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Resumo

Tese de doutorado

A doenca de Chagas é provocada pelo protozoario 7rypanosoma cruzi e dentre suas
manifestagbées clinicas, destaca-se a inflamacdo cardiaca. Diversas vias da célula
hospedeira estao relacionadas ao ciclo do parasito, incluindo a fagocitose e autofagia. Além
disso, o desenvolvimento da patogénese depende da resposta imune do hospedeiro. A
autofagia € um processo de degradagcao de componentes citoplasmaticos presente em
células eucaribticas associado a sinalizagédo celular, cuja regulacdo pode afetar processos
celulares, incluindo as infecgdes intracelulares, possibilitando o desenvolvimento da doenca.
No presente estudo, avaliou-se a participacdo da autofagia durante a infecg¢do por 7. cruzi in
vitro e in vivo, analisando: (1) a contribuicdo desta via durante a infeccao em células
fagociticas e ndo-fagociticas profissionais; (2) o papel potencial da autofagia na miocardite
chagasica aguda, utilizando sua modulagao farmacolégica pela rapamicina. Primeiro, a
analise de autofagia através da avaliacdo da expressdo de LC3 em células cardiacas e
macrofagos submetidos a inducao por rapamicina ou meio de estresse nutricional aumentou
0 numero de autofagossomos sem a perda de viabilidade. Em culturas infectadas, ambas as
células mostraram maior expressao de LC3, principalmente aquelas nas quais o parasito foi
internalizado. O tratamento com rapamicina compromete a viabilidade do parasito, contudo
o estresse nutricional ndo o afeta, inclusive na infectividade. Assim, as células sob estresse
nutricional diminuem a infecgdo nas duas células hospedeiras, em diferentes momentos do
ciclo do parasito. Enquanto macréfagos reduzem a internalizagao, confirmada pela menor
fagocitose de particulas inertes e parasitos mortos, em células ndo-fagociticas, a diminui¢cao
ocorre pelo bloqueio da proliferacao ou impedimento da diferenciacdo, eliminando o
parasito, também corroborado pelas células ATG57 submetidas a infeccdo. /n vivo,
diferentes cargas parasitarias induziram autofagia, principalmente em células endoteliais e
cardiomiocitos, sem associacdo ao numero de parasitos inoculados. O tratamento por 10
dias com rapamicina levou a alteragdes elétricas, sem induzir danos bioquimicos renais,
cardiacos ou hepaticos. Em animais infectados, a rapamicina ndo afetou a carga parasitaria,
como previamente observado /n vitro. Apesar disso, o farmaco induziu um aumento do
numero de células T de memdria no bago e redugao do peso do érgdo. Rapamicina ainda
apresentou papel protetor no coragao dos animais infectados diminuindo o intervalo PR,
dano cardiaco por CK-MB e infiltrados inflamatérios, reforgando a via autofagica como
benéfica ao hospedeiro durante a infecgcao pelo 7. cruzi reforcando a possibilidade de

intervencgdes terapéuticas nesta via na modulagcao da resposta imune.



Abstract

Phd Thesis

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi and among the clinical manifestations
cardiac inflammation poses a crucial role. Many host pathways are related to parasite
intracellular cycle, including phagocytosis and autophagy. In addition, development of this
disease depends on the host immune response. Autophagy is a eukaryotic mechanism that
leads to degradation of cytoplasmic components and cell signaling, and its modulation
disturb cell functions under stress, including in case of intracellular infections, potentially
affecting the outcome of the pathology. In the present study, we evaluated the role of
autophagy during 7. cruziinfection /n vitro and in vivo, analyzing: (1) the contribution of this
process in the infection of professional and non-professional phagocytic cells; (2) potential
role of autophagy in chagasic acute myocarditis, using pharmacological modulation by
rapamycin. Firstly, we evaluated autophagy by LC3 expression in starved or rapamycin-
treated cells and observed that cardiac cells and macrophages are inducible without cell loss
Then, these cells showed an upregulation of LC3 after 7. cruziinfection, especially when the
parasite were within host cell. Rapamycin affects parasite viability but starved
trypomastigotes were not modulate in infection. Starvation process decreased infection in
both host cells in different periods of parasite cycle: while in macrophages reduces
internalization, confirmed by reducing phagocytosis from inert particles and dead parasites,
in non-phagocytic cells decreased infection is associated by hampering parasite proliferation
and/or differentiation, confirmed by ATG5 cells submitted to the infection. /n vivo,
autophagy is upregulated in cardiac tissue, mainly in endothelial and cardiac cells, and its
induction is not associated with parasite inocula. We treated mice with rapamycin for 10 days
and observed that this drug affects ECG profile, but do not alter cardiac, renal or hepatic
biochemical parameters. After the treatment with parasite cytotoxicity was not observed as in
in vitro assays. Nevertheless, rapamycin also induced upregulation of memory T cells in
infected spleen associated with reduced tissue/ animal weight ratio, also conferring a cardiac
protection by reducing PR interval, decreased CK-MB values and inflammatory foci. Our
data reinforce autophagy as beneficial to host during the infection and its possibility as

therapeutic intervention in this pathway by its modulation in immune response.
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l. INTRODUGAO
1. A doenga de Chagas e o 7rypanosoma cruzi

Em 1907, o diretor do Instituto de Manguinhos, no Rio de Janeiro, Dr. Oswaldo
Cruz incumbiu o pesquisador Carlos Chagas de executar uma campanha anti-
paludismo no norte do estado de Minas Gerais por conta da constru¢ao de uma
estrada de ferro. Chagas verificou a presenca de um inseto hematoéfago, popularmente
conhecido como barbeiro, que vivia nas frestas das casas de pau a pique e realizava
o repasto sanguineo, principalmente a noite. Ao levar tais insetos, assim como
amostras de sangue para o laboratorio, este pesquisador descreveu o 7rypanosoma
cruzi, € também o ciclo da doenca, correlacionando a sintomatologia do paciente
(Chagas, 1909). Desta forma, a nova tripanossomiase foi nomeada posteriormente
como doenga de Chagas ou tripanossomiase americana, em homenagem ao médico

que descreveu a enfermidade (Coura, 2015).

Descoberta ha 117 anos, essa infeccao ja foi relatada em populagcbes que
viveram na América ha mais de 10.000 anos. Atualmente, a infeccdo afeta em torno
de 6 milhdes de pessoas em todo mundo segundo a Organizagao Mundial de Saude
(OMS), principalmente na América Latina. A doenca de Chagas é endémica em 21
paises, sendo reportadas 7.000 mortes por ano, apresentando um imenso impacto
econOmico nos paises afetados, principalmente na América Latina (Figura 1.1) (OMS,

2016; DNDi, 2017).
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Figura 1.1. Distribuicdo da doenga de Chagas no mundo. O numero estimado de casos oficiais no
mundo (circulos azuis) e a presencga da transmissao vetorial, vetorial acidental e ndo-vetorial. No mapa
apresenta-se os paises endémicos e também paises da Europa, Asia, Oceania no qual foram

encontrados pacientes (Adaptado de OMS, 2010).

O protozoario Trypanosoma cruzi pertence a Classe Kinetoplastida, Ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, sendo um parasito obrigatério de
mamiferos (formas tripomastigota e amastigota) e de insetos hematéfagos da familia
Reduviidae (formas epimastigota e tripomastigota). As trés formas presentes no ciclo
evolutivo apresentam diferencas morfolégicas, bioquimicas e na expressao génica,

contribuindo para adaptacdes ao hospedeiro e seu sucesso (Hoare & Wallace, 1966).

Com aproximadamente 12000 genes, codificando 22570 proteinas preditas,
o genoma do 7. cruziapresenta diferengas entre demais eucariotos no reparo do DNA

€ na iniciagao de replicacao, refletindo em um DNA mitocondrial ndo-usual (El Sayed
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et al.,, 2005). O parasito apresenta mitocondria unica e ramificada, com DNA
concentrado em mini e maxicirculos interconectados (kKkDNA) que formam o
cinetoplasto, representando 30% do genoma deste protozoario. A posigao do
cinetoplasto é uma caracteristica morfoldgica importante para auxiliar na diferenciagao
das formas do parasito: em epimastigotas e amastigotas, a estrutura encontra-se em
forma de barra, enquanto em tripomastigotas, apresenta uma forma arredondada.
Além do cinetoplasto, as formas também sao diferenciadas morfologicamente pela
insercao e tamanho do flagelo, que se encontra interiorizado nas amastigotas, emerge
da regido posterior em tripomastigotas ou da antero-lateral no caso de epimastigotas
(revisto em De Souza et al., 2009). Outras organelas nao usuais sdo encontradas no
7. cruzi, como acidocalcissomos, organelas de reserva energética secundaria com
acumulo de fosfatos e ions de magnésio, zinco, calcio e sédio, atuante também na
manutencdao do pH e osmolaridade, e os glicossomos, que sao semelhantes a
peroxissomos, € apresentam no seu interior enzimas da via glicolitica, beta-oxidagao
de acidos graxos, pentoses (Michels et al.,, 2006; Docampo et al., 2010). Em
epimastigotas, ha ainda os reservossomos, que sao considerados organelas pré-

lisossomais (revisto em Soares, 1999).

1.1. Ciclo evolutivo do 7. cruz/

T. cruzi apresenta dois hospedeiros, um mamifero e um inseto triatomineo.
Formas tripomastigotas sao ingeridas pelo inseto durante a hematofagia, migram para

a regiao do intestino médio do triatomineo e se diferenciam na forma replicativa



epimastigota, comegando no estdmago. Na porcédo final do intestino ocorre nova
diferenciacdo em tripomastigota metaciclico (metaciclogénese). Estas formas séao
eliminadas nas fezes e urina do inseto durante novo repasto sanguineo e alcangam a
corrente sanguinea do mamifero pela mucosa ou o dano provocado pela picada do
triatomineo. No local de inoculagéo, estas formas tripomastigotas infectam células
nucleadas como macrofagos e células epiteliais. No interior da célula do mamifero,
ocorre a diferenciacdo em amastigota, a forma intracelular proliferativa. Apos
sucessivos ciclos de replicacdo, uma nova transformagao em formas tripomastigotas
ocorre, rompendo a célula hospedeira. Novamente na corrente sanguinea, 0s
parasitos sao capazes de infectar novas células e tecidos, completando o ciclo quando
ocorre um novo repasto sanguineo pelo triatomineo (Figura 1.2) (revisto em De Souza,

2009).



Tripomastigota metaciclico infecta células nucleadas
Tripomastigota metaciclico ¢ eliminado durante

como macrofagos e cardiomideitos
o repasto sanguineo do triatomineo m
‘Q/

&
P N /
\‘\ A
Diferenciac@io em tripomastigota
metaciclico na porgdo @ @

final do intestino

Replicagiio de epimastigotas
no intestino meédio

Diferenciagfio em epimastigota
no intestino médio

ITripomastigota diferencia em amastigota,

forma replicativa intracelular, que sofre
nova transformacéo em tripomastigota

‘Tripomastigotas infectam
novas células

o triatomineo ingere

~ - . o a cO 8¢ 1 <
formas tripomastigotas caem na corrente sanguinea

r
‘ J/
Durante repasto sanguineo, \/ . )
; Iripomastigotas rompem célula e

Figura 1.2. Ciclo de vida do 7. cruz/. A forma tripomastigota metaciclica é liberada nas fezes e urina
durante o repasto sanguineo do triatomineo e o parasito penetra no hospedeiro mamifero por mucosas
ou feridas. O protozoario pode infectar quaisquer células nucleadas, dentre elas midcitos e macréfagos.
No interior da célula hospedeira ocorre a diferenciacdo na forma replicativa amastigota, seguida de
nova diferenciagdo em tripomastigota, forma que rompe a célula para infectar novas células e ser
ingerida pelo triatomineo durante o repasto sanguineo. No interior do inseto, ha diferenciagdo em
epimastigota, a outra forma replicativa para posterior diferenciagdo em tripomastigota (Adaptado de
Blum et al., 2008).

1.2. Transmissao e epidemiologia

A transmissao da doenga de Chagas para humanos ocorre principalmente, no
Brasil, através da via oral, por vetores triatomineos (via classica vetorial), transfusao
de sangue e congénita; menos frequentemente por transplante de 6rgaos e acidentes
de laboratdrio (Steindel et al., 2008; Altclas et al., 2008; revisto em Dias et al., 2011).

O desenvolvimento de programas na América Latina focados na eliminagao de vetores



domésticos e na triagem de doadores de sangue e com apoio da OMS e da
Organizagao Pan-Americana de Saude (OPAS) como as Iniciativas do Cone Sul, dos
Paises Andinos e México, e de Paises Amazoénicos, levou a uma acentuada queda na
prevaléncia da doenca de Chagas de 16-18 milhdes de pessoas em 1990 para 5-7
milhdes em 2010 (revisto em Schofield et al., 2006; Guhl, 2007; Dias, 2009; Moncayo
& Silveira, 2009).0 primeiro programa (Iniciativa do Cone Sul), iniciado em 1991, levou
ao controle do 7. infestans no Uruguai, Chile, Brasil, Paraguai, e em algumas
provincias na Argentina (revisto em Moncayo & Ortiz-Yanine, 2006; Coura, 2009). No
Brasil, existem focos residuais nos estados do Rio Grande do Sul e Bahia e este
triatomineo continua a transmitir o parasito nos vales andinos da Bolivia, Argentina e
no México (revisto em Coura & Vifas, 2010; Coura, 2015), justificando a necessidade
de um monitoramento continuo e do desenvolvimento de novas estratégias de

controle (Gdurtler, 2009).

Desde 1988, a triagem de sangue e seus produtos se tornou compulsoria em
muitos paises da América Latina e atualmente 19 destes 21 paises atingiram 100%
de controle do sangue para doacao (Schmunis, 1999; OMS, 2015; revisto em Castro,
2009; Moncayo & Silveira, 2009; Albajar-Vinas & Jannin, 2011). O monitoramento de
bancos de sangue e transplante de 6rgaos — através de exames soroldgicos ou até
mesmo com o tratamento com violeta genciana (cristal violeta), sdo praticas
necessarias, assim como tratamento de transmissao congénita e oral (OMS, 2010;

Hashimoto & Schofield, 2012; Sarquis et al., 2012).

Na Argentina, com o sucesso dos programas de controle vetorial e da

qualidade do sangue transfundido, a transmissao da doenga de Chagas pela via
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congénita se tornou uma fonte importante de novos casos da doenga, com uma
estimativa de 8.668 casos/ano (Gebrekristos & Buekens, 2014; OMS, 2015; revisto
em Carlier et al., 2015). A taxa de transmisséao vertical da doenga de Chagas em areas
endémicas é de 2-5% e o tratamento etiolégico do recém-nato alcan¢a 100% de cura

parasitologica e baixo risco de efeitos adversos (revisto em Howard et al., 2014).

No Brasil, a transmissdo por via oral, o0 mecanismo mais frequente entre
vetores e mamiferos silvestres, adquiriu importancia devido a mudangas ambientais
provocadas (Abad-Franch & Monteiro, 2007; Coura & Junqueira, 2015). Entre 2000 e
2010, mais de 1000 casos de doenga de Chagas aguda foram diagnosticados, sendo
71% destes devidos a ingestdo de comida contaminada com triatomineos infectados
ou seus dejetos, carne de animais silvestres, vegetais e sucos e polpas de frutas
(revisto em lanni & Mady, 2005; Pereira et al., 2009; Shikanai-Yasuda & Carvalho,
2012; Coura, 2015). A maioria destes casos de transmissao por via oral ocorreu na
Amazoénia brasileira (Valente et al., 2009; revisto em Coura et al.,, 1994; Coura &
Junqueira, 2015), porém, existem relatos também em outras regides do Brasil
(Maguire et al., 1986; Shikanai-Yasuda et al., 1991; Steindel et al., 2008; Bastos et al.,
2010) e em outros paises latino americanos (Noya et al., 2010; Ramirez et al., 2013;
Blanchet et al., 2014). A doenca de Chagas esta incluida no grupo de doencas
transmitidas por via oral e os programas de controle devem ser ajustados para este

novo cenario epidemiologico (OPAS, 2014).

Inicialmente associada a populagao rural, a doenga de Chagas sofreu entre

as décadas de 70 e 80 um processo de urbanizagdo, seguido de emigracao para



regides ndo endémicas como América do Norte, Europa, Asia e Australia (Schmunis,
2007; Schmunis & Yadon, 2010; Jackson et al., 2014). Cerca de 3,5 milhdes de latino-
americanos vivem na Europa, com uma estimativa de 90.000 individuos infectados,
cerca de 50% na Espanha (Figura 1.1) (OMS, 2010; Gascon et al., 2010). Nestes
paises a transmissdo da doenga de Chagas esta associada a via congénita,
transfusdes de sangue e transplantes de 6rgédos (Rodriguez-Guardado et al., 2015;

revisto em Bern et al., 2011).

Na América Latina, a estratégia de eliminagao de vetores, iniciada nos anos
de 1980 como forma de controle da doenca de Chagas, foi insuficiente. Séo
necessarias a implementagao de politicas de educagao comunitaria, seja por melhoria
na estrutura de moradias e em praticas de educacao sanitaria, também colaboram
para acoes preventivas, visto que a doenca, como toda antropozoonose, dificiimente
sera erradicada, devido a diversidade de vias de transmissao, vetores e espécies
reservatorias (revisto em Coura & Dias, 2009; Coura, 2015; Sosa-Estani & Segura,

2015).
1.3. Diagnéstico e tratamento

Na fase aguda da doencga, onde ha a presenca do parasito na corrente
sanguinea, o diagndstico pode ser realizado por detecgdo direta do parasito por
microscopia de luz, gota espessa, hemocultura, xenodiagnostico e PCR, sendo esta
ultima técnica a mais sensivel, porém menos utilizada nessa fase (OMS, 2002; Bern
et al., 2009; Dubner et al., 2008). Com a redugédo do numero de parasitos circulantes

a niveis subpatentes na fase crénica, diagndstico individual € baseado na analise de



anticorpos contra o antigeno de 7. cruzi por imumnofluorescéncia indireta,
hemaglutinagao, ensaio de imunoabsorgédo enzimatica (ELISA) e PCR (Berrizbeitia et
al., 2006; Brasil et al., 2010). A OMS preconiza o uso de pelo menos duas técnicas
com resultados positivos para o diagnostico (revisto em Lescure et al., 2010). Tanto
em bancos de sangue como em caso de suspeita de infeccdo, € necessaria a
confirmacgéao por, ao menos, dois métodos, sejam estes soroldgicos ou observagao do

protozoario (Granjon et al., 2016).

