia juntamente com a diminui¢do da carga

parasitaria no hospedeiro.
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Figura 1.6 — Aspectos morfoldgicos da infeccdo por Trypanosoma cruzi. (A, B) Seccdes de
tecido muscular cardiaco de rata infectada, observadas através de microscopia de luz (A) ou
microscopia eletrdnica de transmissao (B). Em (A), diversos ninhos de amastigotas (circulos
vermelhos) e infiltrado inflamatério mononuclear (circulo preto) sdo observados. Em (B),
nota-se a ultraestrutura de um ninho de amastigotas (A) dentro de um cardiomiécito (c). (C,
D) Macréfagos peritoneais murinos apos 24 h de infeccdo caracterizado pela grande taxa de
parasitismo. As setas vermelhas indicam os amastigotas no interior dos macréfagos.
Fragmentos de tecido cardiaco de ratas aos 12 dias de infeccdo e macrdéfagos peritoneais
murinos infectados foram processados com técnicas histoldgicas (A, coloragdo hematoxilina-
eosina) e/ou para microscopia eletrdnica de transmissdo (B-D). V, vacuolo; N, nicleo dos
macrofagos. A e B: imagens modificadas de (D'Avila e cols., 2012); C e D (Toledo e cols.,

imagens nao publicadas).
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1.4.4 Ultraestrutura do Trypanosoma cruzi

A organizacao ultraestrutural do T. cruzi € um ponto importante, sendo que alguns
componentes celulares sdo fundamentais para o parasito e sua interacdo com o hospedeiro.

Destacam-se as seguintes estruturas:
- Superficie celular: é onde ocorre a interacdo entre o parasito e a célula hospedeira do
vertebrado e as celulas intestinais do invertebrado. Na superficie, estdo presentes moléculas
como proteinas, lipidios e acucares que compdem o glicocédlix, que sdo de extrema
importancia para as funcOes interativas do parasito (Fig. 1.7 A) (Barrias e cols., 2010; De
Souza e cols., 2010; Rocha e cols., 2008; Souto-Padron e cols., 1984a). Dependendo da fase
do ciclo de vida do parasito é possivel notar diferenca nas quantidades e desempenho dessas
moléculas. Trata-se de uma superficie ibnica negativa que varia de acordo com o pH do meio,
0 que é importante para o processo de infecgdo da célula hospedeira (Souto-Padron e cols.,
1984a).
- Flagelo unico e basal: é importante para mobilidade do parasito, principalmente nas formas
tripomastigota e epimastigota, formas as quais o parasito ndo se encontra no interior de
células hospedeiras (Fig. 1.7 B) (De Souza, 2009; Rocha e cols., 2008). Nesses estagios do
ciclo, o parasito necessita de mobilidade, para ir de encontro as células hospedeiras e ou
“nadar” pelo sangue até ser sugado novamente por um barbeiro e recomecar o ciclo de vida
no invertebrado. A forma amastigota retrai o flagelo para uma bolsa denominada bolsa
flagelar devido a seu modo de vida intracelular e estatico (De Souza, 2009).
- Citoesqueleto: tem papel importante na funcdo celular do parasito. Tem aspecto de
organizacdo helicoidal sub-pelicular com microtubulos associados a membrana (Barbosa e
Meirelles, 1995; De Souza, 2009). Microfilamentos se organizam num sistema actina-miosina
sendo responsavel pela mobilidade no citéstomo, por exemplo (Fig. 1.7 F) (De Souza, 2009).
- Complexo cinetoplasto-mitocondrial: € uma estrutura que varia com a forma do parasito,
formada por uma mitocdndria de tamanho avantajado responsavel por praticamente toda
respiracdo celular do parasito. Possui DNA proprio, conhecido como KDNA (Fig. 1.7 E) (De
Souza, 2009). Proteinas béasicas sdo encontradas no cinetoplasto, o que permite deduzir que
essas proteinas estejam sendo produzidas localmente. Desta forma, este material genético do
cinetoplasto € de grande importancia para o parasito e seu ciclo de vida.
- Glicosomos: sdo estruturas esféricas de matriz homogénea, onde podem ser encontradas
proteinas de alto ponto isoelétrico semelhantes a catalases por exemplo (De Souza, 2009). Em
comparagdo com organelas de células de mamiferos, assemelham-se com 0s peroxissomos e

estdo envolvidos em vias importantes no interior da célula parasitaria, como a glicélise. As
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proteinas dos glicosomos sdo provenientes do genoma do ndcleo e transferidas atraves do
citosol para os glicossomos, onde sdo armazenadas, (revisto em (De Souza, 2009; Penha e
cols., 2009)).

- Acidocalcisomas: sdo organelas onde ha armazenamento de ions, tal como fosforo, calcio,
ferro, magnésio, sddio, potassio, zinco e participa no controle do pH da célula, bem como
controle osmotico (Correa e cols., 2002; Docampo e Moreno, 2011; Miranda e cols., 2000;
Moreno e Docampo, 2009). Através de analise em microscopia eletr6nica de transmissdo
(MET), pode haver certa divida em relagdo a morfologia dos acidocalcisomas, confundindo-
0s com alguns corpusculos lipidicos elétron-densos. Porém a caracterizagdo ultraestrutural da
membrana tira qualquer ddvida existente, ja& que corpusculos lipidicos apresentam uma
monocamada lipidica o que difere das demais organelas que possuem uma bicamada lipidica
como os acidocalcisomas (Fig. 1.7 D).

- Vacuolo contratil: comum no controle da osmorregulacdo, pode estar associando a
acidocalcisomas em vias de metabolismo interno (De Souza, 2009).

- Reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, bolsa flagelar, citdstoma e reservossomos:
compdem basicamente a via endocitica do parasito (De Souza, 2009; Sant’/Anna e cols.,
2004). Os reservossomos estdo associados a diversas fungdes, e tem como principal papel o
armazenamento de moléculas como lipidios (Pereira e cols., 2011). Varias proteinas, que
possuem papel na metaciclogénesis do parasito, também estdo associadas a reservossomos
(Fig. 1.7 C) (Pereira e cols., 2011; Sant'’Anna e cols., 2009; Sant'Anna e cols., 2008; Soares,
1999).

- Ndcleo: se enquadra como outra estrutura fundamental da célula, de funcdo semelhante aos
nucleos de outras células eucariotas (Fig. 1.7 C, E) (De Souza, 2009).

- Corpusculos lipidicos: estas organelas sdo descritas na literatura como inclusdes com
funcbes energéticas. Sdo, portanto, relacionadas com reserva lipidica, o que posteriormente
poderia ser utilizado pelo parasito para manutencdo energética da célula (Fig. 1.7 D) (Miranda
e cols., 2000).
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Figura 1.7 — Estruturas do Trypanosoma cruzi observadas por microscopia eletronica de

transmissdo e varredura. (A) Superficie celular evidenciando moléculas de carboidratos
(cabecas de setas amarelas). (B) Flagelo longo e afilado. (C) Reservossomos (R). (D)
Acidocalcisoma (Ac) e corpusculo lipidico (CL). Observe que, enquanto o Ac possui
membrana envoltoria tipica (estrutura trilaminar), o CL ndo se encontra delimitado por esta
estrutura. (E) Cinetoplasto indicado pelas setas vermelhas. (F) citoesqueleto observado pela
técnica de criofratura. N, nucleo; C, citoplasma do parasito. Figuras modificadas de: A, B
(De Souza e Meyer, 1975); C (Sant'Anna e cols., 2009); D (Miranda e cols., 2000); F (Souto-

Padron e cols., 1984b); E (Toledo e cols., imagem nédo publicada).
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1.4.5 Interagéo Parasito X Hospedeiro

Ao entrar em contato com o hospedeiro definitivo, o parasito necessita reconhecer,
interagir e penetrar nas células desse hospedeiro, do contrario serd eliminado pelo sistema
imune. Nesse primeiro contato, o parasito utiliza-se de moléculas presentes na sua membrana
celular para reconhecimento e adesdo nas células hospedeiras (Barbosa e Meirelles, 1993;
Crane e Dvorak, 1982). A superficie do Trypanosoma cruzi é totalmente recoberta por
mucinas, aglcares de extrema importancia para protecdo contra a acdo de moléculas
degradantes do hospedeiro e interagdo com o hospedeiro (Buscaglia e cols., 2006).

Na superficie das células hospedeiras, lectinas e integrinas funcionam como receptores
nesse processo e auxiliam na invasdo do parasito (De Souza e cols., 2010). Outras moléculas
na superficie da célula hospedeira também sdo reconhecidas e tém papel chave nesse
processo, como os receptores semelhantes a Toll - 4 e 9 que séo, por exemplo, reconhecidos
pela ceramida GIPL de epimastigotas (De Souza e cols., 2010). Outro receptor, 0 receptor
semelhante a Toll 2, expresso pelas células hospedeiras durante a infec¢do por T. cruzi, age
durante a interacao protegendo a célula hospedeira contra 0s mecanismos de apoptose gerados
durante um processo de infeccdo (Ponce e cols., 2012).

Um processo de invasao € algo extremamente complexo envolvendo varias moléculas
que estdo diretamente ligadas a inUmeras vias de sinalizagdo celular, tanto no parasito quanto
no hospedeiro (Bambino-Medeiros e cols., 2011; Fernandes e cols., 2007; Ruiz e cols., 1998).
Em (Ruiz e cols., 1998), mostrou-se que a interacdo entre glicoproteinas de superficie do
parasito com receptores do hospedeiro, provoca regulacdo nos niveis de Ca’* da célula
hospedeira, 0 que é determinante no processo de invasdo parasitaria. Em outro processo, 0
parasito, através de uma varredura na superficie da célula hospedeira, consegue capturar
moléculas durante a interacdo, desta forma o parasito adquire, por exemplo, acido sialico do
hospedeiro (Freire-de-Lima e cols., 2012). O &cido sialico é importante molécula da superficie
da célula hospedeira, participando no reconhecimento celular, como alvo de ligacdo de varias
moléculas. Quando o parasito captura e expde o0 acido sialico em sua superficie, em um
processo que mimetiza a superficie celular da célula hospedeira, ocorre um aumento em sua
viruléncia. Desta forma o parasito adquire capacidade de evadir-se do sistema imunolégico e
de formar gliconjugados importantes para eventos de interacdo e protecdo (Freire-de-Lima e
cols., 2010; Freire-de-Lima e cols., 2012).