Desde o final da década de 1960, Nifurtimox (Nif) e Benznidazol (Bz) sao
usados no tratamento etiolégico da doenga de Chagas (revisto em Coura & De Castro,
2002; Bern, 2011). Dentre os efeitos adversos observados nos pacientes, destacam-
se nauseas, fraqueza, dores de cabecga, dermatites, dores gastrointestinais, efeitos
neurologicos dentre outros, o que pode levar a interrupgao do tratamento (revisto em
Keenan & Chaplin, 2015; Pinazo et al., 2010; Jackson et al., 2010; Perez-Molina et al.,
2012). Em contrapartida, criancas tém uma tolerancia ao tratamento bem maior (OMS,
2002; Dias et al., 2016). A eficacia dos tratamentos varia com a fase da doenga (na
fase crbnica ainda € contenciosa sua eficacia), idade (criangas na fase aguda
respondem melhor) ou area geografica do paciente, dose e duragao do tratamento.
Estas drogas apresentam uma taxa de cura de mais de 95% em casos congénitos,

60-80% em adultos na fase aguda e 60-70% na fase indeterminada (Urbina, 2010).

Na ultima década, diversos grupos realizaram estudos com pacientes
avaliando o tratamento da doenga. Um desses estudos, publicado em 2015, o estudo
randémico com mais de 2800 pacientes cardiopatas (Benznidazole Evaluation for

Interrupting Trypanosomiasis — BENEFIT) indicou que pacientes tratados com o Bz
9



apresentavam menor detecg¢ao do parasito (avaliada por ensaios sorolégicos e PCR),
todavia ndao demonstrou correlacbes com alteracdes clinicas cardiacas como
taquicardias, arritmias ou morte (Morillo et al., 2015; revisto em Salomao & De Castro,
2017). Contudo, esse projeto, por englobar pacientes de diferentes regides
geograficas e caracteristicas populacionais amplas, apresenta ressalvas quanto a
importancia do tratamento do paciente crénico com Bz (Rassi Jr et al., 2017). Além
disso, ensaios com coortes menores ainda sugerem melhoras nos pacientes cronicos
tratados e, tanto a OMS quanto o Médicos Sem Fronteiras (MSF) preconizam o
tratamento de pacientes nesta fase (Fragatta-Filho et al., 2016; OMS, 2017; MSF,
2017). A auséncia de um tratamento eficaz na fase crénica, associada a melhorias
nas condigdes do paciente reiteram a necessidade do estudo de novos compostos,
assim como o reposicionamento de farmacos na doenga de Chagas (Pecoul et al.,
2016).Grande parte dos compostos testados nos ensaios pré-clinicos ou clinicos
atualmente focam principalmente em inibidores da biossintese de esterol, de cisteino-
proteases, metabolismo de pirofosfato ou enzimas do metabolismo redox do parasito,
incluindo a combinagao e reposicionamento de farmacos ja disponiveis (revisto em
Salomao & De Castro, 2017). Ainda, a inclusdo na dieta de Selénio (presente por
exemplo, em castanhas) como terapia adjuvante tem sido bastante debatida e ja
usada em ensaios pré-clinicos na tentativa de reduzir a progressao da cardiopatia

cronica (Rivera et al., 2002; Jelicks et al., 2011; Alvarenga Americano do Brasil et al.,

2014).
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1.4. Fases da doenga de Chagas

A doenca de Chagas ocorre em duas fases, aguda e crénica (OMS, 2002;
Dias et al., 2016). A fase aguda na via vetorial classica € caracterizada pela presenca
de parasitos circulantes na corrente sanguinea e costuma ser assintomatica. Porém,
as pessoas podem apresentar nausea, diarreia, vomito, febre, irritagdo cutanea e da
meninge. Comumente €& encontrado, no local do inéculo, uma lesdo inflamatéria
denominada chagoma de inoculagao ou sinal de Romana (quando a lesao é na regiao

de mucosa).

Na fase aguda, podem ocorrer ainda linfoadenopatia, conjuntivite,
hepatoesplenomegalia e alteracbes de exames laboratoriais como trombocitopenia,
anemia e aumento de transaminases hepaticas e enzimas cardiacas (creatina quinase
isoforma B — CK-MB). Sao relatados aumento na expressao das citocinas IL-6, TNF-
a, IFN-y e proteina C reativa. Miocardite, bloqueio atrioventricular (AV), arritmias e
cardiomegalia sdo danos mais severos pouco observados em pacientes na fase
aguda, contudo tornam-se mais frequentes em casos de infecgéo via oral. Observa-
se, ainda, que alteracdes elétricas como baixa voltagem QRS, fibrilagao atrial e
modificagdes na repolarizagao ventricular estao presentes nos pacientes nessa fase

(revisto em Prata, 2001).

Na fase aguda, a mortalidade é pequena se a transmissao considerada for a
vetorial classica, porém pode ocorrer em situacdes de imunossupressdo ou em
criangas, por conta da cardite ou meningoencefalite (Rassi et al., 2012; Keating et al.,

2015; revisto em Tanowitz, 2009; Tanowitz et al., 2015). Sem tratamento,
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aproximadamente 5-10% dos pacientes morrem na fase aguda por encefalomielite ou
insuficiéncia cardiaca, principalmente criancgas (revisto em Prata, 2001; Yacoub et al.,

2008).

ApoOs 2-3 meses, a infeccdo entra na fase cronica indeterminada, controlando
a parasitemia e sem manifestagdes clinicas evidentes, eletrocardiograma (ECG) e
exames radiologicos normais. Grande parte das pessoas infectadas permanecem
nesta fase. Dentre os mecanismos para tal resposta, ha a intensa producédo de
citocinas como IL-10 e IL-17 (Souza et al., 2004; revisto em Dutra et al., 2009, 2014).
Muitos anos ou décadas apds o inicio da infecdo, mais de 1/3 dos individuos,
desenvolvem a forma sintomatica crbnica, com aproximadamente 35% com
alteragbes cardiacas, cerca de 15% desenvolvem forma digestiva e em menor
proporcao (menos de 5%) alteragdes neuroldgicas (revisto em Prata, 2001). A forma
digestiva €& caracterizada por inflamagcdo crbénica e destruicdo de neurbnios
parassimpaticos, levando a um progressivo aumento do eséfago ou colén (Rezende

& Moreira, 1988; Pefiaranda-Carrillo et al., 2006; Matsuda et al., 2009).

Independente da forma apresentada, a relagdo entre a resposta imune do
hospedeiro e o parasito é crucial para a patogénese. A infeccao leva a mudangas no
sistema imune do mamifero como a ativagao policlonal de linfécitos T e B (Minoprio et
al, 1986 a, b). Enquanto grande parte dos linfécitos B ndo apresentam especificidade
para antigenos do parasito, as células T CD4 possuem amplo repertorio de ligantes

para sua expansao clonal (Minoprio et al., 1988; Minoprio & Coutinho, 1988).
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Primariamente, a cardiopatia nos pacientes cronicos era descrita como uma
resposta autoimune, posteriormente associado a diferentes caracteristicas
multifatoriais, persisténcia do parasito e interacdo variavel entre patdégeno e
hospedeiro (revisto em Lescure et al., 2010). Uma das razdes pelas quais a hipotese
de autoimunidade foi aceita era que mesmo com os sinais da doenca no tecido, nao
havia a presenga aparente do parasito. Assim, o mimetismo molecular entre parasito
e antigenos do hospedeiro, liberacdo de antigenos cripticos e ativagao linfocitica
policlonal suportavam tal teoria. Adicionado a isso, a reagao cruzada de diversos
antigenos com o parasito, como por exemplo a miosina cardiaca de cadeia pesada,
que reage com cruzipaina e proteina B13 a embasavam, embora isso ndo seja
suficiente para a sua caracterizagdo como doenca autoimune (Bonney et al., 2011;

revisto em Machado et al., 2012; Esper et al., 2015).

Todavia, ensaios de PCR (reacao de cadeia polimerase) e hibridizagao /n situ
do tecido cardiaco demonstraram a persisténcia do parasito no local da doenca,
suportado por resultados experimentais e clinicos que ja demonstravam a gravidade
da doenga associado a observacdao do parasito em sitios proximos ao coracao
(Higuchi et al.,1986; Vago et al., 1996; Anez et al., 1999; Zhang & Tarleton, 1999;

revisto em Higuchi et al., 2003).

1.4.1. Cardiomiopatia chagéasica

A gravidade esta associada a ocorréncia da miocardite, correlacionada ao

infiltrado inflamatorio, que € majoritariamente composto de linfécitos T, com perfil Th1
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e macrofagos (Higuchi et al., 1993a, 1993b; Morato et al., 1998; revisto em Cunha-
Neto & Chevillard, 2014). Tanto na fase aguda como crdnica, o coragao apresenta os
maiores danos, muito embora os mecanismos de patogénese envolvidos nesse tecido
ainda nao estejam completamente elucidados. Nos pacientes sintomaticos crénicos,
grande parte desenvolve cardiomiopatia dilatada, com disfungdo ventricular, falha

cardiaca e arritmia.

A cardiomiopatia chagasica consiste na manifestagao clinica mais importante
da doenca de Chagas, pela frequéncia, gravidade e impacto na morbidade e
mortalidade. O curso clinico € variavel, entretanto, quando presente, o progndstico
costuma ser mais grave que as cardiopatias idiopaticas (Bestetti & Muccillo, 1997). A
miocardite envolve danos no sistema de conducao e nas camaras e a progressao do
dano miocardico é classificado, segundo a Diretriz Latino-Americana para diagnostico
e tratamento da cardiopatia chagasica (Andrade et al., 2011), em 5 estagios, baseados
nas alteragdes no ECG diretamente associadas ao avanco da patologia. No estagio
A, os pacientes nao apresentam altera¢des na funcio cardiaca, e sem sintomas. Em
B1, os pacientes apresentam alteragdes eletrocardiograficas, com disturbios de
conducao e arritmias, com fungao ventricular ndo alterada. Em B2, apresenta
disfuncao ventricular global (fragdo de eje¢cdo do ventriculo esquerdo). Para os
pacientes no estagio C, além da alteracao de fracdo de ejecao, ha os sintomas de
insuficiéncia cardiaca. E, em D, a insuficiéncia cardiaca € observada nos pacientes
em repouso. De modo geral, os piores prognosticos estao associados ao agravamento
da arritmia (bradicardia e taquicardia) e perfusao miocardica, visto que, estabelecido

o remodelamento e danos no ventriculo esquerdo, ativagdes neuro-humorais levam
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ao ciclo de hipertrofia e situagdes isquémicas comuns as demais cardiopatias. O
aneurisma apical, fibrilagdo atrial, bloqueio AV, baixa fracdo de ejecado do ventriculo
esquerdo, disfungbes sinus nodal e disautonomia sdo algumas caracteristicas
observadas na cardiopatia chagasica. Recomenda-se o tratamento, associado aos
agentes tripanocidas, de diuréticos, inibidores da enzima de conversdao da
angiostensina (IECA), bloqueadores do receptor da angiostensina, beta-bloqueadores
adrenérgicos (BBA) e outros antiarritmicos, como a amiodarona (Figura 1.3) (Andrade

et al., 2011; Dias et al., 2016).

Morfologicamente, a cardiomiopatia € caracterizada um grande numero de
miofibras hipertroficas e fibrose, associado a um intenso infiltrado inflamatorio, com
células mononucleares, tanto na fase aguda como crbnica. Ha ainda um edema
intersticial e uma dilatacdo vascular e capilar. Pela célula cardiaca também sao
liberadas NO, citocinas e quimiocinas que atraem células imunes para o sitio
inflamatorio. Os macréfagos possuem um importante papel de fagocitose no controle
da infec¢ao na fase aguda, como demonstrado com a deplegado dessas células por
silica ou quando exacerbado por estimulagao com fator de estimulacdo de colbnias
de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) e IFN-y (Higuchi et al., 1987; Melo, 1999;

Melo & Machado, 2001).

Os linfécitos T CD8 também participam do infiltrado inflamatério. Sugere-se
que a quimiocina CCL2 (também conhecida como proteina quimiotatica de mondcito
1 - MCP-1) atua no recrutamento desta populagao linfocitaria no miocardio infectado
(Paiva et al., 2009). A participagao de células CD8*IFN-y*perforina- diminui o dano

cardiaco, enquanto CD8*IFN-y*perforina* aumentam a lesdo. Assim como linfocitos T
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Figura 1.3. Cardiomiopatia chagasica. (A-D) Caracteristicas histopatolégicas: (A) ninho de amastigotas
(seta) na fibra miocardica sem reagao inflamatéria (corado com tricomio de Masson, 100x de aumento),
(B) miocardite severa com diversos linfocitos sem a proximidade de cardiomiécitos infectados (corado
com HE, 40x de aumento), (C) macréfagos contendo antigenos de 7. cruzi (seta) em arranjo
granulomatoso (reagdo de imunoperoxidase, 40x de aumento), (D) fibrose difusa do miocérdio,
sugestivo de injuria isquémica (tricomio de Masson, 20x de aumento). (E-G) Sintomatologia da doenga
cardiaca: (E, F) alteragdes eletrocardiograficas sdo observadas como disfung¢éo sinus nodal, bloqueio
AV (atrioventricular), bloqueio do ramo direito e hemibloqueio anterior esquerdo (RBBB + LAFB),
batimentos prematuros, taquicardia ventricular e altera¢cdes nas ondas Q, (G) observa-se aneurisma
apical dilatado e trombo (seta). Com a progressdo da doenca, aumento do miocardio pode ser
observado na radiografia, além de alteracdo da fungao sistdlica do ventriculo esquerdo pelo

ecocardiograma (Adaptado de Higuchi et al., 2003; Rassi Jr et al., 2010).
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CD4, granzimas e outras moléculas citotoxicas produzidas por células T CD8 atuam
no controle da infeccdo e da resposta inflamatoria (revisto em Henriques-Pons &

Gomes, 2013).

1.5. A infecgéo pelo 7. cruzi — interagdo com a célula hospedeira

Ao entrar na corrente sanguinea do mamifero, o protozoario inicia o contato
com diversas moléculas do hospedeiro que irdo participar da entrada do parasito na
célula. As diferentes formas do parasito, suas cepas, além do tipo celular do mamifero
influenciam diretamente na expressdo de moléculas de superficie, que realizarao a
adesdo e reconhecimento, sinalizacdo e internalizacdo do patégeno na célula

hospedeira (revisto em Barrias et al., 2013).

Muitas glicoproteinas (gp), mucinas, transialidases (TS) estdo presentes na
superficie do 7. cruzi para possibilitar o contato com a célula hospedeira. Nos
tripomastigotas metaciclicos, por exemplo, sdo expressas gp82, gp30, gp90 ou
gp35/50 e proteinas secretadas da familia SAP (ricas em residuos de serina, alanina
e prolina), enquanto em tripomastigotas de cultura foram descritos outras moléculas
como a gp85, além de enzimas para degradacao de conteudos da matriz extracelular
como a prolil oligopeptidase 80kDa (POP Tc80), cruzipaina, oligopeptidase B,
superfamilia das gp/transialidades Tc-85, Tc-1 (Baida et al., 2006; Santana et al.,
1997; revisto em Yoshida, 2006; Alves e Mortara, 2009). Na célula hospedeira, sao
descritos como alvos da ligagao parasito-hospedeiro desde receptores de

carboidratos - galactosil, manosil, residuos de acido sialico, residuos de lectina como
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a galectina-3, receptores de endotelina-1 e bradicinina, receptores de fator de
citocinas como transformacao do crescimento beta (TGF-B) e “toll-like” (TLRs 2, 4 e
9), como também regides de dominios lipidicos especificos (balsas lipidicas e regides
ricas em colesterol) (Waghabi et al., 2005; Bafica et al., 2006; Fernandes et al., 2007;
Hissa & Andrade, 2015; Machado et al., 2014, revisto em Villalta et al., 2009). Grande
parte destas moléculas participa de mecanismos de aumento do calcio intracelular
(tanto da célula hospedeira como também do protozoario), necessarios para a fusao
do vacuolo parasitoforo (VP) com o lisossomo (Tardieux et al., 1992). A ativacao de
proteinas como a fosfatidilinositol-4,5 bifosfato-3 quinase (PI3K) e a fosfolipase C
(PLC) levam a geracao de produtos como a diacilglicerol (DAG) e a inositol-3-fosfato
(IP3). O IP3, por sua vez, promove a liberagcdo do Ca?* do reticulo endoplasmatico
(Ferreira et al., 2006; Maeda et al., 2012). Essa variagao do influxo do ion e de
adenosina monofofasto ciclico (AMPc) auxiliam na entrada, seja ativa ou

passivamente pelo parasito (Tardieux et al., 1992).