S&o varios os grupos e familias de proteinas envolvidas no processo de interacéo,
invasdo e protecdo do parasito como a familia das glicoproteinas com diferentes pesos

moleculares: gp90, gp82, gp35/50, encontradas na superficie do Trypanosoma cruzi (Cuevas e
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cols., 2003; De Souza e cols., 2010; Ruiz e cols., 1998) (Fig. 1.8). Outras moléculas
participantes na protecdo do parasito a agdo tripanocida incluem as proteases, alguns agucares
e glicoproteinas. Estas moléculas protegem as formas tripomastigotas contra peptideos
antimicrobianos e contra acdo de células Natural Killer do hospedeiro, além de protegerem os
amastigotas no interior da célula hospedeira depois da internalizagdo (Cuevas e cols., 2003;
Yao, 2010).

Seguido o processo de reconhecimento e adeséo, o parasito utiliza a via endocitica da
prépria célula hospedeira para penetra-la, com o auxilio dos lisossomos da célula hospedeira,
formando o vactolo parasit6foro no citoplasma dessa célula e, posteriormente, evadindo-se
para continuar o processo de infeccdo no citoplasma da célula hospedeira (Barrias e cols.,
2010).

Acoplado ao processo de reconhecimento, adesdo, invasdo e manutenc¢do do parasito
na célula hospedeira, de acordo com o meio o qual esta inserido, hd um fluxo intenso de
moléculas entre parasito-hospedeiro, que provavelmente serdo utilizados na sintese de seus
proprios componentes celulares, de acordo com a necessidade apresentada e ciclo de vida do
parasito (Charron e Sibley, 2002; Coppens, 2006; Jackson e cols., 2004; Nishikawa e cols.,
2005). Vérios trabalhos mostraram em parasitos intracelulares como Toxoplasma gondii e
Plasmodium falciparum, por exemplo, trafego de lipidios entre parasito e hospedeiro
(Charron e Sibley, 2002; Palacpac, 2004). A endocitose de lipidios e proteinas provenientes
do meio de cultura, foi demonstrada em Trypanosoma cruzi, tendo sido proposta uma possivel
troca de vesiculas lipidicas entre parasito e hospedeiro num processo de infeccdo (Soares e De
souza, 1991).

Durante a infeccdo, os parasitos necessitam se manter no organismo hospedeiro,
evadindo o sistema imune do mesmo. As principais e mais eficazes formas de se realizar a
evasdo sdo a producdo de moléculas miméticas e/ou utilizacdo de vias inibitorias do proprio
sistema imune do hospedeiro pelo parasito (DosReis, 2000). Algumas moléculas produzidas
pelo hospedeiro podem ter acdo inibitdria no sistema imune, como por exemplo, mediadores
lipidicos com perfis anti-inflamatérios como prostaglandina E; (PGE;) e algumas citocinas
como interleucina 10 (IL-10). Essas moléculas podem estar sendo produzidas por parasitos

como foi demonstrado em cercarias de Schistosoma mansoni (Ramaswamy e cols., 2000).
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Figura 1.8 - Principais moléculas de superficie celular envolvidas na interacdo parasito-
célula hospedeira. Em negrito estdo destacadas as moléculas descritas no texto. Figura
modificada de (De Souza e cols., 2010).
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1.5 Corpusculos Lipidicos

Corpusculos lipidicos, gotas lipidicas ou inclus6es lipidicas, sdo todas denominagdes
para uma organela intracelular presente no citoplasma dos diversos tipos de células, que vao
desde organismos extremamente complexos como mamiferos e plantas, a organismos mais
simples como algas, fungos, protozoéarios e bactérias (revisto em (Murphy, 2001; Murphy,
2012)).

1.5.1 Estrutura e Composi¢ao

A estrutura dos corpusculos lipidicos, em contraste as demais organelas celulares as
quais mostram-se revestidas por membrana classica, constituida por bicamada lipidica, possui
uma unica camada anfipatica de fosfolipidios (revisto em (Bozza e cols., 2007; Melo e cols.,
2011b; Murphy, 2012)) (Fig. 1.9 A). Portanto, pelo fato ndo apresentarem uma membrana
envoltoria verdadeira, os corpusculos lipidicos séo facilmente identificaveis a microscopia

eletronica de transmissdo (Melo e cols., 2011b) (Fig. 1.9 B).
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Figura 1.9 — Aspectos morfoldgicos de corpusculos lipidicos (CLs). (A) Desenho

esquematico ilustrando a estrutura de CLs. Estas organelas encontram-se delimitadas apenas
por uma monocamada de fosfolipidios diferindo da organizacdo estrutural de todas as outras
organelas, vesiculas citoplasmaticas e membrana plasmatica, as quais apresentam uma
bicamada lipidica. (B) CL elétron-denso observado no citoplasma de um eosinofilo de sangue
humano através de microscopia eletrénica de transmissdo. N, nicleo. Barra = 500nm. Figura
modificada de (Melo e cols., 2011b).
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Os corpusculos lipidicos sdo geralmente arredondados e, dependendo de sua
composicdo, podem se apresentar bastante elétron-densos ou elétron-ltcidos, ou mesmo em
contrastes intermediarios quando analisado em microscopia eletrénica de transmissdo, apos
contrastacdo com tetroxido de ésmio (Dvorak e cols., 1983; Melo e cols., 2011b; Weller e
cols., 1991). Quando elétron-densos, os corpusculo lipidicos apresentam-se ricos em
fosfolipidios devido a forte impregnacao pelo tetréxido de 6smio, metal pesado que tem forte
afinidade e por isso cora fosfolipidios. Quando elétron-ltcidos sua constituicdo esta rica em
lipidios neutros, pois indica que o tetroxido de 6smio impregnou pouco durante a marcagdo. A
quantidade, o tamanho, e a elétron-densidade de corpulsculos lipidicos no interior de uma
célula vai depender das condicdes as quais a célula estd submetida e dos estimulos externos
que agem sobre a célula influenciando em sua constituicdo (revisto (Melo e Dvorak, 2012;
Melo e cols., 2011b). Acredita-se que corpusculos lipidicos se formam a partir do reticulo
endoplasmatico, porém os mecanismos celulares e moleculares de formacéo ainda ndo sdo
totalmente esclarecidos (Murphy, 2001; Wan e cols., 2007).

Quanto a composicdo, os corpusculos lipidicos apresentam um niamero elevado de
moléculas. De maneira geral, corpusculos lipidicos possuem uma constituicdo baseada em
lipidios neutros como diacilglicerois, triacilglicerois e ésteres de colesterol dispostos em sua
estrutura central e o entorno estruturado com fosfolipidios (revisto em (Bozza e cols., 2007)).

Sé&o encontradas nos corpusculos lipidicos de células de mamiferos diversos tipos de
proteinas como enzimas envolvidas no papel de sintese de lipidios, proteinas envolvidas no
acumulo e metabolismo de ésteres de colesterol, proteinas relacionadas com o trafego de
membrana como as proteinas da famila Rab de pequenas GTPases, e proteinas envolvidas na
sinalizacdo celular como proteinas-quinases, (Brasaemle e cols., 2004; Fujimoto e cols.,
2004). As proteinas estruturais de corpusculos lipidicos mais conhecidas em celulas de
mamiferos constituem a chamada familia PAT, denominada recentemente como perilipinas
(Kimmel e cols., 2010). Sé&o elas: Perilipina 1 (PLIN 1), Perilipina 2 (PLIN 2), também
conhecida como proteina relacionada a diferenciacdo de adipocitos (ADRP) ou adipofilina e
Perilipina 3 (PLIN 3), também conhecida como TIP-47 (Digel e cols., 2010; Fujimoto e cols.,
2004). Proteinas envolvidas no metabolismo e transporte celular como 17-B hidroxiesteroide
desidrogenase, Acyl CoA sintase também estdo presentes em grandes quantidades nos
corpusculos lipidicos. Outras proteinas como tubulina-1 e caveolina, também podem ser
encontradas em corpusculos lipidicos (Brasaemle e cols., 2004; Fujimoto e cols., 2004;
Londos e cols., 1999).
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1.5.2 Composicao de corpusculos em células do sistema imune

Em células do sistema imune, corpusculos lipidicos sdo sitios de formacdo de
mediadores inflamatorios (eicosandides) e contém moléculas especificas relacionadas a
sintese desses mediadores. Corpusculos lipidicos de células do sistema imune armazenam
varias moléculas como fosfolipidios, lipidios neutros e &cido araquiddnico. O &cido
araquidénico é um acido graxo importante no processo de sinalizacdo e € substrato para
conversdo enzimatica de eicosanoides (revisto em (Bozza e cols., 2007; Melo e cols., 2011b)).

As principais enzimas presentes em corpusculos lipidicos relacionadas a formagéo de
eicosandides sdo ciclooxigenases (COXs) (D'Avila e cols., 2011; Dvorak e cols., 1994;
Dvorak e cols., 1993) 5 e 15- lipooxigenases (5-LO e 15-LO) e leucotrieno C4 sintase (Bozza
e cols., 1997). Além disso, corpusculos lipidicos apresentam enzimas como fosfolipases e
MAP-quinases (Yu e cols., 1998).

Os corpusculos lipidicos, sdo sitios de producdo de eicosandides a partir do acido
araquidénico, onde é formado e liberado rapidamente mediante a estimulacdo celular. Um
exemplo desses mediadores é Prostaglandina E; (PGE;) um potente mediador inflamatorio
que tém o papel de inibir o sistema imune do hospedeiro. A PGE; é encontrada sendo formada
em corpusculos lipidicos de macréfagos infectados com Mycobacterium bovis BCG, causador
da tuberculose bovina ou com Trypanosoma cruzi (D'Avila e cols., 2011). Foi demonstrado
leucotrieno C, em corpusculos lipidicos de eosindfilos e basofilos estimulados com as
quimiocinas, eotaxina/CCL11 e RANTES/CCL5 e também em eosindfilos de modelos
murinos em ensaios de alergia e inflamacdo. Foi encontrado também, leucotrieno B, em
neutrofilos e macrofagos durante sepse (Pacheco e cols., 2007).

O processo desencadeado em células do sistema imune por situacdes, como descritas
acima, levam corpusculos lipidicos @ mudar em composicdo e em resposta a ativacdo das

células imunoldgicas, sendo uma organela intimamente relacionada a processos inflamatorios.

1.5.3 Inducéo da formacao de corpusculos lipidicos por patdgenos

A maioria das células possui um namero pequeno de corpusculos lipidicos no
citoplasma, mas a formacao destas organelas pode ser rapidamente estimulada quando ocorre
interacdo com diferentes patdgenos como parasitas, bactérias e virus (revisto em (Melo e
Dvorak, 2012)). Em doencas por protozoarios, como a doenca de Chagas, é bem documentado
0 aumento expressivo do numero e diametro de corpusculos lipidicos em macréfagos
infectados do hospedeiro (D'Avila e cols., 2012; Melo e cols., 2003; Melo e cols., 2011b). Na
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infeccdo por Leishmania amazonensis, observa-se um aumento numérico de corpusculos
lipidicos em macrofagos. Nesse caso, a relacdo com o processo de autofagia é bastante
evidente. O crescimento parasitario € favorecido pela inducdo de autofagia, seguida pelo
aumento do nimero de corpusculos lipidicos, producio de PGE; e diminuicdo de Oxido
Nitrico (NO) (Pinheiro e cols., 2009).

Os corpusculos lipidicos sdo sitios de compartimentalizacdo de ciclooxigenases e
lipooxigenases, estando diretamente relacionado a producdo de eicosandides (Bozza e cols.,
1997). Desta forma, inibidores de ciclooxigenases, como indometacina, agem diretamente nos
corpusculos lipidicos inibindo as enzimas localizadas nesta organela, diminuindo a producéo
de mediadores inflamatdérios imunossupressores, com isso ha uma reducdo da carga
parasitaria em camundongos (BALBY/c) infectados na leishmaniose experimental (Pinheiro e
cols., 2009).

Durante a infeccdo por Toxoplasma gondii, € evidente também a producdo de
mediadores inflamatdrios lipidicos em macréfagos como PGE; e LXAy, resultado de acdo de
ciclooxigenases sobre o acido araquidénico nos corpusculos lipidicos (Aliberti e Bafica,
2005). Também nota-se a producdo de lipoxina por macrdéfagos, que tem importante atuacéo
anti-inflamatoria e contribui na evasdo do parasito Toxoplasma gondii (Aliberti e Bafica,
2005).

Em estagio avancado, durante a malaria causada por Plasmodium berguei, nota-se a
presenca de grande quantidade de corpusculos lipidicos no citoplasma de hepatocitos, o que
provavelmente se trata de uma resposta inflamatoria da célula em relacdo a infecgdo pelo
parasito (Rodriguez-Acosta A, 1998). Embora hepatdcitos ndo sejam células do sistema
imune, este mecanismo pode indicar uma estratégia envolvida na imunidade, ja que
corpusculos lipidicos e seus produtos sdo importantes durante o processo de defesa do
organismo.

Os corpusculos lipidicos exercem papel importante em infec¢bes causadas por outros
patdgenos, que ndo protozoarios. Durante infeccdo em células HeLa por Chlamydia
trachomatis, um aumento na quantidade de corpusculos lipidicos é observado nestas células,
sendo estas organelas utilizadas pelo parasito como fonte de lipidios e proteinas (Kumar e
cols., 2006).

Foi demonstrado também que durante infec¢do por Mycobacterium bovis BCG, tanto
em infec¢do in vivo quanto in vitro, ocorre um aumento do numero de corpusculos lipidicos
no citoplasma de macréfagos e de outros leucdcitos (Almeida e cols., 2009; D'Avila e cols.,
2006).
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Nas infecgBes bacterianas, também é possivel destacar alteracBes na dindmica dos
corpusculos lipidicos nas células envolvidas com o processo inflamatério. A infeccdo por
Mycobacterium bovis BCG leva a produgdo de corpulsculos lipidicos em macrofagos,
mecanismo que depende tanto de via de sinalizacdo do receptor semelhante a toll 2 (TLR-2)
como também da via de sinalizacdo relacionada com a ativacdo do Receptor Ativado por
Proliferadores de Peroxisomos-gamma (PPARy) (Almeida e cols., 2009; D'Avila e cols.,
2006). Paralelamente ao aumento do nimero de corpusculos lipidicos, a producdo de PGE,
pelos macr6fagos também é aumentada. Os autores também mostraram que sob a inibicéo de
PPARYy, ocorre um maior potencial microbicida dos macrdfagos (Almeida e cols., 2009). Na
infeccdo por Mycobacterium leprae também € evidente o aumento da produgdo de
corpusculos lipidicos, acompanhada pela liberacdo de PGE, (Mattos e cols., 2010), tanto por
macréfagos quanto por células de Schwann (Mattos e cols., 2011).

E evidente a formacio de corpusculos lipidicos durante infeccBes causadas por diferentes
patogenos. O papel destas organelas, no entanto, ainda ndo se encontra esclarecido, podendo
atuar tanto na resisténcia do hospedeiro como favorecendo a sobrevivéncia do parasito
(revisto em (Melo e Dvorak, 2012)). Diversos trabalhos vém ressaltando que os corpusculos
lipidicos favorecem a replicacdo do microrganismo, seja enfraquecendo a acdo imunoldgica
do hospedeiro, seja interagindo e fornecendo a matéria prima para produgdo das moléculas
lipidicas do préprio parasito (Jackson e cols., 2004). No entanto, mais estudos devem ser
realizados para entender o papel dos corpusculos lipidicos na imunidade e inflamacéo, durante

infeccdes.

1.5.4 Corpusculos Lipidicos em Parasitos

A presenca de corpusculos lipidicos em protozoarios é conhecida por varias décadas.
Trabalhos antigos ja sugeriam a presenca de inclusdes de origem lipidica no citoplasma de
Leishmania donovani, pois tais inclusdes se dissolviam em xilol, um potente solvente de
lipidios (Chang, 1956). Hoje sabe-se que sdo organelas evidentes nesse parasito e trata-se de
corpusculos lipidicos (Flaspohler e cols., 1997). Foi mostrada também a ocorréncia de
corpusculos lipidicos em parasitos do género Plasmodium e Trypanosoma (revisto em
(Coppens e Vielemeyer, 2005)).

A observacdo de corpusculos lipidicos em protozoarios tem sido classicamente
associada ao papel desta organela como fonte de carbono para a sobrevivéncia do patégeno
(De Souza, 2009). No entanto, estudos vém demonstrando que corpusculos lipidicos em

parasitas podem estar relacionados com outras func¢des nestes organismos (Flaspohler e cols.,
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2010). Em Toxoplasma gondii tem sido observada a presenca dessa organela apés interacéo
com o hospedeiro além, da captura de lipidios desse mesmo hospedeiro pelo parasito
(Charron e Sibley, 2002). E interessante também observar que em corpusculos lipidicos de T.
gondii, estdo presentes enzimas importantes no metabolismo lipidico como diacilglicerol
aciltransferase (DGAT), enzima importante para o processo de formagdo do corplsculos
lipidicos (Quittnat e cols., 2004).

A captura de lipidios do hospedeiro para beneficio préprio, para formagdo das suas
préprias organelas lipidicas, tem sido mostrada recentemente (Charron e Sibley, 2002; van der
Meer-Janssen e cols., 2010). Em Trypanosoma brucei, o processo de formacdo de corpusculos
lipidicos também é evidente, e dependente de proteina quinase (Flaspohler e cols., 2010).

Na malaria, durante infeccdo pelo Plasmodium falciparum, o parasito utiliza lipidios
dos eritrdcitos para formacdo de seus préprios corpusculos lipidicos com a finalidade de se
proteger contra os radicais heme liberados durante destruicdo de hemoglobina e que séo
extremamente toxicos para parasito (Coppens e Vielemeyer, 2005; Jackson e cols., 2004;
Vielemeyer e cols., 2004).

Observando a grande quantidade de fungdes com as quais os corpusculos lipidicos
estdo envolvidos em células de mamiferos, bem como sua presenca em parasitos protozoarios,
investigou-se a ocorréncia e funcdo dessa organela em Trypanosoma cruzi.

Apesar de ja se ter notada a ocorréncia de corpusculos lipidicos em parasitos, estudos
sobre a composicéo e funcdo desta organela na inflamacéo ou interagcdo com o hospedeiro séo
escassos, limitando-se a associar tal organela com fungbes energéticas, acumulo e
metabolismo de lipidios neutros.

Assim, o objetivo do presente trabalho € entender a dindmica dos corpusculos lipidicos
no citoplasma do parasito Trypanosoma cruzi quando o mesmo estiver presente em diferentes
condices. Pretendemos também avaliar os corpusculos lipidicos do parasito quando
estimulados com outros lipidios, tais como acido araquidénico e acido oléico e se mediadores
inflamatérios lipidicos (como a PGE;) estdo sendo formados e liberados pelo parasito em
associacdo com o aumento na producédo dos corpusculos lipidicos, o que indicara se o parasito

influencia o hospedeiro mamifero durante um processo infeccioso.
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2. Objetivos e Metas

2.1 Objetivo Geral

Investigar a formacdo de corpusculos lipidicos no parasita Trypanosoma cruzi e a
correlacdo desta organela com a fisiopatologia da doenca de Chagas e com a sintese de

mediadores inflamatorios.

2.2 Objetivos Especificos

- Identificar corplsculos lipidicos no parasito (formas amastigotas e tripomastigotas)
por microscopia de luz e eletronica de transmisséo (MET);

- Analisar a morfometria dos corpusculos lipidicos por microscopia eletrénica de
transmissdo (numero, area, elétron-densidade) em diferentes situacdes de infeccdo in
Vvivo e in vitro em macrofagos;

- Quantificar corpusculos lipidicos, nas formas tripomastigotas, mediante estimulo com
precursores lipidicos: Acido araquidénico (AA) e Acido oleico (AO), em diferentes
tempos e em co-cultura com macrofagos;

- Auvaliar se o parasito produz e libera PGE, mediante estimulos com precursores da
formacdo desse mediador inflamatério (AA e AO);

- Auvaliar o papel de corpusculos lipidicos como sitio de producdo de PGE;, por técnica

de Eicosacell;
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3. Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Holtzman da colonia do centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (CEBIO), apresentando 26 a 29 dias de idade e 60
a 75 g de peso corporal. Todos os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Morfologia da UMFG, recebendo racdo comercial e d4gua a vontade. Também foram
utilizados camundongos C57BL/6 do centro de bioterismo da FIOCRUZ/IOC com 56 dias de
idade e peso corporal entre 20 e 25 g (CEUA/FIOCRUZ # 57/11-4).

3.2 Obtencao de Tripomastigotas

Culturas de T. cruzi foram crescidas em meio de infusdo de triptose hepatica (LIT) a
27°C contendo cerca de 100% de epimastigotas. Os epimastigotas foram centrifugados a
10000 g durante 15 min a 10°C. Posteriormente os parasitos foram ressuspensos em meio
artificial que simula a urina de triatomineo (TAU) (190 mM NaCl, 8 mM de tampéo de
fosfato pH 6,0, 17 mM KC1, 2 mM de CaCl,, 2 mM MgCl,), e incubado durante 2 h a
temperatura ambiente. Os parasitas foram diluidos para uma concentracdo final de 5 x 10°
parasitas/mL em meio TAU suplementado com 2,5% (v / v) de bicarbonato de sédio a 1,4%,
500 Ul de penicilina mL e 10 mM de L-prolina (tornando-se meio TAUP) e incubadas a
27°C. Os parasitas incubados em TAUP foram centrifugados a 12000 g durante 3 min a
temperatura ambiente e lavadas em TAU. A metaciclogénesis do parasito foi realizada no
laboratério de Biologia Imunitaria da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ e 0s

parasitos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Célio Freire-de-Lima.