A fagocitose, processo de internalizagdo de particulas incluindo o 7. cruz,
ocorre com mobilizagao de actina por diversos ligantes (como por exemplo, receptores
de reconhecimento de padrdoes — PRRs), e acontece em alguns tipos celulares, como
macréfagos, células dendriticas e outros fagocitos. Com a utilizagdo de citocalasina
B, um inibidor de polimerizacao de filamentos de actina, foi observada uma menor
internalizacao de formas tripomastigotas em macréfagos peritoneais, células de
linhagem Hela (célula epitelial humana de colo uterino) e L929 (fibroblasto
subcutdneo murino C3H/An). Em fagocitos n&o-profissionais, como as células

cardiacas, pseudopodes sdo emitidos pela célula hospedeira em proximidade ao
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patdogeno para sua internalizacdo (Nogueira & Cohn, 1976; Barbosa & Meirelles,
1995). Parte desses receptores mencionados anteriormente, como TLRs, receptor de
TGF- B atuam induzindo a fagocitose de formas tripomastigotas e amastigotas (Ley et
al., 1988; Hall et al., 1992; Shenkman & Mortara, 1992; Vieira et al., 1994; Procdpio et

al., 1999; Mortara et al., 2005, Albertti et al., 2009; Barrias et al., 2010).

Células fagociticas e nao-fagociticas profissionais também se utilizam de
regiodes ricas em colesterol, além de dominios lipidicos associados as cavéolas e a
flotilinas, que sao estruturalmente semelhantes as caveolinas. Ha descrito também a
participacdo de endocitose mediada por clatrina e macropinocitose para a
internalizacao de 7. cruzi, processos estes que também envolvem a mobilizagao de

filamentos de actina (Nagajyothi et al., 2011; Barrias et al., 2012).

O sucesso da infeccdo depende da presenga dos lisossomos, criando um
ambiente acido, propicio para iniciar a diferenciacdo da tripomastigota na forma
replicativa amastigota. Ha algumas variagées entre os tipos celulares utilizados,
descrevendo essa fusao no inicio do contato do parasito com a membrana plasmatica,
com a exocitose do conteudo dos lisossomos, ou ainda uma fusao posterior do VP
com a organela no interior da célula hospedeira (Ley et al.,1990; Woolsey & Burleigh,
2004; Fernandes et al., 2011; Hissa et al. 2012; revisto em Andrade & Andrews, 2005;
Burleigh, 2005). A fusao lisossomal, inicial ou tardia, € dependente de PI3K, que
também auxilia na regulacdo do citoesqueleto, captacdo de glicose e fusao
endossomal. A endocitose também ocorre na internalizagao do parasito, demonstrado
pela presenca de proteinas endossomais como as proteinas GTPasicas Rabs e a

antigeno de endossomo inicial 1 (EEA1) nos VPs (Wilkowsky et al., 2002; Woolsey et
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al., 2003; Andrade & Andrews, 2004; Batista et al., 2006; Martins et al., 2011; revisto

em Maeda et al., 2012).

Muitos mecanismos estao envolvidos na invasao do protozoario e dados de
transcriptémica descrevem até o momento o remodelamento do citoesqueleto, ciclo
celular, morte celular - apoptose, biossintese de lipidios e metabolismo oxidativo de
parasito e hospedeiro (Vaena de Avalos et al., 2002; Manque et al., 2011; Li et al.,
2016). A producdo de ROS consiste numa das defesas do organismo contra
patdbgenos e, no caso da infeccdo por 7. cruzi essa participagdo mostra-se
controversa, ora porque os parasitos se utilizam do estresse oxidativo para aumentar
a viruléncia e infectar macrofagos, ora ha indicativos que as formas amastigotas em
contato com ROS séo eliminadas pelos mesmos macréfagos, a depender da forma
do parasito e macréfago usado (Nathan et al., 1979; Paiva et al., 2012; Gdes et al.,
2016; revisto em Piacenza et al., 2009; Paiva & Bozza et al., 2014; Machado-Silva et

al., 2016).

No citoplasma, as formas amastigotas realizam a multiplicagdo por fisséo
binaria e utilizam os nutrientes da célula para crescimento e nova diferenciagcdo em
tripomastigotas. A disseminacao do protozoario no organismo ocorre via corrente
sanguinea e vasos linfaticos, sendo possivel a infeccdo de quaisquer células
nucleadas. Ha, no entanto, uma tendéncia de infecgao de células do sistema reticulo-
endotelial, adiposo, nervoso, muscular, inclusive cardiaco (Teixeira et al., 1997; Viotti

et al., 2006).
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Diferentes processos celulares podem afetar diretamente o curso de infecgao.
No caso da doenca de Chagas, por exemplo, a ativacao de células fagociticas como
0s macrofagos, a produgao de citocinas como o IFN-y e a ativagao por antigenos,
dentre outros. Assim, ha a proposta de que vias intracelulares como a autofagia atuem
tanto na destruicdo de microrganismos como na regulacdo de moléculas participantes

da infecgao (revisto em Deretic & Levine, 2009).

2. Autofagia

Na década de 1960, diversos pesquisadores definiram termos envolvendo
uma recém-descoberta organela - o lisossomo (Duve, 1963). Além de iniciarem os
estudos bioquimicos e a descoberta de suas diferentes fungdes, observadas
principalmente por microscopia eletrénica, foram cunhados termos como endocitose,
exocitose e autofagia (do grego, “comer a si mesmo”) (Klionsky, 2008). A autofagia é
definida como a degradagao de componentes citoplasmaticos, como macromoléculas
e organelas, realizada através do lissosomo. Contudo, estudos iniciais envolvendo
autofagia, se baseavam apenas em analises por microscopia eletrénica. Apenas na
década de 1990, o grupo do Dr. Ohsumi descreveu genes relacionados a autofagia
(ATG - autophagy-related genes), o que permitiu a melhor compreensao do processo
autofagico e suas interfaces com diversos processos biolégicos, e com isso, foi
laureado em 2016 com o prémio Nobel de Medicina (Tsukada & Ohsumi, 1993; revisto

em Levine & Klionsky, 2017).
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As células eucaridticas realizam autofagia constitutivamente, sendo que este
processo pode ser exacerbado em condi¢gdes de baixa nutricional como a deplegao
de glicose, aminoacidos ou com uso de farmacos (revisto em Ballou & Lin, 2008). A
manutencao da homeostase e controle de qualidade intracelular realizada tanto pela
autofagia como pelo sistema de ubiquitina-proteassomo permitem a reciclagem de
componentes e aumento da sobrevida celular (revisto em Kaur & Debnath, 2015).
Além disso, diferentes processos bioldgicos participam da indug¢ao e/ou inibi¢ao da via
autofagica, direta ou indiretamente, podendo levar a um aumento da producgao de
citocinas e ROS, por exemplo. O desequilibrio desses mecanismos homeostaticos,
exacerba a autofagia, que pode culminar na morte celular, seja pela morte autofagica
ora por outros tipos de morte celular como a apoptose e necrose, realizando a

integracao de processos (Yu et al., 2004; lyer et al., 2009; Bray et al., 2012).

2.1. Tipos de autofagia

Nos ultimos anos, a maquinaria autofagica tem sido extensivamente estudada
em mamiferos. Nesses organismos ja foram descritos diferentes tipos de autofagia,
destacando-se autofagia mediada por chaperona (AMC), microautofagia e a

macroautofagia, detalhados a seguir (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Tipos de autofagia em mamiferos. A macroautofagia necessita de uma estrutura de dupla
membrana — autofagossomo — para a degradagdo de proteinas e/ou organelas, recebendo nomes
especificos para organelas, como mitofagia, lipofagia, ribofagia ou situagdes envolvendo chaperona ou
agregados proteicos. A microautofagia é a degradacéo direta de componentes, de modo seletivo ou
nao, pelo lisossomo. A autofagia mediada por chaperona requer o translocamento da proteina com
sequéncia-sinal por um complexo de chaperonas e co-chaperonas para o lisossomo (Adapatado de
Cuervo, 2011).

2.1.1. Auftofagia mediada por chaperona

A autofagia mediada por chaperona ocorre por uma internalizagao direta de
proteinas pelo lisossomo. O reconhecimento das proteinas a serem degradadas
ocorre no citosol por complexo de chaperonas que as direcionam ao lisossomo

(revisto em Mejeski & Dice, 2004). Este reconhecimento se da devido a presenca de
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uma sequéncia de aminoacidos nas proteinas alvo, que, ao estar exposto, apresenta
afinidade por um complexo de proteinas constituido de: hsc70, proteina de choque
térmico 40kDa (hsc40), proteina de interagao a hsc70 (hip), proteina de organizagao
hsc70-hsc90 (hop) e de uma proteina atanogena associada a Bcl-2 (bag-1). Esse
complexo de chaperonas e proteina-alvo se liga a Lamp-2A (proteina de associagao
a membrana lisossomal 2A), responsavel por translocar a proteina alvo para o interior
do lisossomo (revisto em Cuervo, 2009). O primeiro motivo de aminoacidos com esta
funcado previsto apresentava a sequéncia KFERQ (lisina, fenilalnanina, acido
glutdmico, arginina e glutamina) (Dice et al., 1990). Entretanto, outras sequéncias
também foram descritas, sendo constatado que estas consistem de: (i) um aminoacido
glicina precedendo quatro aminoacidos - um basico, um acido, um hidrofébico, um
repetido basico ou hidrofébico; (ii) um ou dois residuos de carga positiva (como lisina
e arginina), um ou dois com residuos hidrofobicos (isoleucina, leucina, valina,
fenilalanina), um com carga negativa (acido aspartico e acido glutdmico) e glutamina
em uma das extremidades do pentapeptideo (Pedrozo et al., 2013; revisto em Mejeski
& Dice, 2004). Esses motivos possiveis de degradacao pela autofagia mediada por
chaperona estao presentes em 30% das proteinas citosodlicas, todavia mais motivos
na mesma proteina ndo necessariamente direcionam para tal via de degradagao

(Chiang et al., 1989; revisto em Kaushik & Cuervo, 2012).
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2.1.2. Microautofagia

Descrita primeiro em mamiferos, a microautofagia compreende a invaginagao
da organela e degradagado de componentes, tendo sido observada em lisossomos e
peroxissomos (revisto em Mijaljica et al., 2011). Endossomos e corpos
multivesiculares demonstraram esta internalizacdo em condicdes de estresse
nutricional e estariam associados a proteina de choque térmico 70kDa (hsc70) e
ESCRT I e lll (proteinas do complexo endossomal de direcionamento de transporte)
(Sahu et al., 2011; Kawamura et al., 2012). Mais recentemente, foi observado em
Drosophila, que Atg1 e Atg13 também participam da microautofagia endossomal,
associada ao estresse nutricional, sensiveis a inibicdo de mTOR (Mukherjee et al.,
2016). Ja em leveduras, o processo foi observado em diversos compartimentos,
degradando tanto proteinas como conteudo lipidico. Parece que o processo pode ser
seletivo, visto a participacao de Vac8, uma proteina de ancoragem presente nos
vacuolos, essencial para a microautofagia fragmentada do nucleo (PMN, do inglés
"plecemeal microautophagy of nucleus") ou micronucleofagia (Roberts et al., 2003).
Além disso, proteinas Atg também foram relatadas na via da microautofagia, sendo
descritas em leveduras as Atg 1-Atg10, Atg 12-Atg16, Atg 8 e Atg 22 (revisto em Inoue

& Klionsky, 2010).

2.1.3. Macroautofagia

A macroautofagia consiste no englobamento de organelas e/ou

macromoléculas por uma membrana dupla (fagoforo) que serao direcionadas para o
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lisossomo para degradagao. A descoberta das proteinas Atgs, envolvidas na sua via,
justifica ser o mecanismo mais estudado dentre os tipos, comumente referido como
autofagia. Nestas, destaca-se a proteina LC3 (proteina cadeia leve 3, também
conhecida como Atg8 em leveduras e demais eucariotos), que compde a dupla
membrana formada durante a macroautofagia denominada autofagossomo (Kabeya

et al., 2000; revisto em Tanida, 2011),

Na Figura 1.5, representa-se o esquema de proteinas e mecanismos

envolvidos na macroautofagia em mamiferos.

A autofagia € um processo constitutivo que pode ser exacerbada em algumas
condi¢cdes. A macroautofagia, para iniciar, pode requerer uma condicdo adversa, um
estresse que ira sinalizar a ativacdo de diversas proteinas Atgs. Dentre esses, a
deprivacado de nutrientes, como os aminoacidos, inativa a proteina mecanistica alvo
da rapamicina (mTOR). Essa proteina € uma serino/treonina quinase e se apresenta
formando dois complexos proteicos: mMTORC1 e mTORC2. O mTORC1 é composta
pelas proteinas Raptor, mLST8 (proteina associada a mTOR) e mTOR, enquanto
mTORC2 contém Rictor, mSIN1 (quinase associada a ativagcao por mitégeno 1), PRR5
(proteina prolina rica 5), mLST8 e mTOR. Na auséncia de aminoacidos, por exemplo,
ha a desfosforilagdo do complexo mTORC1, levando a sua inativagao. Situagdes de
baixa energética como menor aporte de glicose também interferem direta e
indiretamente em mTOR, pela sinalizacao de AMPK [quinase ativada por AMP (5’
adenosina monofosfato)] (revisto em Waullschleger et al., 2006). Uma outra forma de
inativagao € pelo uso de farmacos como a rapamicina e torina, que se associam a

subunidade FKBP12 (ligante de FK506) de mTOR no complexo 1 (revisto em Hall,
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2008). A inativacdo de mTORC1 ou a ativagdo de AMPK, outra proteina sensora de
nutrientes, leva ao recrutamento do primeiro complexo envolvido na macroautofagia,
o complexo de preé-iniciagao - ULK (“Unc-like kinase”, ou Atg1 em leveduras) (ULK1/2,
FIP200, Atg13 e Atg101). O complexo ULK, em condi¢bes de estresse, se dissocia do
complexo mTORC1 e ha a desfosforilagdo dos sitios de ULK1 e Atg13, porém a ULK1
ativa é capaz de se autofosforilar e fosforilar Atg13 e FIP200 (proteina de interagao
com ULK), iniciando formacdo do autofagossomo (Figura 1.5A) (revisto em
Wesselborg & Stork, 2015). A proteina ULK interage com diferentes proteinas como
Atg101 ou Hsp90 e CDC37, atuando também na fosforilagdo da Atg14 e do complexo

beclina-1 (Park et al., 2016).

A primeira nucleagcdo membranar, 0 omegassomo, apresenta sitios efetores
de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P), dentre estes o ULK, localizado no reticulo
endoplasmatico, sugerindo assim sua origem. O elongamento da membrana do
fagoforo, entretanto, pode acontecer através de outras estruturas membranares, como
a mitocondria, o Golgi ou até mesmo a membrana plasmatica (revisto em Lamb et al.,

2013; Ktistakis & Tooze, 2016).

O complexo de iniciagdo — complexo da beclina-1 ou PI3K-classe Il - é
essencial para o direcionamento de membranas para o autofagossomo. Composto
pelas proteinas beclina-1 (Atg 6 em leveduras), Vps34 (proteina de enderecamento
vacuolar, “Vacuolar protein sorting’ 34), Vps15 e Atg14L, o complexo é responsavel
por recrutar proteinas com afinidade a fosfatidilinositol, como WIPI (dominio de

repeticdo WD ou Atg18 em leveduras) ou zFYVE1 (proteina com dedos de zinco com
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Figura 1.5. Macroautofagia em células de mamiferos. (A) Com a indugao por estresse nutricional ou
rapamicina, ocorre a ativagao de complexos pré-iniciagao (ULK, Atg13, Fip200) que formam a estrutura
inicial, (B) junto ao complexo proteico de iniciagcdo (Beclina-1, Vps34, Vps15, Atg14L), direcionando
membranas para englobar o material. (C) Dessa forma, os sistemas ubiquitina simile realiza a
conjugacdo das proteinas Atg5/12/16L e de LC3 a fosfatidiletanolamina (PE), na membrana de
isolamento. A partir disso, forma-se o autofagossomo, no qual a LC3 é mantida tanto na membrana
interna como na externa. O autofagossomo pode se fusionar a endossomos e, posteriormente se une

ao lisossomo para degradacao do material, reciclando nutrientes (Adaptado de Deretic & Levine, 2009).
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dominios ricos em cisteina 1), que, por sua vez, auxiliam nos sistemas de conjugacéao

de ubiquitina (Figura 1.5B) (revisto em Proikas-Cézanne & Codogno, 2011).

Além disso, a associacao das proteinas beclina-1, Vps34 e UVRAG [proteina
associada a resisténcia da radiagcado ultravioleta], diminui a expressao de Rubicon,
uma proteina que se associada a beclina-1, regula negativamente a autofagia. Outra
regulagdo negativa possivel é a associagao de beclina-1 a proteinas antiapoptoticas
da familia Bcl-2 (linfoma 2 de célula B) — Bcl-2, Mcl-1 (regulador de apoptose Bcl-2),

Bcl-xL no reticulo endoplasmatico ou a proteina pré-apoptética Bim nos microtubulos.

Apoés o recrutamento de membrana com regides ricas em PI3P, o complexo
Atg5/Atg12/Atg16L se liga e sera assim um dos complexos responsaveis pela
conjugacao de fosfatidiletanolamina (PE) a LC3. Para tanto, essas conjugacdes sao
promovidas por enzimas do sistema ubiquitina-simile (E1, E2, E3). A Atg7 e Atg 10
(tipo E1 e E2, respectivamente) conjugam Atg12 e Atg5 (Ohsumi et al., 2001). Atg5-
12 interage com Atg16 presente na membrana do fagoforo durante a etapa de
iniciacao (ou pré-autofagossomo). Em paralelo, a LC3 [proteina de cadeia leve 3 - e
outras proteinas da familia Atg8, como GABARAP 1 e 2 (proteina associada ao
receptor gama-aminobutirico)] € processada pela cisteino-protease Atg4 formando a
LC3-I (isoforma citosodlica da LC3), e por sistemas tipo ubiquitina Atg7 e 3,Atg5-12
(tipo E1, E2 e E3, respectivamente) que possibilitam a ligacdo ao na regiao carboxi-
terminal do fagossomofosfolipidio PE na membrana do autofagossomo (LC3-Il). Esta
ligacao é transiente, ja que a Atg4 é capaz de delipidar PE, e sujeita a regulagao por
ROS (Scherz-Shouval et al., 2007; Sakoh-Nakatogawa et al., 2013). Durante a

formagao do autofagossomo, o complexo Atg5-12-16 se dissocia da membrana,
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enquanto LC3-PE continua por diferentes etapas da via, desde o alongamentoda
membrana até apds a fusdo com o lisossomo, presente tanto na membrana externa

como interna do autofagossomo (Figura 1.5C) (Kabeya et al., 2000).