3.3 Infeccdo de ratas Holtzman in vivo

Ratas Holtzman com 26 a 29 dias de idade foram infectadas com a cepa Y de
Trypanosoma cruzi (L.H.P. Silva, 1953), mantidas em camundongos adultos através de
passagens regulares no sangue a cada sétimo dia de infeccdo, conforme estudos prévios. Cada
rata recebeu 3 x 10° tripomastigotas do parasito, por via intraperitoneal. O controle da
infeccdo foi realizado através de pesquisa de tripomastigotas vivos em gota de sangue
espessa, obtido por seccdo da extremidade da cauda dos animais no 11° dia ap6s a inoculacdo

do parasito.
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3.4 Infecgdo de macrofagos in vitro

Para andlise de microscopia eletrénica de transmissdo, macrofagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 foram plaqueados sobre laminula (1 x 10%/poco) em placas de 24
pocos e incubados com meio RPMI, suplementado com soro fetal bovino a 2%, L-glutamina a
0,2 mM e penicilina e estreptomicina a 2%. Os macréfagos foram mantidos a 37°C em
atmosfera com 5% de CO, pelo periodo de 16 h. Posteriormente, os macrofagos foram
infectados com a cepa dm28c do parasito (MOI 3:1) durante 1 e 24 h. Para analise de
microscopia de campo claro, 1 h ap6s a infeccdo, foram retirados 200 uL de meio de cultura
de cada pogo contendo parasitos ndo internalizados e foram confeccionados os citoesfregacos
em lamina de vidro para contagem de corpusculos lipidicos nos parasitos que interagiram com
os macrofagos. Como controle foram utilizados citoesfregacos contendo parasitos que nédo
entraram em contato com 0s macréfagos.

Para analise de microscopia eletrbnica, 24 h apos a infeccdo, 0s parasitos ndo
internalizados foram retirados pela lavagem com PBS e as células foram incubadas por mais
24 h e posteriormente processadas para MET, conforme descrito no item 3.5. Todos os
procedimentos experimentais seguiram as recomendacdes dadas pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da FIOCRUZ mediante o protocolo L — 02/08.

3.5 Microscopia eletrénica de transmissao

Para estudo ultraestrutural dos macrofagos infectados in vivo foram retirados
fragmentos do apéndice auricular do atrio esquerdo dos animais infectados e controles. Todos
0s procedimentos para microscopia eletrénica foram realizados de acordo com trabalhos
prévios do grupo (Fabrino e cols., 2011; Melo e cols., 2010; Melo e Weller, 2010; Ueki e
cols., 2013). O material foi fixado em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) modificada,
constituida de paraformaldeido e glutaraldeido a 1% em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,3,
durante 16 h, a 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas no mesmo tampao, a 4°C por
cerca de 30 min. Posteriormente, os fragmentos foram pos-fixados em solugéo de tetroxido de
6smio a 1% reduzido por ferrocianeto de potassio a 1,5% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3. O
material foi entdo desidratado em etanol e acetona e processado rotineiramente para inclusdo
em resina Epon (Polysciences). Os cortes semifinos obtidos foram corados com azul de
toluidina/borato de sddio para a sele¢do de areas adequadas a ultramicrotomia, realizada em

ultramicrétomo Sorvall MT 2-B. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de
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uranila a 3% e citrato de chumbo a 1% e analisados em microscopio eletronico de transmissao
EM-10 (Zeiss).

Para estudo ultraestrutural dos parasitos no experimento in vitro, os macrofagos
infectados foram fixados ainda em suspensdo com o mesmo fixador usado acima durante 1 h e
lavados em tampéo fosfato por centrifugacdo a 1000 g. Os pellets foram posteriormente
incluidos em &gar a 2% e processados rotineiramente para MET.

3.6- Analises Morfométricas Ultraestruturais

Para analise morfométrica dos corpusculos lipidicos dos parasitos, fotomicrografias
contendo os parasitos no interior de macréfagos, foram obtidas a partir de MET dos
experimentos in vivo e in vitro. Foi utilizado o programa ImageJ® para a realizagdo das
medidas comparativas de &rea e densidade. As analises foram feitas através das
fotomicrografias a partir da MET realizada. Foram analisadas um total de 36 micrografias
sendo 12 do experimento in vivo e 24 do experimento in vitro. Dessas micrografias foram
analisados 20 parasitos in vivo e 25 in vitro apresentando média aproximadamente de 33 e 89
corpusculos lipidicos respectivamente. As comparactes foram feitas com o auxilio do

programa estatistico Graphpad Prism 5®.

3.7 Estimulo de tripomastigotas com AA e AO

Foram utilizados tripomastigotas obtidos da metaciclogénesis descrita acima em 3.2.
Em placa de 24 pocgos, foram feitas triplicatas de cada grupo. Cada pogo recebeu 2 mL da
solucdo contendo cerca de 3,4 x10° parasitos em meio de cultura (TAUP). Foram utilizados 4
tempos diferentes (1 h, 2 h, 12 h e 24 h), trés doses de acido araquidonico (1,5 uM, 7,5 uM e
15 uM) e duas de &cido oleico (1 uM e 5 uM) (Sigma Aldrich). O grupo controle recebeu
veiculo (etanol a 0,1%). Apo6s os diferentes tempos de incubacdo foi realizada a analise de
viabilidade celular com azul de tripan onde observou-se mais de 95% de células vivas.
Posteriormente, foram confeccionados citoesfregacos contendo cerca de 1 x 10°

parasitas/lamina em Cytospin (550 rpm por 5 min).

3.8 Coloracdes para Corpusculos Lipidicos

Para anélise dos corpusculos lipidicos nos parasitos através de marcagdo com tetroxido

de ésmio, laminulas contendo parasitas e/ou células infectadas foram fixadas em formalina a
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3,7%, lavadas em tampdo cacodilato e fixadas em tetroxido de 6smio a 1,5% por 5 min.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas em &gua destilada, tratadas com tetroxido de
6smio a 1,5% reduzido por tiocarbohidrazida a 1% por 5 min, lavadas em agua destilada e
montadas com o meio aqua polymount (Vector). As analises para a quantificagdo dos
corpusculos lipidicos foram feitas em 50 células consecutivas em microscopio de luz. Para
marcacdo com BODIPY®, suspencdo celular do parasito foi incubada com 1 puM de
BODIPY® (Molecular Probes) por 1 h a 37°C. Posteriormente, as células foram centrifugadas
1800 rpm por 5 min para formacdo do pellet e ressuspendidas em tampéo fosfato a 0,1 M.
Foram confeccionados os citoesfregacos dos parasitos estimulados com os acidos graxos.
Posteriormente, as laminas foram fixadas em formalina 3,7% e lavadas em tampao fosfato a
0,1 M. Apos esse procedimento as laminas foram montadas com laminulas de vidro. Para
coloracdo com Oil Red O (Sigma Aldrich), as ldaminas confeccionadas como descrito acima
devidamente fixadas, receberam propileno glicol 100% por 5 min. Depois foram incubadas
com solucéo de Oil Red O 0,5% por 10 min a 60°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas

e montadas com meio acqua polymountig com laminulas de vidro.

3.9 Dosagem de Prostaglandina E;

Os sobrenadantes das culturas de parasitos controles e estimulados com AA e AO no
tempo de 24 h, foram coletados para analise dos niveis de PGE,. A dosagem de PGE; foi
realizada por ensaio imunoenzimatico (EIA) com o kit Prostaglandin E, EIA — Monoclonal,
segundo instrucdes do fabricante (Cayman Chemical). Foram utilizadas placas pré—revestidas
com IgG de cabra anti-camundongo. Primeiramente, as placas foram lavadas 1x com tampé&o
de lavagem. A curva padrdo foi feita utilizando aliquota de PGE, em diluicdes seriadas, em
tampao EIA (diluicBes de 1 a 0,016 ng/mL). Os pocgos correspondentes a amostra receberam
50 pL de sobrenadante das culturas e o controle (branco) foi utilizado 50 pL de tampdo EIA.
Todos os pogos foram simultaneamente incubados com 50 uL de anticorpo monoclonal PGE,
e 50 uL de tracer (PGE, conjugada com colinesterase), exceto no branco. A placa foi
incubada pelo periodo de 16 h a temperatura ambiente. No dia seguinte, a placa foi lavada por
5x com tampdo de lavagem e adicionado o revelador ELMAN'S que é o substrato para a
enzima colinesterase presente no tracer. A placa foi incubada sobre agitacdo por 2 h. Em
seguida foi realizada a leitura da placa em leitora de Elisa, utilizando o programa Soft Max
Pro®.
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3.10 Quantificacdo de Corpusculos Lipidicos

Para quantificacdo dos corpusculos lipidicos nos tripomastigotas, os parasitos foram
cultivados nas placas de 24 pocos, divididos em grupos controle ou estimulados pelos tempos
de 1, 2,12, e 24 h, tratados ou ndo com AA e AO (doses1e5uM de AO ou 1,5, 7,5¢e 15 uM
de AA). Foram confeccionados citoesfregagos em laminas de vidro, que foram posteriormente
coradas com tetréxido de dsmio como descrito em 3.8. As andlises para quantificacdo dos
corpusculos lipidicos foram feitas em microscopio de luz (objetiva de 100X). A quantificacdo
dos corpusculos lipidicos foi realizada fazendo-se a contagem de 50 células consecutivas por

lamina.

3.11 Eicosacell

Para realizacdo do Eicosacell foram utilizados 4 grupos: 2 controles (etanol a 0,1%) e
2 estimulados com AA (7.5 uM correspondente a dose que mais estimulou) ambos nos
tempos de 2 h e 12 h. As amostras contendo 0s parasitos em suspensao, posteriormente foram
fixadas e permeabilizadas com EDAC (Sigma-Aldrich) a 1% por 15 min. O EDAC é utilizado
para fazer uma ligacdo cruzada entre o grupamento carboxil dos eicosandides com o0s
grupamentos aminas das proteinas adjacentes. Posteriormente, foram confeccionados
citoesfregacos contendo cerca de 1 x 10° parasitos por lamina. As laminas foram lavadas 2
vezes por 10 min em PBS e incubadas por 1 h com os anticorpos primarios os quais foram
diluidos em solucdo contendo 0,1% soro normal de burro, anticorpo murino anti-PGE; —
Cayman Chemical (diluicdo 1:50) e anticorpo de porco da india anti-adipofilina (ADRP)
murino (diluicdo 1:1000) (RDI Research). Posteriormente, as laminas foram lavadas trés
vezes por 10 min em PBS e incubadas com os anticorpos secundarios para PGE; e ADRP,
anticorpo de cabra anti-camundongo conjugado com CY3 e anticorpo de burro anti-porco da
india conjugado com CY2 (Jackson Laboratories), respectivamente, ambos na proporcao de
1:1000. Como controle, foram utilizadas laminas incubadas somente com 0s anticorpos
secundarios. Posteriormente, as laminas foram lavadas 3 vezes por 10 min em PBS e

montadas com meio de montagem contendo o DAPI (Vectashield Vector).