Anterior a fusdo com o lisossomo, pode ocorrer também a fusdo de
autofagossomos aos endossomos tardios e corpos multivesiculares. A degradacéao
dos componentes internalizados ocorre nos lisossomos, organelas com pH entre 4,0-
6,0, com presenca de enzimas hidroliticas e proteinas de transporte de aminoacidos,
acidos graxos e outras resultantes da degradacao de nutrientes (revisto em Eskelinen,

2009).

Inicialmente, o processo de autofagia foi considerado n&o-seletivo, por
degradar conteudos proximos ao fagéforo, sem especificidade. Sabe-se, no entanto,
que muitos componentes sao selecionados para a via autofagica como proteinas,
organelas ou até mesmo patodgenos. Algumas proteinas, denominadas adaptadoras,
realizam ligacdo da membrana autofagossomal com o conteudo direcionado para a
autofagia. Dentre estas, destacam-se: (i) a p62/SQSTM1 (sequestrossomo 1), que é
capaz de associar-se a Atg8, podendo, quando acumulada erroneamente gerar
agregados proteicos caracteristicos de algumas doencas neurodegenerativas; (ii) a
Parkina e Nix, proteinas que se ligam a Atg8 para recrutar mitocondria; (iii) ALFY
(proteina autofagica ligada a FYVE - quatro proteinas comdominio de dedos de zinco
ricos em cisteina), que interage diretamente a Atg5 e se liga a agregados proteicos

(revisto em Weidberg et al., 2011).
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2.1.3.1. mTORC1 e a rapamicina

A rapamicina (também conhecida como sirolimus) € obtida da bactéria de
solo da llha de Pascoa (Rapa Nui) Stfrepfomyces hygroscopius, e € bastante usada
como um antibiotico apds transplantes, principalmente na profilaxia da rejeicao de

transplante renal (Vézina et al., 1975; Sehgal et al., 1975; revisto em Sehgal, 2003).

Sua acgao no complexo mTORC1 ocorre pela ligagao a proteina FKBP12 que
inibe a atividade quinase de mTORC1 (revisto em Ballou & Lin, 2008). Uma das
sinalizagbes mediadas por este complexo envolve o ciclo celular, no qual ja foi
demonstrado o arraste do ciclo na fase G1 para células tumorais (revisto em Sehgal
2003). Além disso, uma das associacbes da rapamicina € como agente
imunossupressor, por regular a proliferagcéo e diferenciagdo de linfocitos (revisto em
Dummont & Su, 1995). Esta regulacao pode acontecer por diferentes vias, destacando
tanto a inibicao de IL-2 para proliferacao de linfécitos T, ou ainda por inibir a ativacao
leucocitaria modulando negativamente o fluxo de calcio, tanto no sistema imune como
em células musculares (Kaftan et al., 1996). No timo, esta modulagao pelo farmaco
diminuiu o percentual da populacao duplo positiva (DP), aumentando o numero de
células CD4+ e CD8+ (Tian et al., 2004). Ja no bago, por exemplo, a rapamicina reduz

a esplenomegalia em condi¢oes de hipertensao portal (Chen et al., 2016).

Como uma das inibicdes de mTORC1 induz a autofagia e diferentes grupos
mostraram a semelhanca de resposta a situagoes de estresse nutricional ou restricao

caldrica in vifro e in vivo, estudos utilizando a rapamicina, nao apenas como
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imunossupressor sugerem seu papel no envelhecimento, promovendo longevidade
(Harrison et al., 2009; Anisimov et al., 2011; Komarova et al., 2012; Bitto et al., 2016).
Tais estudos sugerem que a promogao da autofagia nas células, associada aos efeitos
imunossupressores e antitumorais, levaria ao menor envelhecimento dos organismos,
e o aumento do fluxo autofagico, detectado pela maior expressao de LC3-Il (Zhang et

al., 2013).

2.2. Autofagia em cardiopatias

Assim como em outros tecidos, a homeostase cardiaca depende da autofagia.
Junto a protedlise, 0 mecanismo complementa a degradagao de componentes toxicos,
auxilia no controle de qualidade proteico e seu desbalan¢o pode ocorrer tanto em
condigdes fisioloégicas como em patologias (revisto em Terman & Brunk, 2005). Uma
das situacgdes interessantes esta na formacéao das juncdes do tipo gap, dependentes
de conexina 43, que, uma vez ubiquitinadas, sado direcionadas para a via autofagica,

desestabilizando em células sob estresse nutricional (Bejarano et al., 2012).

A deplecao de genes Atg5 e 7 ja foi demonstrada no 6rgao, modificando a
estrutura sarcomérica, desalinhamento e agregagao de mitocéndrias, acumulo de
proteinas ubiquitinadas que contribuem assim para a disfungao contratil e hipertrofia
cardiaca em diversos modelos (Nakai et al., 2007). E descrita a participagdo da
autofagia no crescimento e desenvolvimento de cardiomiocitos, na degradacao de
colageno e remodelamento tecidual, na regulacao da secregao de células endoteliais

(revisto em Lavandero et al., 2015).
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A primeira patologia associada foi a cardiomiopatia dilatada, demonstrada em
humanos, com o aumento de vacuolos autofagicos (Shiomomura et al., 2001). Em
situagdes de isquemia, onde suprimento energético e de oxigénio é limitado, a
autofagia € benéfica, remodelando as células para evitar a morte através da ativagao
de AMPK, confirmado pela inibicio da via induzindo apoptose. Contudo,
acompanhado da isquemia, a reperfusao ainda ndo tem uma definicdo quanto a
participacdo autofagica, pois os niveis de autofagia podem ser exacerbados sem
necessidade e a deplecao de beclina-1 mostrou reduzir o dano (Huang et al., 2010;

Han et al., 2014).

Durante a hipertrofia cardiaca, estudos sugerem que um nivel basal de
autofagia é necessario, contudo a aumento do fluxo de autofagia esta associado a um
aumento da hipertrofia ventricular no modelo de constricdo transversal da aorta. A
modulacdo da autofagia por histonas deacetilases (HDACs), sirtuinas € miRNAs
apresentam-se como formas de tratamento da patologia em modelos murinos
inicialmente (revisto em Lavandero et al., 2015). Na cardiopatia diabética, o fluxo do
processo autofagico esta inibido no modelo de diabetes tipo |, que também é reduzido
quando depletado beclina-1 ou Atg16, enquanto no modelo de diabetes do tipo I, a
autofagia age como resposta compensatoéria a resisténcia a insulina, fornecendo
nutrientes (Mellor et al., 2011; Xu et al., 2013). No envelhecimento do coragao, os
niveis de beclina-1, Atg5, a razdo entre LC3-1I/LC3-1 estdo em decaimento e niveis de
p62 aumentados. A indugao por rapamicina, no entanto, reduz o envelhecimento e as

disfungdes nos niveis de calcio e contratilidade celular (Hua et al., 2011).
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O uso de diversos medicamentos ao tratamento de doencas cardiovasculares
como as estatinas, losartana, amiodarona, propranolol, verapamil, metformina e
analogos da rapamicina utilizam da via, seja para indugdo ou seu bloqueio com o
intuito de melhorar as condi¢cées patologicas estabelecidas. A amiodarona, por
exemplo, auxilia na degradacao de proteinas mal enoveladas, o verapamil induz
autofagia inibindo injuria vascular e a sinvastatina induz mitofagia (autofagia de
mitocdndrias) para protec¢ao cardiovascular (Zhang et al., 2007; Andres et al., 2013;

revisto em Shiatarella & Hill, 2015).

2.3. Autofagia no sistema imune

Como mencionado anteriormente, a autofagia participa de diferentes
processos celulares, ndo apenas degradando material e fornecendo energia, mas
também com suas proteinas participando em outras vias celulares. No sistema imune,
a participacado é relatada seja pela via autofagica em si ou pela participagcao de
diferentes proteinas Atg na inflamagao, resposta imune inata e adquirida. A
importancia da autofagia inicia na diferenciacdo das células hematopoiéticas em
leucocitos, onde a diferenciacdo, renovagao e quiescéncia celular podem ter a
participacado da autofagia, demonstrado pelo aumento de expresséo de LC3-1l e Atg5,
enquanto a manutencado de células-tronco indiferenciadas € dependente de Atg7

(Mortensen et al., 2011; Salemi et al., 2012).

Para a sobrevivéncia e proliferacdo de linfocitos T e células linfoides inatas,

foi observada a participagao de Atg5 e Atg7, importantes para a sua maturagao (Pua
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et al., 2007,2009; O’Sullivan et al., 2016). Ademais, a autofagia de células do epitélio
timico auxilia na selecao de repertorio de células T, incluindo a tolerancia de antigenos
préprios (Nedijic et al., 2008; Kasai et al., 2009; revisto em Bronietzki et al., 2015). Com
a relagcado a selecao timica, parece que a autofagia influencia na sobrevivéncia e
proliferacdo de células CD4-CD8- e sua transicao para duplo positivo, pois quando os
genes Atg5 ou 7 foram deletados inicialmente no desenvolvimento timico, havia

poucos linfocitos no érgéo (revisto em Botbol et al., 2016).

A participagcdo da autofagia ndo esta restrita aos o6rgaos linfoides, pois
também se observa que em locais de resposta, os leucocitos sdo modulados de
diferentes maneiras. No intestino, por exemplo, a delecdo de Atg 16L modifica a
ativacao de linfécitos T CD4, aumentando o perfil Th2 e reduzindo a populagao Treg
(Kabat et al., 2016). A ativacado da célula T depende da sinalizagdo por TCR e
moléculas co-estimulatorias, ja tendo sido demonstrado que a inibicdo de mTOR por
rapamicina diminui a atividade efetora dos linfocitos e ainda pode induzir anergia,
associando a regulagdo positiva de proteinas Atg. Além disso, a manutencdo da
atividade de células T auxiliares (Th) € dependente de beclina-1. O funcionamento é
mediado também pela ativacao de receptores de IL-2 e outras citocinas inflamatérias
como IFN-y, que, por sua vez, aumentam os niveis de macroautofagia (Kovacs et al.,

2012).

Em células T CD8 de memodria e Treg, a incapacidade de realizar a autofagia
modifica o metabolismo glicolitico dessas células. Células T CD4 utilizam da AMC
para aumentar capacidade responsiva, tanto em linfécitos naive como efetores (Valdor

et al., 2014; revisto em Botbol et al., 2016).
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Com relagdo aos monacitos, a autofagia parece influenciar na sobrevivéncia
e diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos, em um mecanismo de controle de vias
bcl-2/beclina-1 (Zhang et al., 2012). A ativacdo por ROS leva a um aumento de
expressao de beclina-1 e a mudangas ultraestruturais em macrofagos, como o
aparecimento de diversos autofagossomos circundados por reticulo endoplasmatico
(Perrotta et al., 2011). Ao receberem estimulos como patdégenos e/ou
macromoléculas, a atividade autofagica € capaz de controlar a sobrevivéncia de
macrofagos, preservando sua funcéo inflamatdria, sendo observado que a perda de
Atg7 regulando negativamente receptores de superficie como MHC | e Il, CD14 e

receptores de manose (Stranks et al., 2014).

Os macrdéfagos também apresentam associagao da atividade autofagica com
a sinalizagao de receptores e, consequentemente, sua ativagao fagocitica. O estimulo
com lipolissacarideo (LPS) ativa TLR4 que induz autofagia em macréfagos murinos.
A produgao de citocinas também esta relacionada, pois citocinas Th1 como IFN-y
induzem e citocinas de perfil Th2 como IL-4 e IL-13 reduzem o mecanismo, sugerindo
que a autofagia atua como mecanismo mediador de resposta Th1, geralmente

proinflamatdrio e microbicida (revisto em Deretic & Levine, 2009).

2.3.1. Aufofagia e fagocitose

A autofagia e a fagocitose sdo processos intimamente relacionados entre si,
que apresentam como direcionamento final o lisossomo, sendo o primeiro relacionado

ao englobamento de particulas extracelulares, como patégenos ou restos celulares.
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Dentre as semelhangas, ambos processos podem ser regulados por PRRs,
apresentam membrana delimitando conteudo e atuam na captura e degradacao de
microrganismos (revisto em Deretic & Levine, 2009). A inter-relac&o entre as duas vias
ja foi demonstrada, sendo detectados fagossomos enriquecidos de LC3-Il por analises
protedmicas, enquanto o englobamento de particulas de latex internalizadas é
reduzido quando ha indugdo de autofagia. A deplecédo de Atg7 parece induzir o
aumento de receptores de internalizagcdo como receptor de macréfago com estrutura
de colageno (MARCO) e receptor “scavenger” de macréfago 1 (MSR1), sendo o
aumento desses receptores associado ao acumulo de p62/SQSTM1 (Shui et al., 2008;

Lima et al., 2011; Bonilla et al., 2013).

A convergéncia funcional dessas vias €& demonstrada pela fagocitose
associada a LC3 (LAP, do inglés “LC3-associated phagocytosis”), que consiste no
englobamento de particulas extracelulares associadas ao recrutamento de moléculas
da maquinaria autofagica, que promovem a maturagao do fagossomo, facilitando a
degradagao pelo lisossomo (Sanjuan et al., 2007; revisto em Martinez et al., 2013).
Nao é considerado macroautofagia, pois ndo ha o recrutamento do complexo de
iniciacao ULK1 e FIP200, porém requer diversas moléculas da via autofagica como
Atg5 e Atg7, Vps34, Atg 16L, beclina-1. Uma diferenga expressiva € a membrana
unica envolvendo o material, ao contrario da autofagia (Sanjuan et al., 2009). Além
disso, ha a participacao de moléculas como a NOX2 (NADPH oxidase 2) e a Rubicon,
proteina que realiza a inibicdo de autofagia (revisto em Green et al., 2016). Rubicon

promove a associagao do complexo PI3K a membrana fagossomal com LC3 e
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também é responsavel pela estabilizacao do complexo NOX2, junto ao PI3P, levando

a producgao de ROS (Martinez et al., 2015).

Até o momento, os estudos envolvendo LAP foram demonstrados com o
recrutamento de TLRs, como em infecgdes por Aspergillus fumigatus, Salmonella
typhimurium, Burkholderia pseudomallei, Leishmania major-anexina*, células
entoticas e mortas, particulas de Zymosan (Sanjuan et al., 2007; Martinez et al., 2011,

2015; Crauwels et al., 2015; Franco et al., 2017; revisto em Lai & Devenish, 2012).

2.3.2. Autofagia nas infeccoes

Um dos principais e mais estudados papeis da autofagia no sistema imune
envolve a defesa celular, ao eliminar patégenos, direta ou indiretamente. Isso esta
relacionado a convergéncia da via com endocitose, o aumento da atividade
microbicida na eliminacdo de estruturas estranhas a célula e a apresentagao

antigénica (revisto em Deretic & Levine, 2009).

Nas infecgbes por microrganismos intra- e extracelulares, a autofagia atua na
degradagao de componentes via lisossomal. Nao obstante, os patdgenos apresentam
diversas formas de subverter a autofagia. A partir de diferentes estudos foram
observados mecanismos onde a autofagia mostra-se essencial para a célula eliminar

0 agente estranho ou ainda para este microrganismo sobreviver no hospedeiro.

2.3.2.1. Xenofagia

A xenofagia € a eliminacdo de patéogenos mediante a participagado da via

autofagica. Este processo foi descrito na infecgao /n vitro por diversos patdogenos de
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importancia médica, como Salmonella enterica, Mycobacterium tuberculosis, grupo A
de Strepfococcus e alguns protozoarios como 7oxoplasma gondii (Gutierrez et al.,
2004; revisto em Deretic & Levine, 2009). A eliminacao de Mycobacterium tuberculosis
e Mycobacterium bovis (BCG) foi associada ao aumento da expressao de beclina-1 e
LC3, além da participacdo de IFN-y na indu¢cdo. Quando ocorria a incubagédo com
rapamicina ou estresse nutricional, a degradagéo dos patdgenos era maior (Gutierrez

et al., 2004; revisto em Colombo, 2006).

Diferentes mecanismos foram selecionados para os patdogenos sobreviverem
a autofagia da célula hospedeira. O citomegalovirus humano, previne a via autofagica
por indugdao de mTOR, enquanto herpes virus bloqueia beclina-1. Ha ainda a inibicao
da maturacdo do autofagossomo, observada em infeccdes por rotavirus, Coxiella
burnetti, Legionella pneumophila e Listeria monocyfogenes; o bloqueio do
reconhecimento do patégeno pela via autofagica em Shigella flexneri, a utilizacao da
autofagia para replicacao, sobrevivéncia intracelular ou liberacdo de produtos, como
realizam a Listeria monocytogenes, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),

Clamydia sp e alguns protozoarios (revisto em Deretic & Levine, 2009).