34



3.12 Analises Estatisticas
Os resultados foram expressos como média + EPM e analisados segundo o teste de

ANOVA seguido pelo teste t de Student, com nivel de significancia p < 0.05. Cada
experimento foi realizado em triplicata, sendo repetido por 2 vezes.
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4. Resultados

4.1 — Diferentes técnicas de microscopia revelam a presenca de corpusculos

lipidicos no citoplasma do parasito Trypanosoma cruzi

A presenca de corpusculos lipidicos em formas tripomastigotas e amastigotas do
parasito Trypanosoma cruzi foi investigada utilizando-se diferentes técnicas de microscopia.
Utilizaram-se trés técnicas para observacao dos corpusculos lipidicos em microscopia de luz:
coloracdo com tetroxido de 6smio, um metal pesado que cora fosfolipidios em marron e
coloracdo com dois marcadores fluorescentes — BODIPY® e Qil Red O (ORO), especificos
para lipidios neutros, os quais marcam corpusculos lipidicos em verde e vermelho,
respectivamente. Ressalta-se que o0 ORO é um fluoréforo que tem a caracteristica de ser
visualizado tanto em microscopia de campo claro como em microscopia de fluorescéncia
(Melo e cols., 2011a).

A utilizacéo das trés técnicas de microscopia de luz mostrou claramente a presenca de
corpusculos lipidicos tanto em formas tripomastigotas como em formas amastigotas de
culturas, estimuladas ou ndo com acido araquidonico (Fig. 4.1 e 4.2). O estimulo com &cido
araquidénico induziu a formacdo de corpusculos lipidicos (compare a Fig. 4.1 A com a Fig.
4.1 B). A quantificacdo de corpusculos lipidicos nos grupos estimulados sera descrita no item
4.4,

Formas amastigotas do parasito no interior de macréfagos foram também analisadas
por MET para observacdo de corpusculos lipidicos. Para esta finalidade, foram utilizados dois
tipos de macrofagos: macrofagos inflamatorios do coragdo de ratas infectadas aos 12 dias,
pico do parasitismo neste modelo, e macrdéfagos peritoneais murinos infectados em cultura
durante 24 h. As micrografias eletronicas de macréfagos contendo amastigotas no citoplasma
foram entdo cuidadosamente analisadas.

Corpusculos lipidicos foram observados ultraestruturalmente como organelas

arredondadas, de diferentes tamanhos e elétron-densidades (Fig. 4.3).
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Figura 4.1 — Corpusculos Lipidicos (CLs) em formas tripomastigotas e amastigotas do
parasito Trypanosoma cruzi observados por microscopia de luz. (A, B) CLs aparecem
como estruturas arredondadas e escuras no citoplasma de tripomastigotas apds colora¢do com
tetroxido de 6smio. Note que, apds estimulo com acido araquidénico (B), o numero de CLs
aumentou em comparacdo com o parasito ndo estimulado (A). (C, D) Marcacdo com a sonda
fluorescente para lipidios neutros BODIPY® revela inimeros CLs em verde no citoplasma de
formas tripomastigota (C) e amastigotas (D) previamente estimuladas com é&cido
araquidonico. Celulas em cultura foram estimuladas ou ndo com acido araquidonico (7.5 pM)
durante 1 h e processadas para coloracdo com tetroxido de 6smio ou marcados com

BODIPY® conforme material e métodos.
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Figura 4.2 — Corpusculos lipidicos (CLs) no citoplasma de forma tripomastigota do
parasito Trypanosoma cruzi apés marcacdo com Oil Red O (ORO). (A) Tripomastigota
observada em microscopia de campo claro ap6s marcacdo com ORO. CLs aparecem como
pontos vermelhos no citoplasma do parasito. Em (Ai-Aii), a mesma célula é observada por
microscopia de fluorescéncia em diferentes filtros para evidenciar os CLs (pontos vermelhos)
e DNA (em azul, marcado pelo DAPI). Em (Aiii), as imagens obtidas em (Ai) e (Aii) foram
sobrepostas. Células em cultura foram estimuladas com acido araquiddnico (7.5 uM) durante

1 h e processadas para marcacdo com ORO e DAPI.
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Figura 4.3 — Corpusculos Lipidicos no citoplasma de formas amastigotas de

Trypanosoma cruzi observadas no interior de macrofagos. (A, B, C) Corpusculos lipidicos
com diferentes elétron-densidades sdo indicados (cabecas de setas) em amastigotas presentes
no citoplasma de macrofagos inflamatorios do coracdo de ratas com 12 dias de infec¢do (A e
B) e em macrdfagos peritoneais murinos apos 24 h de infecgdo em cultura (C). Fragmentos do
atrio de ratas Holtzman ou macréfagos murinos infectados foram processados para

microscopia eletrdnica de transmissdo. n, nacleo; k, cinetoplasto.
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4.2 — Corpusculos lipidicos de Trypanosoma cruzi sdo organelas dinamicas que variam
em tamanho e elétron-densidade mediante interacdo com o hospedeiro

Tendo em vista a observacdo de corpusculos lipidicos ultraestruturalmente diferentes
em formas amastigotas de macrofagos infectados, analises morfométricas foram realizadas em
micrografias eletronicas. O nimero e area dos corpusculos lipidicos em amastigotas assim
como a variacdo de elétron-densidade destas organelas foram analisados e quantificados com
0 uso do programa de computador ImageJ®.

O namero de corpusculos lipidicos dentro de amastigotas ndo variou entre macréfagos
infiltrados no coracdo (modelo in vivo) e macro6fagos peritoneais murinos (modelo in vitro)
(Fig. 4.4 A). No entanto, quando a area dos corpusculos lipidicos foi comparada, observou-se
que no modelo in vivo, os corpusculos lipidicos mostraram-se significativamente maiores em
amastigotas de macrdfagos inflamatérios do coracdo em comparagdo com corpusculos
lipidicos de amastigotas de macréfagos murinos de culturas (Fig. 4.4 B).

Para a analise de elétron-densidade foram considerados trés parametros: corpusculos
lipidicos fortemente elétron-densos, elétron-densos e elétron-licidos, de acordo com (Melo e
cols., 2006). Observou-se uma variacao de elétron-densidade quando os corpusculos lipidicos
de amastigotas foram comparados (Fig. 4.5). Parasitos de macréfagos do coracdo de ratas
infectadas exibiram maior proporc¢éo de corpusculos lipidicos elétron-densos, em comparacdo
com corpusculos lipidicos de amastigotas de macrofagos peritoneais de culturas (Fig. 4.5).

O conjunto de dados morfometricos aqui apresentados indica que os corpusculos
lipidicos do parasito ndo sdo organelas estaticas, mas variam morfologicamente em resposta a

interacdo com células do hospedeiro e com os estimulos do meio.
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Figura 4.4 — Dados morfométricos ultraestruturais de corpusculos lipidicos (CLs) do
parasito Trypanosoma cruzi observados no citoplasma de macroéfagos. (A) O namero de
CLs por seccdo do parasito ndo variou quando amastigotas de macréfagos inflamatérios do
coracdo (modelo in vivo) foram comparados com amastigotas de macrofagos murinos em
cultura (modelo in vitro). (B) O tamanho dos CLs, no entanto, foi significativamente maior
(*) em macréfagos do modelo in vivo. Fragmentos do atrio de ratas Holtzman ou macréfagos
murinos infectados foram processados para microscopia eletrénica de transmissdo aos 12 dias
ou apds 24 h de infeccédo, respectivamente. A analise foi realizada utilizando-se o programa
imageJ® e os graficos projetados a partir do Graphpad prism 5®, utilizando o test t de
student. Asterisco (*) indica diferenca significativa p< 0,05. Foi analisado um total de 36

micrografias de macrofagos infectados e um total de 45 parasitos e 122 corpusculos lipidicos.
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Figura 4.5 — Elétron-densidade de corpusculos lipidicos (CLs) de parasitos presentes no
citoplasma de macrofagos peritoneais em cultura (A) e em tecido cardiaco (B). As
porcentagens de CLs elétron-densos e elétron-lGcidos dentro de amastigotas variaram quando
os dois tipos de macréfagos infectados foram comparados. Fragmentos do atrio de ratas
Holtzman ou macrofagos murinos infectados foram processados para microscopia eletrénica
de transmissdo aos 12 dias ou apds 24 h de infeccdo, respectivamente. A analise de elétron-
densidade foi feita usando-se o programa ImageJ®. Considerando a média de cinza
estabelecida pelo programa, os CLs foram classificados em FED — Fortemente elétron-denso,
média de cinza entre 0-85. ED — Elétron-denso, média de cinza entre 86-170. EL — Elétron-

licido, media de cinza entre 171-255. Foi analisado um total de 36 micrografias de
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macrofagos infectados e um total de 45 parasitos e 122 corpusculos lipidicos.

42



4.3 — Sinais de trafego lipidico entre o parasito e 0 hospedeiro

Conforme demonstrado em outros parasitos, a interacdo parasito-hospedeiro gera um
trafego de moléculas lipidicas entre estes organismos (Charron e Sibley, 2002; Vielemeyer e
cols., 2004). Desta forma, e também considerando o fato de termos observado variagdo
morfologica de corplsculos lipidicos em funcdo dessa interagdo, micrografias eletronicas
foram detalhadamente analisadas com o objetivo de identificagcdo de sinais indicativos desse
trafego.

Observou-se que, principalmente em macréfagos do tecido cardiaco, um numero
expressivo de corpusculos lipidicos presentes no citoplasma destas células mostrou-se
disposto ao redor ou em contato com amastigotas livres no citoplasma (Fig. 4.6, cabecas de
setas). Estes corpusculos lipidicos proximos ao parasita mostravam-se integros, com forma
arredondada caracteristica (Fig. 4.6, cabecas de setas brancas) ou parcialmente mobilizados,
em forma de meia lua (Fig. 4.6, cabecas de setas amarelas).

Além disso, chamou atencdo a presenca de diversas vesiculas dispostas entre as
formas amastigotas e a matriz citoplasmatica do macrofago. Estas vesiculas foram
identificadas aparentemente como vesiculas de transporte e pareciam caracterizar um trafego
de moléculas entre o parasito e o citoplasma da célula hospedeira. Foram vistas vesiculas
tanto em contato direto com o parasito como no espaco circundante do mesmo (Fig. 4.7 Ai, B
e C, cabecas de setas vermelhas).

Estes dados indicam uma troca de moléculas entre os macréfagos e os parasitos
amastigotas. Esse trafego pode estar relacionado a necessidade do parasito por lipidios,

favorecendo assim a formacédo de seus préprios corpusculos lipidicos.
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Figura 4.6 - Macrofago inflamatorio do coracdo de rata mostrando formas amastigotas
de Trypanosoma cruzi no citoplasma, aos 12 dias de infeccdo. Diversos corpusculos
lipidicos (CLs) no citoplasma do macrofago (M¢) (cabegas de setas) apresentam-se em
contato ou ao redor do parasito. As cabecas de setas brancas indicam CLs integros, enquanto
as cabecas de setas amarelas apontam CLs mobilizados. Fragmentos do atrio de ratas

Holtzman infectadas foram processados para microscopia eletronica de transmissao.
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Figura 4.7 — Ultraestrutura de formas amastigotas do parasito Trypanosoma cruzi no

citoplasma de macrdéfagos murinos peritoneais, ap6s 24 h de infeccdo. (A) Visdo
panoramica de um macrofago parasitado por varios amastigotas. (Ai, B, C) Em maior
aumento, observam-se vesiculas de transporte (cabegas de setas) dispostas entre o parasito e 0
citoplasma do macrofago. Macrofagos murinos de culturas foram processados para

microscopia eletronica de transmissdo. N, nicleo do macréfago.
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4.4 — Acido araquiddnico, acido oléico e a interagdo com o hospedeiro induzem a
formacé&o de corpusculos lipidicos em formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi

Acido araquidonico (AA) e Acido oléico (AO) sdo &cidos graxos que induzem a
formacdo de corpusculos lipidicos em células de mamiferos, pois sdo armazenados nessas
organelas e atuam como substrato para enzimas envolvidas na sintese de mediadores da
inflamacdo (Bozza e cols., 2007). A capacidade de formacéo de corpusculos lipidicos a partir
do estimulo com AA e AO foi avaliada em formas tripomastigotas do parasito. Para isso,
tripomastigotas em cultura foram incubadas com AA ou AO por diferentes tempos (1 h, 2 h,
12 h e 24 h) em diferentes doses (1 ou 5 uM para AO e 1.5, 7.5 e 15 uM para AA). Estas
doses foram baseadas em doses utilizadas para estimulo em células de mamiferos (Bozza e
cols., 1996)

Quando estimulados com AA, os parasitos apresentaram um aumento consideravel do
namero de corpusculos lipidicos no citoplasma em comparacdo com parasitos ndo
estimulados. No tempo mais inicial, 1 h, o perfil do aumento foi dependente da dose e foi
mais evidente quando comparado aos outros tempos analisados. Nas doses de 7.5 uM e 15
uM de AA ocorreu um aumento significativo no nimero de corpusculos lipidicos em relagao
ao controle (Fig. 4.8 A). A dose de 7.5 uM induziu a maior formagdo de corpusculos
lipidicos, sendo o numero destas organelas aproximadamente 2 vezes maior do que O
encontrado no grupo controle (Fig. 4.1 A e B e Fig. 4.8). No tempo de 12 h, ndo foram
observados aumentos significativos do nimero de corpusculos lipidicos (Fig. 4.8 B). Apos 24
h, ocorreu aumento significativo do numero destas organelas para a dose de 7.5 uM em
relacdo ao controle (Fig. 4.8 C). Com relacdo ao estimulo com AO, observou-se um aumento
significativo do ndmero de corpusculos lipidicos em tripomastigotas incubadas com esta
molécula, em todos os tempos e doses analisados (Fig. 4.9 A-C).

Investigou-se também se a interacdo do parasito com o hospedeiro levaria a uma
inducdo na formacdo de corpusculos lipidicos nos parasitos. Para tal, formas tripomastigotas
do parasito foram cultivadas na presenca de macrofagos peritoneais murinos durante o tempo
de 1 h e posteriormente 0 nimero de corpusculos lipidicos foi quantificado nos parasitos nao
internalizados. Para controle, o nimero de corpusculos lipidicos foi quantificado em formas
tripomastigotas mantidas pelo mesmo tempo apenas em meio de cultura. As analises
quantitativas mostraram um aumento significativo do namero de corpusculos lipidicos em
tripomastigotas mantidas em contato com macréfagos apdés 1 h em comparacdo com

tripomastigotas mantidas apenas em meio pelo mesmo tempo (Fig. 4.10). Isso significa que
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apenas a interacdo inicial (contato) parasito-célula hospedeira é capaz de induzir a formacéo

de corpusculos lipidicos no citoplasma do parasito.
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Figura 4.8 — Formacao de corpusculos lipidicos (CLs) em formas tripomastigotas do
parasito Trypanosoma cruzi apo6s estimulo com acido araquidbnico (AA). Formas
tripomastigotas do parasito foram estimuladas em cultura com AA nas doses de 1.5, 7.5 e 15
uM em diferentes tempos 1 h (A) 12 h (B) e 24 h (C) ¢ o nimero de CLs quantificado a partir
de coloracdo com tetréxido de 6smio. Os controles receberam veiculo (etanol a 0,1%).
Asterisco (*) indica diferenca significativa p< 0,05. Gréficos foram projetados a partir do

Graphpad prism 5®, utilizando o test t de student.
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Figura 4.9 — Formacao de corpusculos lipidicos (CLs) em formas tripomastigotas do
parasito Trypanosoma cruzi apos estimulo com acido oléico (AO). Formas tripomastigotas
do parasito foram estimuladas em cultura com AO nas doses de 1 ou 5 uM em diferentes
tempos 1 h (A) 2 h (B) e 24 h (C) e o nimero de CLs quantificado a partir de coloracdo com
tetroxido de 6smio. Os controles receberam veiculo (etanol a 0,1%). Asterisco (*) indica
diferenca significativa p< 0,05. Graficos foram projetados a partir do Graphpad prism 5®,

utilizando o test t de student.
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Figura 4.10 — A interacdo parasito-hospedeiro induz formacéo de corpusculos lipidicos
no parasito Trypanosoma cruzi. Tripomastigotas do parasito foram co-cultivados com
macrofagos peritoneais murinos por 1 h e o nimero de corpusculos lipidicos quantificado
ap0s marcacdo com tetroxido de 6smio em parasitos ndo internalizados. Como controle,
foram utilizados tripomastigotas mantidos em meio TAUP. Ocorreu aumento no namero de
corpusculos lipidicos no citoplasma do parasito apds interacdo. Asterisco (*) indica diferenca
significativa p< 0,05. Gréficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5®, utilizando

o test t de student.
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45 — Trypanosoma cruzi é capaz de liberar PGE, quando estimulado com &cido

araquidonico

E bem documentado que o AA e AO s&o precursores na formagéo de PGE, em células
de mamiferos e, conforme ja& mencionado, estes &cidos graxos sdo depositados nos
corpusculos lipidicos onde sdo metabolizados por enzimas como a PGE sintase para producdo
desse mediador inflamatorio. Foi demonstrado no presente trabalho que, quando formas
tripomastigotas sdo incubadas com AA ou AO, hd um aumento no nimero de corpusculos
lipidicos no citoplasma do parasito. A capacidade de producdo de PGE; pelo parasito foi entdo
analisada em resposta ao estimulo com estas moléculas. Tripomastigotas em cultura foram
estimuladas com AA (1.5 uM e 7.5 uM) ou com AO (1 uM e 5 uM) por 24 h, doses que
obtiveram maior grau de estimulos na formacédo de corpusculos lipidicos. O tempo de 24 h foi
definido pois toda a PGE; liberada ao longo desse tempo seria acumulada no sobrenadante.
Posteriormente os niveis de PGE; foram dosados no sobrenadante.

Quando estimulado com AA, 0 parasito apresentou grande aumento na producdo de
PGE;. Na dose de 1.5 uM de AA, o aumento dos niveis de PGE, foi de aproximadamente 6
vezes em relacdo ao controle (16,02 pg/mL + 3,76 no controle e 101,5 pg/mL + 10,52 no
estimulado, media + erro padrao da média) (Fig. 4.11 A). Na dose de 7.5 uM de AA, o
aumento foi ainda mais acentuado alcancando niveis aproximadamente 65 vezes maiores do
que os observados no controle (16,02 pg/mL + 3,76 no controle e 1035,44 pg/mL + 34,88
para o estimulado, média + erro padrdo da média). Quando estimulados com AO, ndo foi
observado aumento significativo nos niveis de PGE,. Na dose de 1 puM, notou-se uma

tendéncia ao aumento, mas esse dado ndo foi estatisticamente significativo (Fig. 4.11 B).
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Figura 4.11 — Niveis de Prostaglandina E; (PGE) liberados pelo parasito Trypanosoma
cruzi apos estimulo com &cido araquidbnico (AA) e acido oléico (AO). Formas
tripomastigotas do parasito foram estimuladas com 1,5 ou 7,5 uM de AA (A) e 1 e 5 uM de
AO (B) por 24 h e os niveis de PGE, foram dosadas no sobrenadante por ensaio
imunoenzimatico. Nos grupos controles, as formas tripomastigotas foram incubadas apenas
com o mesmo Vveiculo usado para diluicdo dos &cidos (etanol a 0,1%). Os niveis de PGE,
apresentados nos graficos estdo em pg/mL. Asterisco (*) indica diferenca significativa p<
0,05. Gréficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5®, utilizando o test t de

student.
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4.6 — Corpusculos Lipidicos de Trypanosoma cruzi sdo sitios de formagédo de PGE;

A PGE; é um conhecido mediador inflamatério lipidico que age no sistema imune de
mamiferos e sdo produzidos principalmente por células envolvidas na inflamagdo (Abdalla e
cols., 2008; Van Elssen e cols., 2011). Corpusculos lipidicos formados nestas células séo
capazes de sintetizarem PGE; em resposta a infeccdo com diferentes patégenos (D'Avila e
cols., 2011; D'Avila e cols., 2006).