2.3.2.2. Autofagia nas infecgdes por protozoarios

A eliminagao ou sobrevivéncia de diversos protozoarios na célula hospedeira
esta associada a via autofagica. Dos grupos de relevancia médica, destacam-se os
estudos em trés protozoarios: 7. gondli, Leishmania spp e T. cruzi(revisto em Duque

et al., 2013).
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A fusdo do VP de 7. gondii em macréfagos ativados por CD40 parece ser
dependente da maquinaria autofagica, pois a deplecdo de Atg5 e a inibicao
farmacoldgica por 3-metiladenina (3-MA) mostram reduc&o na infecgao. Por outro
lado, em fibroblastos infectados pelo coccideo, a autofagia é exacerbada pelo contato
e, se induzida farmacologicamente ou por estresse, aumenta o aporte de nutrientes

para o patdgeno (Andrade et al., 2006; Wang et al., 2009; Zhao et al., 2009).

Em Leishmania, a participacdo autofagica também € controversa,
dependendo do tipo celular, linhagem de camundongo e espécie de protozoario. Em
L.amazonensis, ha a participacado de autofagia /n vitro e in vivo, além da inducao de
processo por IFN-y, rapamicina ou estresse nutricional elevar a carga parasitaria em
macréfagos de camundongo BALB/c, contudo ndo ha alteragdo para macréfagos
murinos de C57BL/6 ou para infecgées com L. major (Pinheiro et al., 2009; Cyrino et
al., 2012). Para L. donovani, foi observado que macrofagos de pacientes infectados
aumentam o processo autofagico em resposta a infeccdo, confirmados pela
superexpressao de alguns microRNAs e da expressao de beclina-1 e Atg 3 em
macrofagos humanos de linhagem (Mitroulis et al., 2009; Singh et al., 2016). Para L.
major, parece que a exposicao de fosfatidilserina na superficie do parasito induz a
associagao a vesiculas contendo LC3, paralelo a ativagdo autofagica para induzir
resposta imune por linfocitos T CD4 e diminuindo a sobrevivéncia intracelular
(Crauwels et al., 2015), além da internalizagao estar associada a receptores TLRs

(Franco et al., 2017).

No caso de 7. cruzi, Romano e colaboradores (2009) indicaram que o parasito

induz a autofagia em células de ovario de hamster chinés (CHO), associando a
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molécula de LC3 ao VP e quando o mecanismo era exacerbado, seja por rapamicina
ou estresse nutricional, ocorria um aumento da infeccdo e na proliferacdo de
amastigotas (Romano et al., 2009; revisto em Romano et al., 2012). Entretanto,
trabalhos posteriores contrapde esta hipdtese, ja que em situagbes de inducgao
autofagica, ndo ha alteracdo de infeccdo e/ou carga parasitaria em macrofagos
BALB/c ou ainda uma reducao na quantidade de parasitos por célula infectada em
HeLa (Pinheiro et al.,2009; Maeda et al., 2011; Martins et al., 2011). Mais
recentemente, em estudo realizado com células de tecido epitelial conectivo de
fibrosarcoma (HT1080) durante a infecgdo pelo protozoario, foi observado que a
inducao de autofagia na célula hospedeira ndo implica na fusdo do autolisossomo ao

VP e que nao ha a degradacao da proteina carreadora p62 (Onizuka et al., 2017).

No modelo de infec¢ao /n vivo por 7. cruzi em camundongos, foi observada a
inducao autofagica na infecgao aguda no tecido hepatico. Neste estudo, associa-se o
aumento de acidos graxos da alimentagdo ao controle da infecgao por reducao do

processo autofagico mediante inducéo de ROS (Lizardo et al., 2017).

Ressalta-se ainda que os proprios parasitos também podem ter a autofagia
induzida em diferentes condi¢des. No caso do 7. cruzi, inicialmente foi observado que
o tratamento com compostos tripanocidas como naftoquinonas, naftoimidazdis,
posoconazol, sirtuinas e também a amiodarona induziam a autofagia em formas do
protozoario, culminando na morte celular, tanto autofagica como conversao com via
apoptética e necrética (Braga et al., 2005; Santa-Rita et al., 2005; Menna-Barreto et
al., 2007, 2009; Fernandes et al., 2012; Veiga-Santos et al., 2012, 2014; Fonseca-

Berzal, et al., 2016; Lazarin-Bidoia et al., 2016). Mais que isso, a autofagia neste
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protozoario pode ocorrer com alteragdes metabdlicas como as que acontecem na
diferenciacdo, na qual se observa mudangas no ambiente do hospedeiro que
promovem a transformagao da forma epimastigota em tripomastigota metaciclica ou
tripomastigota em amastigota (revisto em Alvarez et al., 2008a). Na metaciclogénese,
ha a participagcado das proteinas Atg4 e isoforma de Atg8 e mais recentemente foram
caracterizadas nesse modelo, as proteinas de enderegamento vacuolar TcVPS15 e

TcVPS34, participantes do complexo PI3K (Alvarez et al., 2008b, Schoijet et al., 2017).

3. Justificativa

A autofagia mostra-se como um mecanismo essencial para a sobrevivéncia
dos mais diversos tipos celulares e tecidos, uma vez que € uma via de degradacao de
componentes atuando na homeostase e como processo alternativo para a eliminacao
de patdégenos. Estudos anteriores sugerem a participacéo da via autofagica como um
possivel modo de manutencao do ciclo do 7. cruziem células hospedeiras (Romano
et al., 2009; Martins et al., 2011; Onizuka et al., 2017). Apesar disso, ndo ha um
consenso se este € um processo que beneficia a célula hospedeira ou o protozoario.
Além, células cardiacas e macrofagos, dois tipos celulares alvos do parasito, ainda
nao apresentam estudos corroborando a participagdo da autofagia na interagdo com
o parasito. A compreensao /n vitro da associacao da via autofagica com processos
celulares pertinentes a infeccao permitira inferir se ha a possibilidade dessa via
também atuar na infecgdo experimental /n vivo, mecanismo ainda desconhecido até o

momento. Estudos /in vivo de diferentes cardiopatias suportam a hipdtese de
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participacdo da via autofagica como via protetora ou maléfica, dependendo do tipo
celular envolvido e do desenvolvimento da patologia (Cavallini et al., 2008; Mattson et
al., 2016; Pietrocola et al., 2017). Acreditamos que a modulag&o da autofagia participe
na miocardite chagasica aguda, representando um importante passo na patogénese

e progressao da doenca.
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Il. OBJETIVOS

1. Objetivo geral:

Avaliar a participagdo da via autofagica nas células do hospedeiro durante a

infeccao por Trypanosoma cruzi in vitro € in vivo.

2. Objetivos especificos:

e Avaliar a autofagia de células hospedeiras (fagociticas e néo fagociticas)
durante a infecgao pelo 7. cruzi(cepa Y) in vitro;

e Correlacionar da via autofagica e fagocitose de células na infeccao /n vitro;

e Investigar a autofagia durante a infecgdo experimental no modelo murino
agudo da doenga de Chagas (tratamento ou ndo com rapamicina) avaliando
parametros parasitologicos, eletrocardiograficos, bioquimicos bem como

sua associagao com a resposta imune do hospedeiro.
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I1l. Material e métodos

1.Ensaios /n vitro

1.1.Cultura de células

1.1.1.Células primarias

Camundongos Swiss foram usados para obtengao de macréfagos peritoneais
(M®) e células cardiacas embrionarias (CC). Os macrofagos peritoneais foram obtidos
por lavado peritoneal, ressuspendendo as células em meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (Gibco, Waltham, EUA), quantificadas e plaqueadas (3x105 em
laminulas de 12 mm ou 1x106 em placa de Petri 35 mm) por 1h a 37°C, em atmosfera
de 5% COy para adeséo. As células foram submetidas a lavagens com tampao fosfato
salino (PBS, pH 7,2), e mantidas em meio DMEM contendo 10% soro fetal bovino
(SFB) (LGC, Sao Paulo, Brasil), 4mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA),
1000U/ml penicilina e 50ug/mL estreptomicina (HyClone, Logan, EUA) por 24h em
estufa a 37°C, em 5% CO:2 (Araujo-Jorge et al., 1989).

As CC foram obtidas de ventriculos de coracdes de embrides (18°-21° dia) de
camundongos Swiss, submetidos a dissociacdo mecanica e enzimatica em PBS
suplementado com 0,05% tripsina (Sigma-Aldrich) e 0,01% colagenase tipo 2
(Worthington, Lakewood, EUA) a 37°C. Apds a obtencao, as células foram plaqueadas
por 10 min para adesao de fibroblastos e posteriormente replaqueadas (1,5x105 em
laminulas de 12 mm ou 1x108 em placa de Petri 35 mm) e mantidas a 37°C por 24h

na estufa a 37°C com 5% CO2 em meio DMEM suplementado com 10% SFB, 1mM
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CaClz, 1TmM L-glutamina, 2% extrato de embrionario de pinto, 1000U/mL penicilina e

50pg/mL estreptomicina (Meirelles et al., 1986).

1.1.2. Células de linhagem

As células de fibroblasto embrionario murino (MEF), transfectadas com LC3-
GFP, gentilmente cedidas pelo Dr. Leonardo Travassos, do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, foram mantidas em estufa a 37°C, com 5% CO2em meio DMEM
contendo 10% SFB, 1000U/ml penicilina e 50ug/mL estreptomicina. Para os ensaios,
as células foram dissociadas mecanicamente com auxilio de raspador e plaqueadas
(1,0x105em laminulas de 12 mm ou 1x108 em placa de Petri 35 mm). Foram também
cedidas células MEF LC3-GFP nocaute para ATG5 (ATG 5), cedidas também pelo

Dr. Leonardo Travassos.

1.2. Parasitos

Foram usadas as formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y de 7. cruz,
obtidos por puncgao cardiaca de camundongos Swiss, no pico da parasitemia (7° dia
pos-infecgao), conforme procedimento de rotina do Laboratério de Biologia Celular do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz-RJ, Oliveira, 2008). Para alguns ensaios,
tripomastigotas da mesma cepa foram obtidos de células cardiacas ou células Vero
(ATCC® CCL-81, linhagem de epitélio renal de macaco verde africano). Para
manutengdo de formas tripomastigotas obtidas células de cultura foram usadas

células Vero mantidas em meio RPMI completo como descrito no item 1.1.1.
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1.3. Indugéo de autofagia

1.3.1. Citotoxicidade

Para induzir a autofagianas culturas celulares foram usados o indutor
farmacolégico rapamicina (Sigma-Aldrich) e o meio DMEM sem glicose (Gibco) e ndo
suplementado com SFB ou L-glutamina (meio de estresse nutricional). A concentragao
e tempo maximos de incubacao dos indutores forampreviamente definidos através de
ensaios de citotoxicidade em células nao infectadas pelo método do brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT, Sigma-Aldrich). Apos incubacéo, foi
adicionado 0,5 mg/mL MTT por 4h a 37°C, sendo a reagao interrompida pela adi¢ao
de dimetilsulféxido (DMSO, Merck). A leitura foi realizada a 490nm no
espectrofotdbmetro Spectramax384 (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) (Menna-

Barreto et al., 2009).

1.3.2. Citometria de fluxo

Paralelamente, os tripomastigotas também foram incubados com meio de
estresse nutricional e rapamicina com as concentragdes e tempos definidos pelo
ensaio de citotoxicidade em célula de mamifero para verificar sua viabilidade. Os
parasitos foram marcados com 50nM TMRE (etil ester perclorato de
tetrametilrodamina) e 0,1uM TO-PRO-3 (Invitrogen, Waltham, EUA) por 15 min. Foram
usados como controle positivo 10uM FCCP (carbonil cianeto 4-(trifluorometoxi)

fenilhidrazona) (Sigma-Aldrich) ou 0,5% saponina (Sigma-Aldrich). As amostras foram
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mantidas em gelo até a aquisi¢do no citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-
Dickinson, New Jersey, EUA) e analisadas pelo soffware Dako Summit 4.3 (Dako,
Glostrup, Dinamarca). 10000 eventos foram adquiridos na regidopreviamente
estabelecida considerando morfologia tipica do parasito controle (recém obtido).
Alteracbes na fluorescéncia do TMRE foram quantificadas por mediana da

fluorescéncia (MFI).

1.4. Interacao patégeno-célula hospedeira

M® e CC foram infectadas com a razao de 10 tripomastigotas por célula
hospedeira. Para interacdo, foram usados os tempos de 6h e 24h M®e CC,
respectivamente. Apos tais tempos, os parasitos nao internalizados foram retirados
por lavagem com PBS. Para analise de tempo curto de interagao (90 min), a razéo de
50 parasitos:1 célula foi usada. Para ensaios de fagocitose, foram utilizados
tripomastigotas sanguineos mortos, aquecidos previamente a 80°C por 20 min em
banho-seco para lise dos protozoarios. Paralelamente, foram usadas particulas de

Zymosan A (Sigma-Aldrich) na razédo 10 particulas por célula.

1.4.1. Avaliagdo da autofagia na infecgdo por T. cruzi

Para verificar a importancia da autofagia na infeccao, a inducao de autofagia
foi realizada em distintos tempos da interagao parasito-célula hospedeira. Para avaliar
a internalizacdo, a autofagia foi induzida 2h antes da infeccao de M® e CC (Gutierrez

et al., 2004b; Maruyama et al., 2008), seguido de infecgdo e mantendo a indugao,
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como descrito na Figura 3.1. Dois momentos foram avaliados: a indugao autofagica
prévia, seguida de interagao parasito-célula hospedeira e manutencao da infecgao até
24h e 48h, para M® e CC (Figura 3.1A) e com uma razao maior (MOI 50) por 90 min

de interagao (Figura 3.1 B).
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Figura 3.1. Desenho experimental da indug&o de autofagia anterior a infecgdo nas células hospedeiras
em tempos longos (A) e em tempo curto (B). As células foram submetidas ao estresse nutricional por
2h antes da infeccdo e mantidas até o final do ensaio. Os parasitos, na razdo 10:1 (A) ou 50:1 (B) foram

adicionados, e mantidos até o primeiro tempo de analise.
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Para avaliar a influéncia da autofagia na manutengdo da infec¢cdo e
proliferacdo do parasito na célula, a indugao do estresse foi realizada apos a infecgao
(Figura 3.2). M® e CC foram infectados por 6h e 24h, respectivamente, e: (i) foram
submetidos a indugédo de autofagia até 24h (M®) e 48h (CC) (Figura 3.2A) ou (ii)
mantidos em meio suplementado até diferenciagcdo em amastigota (24h ou 48h para
M® e CC) e submetidos por 24h a indugao de autofagia, completando 48h (M®) e 72h

(CC) de infeccao (Figura 3.2B).

A

10:1

—&&&e Tempo miximo Estresse
de interagio nutricional

s
P

0 6h 24h

10:1
—<®  Tempo maximo  Estresse

I de interacio I nutricional I

0 24h 48h

Tempo maximo Estresse
de interacio nutricional

0 6h 24h 48h

—= Tempo maximo Estresse

e de interacio nutricional
&) I I I I

0 24h 48h 72h

Figura 3.2. Desenho experimental da indugéo de autofagia ap6s a infecgé@o. As células foram infectadas

com tripomastigotas na razao 10:1 e submetidas ao estresse nutricional apés diferenciagdo do parasito
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(A) ou apds a proliferagdo de amastigotas (B), mantendo o tempo maximo de interagéo de 6h (M®) e
24h (CC).

Apos os diferentes tempos de infecgao, as células foram lavadas 3 vezes em
PBS, fixadas em metanol, coradas com panético rapido (Laborclin, Pinhais, Brasil) e
quantificadas (300 células por laminula) em microscépio de campo claro Zeiss
AxioLab A1 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) utilizando os parametros percentual de

células infectadas e parasito por célula infectada.

1.4.2. Avaliagdo da autofagia na fagocitose

Para avaliar a importancia da autofagia na fagocitose, as células foram preé-
incubadas com indutores de autofagia ou meio completo, e incubadas com parasitos
mortos, por choque térmico, ou particulas de Zymosan na razao de 10 particulas por
célula hospedeira. Foram analisados os tempos de interagao até 24h para M® e CC
como descrito na Figura 3.3.

Apos os diferentes tempos, as células foram fixadas, coradas com pandtico
rapido e quantificadas em microscépio de campo claro (300 células por laminula)
analisando os parametros: percentual de células com particulas ou parasitos mortos

internalizados e particulas ou parasito por célula internalizada.
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Figura 3.3. Desenho experimental da indugdo de autofagia anterior a fagocitose de parasitos mortos
(A) ou particulas de Zymosan (B). Células foram submetidas ao estresse nutricional por 2h e mantidas
sob tais condi¢goes durante interagdo com tripomastigotas mortos (A) ou particulas de Zymosan (B) por

diferentes tempos, até 24h.

1.5. Imunofluorescéncia

Para a analise da presencga da proteina LC3 (marcador de autofagossomos),
as células foram lavadas em PBS e fixadas a temperatura ambiente por 20 min em
solucdo de paraformaldeido a 4%. Apos lavagens em PBS, as células foram
permeabilizadas e bloqueadas por 1h, sob agitacdo a 4°C, em solugédo de bloqueio
[PBS contendo de 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 0,1% Tween 80 (Amresco,
Solon, EUA), 2% de albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich), 5% SFB, 10% soro
de carneiro]. Apds lavagem em tampao contendo as mesmas concentragdes de
Tween 80 e Triton X-100, as células foram incubadas por 1h com anticorpo primario

contra LC3B produzido em coelho (Sigma-Aldrich, concentracao final - 0,5 pg/mL,
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numero de catalogo L8793). Apds mais lavagens, as laminulas foram incubadas por
1h com anticorpo secundario contra coelho produzido em cabra acoplado ao
fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, concentracéo final - 1,3 uyg/mL). A marcagao
do nucleo das células (e dos parasitos, assim como cinetoplasto) foi feita utilizando
4’,6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, concentracdo final - 0,2 pg/mL).
Todas as laminas foram montadas em meio de montagem octano do diazabiciclo 1.4
[2.2.2] (DABCO, Sigma-Aldrich) e analisadas no microscépio de fluorescéncia Zeiss
AxioObserver A1 (Zeiss), com sobreposicdao de imagens. Nesses ensaios foram
quantificados (200 células/ laminula): o percentual de células LC3-positivas e a
quantidade de pontos de LC3 por célula. Como controle para ligagdes inespecificas,

o anticorpo primario foi omitido e acrescido o anticorpo secundario.