Tendo em vista os dados do presente trabalho mostrando que parasito é capaz de
produzir e liberar PGE; no meio, foi investigado se esse mediador inflamatdrio tem sua
producdo relacionada com os corpusculos lipidicos do parasito, como ocorre em células de
mamiferos. Para isto, foi realizada uma técnica de imunolocalizacdo em formas
tripomastigotas do parasito, através de fixacdo da PGE, em seu local de sintese usando-se a
técnica de Eicosacell (Bandeira-Melo e cols., 2011). Esta técnica utiliza o fixador EDAC, que
permite fixar o eicosanoide no seu sitio de sintese, através de liga¢des cruzadas com proteinas
adjacentes presentes nos corpusculos lipidicos (Bandeira-Melo e cols., 2011).

A imunomarcacdo para ADRP, proteina considerada um marcador para corpusculos
lipidicos, associada a imunomarcacdo para PGE, demonstrou que, de fato, os corpusculos
lipidicos séo sitios de compartimentalizacdo da sintese de PGE, em T. cruzi, uma vez que
ocorreu co-localizacdo destas duas moléculas (Fig. 4.12 Bii). Enquanto as celulas controles
ndo estimuladas mostraram uma imunomarcagdo difusa e pouco evidente (Fig. 4.12 A, Ai,
Aii), o estimulo com AA revelou a presenca de uma imunomarcagdo pontual e intensa tanto
para ADRP (Fig. 4.12 B, C) como para PGE, (Fig. 4.12 Bi). A Substituicdo do anticorpo
primario para PGE, por um anticorpo irrelevante (IgG) mostrou imunomarcacgédo negativa para
este mediador inflamatorio (PGE,) (Fig. 4.12 Ci).
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Figura 4.12 — Imunomarcacdo para ADRP e Prostaglandina E, (PGE;) em formas
tripomastigotas do parasito T. cruzi estimuladas ou ndo com acido araquiddnico (AA).

(A-Aii) Células ndo estimuladas controles mostram imunomarcacdo difusa e pouco evidente
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para ADRP (A) e PGE; (Ai). (Aii) mostra a co-localizagdo destas duas moléculas. (B-Bii) O
estimulo com AA levou a formacao de corpusculos lipidicos e imunomarcagéo intensa destes
tanto para ADRP (B) como para PGE; (Bi). Observe em (Bii) a co-localizacdo destas duas
marcacdes. Em (C-Cii) sdo mostradas imagens representativas do controle do anticorpo
primario para PGE,. Enquanto (C) mostra imunomarcacdo clara para ADRP, em (Ci), onde
foi usada uma IgG irrelevante, a imunomarcacdo € negativa para PGE, (Cii) mostra a
sobreposicao de (C) e (Ci). Areas de DNA do parasito foram marcadas em azul pelo DAPI.
Tripomastigotas foram estimulados ou ndo com AA (7.5 uM) por 24 h e as células
processadas para a técnica de Eicosacell (Bandeira-Melo e cols., 2011).
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5. Discussao

Os corpusculos lipidicos sdo organelas virtualmente presentes em todos o0s
organismos, podendo ser encontradas em plantas, protozoarios e bactérias (Murphy, 2001;
Murphy, 2012). Sdo comumente presentes e bem descritas em células de mamiferos, nas quais
participam de varios processos celulares como metabolismo lipidico, trafego de vesiculas,
estocagem de citocinas e receptores de citocinas (revisto em (revisto em (Bozza e cols., 2007;
D'Avila e cols., 2006; Melo e Dvorak, 2012)).

Em células do sistema imune, os corpusculos lipidicos sdo sitios de producdo de
mediadores inflamatdrios, como os eicosandides, que sdo produzidos a partir da atuacdo de
varias enzimas, como COXs, LOs, e PGE sintase (Bozza e cols., 1996; Weibel e cols., 2009),
(revisto em (Bandeira-Melo e cols., 2002; Bozza e cols., 2011)). Desta forma, corpusculos
lipidicos exercem papel importante em celulas do sistema imune por serem sitios
reconhecidos de producdo de mediadores inflamatérios de origem lipidica (Bozza e cols.,
1996; Bozza e cols., 1997). A formacéo de corpusculos lipidicos é tdo expressiva em resposta
a doengas inflamatorias, incluindo doengas infecciosas, que estas organelas sdo consideradas
marcadores estruturais de inflamacéao (revisto (Melo e cols., 2011b)).

Na altima década, um namero acentuado de estudos sobre corpusculos lipidicos vem
sendo realizados em células de mamiferos, porém este nimero € ainda bastante limitado
quando se trata de patdgenos. Trabalhos iniciais focados em aspectos morfolégicos de varios
patogenos, incluindo T. cruzi descrevem o0s corpusculos como inclusbes lipidicas
arredondadas relacionadas com reserva lipidica (De Souza, 2009; Soares e cols., 1987). Mais
recentemente, corpusculos lipidicos em patdgenos vem ganhando destaque, uma vez que estas
organelas parecem ter funcGes ndo apenas de reserva energética, mas também ligadas a
sobrevivéncia do patdgeno dentro da célula hospedeira (Coppens, 2006; Quittnat e cols.,
2004). De fato, em P. falciparum, por exemplo, sdo formados corpusculos lipidicos a partir de
lipidios extraidos do hospedeiro como mecanismo de escape. Interessantemente, o parasito se
utiliza de lipidios das células hospedeiras (eritrocitos) que se acumulam préximo ao vacutolo
parasitéforo (Jackson e cols., 2004).

Os resultados do presente trabalho ampliam o conhecimento sobre corpusculos
lipidicos em patdgenos, demonstrando que estas organelas parecem também envolvidas com a
modulacdo da resposta imune do hospedeiro e evasdo do parasito em infeccdo por
Trypanosoma cruzi.

Os resultados obtidos mostraram que o parasito T. cruzi possui corpusculos lipidicos

no seu citoplasma nas formas amastigota e tripomastigota, observacdo constatada apos
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identificacdo especifica para essa organela com trés marcadores de corpudsculos lipidicos —
tetroxido de 6smio, BODIPY® e Oil Red O, & microscopia de luz e por microscopia eletrénica
de transmissdo. Conforme ressaltado anteriormente, a microscopia eletronica de transmisséo
permite a identificacdo precisa de corpusculos lipidicos, visto que estas organelas nédo
apresentam membrana envoltéria com estrutura trilaminar tipica (revisto em (Melo e cols.,
2011b)). Desta forma, corplsculos lipidicos no parasito podem ser diferenciados de outras
organelas, como por exemplo, acidocalcisomo e reservossomo que sdo delimitadas por
membrana verdadeira (Miranda e cols., 2000; Sant'Anna e cols., 2004).

Observamos que, dependendo do estimulo, ou do meio no qual o parasito esta
inserido, o nimero e morfologia dos corpusculos lipidicos alteram no citoplasma do T .cruzi.
Isto significa que corpusculos lipidicos ndo sdo organelas estaticas no parasito, mas sim
organelas que respondem prontamente a condicGes em que este patdgeno se encontra,
principalmente se o parasito estiver em interacdo com a célula do hospedeiro. Desta forma,
tripomastigotas mantidos em contato com macrofagos in vitro mostraram formagdo de
corpusculos lipidicos, com aumento significativo do nimero destas organelas em comparagédo
com tripomastigotas mantidas sem a presenca de macrofagos. Esse fato reforca a idéia de que
os estimulos gerados pelo hospedeiro influenciam na formacgdo de corpusculos lipidicos do
parasito e que a interacdo do parasito com o hospedeiro, mesmo que de forma répida (1 h), é
essencial para as respostas da célula parasitaria. E sabido que durante um processo infeccioso,
parasito e hospedeiro interagem intensamente, havendo moléculas de superficie importantes
na mediacdo dessas interacOes e transducgdo de sinais na celula estimulada, como gp 90, gp 82,
GIPL, entre outras, (revisto em (De Souza e cols., 2010)).

Outro dado interessante do presente trabalho foi a comparacdo de aspectos
morfologicos de corpusculos lipidicos em amastigotas infectando macréfagos in vitro e
macrofagos infiltrados em 6rgédo alvo da doenca de Chagas - coracao - in vivo. Apesar de nao
ter sido detectado aumento no nimero de corpusculos lipidicos em amastigotas quando estas
duas situacdes foram comparadas, o tamanho destas organelas foi significativamente maior
em amastigotas de macréfagos inflamatorios cardiacos do que em amastigotas dos
macrofagos infectados in vitro. Esta observacdo indica que, quando o parasito encontra-se
dentro do organismo hospedeiro, os estimulos gerados durante o processo de infeccao, assim
como a resposta do hospedeiro, sdo capazes de influenciar diretamente os corpusculos
lipidicos. Ou seja, corpusculos lipidicos do parasito sdo aptos a responderem as interacdes
entre 0 mesmo e células do hospedeiro. Em um sistema de cultura, a quantidade de variaveis
envolvidas é muito menor que em um sistema in vivo, onde as moléculas e a fisiologia do

organismo hospedeiro operam sobre o parasito.
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Além do aumento de tamanho, outra indicagdo ultraestrutural de que os corpusculos
lipidicos do Trypanosoma cruzi estdo sendo modulados pela interacdo com o organismo
hospedeiro, é o fato da elétron-densidade destas organelas também ter mostrado diferencas em
amastigotas presentes em macrofagos infectados in vitro e in vivo. Exemplos de variagdo de
elétron-densidades em corpusculos lipidicos, € bem documentado em células de mamiferos.
Durante estudo por infeccdo por patdgenos como Trypanosoma cruzi € Mycobacterium bovis
BCG, corpusculos lipidicos de macrdfagos mostraram diferencas entre elétron-densidades
dependendo do tempo de infeccdo e da carga parasitaria (D'Avila e cols., 2006) e (revisto em
(Melo e cols., 2006)). Esta diferenca de elétron-densidade de corpusculos lipidicos pode estar
relacionada com diferentes composi¢des quimicas tanto de lipidios como de outras moléculas,
como proteinas, estagios de formacdo ou flutuacdo/mobilizacdo de moléculas nestas organelas
(Melo e cols., 2006). Além disso, sugere que corpusculos lipidicos sdo de fato modulados no
citoplasma a partir de estimulos sofridos pela célula.