2. Ensaios /in vivo

2.1. Modelo murino e infeccéo

Camundongos Swiss machos com 4 semanas (peso aproximado de 20-25g)
foram usados nos ensaios. Os animais foram mantidos em caixas com no maximo de
seis animais, acondicionados no setor de experimentagdo animal do LBC/LITEB
(IOC/Fiocruz), em ciclos de 12h de presenca/auséncia deluz por cinco dias antes do
inicio da infecgdo. Os camundongos foram inoculados, inicialmente, com 103 ou 104
formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y de 7. cruzi, obtidas por puncao cardiaca
no pico da parasitemia como descrito no item 1.2. Semanalmente, os animais foram

pesados, sangue por punc¢ao caudal coletados e eletrocardiograma realizado.
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2.2. Tratamento com rapamicina

Para o tratamento /n vivo com rapamicina (LC Laboratories, Woburn, MA,
EUA), o composto foi diluido em DMSO na concentragao de 2 mg/mL e, para obtengao
da concentracado de tratamento, a solucao era diluida em PBS. A concentracao final
de DMSO inoculada ndo ultrapassava 1% (Kimball et al., 2000). Para estabelecimento
da concentracdo do tratamento com rapamicina, os camundongos foram tratados com
200pL via intraperitoneal por nove dias com 0,5-2mg/kg/dia. Foram avaliados peso,
mortalidade, parametros bioquimicos de toxicidade hepatica, renal e dano cardiaco,

eletrocardiograficos e histopatologicos.

Apos o estabelecimento da concentragdo de uso da rapamicina, animais
infectados foram tratados a partir do 5° dia pds infecgao (dpi5). Na figura 3.4 esta
descrito o desenho experimental de infeccdao associado ao tratamento com

rapamicina.

2.3. Parasitemia e mortalidade

A partir do dpi 5, os animais tiveram a parasitemia acompanhada diariamente,
assim como a mortalidade. Os animais infectados tiveram 5uL sangue coletados pela
cauda diariamente para acompanhamento da parasitemia. Foi utilizado o método

Pizzi-Brenner (Brener 1962), contando 50 campos em objetiva de 40x no microscopio
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Elipse 200 (Nikon, Téquio, Japao). A mortalidade e sobrevida dos animais foi avaliada

diariamente.
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Figura 3.4. Desenho experimental do ensaio de infec¢gdo associado ao tratamento com rapamicina. Os
camundongos foram infectados com 103 tripomastigotas e a partir do 5° dia iniciou-se o tratamento com
rapamicina (1 mg/kg/dia). Os animais foram eutanasiados e coletados coragao, bago, timo e lavado do

periténio.

2.4. Dosagem bioquimica

Nos dias 0, 8 e 15 de infecgao, todos os animais tiveram sangue coletado pela
cauda ou por puncao cardiaca, adicionando heparina para obtencao do plasma. O
plasma foi usado para analise dos seguintes parametros bioquimicos: AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanino aminotransferase), ureia, creatinina e CK-MB
(creatina quinase isoenzima MB) (Doles, Goiéania, Brasil). Todas as dosagens foram

realizadas seguindo o protocolo do fabricante, com modificagdes de volume
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(ajustados para 200uL) em placa de 96 pogos UV-Star (Greiner Bio One,
Kremsmiunster, Austria). A leitura colorimétrica foi realizada em espectrofotometro M3
Molecular Devices (Molecular Devices) nos comprimentos de onda determinado pelo

fabricante dos kits.

2.5. Eletrocardiograma

Para a avaliagcao de parametros eletrocardiograficos, os camundongos foram
avaliados sem sedacao usando transdutores postos abaixo da pele para analise da
derivacao DII. Os tragados obtidos foram adquiridos com sistema digital PowerLab
2/20 conectado ao bio-amplificador com 2mV por 1 s (PanLab Instruments, Barcelona,
Espanha). Os filtros foram normalizados entre 0,1 e 100 Hz e os tragados foram
analisados usando o software Scope para Windows v3.6.10 (PanLab Instruments).
Foram avaliados os seguintes parametros: frequéncia cardiaca (bpm, batimentos por
minuto), alteragdes eletrocardiograficas e a duracao dos intervalos PR, QRS e QT em

milissegundos (Campos et al., 2016).

2.6. Analises histopatologicas

Os camundongos foram eutanasiados em camara com CO2 e o miocardio foi
coletado, lavado em PBS, pesado, o ventriculo incluido em OCT Tissue-Tek (Sakura,
EUA) para congelamento em nitrogénio liquido. Foram realizados cortes (5 pm de
espessura) em criostato CM1850 (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha). Apos
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adesao dos cortes as laminas de vidro, as amostras foram fixadas em 4% PFA,

lavadas em PBS e coradas com hematoxilina de Mayer e eosina (HE).

Para avaliagao de ninhos e infiltrados inflamatérios (considerados a partir de
no minimo dez células inflamatodrias), foi realizada a quantificacdo representativa de
pelo menos dois cortes de tecido coletados de no minimo trés camundongos por
grupo, considerando 20 campos por amostra. As imagens usadas para essa analise
foram feitas em microscopio AxioLab A1 (Zeiss) usando objetiva de 20x, utilizando o
software Axiovision 4.3 (Zeiss). A quantificagao de células e ninhos, area ocupada por
ninhos de amastigotas e de infiltrados inflamatoérios foi realizada com o auxilio dos
softwares Image J (NIH, EUA) - com o uso do pugin Cell Counter e Cell Profiler (Broad

Institute of Harvard and MIT, EUA).

2.7.Coleta de células e imunofenotipagem por citometria de fluxo

Para analise das populagdes linfociitos e macrofagos por citometria de fluxo,
foram analisados peritdnio, baco, timo e coracdo. Os ensaios de imunofenotipagem
foram realizados com células isoladas de pelo menos 3 animais por grupo. Para
analise do peritonio, foi realizado lavado peritoneal com DMEM sem SFB a 4°C. Para
o timo e baco, os 6rgaos foram macerados e colocados em meio DMEM suplementado
com SFB a 4°C. No caso do baco, foi realizada a lise osmoética de hemacias por

incubacéao por 10s em tampéao hipoténico de PBS em agua destilada (1:9).
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Os coragdes dos camundongos foram coletados e os ventriculos cortados em
fragmentos de 1 a 2mm e extensivamente lavados em PBS a 4°C para retirada de
células do sangue. Apds lavagens exaustivas, os fragmentos do miocardio foram
submetidos a dissociagdo mecanica e enzimatica, com o uso de solugao 100 U/mL
de colagenase tipo IV (277 units/mg, Worthington), diluida em meio DMEM + 3mM de
CaClz. Foram realizados 5 ciclos de digestdao enzimatica sob agitagdo suave por 15
min a 37°C e a cada ciclo, as células obtidas eram centrifugadas a 1000 rpm (1429)
por 10min e imediatamente transferidas para meio DMEM suplementado com 10% de
SFB a 4°C. Anterior a marcacao fenotipica, amostras foram filtradas em membrana de
40um (Greiner) para retirada de grumos e fragmentos celulares (Cascabulho et al.,

2012).

Todas as células dos érgaos analisados foram incubadas por 20 min em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB e 10% de soro de carneiro inativado para
bloqueio de receptores Fc. Na avaliacdo de morte celular, as células também foram
incubadas com Live/Dead Far Red (ou Violet) fixable dead cell (Invitrogen) 30 min
antes da marcacao extracelular a temperatura ambiente em PBS. Para marcacgao de
superficie, as células foram incubadas com os anticorpos, previamente titulados: CD3-
PE, CD4-APC (ou PE-CF594), CD8-PECy7, F4/80-APC, CD62L — PerCP, CD44-PE e
CD127-Alexa Fluor 488 (Biolegend, San Diego, EUA) ou ainda CD3-PE-CF594 e CD4-
PE-CF594 (BD Biosciences). Apds a incubagéo por 30 min a 4°C, as células foram
lavadas em DMEM + 10% SFB e fixadas e permeabilizadas em soluc¢ao fixadora e
permeabilizadora Cytofix/Cytoperm (BD, San Jose, EUA). Foi realizada a incubagao

por 30 min com anticorpo contra LC3 produzido em coelho (Sigma-Aldrich,
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concentracéo final - 0,5 pyg/mL, L8793), seguida de lavagens para retirada do anticorpo
e nova incubacao por 30 min com anticorpo secundario contra coelho produzido em
cabra conjugado ao fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, concentragao final - 1,3
pug/mL). As incubagdes foram realizadas com 2x104 células dispostas em placas de

96 pogos em formato U no volume final de 20 pL.

As amostras foram mantidas a 4°C até a leitura, quando foram resuspensas
em PBS para aquisicdo em citobmetro de fluxo FACS Aria (BD Biosciences). Foram
adquiridos 10000 eventos dentro da regiao de morfologia compativel aos diferentes
tipos celulares, com exclusao de debris e agregados. Na analise dos dados, que foi

feita utilizando o software FlowJo 10 (LLC, Ashland, EUA).

2.8. Ensaio de bloqueio de autofagia ex vivo

Para avaliagdo da dinamica de LC3 em células inflamatérias, realizamos o
bloqueio de autofagia com adi¢ao de leupeptina seguindo Pietrocola e colaboradores
(2017). Resumidamente, as células de baco, timo e peritdnio, (coletadas como
descrito no item anterior), foram plagueadas com 1x105 células por poco na placa de
96 pogos com 2mM de leupeptina (Sigma). Apds 2h, as células foram marcadas como

descrito no item 2.7 para avaliagao de fenotipagem, LC3 e morte celular.
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2.9. Imunofluorescéncia

As laminas com os cortes de coracao foram fixadas em 4% PFA, lavada em
PBS e submetidas a incubagcdo com solugao de permeabilizagao e bloqueio (descrito
no item 3.1.6. Imunofluorescéncia) por 1h em cadmara umida. Os cortes foram
posteriormente incubados com o anticorpo primario contra LC3B produzido em coelho
(Sigma-Aldrich, concentragao final - 0,5 ug/mL) em cadmara umida overnight e seguido
de lavagens com tampao de bloqueio e incubagao com anticorpo contra coelho
produzido em cabra acoplado ao fluorocromo Alexa Fluor 488 ou 635 (Invitrogen,
concentragao final - 1,3 yg/mL). Para contracoloragado dos cortes, foi usado Azul de
Evans (50ug/mL) e a marcagao de acidos nucleicos foi realizada com DAPI (Sigma-
Aldrich, concentracéo final - 0,2 ug/mL). As analises foram realizadas no microscopio
de fluorescéncia AxioObserver A1 (Zeiss). Para representagdao qualitativa foram
adquiridas imagens também no microscépio onde foram analisadas a marcacao de
LC3B em 20 campos, avaliando a localizagao predominante dos pontos nas diferentes

regides do tecido cardiaco.

3. Analise estatistica

Para os ensaios /n vifro, todos os dados numéricos obtidos estdo
apresentados na forma de média + desvio padrdo. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para duas amostras independentes ndo-paramétricas, realizados no minimo
trés experimentos independentes, com nivel de significancia considerado de p< 0.05.

Para os ensaios /n vivo, diferentes testes estatisticos foram aplicados. Os dados
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numeéricos obtidos estdo apresentados na forma de média + desvio padrao ou graficos
representativos (parasitemia e curva de mortalidade). Para parasitemia, comparagao
do numero de ninhos de amastigotas, o teste t de Mann-Whitney foi utilizado para
duas amostras independentes nao-paramétricas, com nivel de significancia
considerado de p< 0.05. Para analise de mortalidade, foi usada a curva de
sobrevivéncia, pelo método Kaplan-Meier, usando o teste estatistico log-rank de
Mantel-Cox. Para comparagao entre mais amostras, foram usados o teste 2-way
ANOVA associado ao pos-teste Bonferroni. Todas as analises foram realizadas no

software GraphPad Prism, versao 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA).

4. Aspectos éticos

Todos os ensaios envolvendo o uso de animais foram realizados em
conformidade com as recomendacdes do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério do Conselho Nacional de Experimentagdo Animal - COBEA
(http://www.cobea.org.br/) e com a Lei Federal 11.794 (8 de outubro de 2008). Os
procedimentos seguiram as normas estabelecidas pelo Comité de Etica do Uso de
Animais da FIOCRUZ e os animais usados foram fornecidos pelo Centro de Criagao
de Animais de Laboratério - Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB/Fiocruz) e Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da

Ciéncia de Animais de Laboratério (CEMIB/ Unicamp) (L- 005/2017).
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IV. RESULTADOS
1. In vitro

1.1. Efeito direto da indugao autofagica na viabilidade das células hospedeiras e do 7.

cruzi

Realizamos o ensaio de MTT por até 48h com diferentes concentragcbes de
rapamicina e com o meio de estresse nutricional para avaliar a viabilidade de M¢ e
CC submetidas as condi¢gdes de inducao autofagica (Figura 4.1). Para ambos tipos
celulares, a concentracao maxima testada de 22 pM rapamicina e o0 meio de estresse
nutricional ndo foram toxicos, sem diferencgas significativas em relagdo ao controle
(Figuras 4.1A-C). Verificamos, em seguida, se nos tempos e tipos celulares utilizados,
a autofagia seria induzida pelos mesmos estimulos, e foi feita avaliacao de LC3-ll
(forma conjugada a PE), marcador classico de autofagia, por imunofluorescéncia
(Figura 4.2A). A incubacao de CC com rapamicina e meio de estresse nutricional nos
dois tempos avaliados, levaram ao aumento no percentual de células positivas para
LC3, enquanto o percentual de M¢ LC3+ é semelhante em 24h com ou sem indugao
autofagica (Figuras 4.2B, C). Em relagao ao parametro quantidade de marcagao por
pontos LC3 por célula, um numero maior foi observado em M¢ e CC controle,
principalmente nos tempos iniciais avaliados (Figuras 4.2D, E). Ja em CC, o estresse
nutricional aumentou até 5,4x o numero de pontos de LC3 em relagdo ao controle.
Aumento semelhante (até 3,3x) foi observado apds o tratamento com a rapamicina

(Figura 4.2E).
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Figura 4.1. A indug&o autofagica ndo compromete a viabilidade de M¢ e CC. (A) Painel representativo
de M¢ e CC corados com panético rapido. Barra: 10um. (B, C) Percentual de viabilidade celular avaliado
por ensaio colorimétrico de MTT de (B) M¢ e (C) CC submetidos a indugao autofagica (rapamicina e

meio de estresse nutricional) apos 24 e 48h, respectivamente (n:3, com duplicata biologica).
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Figura 4.2. Incubag¢do com estresse nutricional e rapamicina promove autofagia em M¢ e CC. (A) Painel
representativo com Mo (24h, superior) e CC (48h, inferior), submetidos ao estresse nutricional ou
rapamicina. Marcacdo de LC3 em verde e acidos nucléicos em azul - DAPI. Barras: 10um. (B, C)
Percentual de M¢ (B) e CC (C) LC3-positivas; (D, E) numero de pontos LC3 por célula (n=4; a.b p<0,05,
One-way Anova, Bonferroni post fesi).
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Em paralelo, foi feita a toxicidade da inducdo autofagica para o 7. cruzi. A
analise foi realizada ap6s delimitar a morfologia dos parasitos em FSC x SSC (em
escala logaritimica para aquisi¢do). A incubacédo das formas tripomastigotas com
rapamicina acarretou uma redugao no potencial de membrana mitocondrial (marcagao
com TMRE) bem como na viabilidade dos parasitos apds incubacgao por 24h (Figuras
4.2 A-C). Os parasitos submetidos a incubagdo com o meio de estresse nutricional
nao sofreram alteragdes significativas nos tempos analisados quanto a viabilidade
(Figura 4.3B). A reducao da intensidade de marcagao por TMRE (MFI controle: 209,7;
rapamicina: 44,4) e o aumento do percentual de eventos TO-PRO* (quase 28% a mais
que no controle) em tripomastigotas tratados com rapamicina, apontam uma perda da
integridade de membrana plasmatica (Figura 4.3C). A queda do potencial de
membrana mitocondrial de tripomastigotas sob estresse nutricional, contudo, nao
alterou a sua infectividade, mostrando percentual de infeccdo e numero de
parasito/célula hospedeira semelhante aos parasitos controle (em RPMI
suplementado e parasitos mantidos a 4°C) (Figuras 4.2D, E). Desta forma, o
tratamento com rapamicina foi excluido dos ensaios subsequentes, sendo apenas

utilizado o meio de estresse nutricional como indutor de autofagia.
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Figura 4.3. Viabilidade dos parasitos apds estimulos autofagicos. (A-C) Painéis representativos do
grafico de pontos de parasitos marcados com TMRE e TO-PRO nos grupos controle (ndo-tratados),
incubados com meio de estresse nutricional e 22uM de rapamicina (direita) por 24h. Os valores nos
graficos de pontos indicam o percentual de eventos TO-PRO SP. (D, E) Percentual de (D) M¢ e (E) CC
infectados e (F, G) parasito/célula hospedeira apds incubacdo do parasito sob estresse nutricional
(24h). Parasitos incubados a 4°C foram usados como controle de temperatura (n=4; 2 p<0,05, Mann-
Whitney t fest).
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1.2. Avaliagao da autofagia durante a infecgéo por 7. cruzi

Avaliamos se a infecgdo modularia a via autofagica através da expressao da
proteina LC3-Il por imunofluorescéncia. Para tal, foram estabelecidos dois tempos
para M¢ (6h e 24h) e CC (24h e 48h). Em ambos tempos avaliados, a maior parte de
M¢ e CC expressaram LC3-I no citoplasma (Figuras 4.4 A, B), sendo que em M¢ da
cultura infectada por 6h ha um aumento de 20% de células LC3*, enquanto em CC
nao ha diferenca significativa nos tempos analisados. Nao foram observadas
diferengas na quantidade de pontos LC3 por célula entre M¢ infectados ou nao,
entretanto, cultura de CC infectadas apresentaram mais pontos LC3 que a cultura ndo
infectada em 24h, numero este que reduziu em 48h (Figuras 4.4 C, D). Vale ressaltar
que a maior parte dos pontos LC3 da cultura infectada de M¢ € observado em células
nas quais ha infecgao nos dois tempos analisados. Por outro lado, na cultura infectada
de CC nao ha diferenga entre células com ou sem parasitos (Figuras 4.4 E, F). M¢
infectados apresentaram um maior numero de pontos de LC3/célula tempo-
dependente (1,2x mais pontos em 4h), enquanto em CC ocorre o inverso, reduzindo

para a metade a quantidade de pontos/ célula em 48h.
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Figura 4.4. Avaliacdo da autofagia na cultura infectada e néo infectada. (A, B) Percentual de M¢ (A) e
CC (B) LC3-positivas; (C, D) numero de pontos de LC3 por célula na cultura nao infectada e infectada;

(E, F) numero de pontos de LC3 por células nas culturas infectadas (n=4; 2p<0,05, 7wo-way ANOVA
test, Bonferroni post test).

68



1.3. Ainfluéncia da indugdo autofagica na infecgéo por 7. cruzi

Considerando a analise de viabilidade dos parasitos, ambas as células
hospedeiras foram submetidas a incubacao por 2h com meio de estresse nutricional,
seguida pela adicao dos tripomastigotas (Figura 4.5). Observamos que as células sob
estresse nutricional apresentaram um aumento de pontos de LC3 por célula em
ambos os tempos analisados (Figura 4.5 A), embora este o percentual de células LC3*
seja em torno de 95% em ambos tipos celulares (Figuras 4.5 B, C). Este aumento no
numero de pontos de LC3 foi de pelo menos 2x maior que a cultura controle infectada
em Mo (6 e 24h) e em CC (48h) (Figuras 4.5 D, E).

Analisamos o percentual de células infectadas e a razdo parasito/célula
hospedeira, em células previamente submetidas ao estresse nutricional, seguidas de
infeccdo (Figuras 4.6A-D). M¢ incubados em meio de estresse nutricional
apresentaram um decréscimo de 60% na infec¢ao, enquanto em CC a redugéo foi
significativa apenas apo6s 48h de infecgdo, com queda de 42% quando comparado ao
controle (Figuras 4.6 A, B). Além da reducgao na infeccdo, M¢$ em estresse nutricional
apresentaram menos parasitos por célula infectada, fenébmeno nao detectado em CC
(Figuras 4.6 C, D). Alternativamente, encontramos resultados semelhantes quanto as
células foram infectadas com tripomastigotas (cepa Y) obtidas da cultura de CC ou

células Vero (dados ndo mostrados).
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Figura 4.5. Participagdo da autofagia na infecgéo por 7. cruzi em culturas submetidas ao estresse
nutricional antes da infecgdo. (A) Painel representativo com M¢ e CC infectados, submetidos ao
estresse nutricional. Marcagao de LC3 em verde e acidos nucléicos da célula hospedeira e do parasito
em azul - DAPI. Barra: 10 ym. (B, C) Percentual de M¢ (B) e CC (C) LC3-positivas; (D, E) niumero de
pontos LC3 por célula (n=4; 2ap<0,05, Mann-Whitney t test).
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A outra condi¢do analisada foi a infecgdo prévia a indugcdo de autofagia,
submetida em dois momentos: logo apds a interacdo da célula hospedeira com o
tripomastigota ou apos a diferenciacdo em formas amastigotas e proliferagao do
parasito (Figura 4.7). Quando a autofagia foi induzida logo ap6s o contato com o
parasito, a infecgdo ou parasitos/célula hospedeira em M¢ ndo foi reduzida (Figuras
4.7 A, B). Entretanto em CC, nos dois protocolos de indug¢ao autofagica, ocorreu uma
redugdo no numero de células infectadas, 40 e 23% em 24 e 72h, respectivamente,
além da diminuigdo de 25% do numero de parasitos por célula infectada no tempo
mais tardio (Figuras 4.7 C, D).

Também foi avaliado ainda se o aumento da razao de parasitos por célula (50:1)
em menor tempo de interagao (90 min), mudaria o perfil de infeccdo de ambos tipos
celulares com estresse nutricional anterior a interacdo (Figura 4.8). Em M¢ sob
estresse houve uma redugao de 50% no numero de células infectadas, sem alteragao
no numero de parasitos intracelulares, ao passo que em CC né&o ocorreu diferenga de

infeccdo neste tempo curto.
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t test).
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nutricional (barra cinza escura) (n=4; 2p<0,05, Mann-Whitney t tesi).
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Figura 4.8. Avaliagao da infecgdo por 7. cruzi com aumento de razdo de parasitos por célula em curto
tempo de interagdo (90 min). Células foram submetidas ao estrese nutricional e infectadas na razéao
50:1 por 90 min e quantificadas (A) o percentual de infeccado de M¢ e CC e (B) parasito/ célula infectada
no grupo controle (barra branca) ou com meio de estresse nutricional (barra cinza escura (n=3; 2p<0,05,

Mann-Whitney t test).

1.4. Avaliagao da capacidade fagocitica sob indugao de estresse nutricional

Para analisar se a inducao de autofagia influenciaria na fagocitose dos dois
tipos celulares, submetemos as células ao estresse nutricional e subsequente adicao
as culturas tripomastigotas mortos ou particulas de Zymosan (Figura 4.9). Este ensaio
apontou uma menor fagocitose em M¢ incubados com meio de estresse nutricional,
ao contrario de CC, onde a internalizagdo ndo alcangou 5% (dado ndo mostrado).
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Entretanto, em 24h na presencga das particulas de Zymosan, ha um numero inferior

de macréfagos com particulas internalizadas (Figura 4.10).
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Figura 4.9. Avaliagdo da internalizagido de formas tripomastigotas mortas em macréfagos submetidos
ao estresse nutricional. Células foram submetidas a indugao autofagicas e colocadas em contato com
parasitos mortos. (A) Percentual de internalizacdo de parasitos mortos por M, (B) quantidade de
parasitos internalizados em células controle (barra branca) ou com meio de estresse nutricional (barra

cinza escura) (n=3; 2p<0,05, Mann-Whitney t test).
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Figura 4.10. Avaliagdo da internalizag&o de particulas de Zymosan em células submetidas ao estresse
nutricional. (A) Percentual de internalizagao e (B) particulas endocitadas de Zymosan /M¢ no grupo
controle (barra branca) ou com meio de estresse nutricional (barra cinza escura) (n=3; 2p<0,05, Mann-
Whitney t fes).

1.5. Avaliagao da inibicao da autofagia por silenciamento de genes da via autofagica

Para verificar se a autofagia influenciava na interacao, células MEF deficientes
na expressdao de ATG5, com superexpressdao de LC3 conjugado a GFP foram
utilizadas. O percentual de infec¢ao e a razdo de parasitos por célula foi semelhante
ao observado em CC apd6s 90 min (parasito/100 células - CC: 20,4 + 3,1 x MEF: 18,9
t 3,8) ou 24h (parasito/100 células — CC: 34,2 + 4,5; MEF: 35,0 £ 4,8). Por fim,
realizamos o ensaio de incubagao prévia com o meio de estresse nutricional seguido
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interacdo de 90 min ou 24h (MOI 50 e 10, respectivamente) em MEF ATG5** e
ATGS-, avaliando a presenga de pontos de LC3-GFP (Figura 4.11) e a infecgao
(Figura 4.12). Células deficientes para ATGS apresentaram citoplasma esverdeado,
sem pontuagao caracteristica de conversao de LC3-ll (Figura 4.11A). O estresse
nutricional induziu um aumento significativo do numero de pontos em 24h (Figura

4.11B)

Em relacdo a infeccdo, foi observada uma reducdo em 24h nas células
ATG5**, apds a incubagao com meio de estresse nutricional, enquanto nas células
ATGS5- a infecgado foi cerca de 1,5x maior (Figura 4.12A). Em contrapartida, o
parametro numero de parasitos/célula hospedeira ndo apresentou variagéo (Figura

4.12B).
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Figura 4.11. Avaliagdo da infecgdo e indugdo autofagica em células MEF. Painel representativo de
células MEF ATG5 ** e ATG57-com superexpressao de LC3-GFP (verde). Em azul: nucleos marcados

com DAPI. Barra: 20pm
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2. Invivo

2.1. Analise autofagia na infec¢ao aguda no modelo murino

Nao apenas a infecgao /in vifro pode ser modulada pela autofagia e por isso
avaliamos também se a infec¢ado experimental teria influéncia. Inicialmente, fomos
padronizar o inoculo a ser utilizado nos ensaios /in vivo subsequentes. Para tal,
utilizamos 1 x103 e 1 x104 formas tripomastigotas, analisando a mortalidade, curva de
parasitemia circulante, peso e ECG (Figura 4.13). Com o inéculo de 1 x104 parasitos,
a mortalidade no dpi 15 chegou a 30%, o que nao foi observado apés o mesmo
periodo com o indculo menor (onde a mortalidade no dpi 22 alcangou 50%) (Figura
4.13A). Ambas curvas de parasitemia apresentaram dois picos (dpi 8 e dpi 11-12)
(Figura 4.13B), sem diferenca significativa entre os dias.

Com relagao ao peso, apenas no dpi 15 foi observada perda de peso corporal
nos animais infectados (Figura 4.13C). Apesar disso, ndo houve diferengas
significativas entre animais infectados na razao peso do 6rgao por peso corporal para
baco e figado e, no coragdo, ndo houve alteragao frente ao grupo néao infectado
(Figura 4.13E). Ja no ECG, os animais infectados apresentam menor frequéncia
cardiaca (FC) no dpi 15 (Figura 4.13D), com pelo menos 90% de animais com bloqueio
atrioventricular (BAV), 50% de bradicardia além da presenca de nos animais arritmia
sinusal (9%) e taquicardia (3%) no in6culo de 1 x 103 no dpi 15. A avaliagdo de
transaminase hepatica (AST), creatinina e ureia e CK-MB mostraram que a infecgao

nos dpi 8 e 15 sao alteradas (Figura 4.14).
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corporal (D) frequéncia cardiaca (FC), (E) % da razdo do peso de 6rgao/peso corporal de Cont (barra
branca), 1 x103 (barra cinza) e 1 x104 (barra preta) (n:3, 4 animais por grupo; curva de sobrevivéncia:

abep<0,05, Two-way Anova, Bonferroni post test).
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Figura 4.14. Avaliagdo de dano renal, hepatico e cardiaco dos diferentes inéculos. O plasma foi
coletado dos animais individualmente nos dias 0,8 e 15 para analise por ensaio colorimétrico de (A)
ureia, (B) creatinina (C) aspartato transferase (AST) (D) CK-MB de Cont (®),1 x 103 (m), 1 x 104 (&) (n:3;

ap<0,05, 7Two-way Anova, Bonferroni post fest).

Para a avaliacdo do perfil inflamatério, foi realizada a analise por H&E do
infiltrado inflamatorio (células inflamatérias por campo) e da quantidade de ninhos de
parasito no tecido cardiaco (Figura 4.15). No dpi 8 inicia 0 aumento o numero de
células por area analisada nos animais infectados (nos grupos infectados € 50% maior
a area ocupada por nucleos), sendo que no dpi15 este numero € 4x superior,
caracterizando o intenso infiltrado inflamatdrio, porém sem diferenga entre in6culos
(Figura 4.15A). Da mesma forma, a andlise da quantidade de ninhos de parasitos

também nao mostrou diferenga entre os inéculo (Figura 4.15B). As micrografias
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mostram que os infiltrados e os ninhos presentes no miocardio ndo diferem entre os

animais infectados (Figuras 4.15C-E).
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Figura 4.15. Avaliagdo cardiaca dos infiltrados inflamatérios e de ninhos de parasitos em diferentes
inéculos. (A) Células inflamatérias/ 15mm?2 e (B) ninhos de parasitos/ 150 mm2 em 1x103 e 1x104
tripomastigotas/ animal. (C-E) Painel representativo de camundongos ndo infectado (C), camundongos
infectados com 1 x 103 tripomastigotas (D) mostrando infiltrado inflamatério (cabecgas de seta preta) e
ninho de parasitos (seta preta) em camundongo infectado com 1 x 104 tripomastigotas (E) (n:3; a

p<0,05, One-way Anova, Bonferroni post test).

Realizamos entdo a analise da expressao de LC3-1l no tecido cardiaco apds os
diferentes inoculos (Figura 4.16). A presenga de marcagao pontual indicativa de
autofagossomos esta mais acentuada na area onde ha endotélio e vascularizagédo do
tecido, sendo maior nos animais infectados (Figura 4.16D). Nao foi detectada
diferenca entre os indculos, assim como marcagao destacada nos ninhos de parasitos
ou infiltrados inflamatérios (Figura 4.16 B, C).
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Figura 4.16. Expressao de LC3 no tecido cardiaco de animais controle e infectados com 7.
cruzi. Painel representativo (A) camundongo controle, (B) camundongo com 103 e (C)
camundongo com 104 tripomastigotas, com destaque (D) para marcagao préxima a fibra
elastica (verde). LC3 (pontuacao verde, setas brancas), presente no tecido cardiaco (contra-
corado em vermelho com azul de Evans), tanto na célula cardiaca como no infiltrado
inflamatério. Em azul, marcagao com DAPI; cabega de seta: ninho de parasitos. Barras: 20

pum, 10 ym (D).
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2.2. Padronizagao da indug&o autofagica em camundongos

Também foi feito o tratamento com rapamicina em camundongos nao
infectados para avaliar a influéncia do farmaco no animal, principalmente nos
parametros analisados na infeccao experimental. Foram usadas duas concentragoes
(0,5 e 1 mg/kg/dia) por 10 dias de tratamento via intraperitoneal. Os animais tratados
com rapamicina nao tiveram alteragdo no ganho de peso nem na FC (Figura 4.17 A,
B). Contudo, aqui houve maior frequéncia de BAV no dia 10 (90% dos camundongos
tratados, independente da concentragao) (Figura 4.17 C) por conta do aumento do
intervalo PR (Figura 4.17D). Porém, com a cessao do tratamento de 7 dias, o perfil

eletrocardiografico retornou aos basais de antes do tratamento.

Com relagao a danos hepaticos, renais e cardiacos, o uso de rapamicina nao
levou a alteragdes significativas em nenhum desses parametros (Figura 4.18). A
analise histopatolégica do coragcdo demonstrou que o tratamento nao alterou a

organizacao morfologica do tecido cardiaco (Figura 4.19).
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Figura 4.17. Analise de parametros n&o invasivos em camundongos tratados com rapamicina.
(A) Peso corporal, (B) FC, (C) % de alteragdes elétricas — BAV, (D) intervalo PR nos dias 0,10
e 17 nos animais Cont (barra branca), Rapa 0,5 mg/kg/dia (barra laranja), Rapa 1mg/kg/dia

(barra vermelha) (n:4; a p<0,05, One-way Anova, Bonferroni post test).
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Figura 4.18. Avaliagao de dano renal, hepatico e cardiaco apés tratamento com rapamicina.
(A) Ureia, (B) creatinina (C) AST (D) ACK-MB dos grupos Cont (®), Rapa 0,5 mg/kg/dia (m),

Rapa 1mg/kg/dia (4) (n:4; a p<0,05, One-way Anova, Bonferroni post fest?).

Figura 4.19. Analise histopatolégica do miocardio de camundongos nao infectados
submetidos ao tratamento com rapamicina. Painel representativo com cortes histologicos
corados com HE nos animais Cont (A), Rapa 0,5mg/kg/dia (B), Rapa 1mg/kg/dia (C). Barra:
50 ym.
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2.3. Avaliacao da indugao autofagica em camundongos infectados

No modelo de infecgdo aguda, ndo houve diferenga significativa na curva de
parasitemia dos animais, tratados ou ndo com rapamicina (Figura 4.20A). No dpi 15,
os animais infectados apresentaram uma reducgao de peso corporal de 4 e 7,7%, para
infectado e infectado + rapamicina, respectivamente, em relacdo ao dpi 8,
apresentando peso médio de 29, 28, 26g e 29,6g, enquanto animais nao infectados
pesavam cerca de 2-3g, que € 10% a mais (Figura 4.20B).