As analises de microscopia eletrbnica também revelaram a presenga corpusculos
lipidicos no citoplasma do macréfago claramente dispostos na proximidade do parasito (Fig.
4.6) e de vesiculas de transporte aparentemente transitando entre as formas amastigotas do
parasito e o citoplasma do macrofago (Fig. 4.7). Estas observacfes chamaram a atencéo
porque é documentado na literatura que corpusculos lipidicos em células do hospedeiro, além
de serem formados em resposta a infeccdo com diferentes patdgenos, sdo capazes de se
realocarem no citoplasma e interagir com fagossomos contendo parasitos (revisto em (Melo e
Dvorak, 2012)). Aléem disso, a literatura relata varias situacdes onde o patdgeno parece
usurpar lipidios do hospedeiro em beneficio proprio, ou seja, para manutencdo de sua
sobrevivéncia (Coppens, 2006; Jackson e cols.,, 2004; Vielemeyer e cols., 2004).
Interessantemente, as observacdes ultraestruturais do presente trabalho mostraram
corpusculos lipidicos, dispostos na proximidade do parasito, parcialmente mobilizados (Fig.
4.6). Isso sugere, uma perda de contetdo nos corpusculos lipidicos e, em conjunto com a
observacao das vesiculas de transporte, consequentemente um trafego de material lipidico dos
corpusculos lipidicos do macréfago para os amastigotas. Sendo assim, essa troca de material,
mais especificamente ganho de lipidios pelo parasito, permite que estes lipidios sejam
utilizados como matéria prima para o metabolismo celular do parasito. Esse processo de troca
de material ja foi demostrado em outros parasitos. Parasitos protozoarios como T. gondii e P
falsiparum, trocam lipidios com o hospedeiro, mais especificamente, capturam lipidios do
hospedeiro para beneficio proprio e sintese do seu proprio material, esse fato foi mostrado
basicamente através de rastreamento dos lipidios do hospedeiro, marcando-0s com elementos
radioativos (Charron e Sibley, 2002; Coppens, 2006; Palacpac, 2004).
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A capacidade de AA e AO modular a formacgéo de corpusculos lipidicos no T. cruzi na
forma tripomastigota foi investigada. Esses lipidios sdo conhecidos como precursores da
formacdo de eicosandides e indutores da formacdo de corpusculos lipidicos em células de
mamiferos (Bozza e cols., 1996).

Quando os parasitos foram estimulados com AA e AO foram observados aumentos
significativos de corpusculos lipidicos no parasito em relacdo ao controle ndo estimulado,
dependendo da dose utilizada de cada acido graxo e dos tempos. Uma importante constatacéo
foi de que o parasito apresenta um maior perfil de inducdo quando estimulados em tempos
menores, tanto com AA quanto em AO. Isso significa uma resposta aguda e rapida dos
parasitos aos estimulos na producdo dos corpusculos lipidicos. Assim como acontece em
células de mamiferos, corpusculos lipidicos do parasito sdo rapidamente formados em
respostas a agentes indutores. Foi observado também, que parasitos estimulados nos tempos
mais tardios (12 h e 24 h), apesar de apresentarem um perfil de indu¢cdo no numero de
corpusculos lipidicos menor que nos tempos mais recentes (1 h e 2 h), mostraram aumento no
tamanho dos corpusculos lipidicos no citoplasma (dado ndo mostrado), o que pode ser
atribuido a uma deposicéo consistente de acidos graxos nos corpusculos lipidicos ja formados
e/ou coalescéncia desses corpusculos lipidicos. Estes perfis de aumento na quantidade de
corpusculos lipidicos provavelmente se devem ao mesmo processo conhecido em mamiferos,
quando demonstrou-se que esses acidos graxos sdo indutores na formacdo de corpusculos
lipidicos e podem ser incorporados nestas organelas e futuramente utilizados no metabolismo
celular (Dvorak e cols., 1983; Weller e Dvorak, 1985).

O aumento no numero de corpusculos lipidicos induzido por AA foi acompanhado por
um grande aumento na liberacdo de PGE; (Fig. 4.11). Além disso, demonstrou-se no presente
trabalho que corpusculos lipidicos do parasito sdo sitios da producdo deste mediador
inflamatério (Fig. 4.12).

A PGE; é um potente eicosandide que age no organismo como um mediador
inflamatério inibitério do sistema imune, pois tem seu papel relacionado ao controle da
resposta imune, proporcionando inibicdo na producdo de citocinas pro inflamatérias,
restringindo a acdo de células importantes para imunidade como macréfagos, células NK,
linfocitos T entre outras (Goodwin e cols., 1977; Minakuchi e cols., 1990; Van Elssen e cols.,
2011). A PGE; esta, por exemplo, associada aos danos ocasionados aos tecidos dos
hospedeiros durante a doenca de Chagas, devido a sua acdo sistémica e de contencdo (Abdalla
e cols., 2008). Desta forma, através da liberacdo desse mediador, parece que o parasito
consegue evadir-se do sistema imune do hospedeiro, o que pode ser uma de suas estratégias

para sobrevivéncia em um periodo maior.

58



A relacdo PGEy/parasito pode ser importante durante a infeccdo por T.cruzi.
Considerando que o parasitismo é muito acentuado na fase aguda da doenca (Fig. 1.6),
quantidades consideraveis de PGE; podem estar sendo produzidas pelo conjunto de parasitos
no organismo hospedeiro. A disposicdo em ninhos dos T. cruzi durante um processo de
infeccdo onde varios parasitos se interiorizam numa unica célula hospedeira (Fig. 1.6), torna
possivel a liberacdo de grande quantidade de mediador (PGE;) no tecido local. A PGE,
liberada pelos parasitos, cai no tecido infectado e consequentemente, ira causar uma inibicéo
da acdo de varias células do sistema imune que tém a capacidade de controlar e destruir os
parasitos. Varias citocinas importantes, pré-inflamatorias, também deixam de ser liberadas
por essas células devido a inibicdo pela PGE,. Com a resposta imune do hospedeiro mais
atenuada e controlada, o parasito encontra mais facilidades para se manter no tecido o qual
esta infectando.

Além disso, durante a infeccdo por T. cruzi, ha no tecido cardiaco inducdo da
formacdo de PGE; gerada pelas células hospedeiras em apoptose. Essas celulas induzem os
macrofagos do infiltrado cardiaco a produzirem esse mediador inflamatorio como forma de
retrair o processo inflamatorio ocorrido no local, o que causaria danos ao tecido cardiaco.
Desta forma, hd uma inibicdo do sistema imune naquele local onde a PGE; foi liberada,
contribuindo para o crescimento parasitario (D'Avila e cols., 2011; Freire-de-Lima e cols.,
2000). A inibicdo do sistema imune pela PGE; gerada pelas células do hospedeiro associada a
producdo de PGE; diretamente por T. cruzi podem beneficiar a sobrevivéncia deste parasito.
Desta forma, sugere-se que a sintese de PGE, pelo T. cruzi possa ser um mecanismo de
evasdo desenvolvido pelo parasito.

Estudos futuros sdo importantes para entender melhor as implicacdes da formacéo de
corpusculos lipidicos no T.cruzi e o papel da PGE, neste parasito com vistas de se alcancar

um melhor controle desta infeccdo.
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6. Conclusotes

- O parasito Trypanosoma cruzi possui corpusculos lipidicos no seu citoplasma tanto
nas formas amastigotas como tripomastigotas. O numero e morfologia destas
organelas alteram dependendo do estimulo recebido pelo parasito. Isto significa que
corpusculos lipidicos ndo sdo organelas estaticas no parasito, mas sim organelas que

respondem prontamente a condigdes em que este patdgeno se encontra.

- A formacdo de corpusculos lipidicos no Trypanosoma cruzi pode ser modulada pela
interacdo com o organismo hospedeiro. Além disso, a composigcdo destas organelas
também parece ser influenciada por esta interacdo. Portanto, corpusculos lipidicos do
parasito podem ser consideradas organelas dindmicas as quais encontram-se

provavelmente envolvidas na fisiopatologia da doenca de Chagas.

- As analises ultraestruturais sugerem a ocorréncia de um trafego de lipidios do
hospedeiro para o parasito. Estas moléculas poderiam ser usadas pelo proprio

Trypanosoma cruzi na formagéo de seus corpusculos lipidicos.

- O T. cruzi é capaz de produzir PGE;, um potente inibidor do sistema imune
hospedeiro. Quando estimulados com AA, o0s parasitos produziram gquantidades
elevadas deste mediador inflamatorio quando comparado com o0s parasito nédo
estimulados. Essa observacdo, corrobora com a ideia de que esse acido graxo,
precursor na formacdo de PGE; em corpusculos lipidicos de mamiferos, age da mesma

forma no parasito. Essa pode ser uma estratégia de evasdo utilizada pelo parasito.

- A producdo de PGE; ocorre nos corpusculos lipidicos do parasito. Esse fato é de
extrema importancia pois nos permite concluir que os corpusculos lipidicos do
parasito estdo agindo semelhantemente aos corpusculos lipidicos de células
inflamatdrias de mamiferos. Desta forma, pode-se fazer uma analogia funcional entre
essa organela nas células dos mamiferos e de parasitos. Isso torna os corpusculos
lipidicos de Trypanosoma cruzi, um possivel alvo para estudos mais detalhados

futuramente.

- Em conjunto, os resultados do presente trabalho (sumarizados na Fig. 6.1), mostram

que o parasito T. cruzi possui corpusculos lipidicos em seu citoplasma, 0s quais
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podem ser formados e/ou alterados morfologicamente pelos estimulos do meio e pela
interacdo com a célula hospedeira. Essas organelas constituem sitios de producéo e
liberacdo de PGE; 0 que pode agir na célula hospedeira e ser de extrema importancia
para a evasao do parasito. Os corpusculos lipidicos no parasito podem ser importantes
alvos de controle no curso da doencga de Chagas.
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Figura 6.1 — Mecanismos propostos para formacéo de corpusculos lipidicos a partir de
estimulos e formacdo de prostaglandina E, (PGE;) no Trypanosma cruzi. Em (A), a
sequéncia indica o processo no qual parasitos amastigotas sao mantidos de diferentes formas,
em macrofagos no tecido cardiaco de ratas e macréfagos murinos em cultura. Foram
demonstradas as diferencas morfoldgicas dos corpusculos lipidicos. Em (A) também se
observa o aparente trafego de vesiculas existente entre os amastigotas e o macrofago. Na
sequéncia, em (B) tripomastigotas em cultura foram estimulados com &cidos graxos em
diferentes tempos e doses e em presenca de macréfagos. Laminas foram confeccionadas com
diferentes marcacdes especificas para corpusculos lipidicos. O sobrenadante da cultura foi
analisado dosando os niveis de PGE, Os parasitos estimulados tanto com acidos graxos
guanto com presenca de macréfagos mostraram perfil de aumento no humero de corpudsculos
lipidicos no citoplasma. Foi observado também que ha a producdo de PGE; pelo parasito.
Através do Eicosacell foi co-localizado corpusculos lipidicos e PGE, recém sintetizadas,
mostrando que PGE; é produzida em corpusculos lipidicos do parasito. Em (C) € mostrado
que a PGE; produzida nos corpusculos lipidicos e liberada pelo parasito pode agir sobre o

sistema imune do hospedeiro de forma inibitéria.
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