Contudo, o peso dos o6rgaos dos animais infectados tratados foi distinto
(Figuras 4.20C-F). O coragdo dos animais apenas infectados foi cerca de 20%
superior aos demais grupos (Figura 4.20 C). O peso do bago foi maior nos grupos
infectados, entretanto o tamanho do bago do grupo infectado + rapamicina foi cerca
de 90% menor que o tamanho do apenas infectado, sendo ainda que os 6rgaos dos
animais dos grupos infectados ao menos 5x maior que dos nao infectados (Figura
4.20D). O tamanho do figado aumentou ao menos 1,2x em relagdo aos animais nao
infectados (Figura 4.20E). J& o peso do timo diminuiu nos grupos infectados,
decrescendo ainda mais nos animais tratados com rapamicina, no qual o grupo inf +

rapa mostrou uma reducao de 46%, comparada a infec¢ao (Figura 4.20F).
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Figura 4.20. Parasitemia, ganho de peso e razéo de 6rgédos de animais infectados e/ou tratados com
rapamicina. (A) Parasitemia, (B) % de ganho de peso semanal nos grupos Cont (4), Rapa (), Inf (e),
Inf + Rapa (m) (C-F) % do peso do coragéo (C), bago (D), figado (E) e timo (F) sob o peso corporal.
Cont: controle, Rapa: rapamicina 1mg/kg/dia; Inf: infectado; Inf + Rapa: infectado + rapamicina
1mg/kg/dia (n:4; * para diferenga entre animais infectados e nao infectados; a-ap<0,05, One-way

Anova, Bonferroni post test).
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Foram feitas as analises dos tragados eletrocardiograficos, demonstrados na
Figura 4.21A-D. No dpi 15, a infec¢ao decresce a frequéncia cardiaca (Figura 4.21 E),
ocorrendo o aumento do intervalo PR nos grupos rapa, inf e inf+rapa, demonstrados
pelos BAV, observado em pelo menos 75% dos animais (Cont: 0%, Rapa: 75%, Inf:
75%, Inf+rapa: 100%). De modo interessante, o tratamento com rapamicina de
animais infectados ndo aumentou o intervalo PR (Figura 4.21 F). Nao houve
alteragdes no intervalo QRS (Figura 4.21 G). Ja o intervalo QT também foi alterado
apenas pela infec¢cdo, com valores reduzidos nos animais tratados com rapamicina
apenas (Figura 4.21H).

Nas analises bioquimicas, a ureia e creatinina mostraram valores superiores
estatisticamente nos animais apenas infectados (Figura 4.22 A, B). A ureia no dpi 8
dos animais apenas infectados era 10x superior aos animais nao infectados, decaindo
no dpi 15, porém ainda 4x superior. Ja a creatinina € maior no grupo infectado apenas
6x em relacdo aos animais nao infectados e infectado + rapamicina. Nao foram
observadas, contudo alteragdées nos dias analisados para ALT (alanino trasferase) e
AST (Figura 4.22 C, D). Com relagdao ao dano cardiaco, avaliado pela CK-MB, os
animais infectados apenas apresentaram maiores valores em relagdo aos demais
grupos, no entanto o grupo infectado tratado com rapamicina reduziu 60% em relagao

ao infectado no dpi 15 (Figura 4.22 E).
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Figura 4.21. Analises eletrocardiograficas dos animais infectados e/ou tratados com rapamicina. (A-D)

Painel representativo dos tragados ECG dos animais controle (A), rapamicina (B), infectado (C)

infectado + rapamicina (D), indicando pela seta o intervalo QT e pelo circulo o BAV, com duas ondas
P. (E) FC, (F) intervalo PR, (G) intervalo QRS, (H) intervalo QT em milissegundos (n:8 animais por
grupo; a-d p<0,05, One-way Anova, Bonferroni post fest).
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Anova, Bonferroni post test).
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Figura 4.23. Andlise histoldgica do miocardio de camundongos infectados e/ou submetidos ao
tratamento com rapamicina. Painel representativo com cortes histoldgicos corados com HE nos animais
controle (A), rapamicina (B), infectado (C) e infectado + rapamicina (D). A seta branca indica um

infiltrado inflamatério e o circulo, um ninho de amastigotas Barra: 50 pm.

Foram feitas analises do infiltrado inflamatorio e ninho de amastigotas por HE
(Figura 4.23). Nos camundongos Cont e Rapa, ndo sdo observados infiltrados
inflamatorios ou alteragées no perfil das células cardiacas (Figura 4.23A, B). Os

animais de Inf e Inf + Rapa apresentam ninhos de amastigotas com tamanhos
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variados, e diferentes infiltrados inflamatérios, com menor quantidade no grupo tratado
com rapamicina (Figura 4.23 C, D e Figura 4.24A). A avaliagao dos cortes histoldgicos
mostrou 0 maior numero de nucleos celulares nos grupos infectados e que n&o ha
diferenga entre os animais infectados na quantidade de ninhos de amastigotas, como
também sem distingdo na area ocupada pelos ninhos nos cortes analisados (Figura
4.24 C, D), embora como demonstrado na micrografia ha uma tendéncia de area maior
no grupo tratado. A analise dos infiltrados inflamatoérios mostrou o maior numero de
células inflamatdrias por campo analisado no grupo apenas infectado, alcangcando
2,4x (Figura 4.24 E), além da area ocupada ser 2x superior ao grupo infectado +
rapamicina (Figura 4.24F). Nao foram observados infiltrados inflamatérios nos grupos

Cont e Rapa.
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Figura 4.24. Modulagao do infiltrado inflamatério dos camundongos infectados e infectados tratados
com rapamicina. (A) Painel representativo com cortes histologicos corados com HE, destacando os
ninhos de Infectado e Infectado + rapamicina, barra: 50 ym. (B) quantidade de ninhos de amastigotas
por 10 campos por animal avaliado; (C) % da area ocupada por imagem dos ninhos (analisados em
200x); (D) % da area ocupada por nucleos totais; (E) células inflamatoérias e (F) % da area ocupada por
infiltrado inflamatério (n:8 animais por grupo; *p<0,05, Mann-Whitney t test, a-d p<0,05, One-way

Anova, Bonferroni post test).
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Para verificar a expressdo de LC3 em diferentes populagdes celulares e
também do perfil de morte celular, realizou-se a analise das células do peritdnio, timo,
baco e coragao por citometria de fluxo. Para todos os grupos, a analise foi feita, apos
exclusao de grumos.

No peritdnio, foi demarcado a regiao de linfécitos como de macroéfagos (Figura
4.25). As analises mostraram que ha uma maior expressao de LC3 nas células de
animais infectados que do que controle, sem diferengas significativas para
camundongos nao infectados com rapamicina. Além disso, o MFI do grupo infectado
€ superior ao menos 1,3x aos animais tratados, principalmente na populacao

macrofagica (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Percentual de células LC3+ no peritonio e intensidade de fluorescéncia (MFI).

F4/80 * LC3* MFI-F4LC3 CD3*LC3* MFI-LC3

Cont 932+84 1846 27,5+10,1 1500
Rapa 89,1+64 1434 15,6 +7,7 1407
Inf 75,2 +10,1 3208 66,4 14,3 1991
Inf+ Rapa 96,1+ 34 2434 69,8 £ 12,2 2156

MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (n:2).
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Figura 4.25. A analise da expressdo de LC3 em diferentes populagdes celulares do peritdnio. Painel

representativo do peritdnio (grupo infectado), com (A) exclusdo de grumos, (B) gréafico de morfologia
FSC x SSC, (C) grafico de pontos de F4/80 (macréfago) x CD3 (linfocito T). A partir da populagao F4/80*

foi feita o gréafico de pontos de LC3 x Live/Dead (D) e na populagdo CD3 +* foi realizado o mesmo o

grafico de pontos (E). Para avaliar a populagao CD3* LC3*, foi usado o grafico de pontos CD4 x CD8

(F) (n;2).
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Na populacdo de linfocitos T com expressao de LC3, o maior percentual de
linfocitos T citotoxicos foi observado nos grupos infectados e, no grupo infectado +
rapamicina, ocorreu um decréscimo na populagdo CD4* (Tabela 4.2). Essa marcagéao
reflete o numero de células CD3* nos grupos, confirmando que a marcacao de LC3 é

homogénea.

Tabela 4.2. Percentual de células CD3+*LC3* no peritonio.

CD4SP CD8SP DN DP
Cont 30612 98+4 59+10 0,5+0,01
Rapa 415+x5 9125 482+4 1,203
Inf 309+11 38,5+5 298+7 0,8=0,2

Inf+ Rapa 16,7+7 33,312 488 1,9+£04
SP: simples positiva; DN: duplo negativa; DP: duplo positiva (n:2).

Avaliou-se também no timo a modulagao da populagao de linfocitos T, assim
como a marcacgao para LC3 e morte celular (Figura 4.26). A populacao de analise foi
determinada em FSC x SSC, seguido de grafico de pontos de CD4 x CD8 (Figura 4.26

A-D).
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Figura 4.26. Grafico de pontos para analise do timo. Painel representativo do timo (grupo infectado),
com (A) exclusao de grumos, (B) grafico de morfologia FSC x SSC, (C) grafico de pontos de CD4 x
CD8, (D) graficos de pontos de LC3 x Live/Dead a partir do grafico B.

Observa-se que ha uma perda de células duplo positivas (DP) para CD4 e CD8
nos grupos infectados, com enriquecimento das populagées simples positivas (SP)
para CD4 e CD8 nesses grupos. O tratamento com rapamicina nos animais infectados
parece acentuar a queda de populacdes DP ainda mais (Figura 4.27 A-D). Com
relacao a viabilidade dos timdcitos, o grupo controle mostra-se positivo para Live/Dead
distribuindo-se de maneira semelhante em LC3* e LC3-, enquanto os animais apenas
tratados com rapamicina ha um enriquecimento da populagéao LC3*Live/Dead* (Rapa:
3,15%). Esse enriquecimento é maior ainda nos animais infectados (Inf: 5,09;
Inf+rapa:9,85). O mais interessante € o maior numero de eventos LC3* para: inf +

rapam, inf, rapa, de modo crescente (Figura 4.27 E-H).
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Figura 4.27. Modulag¢ao da populagéo timica na infecgdo por 7. cruzi e no tratamento com rapamicina.
(A-D) Painéis representativos da populagcdo CD4 e CD8 e (E-H) da populacéao LC3 e Live/Dead do timo,

selecionadas a partir do grafico de pontos de FSC x SSC, como descrito na Figura 4.27 (n:2).

100



Para verificar qual populagcdo apresentava mais LC3 e a intensidade de
fluorescéncia do MFI de LC3, a partir do grafico LC3SP foi feito o percentual de células
CD4 e CD8 (Tabela 4.3). Verifica-se que o aumento da populagao CD4 SP nos grupos
infectados também ocorre nas células LC3SP. A populagcédo LC3+*CD8+*nao parece ser
modulada entre os grupos. Em contrapartida, a populagcdo LC3*DP nao decresce
como observado no total de eventos, reduzindo o percentual de células DN nos grupos
infectados. Com relacdo ao MFI, foi observado que, diferente do peritbnio, o MFI é
mais alto no grupo rapamicina, com valores préoximos ao infectado e infectado +

rapamicina.

Tabela 4.3. Percentual de células LC3* no timo e intensidade de fluorescéncia de LC3 -MFI.

CD4SP CD8SP DP DN MFI - LC3
Cont 169+44 97+x45 393+85 340+15 1278
Rapa 10,5+36 11,0+x7,0 526+7,7 24837 1867
Inf 420+x11 173+13 232+46 173+29 1738

Inf+ Rapa 355+9,8 15345 28,6+13,0 20,5+0,3 1744

SP: simples positiva; DN: duplo negativa; DP: duplo positiva; MFI: mediana de intensidade de

fluorescéncia (n:2).

Avaliou-se no baco se o perfil de memoria era alterado com o tratamento com
rapamicina (Figura 4.30), assim como a distribuicao das células com marcacao para
LC3 (Figura 4.31). Para a analise de memoria, foi determinada a marcagao da regiao
CD3* e, a partir desta, um grafico de pontos de populagées CD127 e CD44, avaliando

posteriormente a populagao CD4 x CD8 (Figura 4.28).
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no timo e peritdnio, também foi realizada a analise de populagdo CD4 x CD8 (n=2).

Figura 4.28. Grafico de pontos para andlise da populagdo de células de meméria no bago. Painel
representativo do bago (grupo infectado), com (A) exclusdo de grumos, (B) FSC x SSC, (C) seguido de

analise em CD3 x CD62L, no qual avaliou-se a populagao CD3*, analisando (D) CD44 x CD127. Como

O tratamento com rapamicina nao alterou percentualmente as popula¢des CD4

percentuais de CD4 SP (Figura 4.29 e Tabela 4.4).

e CD8 no bago, embora nos animais infectados ha um aumento dos numeros
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Figura 4.29. Modulagdo da populagdo de linfécitos T no bago na infecgdo e/ou tratamento com

rapamicina no bago. Apos determinagéao de regidao de morfologia de analise, as células CD3* foram

avaliadas para CD4 e CD8 nos grupos (A) controle, (B) rapamicina, (C) infectado e (D) infectado +

rapamicina (n:2).

Tabela 4.4. Percentual de células CD3* no bago e nimero de eventos adquiridos

Cont

Rapa

Inf

Inf +

Rapa

CD4 SP

(%)
54,2 +
2,8
50,5 +
4,0
68,6 +
5,8
61,7 +
7,1

CD8 SP

15+£5,2

(%)

24,7 +
1,9
16,9 £
0,7
15,0 £
1,1

DN (%)

27,2+
21
20,0 +
0,8
12,6+
0,5
21,2+
1,3

DP (%)

04+
0,07
03¢
0,1
03¢
0,1
06
03

CD4SP CD8SP

3550 +
183
3573 +
285
6039 +
515
3486 +
395

1493 +
340
1765 +
135
1500 +
70
848 + 57

DN

1769 +
137
2072 +
36
1110 +
44
1198 +
60

DP

3

SP: simples positiva; DN: duplo negativa; DP: duplo positiva; MFI: mediana de intensidade de

fluorescéncia (n=2, com grupo de 4 animais cada). Numero total de eventos em FSC x SSC: 10000
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Ao avaliar a expressao de CD62L, CD44 e CD127, verificou-se um aumento de
células de memoria efetora nos grupos com rapamicina, com queda percentual e
numerica da populagéo efetora em inf + rapa (Figura 4.30). Além disso, nas células
CD62Lhgh ha uma populagao indeterminada (CD44 hish, CD127-) no grupo infetado,
por uma provavel transi¢cao das células ativadas (Figura 4.30A). Ressalta-se que,
mesmo com o percentual de células efetoras alto em controle e rapamicina, isso nao
reflete em células analisadas pois a populagado corresponde ha menos de 10% dos
eventos na area de analise (Figura 4.30 B).

A marcacgao de LC3 foi percentualmente menor em todos os grupos (Figura
4.31). Notou-se que os animais apenas infectados apresentaram menor marcacao de
LC3, com MFI também maior, porém pequeno comparado aos demais o6rgaos
analisados (Cont: 521; Rapa: 433; Inf: 386; Inf + Rapa: 559). Foram observadas,
ainda, um maior numero de células em morte, avaliadas por Live/Dead em todos os
grupos, com destaque para células CD8* e DN nos infectados (Figura 4.31 G, H,K, L).

Como a marcagao no bacgo foi menor, também realizamos, apos a coleta dos
esplendcitos, o tratamento com leupeptina por 2h seguida de marcacgao para avaliar a
dinamica de LC3 em CD3* (assim como realizado nas demais analises do bago) com
adicao do inibidor de protease. Todos os grupos, com ou sem tratamento de
leupeptina, aumentaram o percentual de células LC3* (Figura 4.32). De modo
interessante, as células T responderam diferente ao tratamento com o inibidor de
fusado lisossomal: enquanto células do baco de animais ndo infectados reduziram o
percentual de marcacao, as células dos animais infectados aumentaram a populacao

LC3* (Figura 4.32E).
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Figura 4.30. Modulagéo de células T de memoéria e efetoras no bago durante a infecgédo e/ou tratamento
com rapamicina. (A) Percentual de esplendcitos nas populagdes CD3*CD62L'ow (efetora e memoria
efetora) e CD3+CDG62LNish (naive, memoria central e indeterminado). (B) Numero de eventos CD3* na
regido delimitada em FSC x SSC, no total de 10000 (n:2).
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Figura 4.31. Modulagao de linfécitos durante a infec¢éo e tratamento com rapamicina no bago. Painéis
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Figura 4.32. Avaliagdo de LC3 apés tratamento com leupeptina no bago. (A-D) Painéis representativos
da populagdo CD3* submetidas ao tratamento com leupetina (pontos em azul) ou ndo (pontos
vermelhos) nos grupos (A) controle, (B) rapamicina (C) infectado e (D) infectado + rapamicina,
analisadas para morte celular (Live/Dead) e autofagia (LC3). (E) Percentual de células LC3*com e sem
tratamento de leupeptina (n:2).

No coragao, avaliamos a populagao de células com perfil de memoaria e efetora, além
de morte celular e autofagia (Figura 4.33-36). Para tanto, apds a selegao de eventos simples
em area e altura (Figura 4.33 A), foi feita no grafico de tamanho por granulosidade a regido

provavel de linfocitos, confirmada com marcacdo de CD3 e CD62L (Figura 4.33 C), para

exclusao de linfocitos circulantes, analisando as populagdes residentes no miocardio apenas
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positivas para CD3, confirmando na regido de morfologia (Figura 4.33 D), analisando tanto

para autofagia e morte celular (Figura 4.33 E) como para CD4 e CD8 (Figura 4.33 F).
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Figura 4.33. Gréfico de pontos para andlise da populagdo de células do coragdo. Painel representativo
do coragéo (grupo infectado), com (A) exclusao de grumos, (B) grafico de morfologia FSC x SSC, (C)
grafico de pontos de CD3 x CD62L, (D) graficos de pontos de morfologia sobrepondo CD3* e eventos
totais. Andlise de (E) LC3 x Live/Dead e (F) CD4 x CD8 foi feita a partir dos eventos CD3+*, de (C) (n:2).
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Inicialmente foi determinado que a aquisicdo de eventos na area delimitada
em R2 (Figura 4.33B) seria de 10000 eventos, contudo para os grupos controle e
rapamicina, alcancou-se uma média de 1000 células CD3*, dentre as quais 50%
apresentavam também marcacdo CDG62L, mostrando linfécitos circulantes. O
percentual de células CD3* CD62L- € demonstrado na Figura 4.34A, indicando uma
populacao linfocitica maior nos grupos infectados. Comparando o percentual de
células CD3* CD62L- animais infectados aumentaram ao menos 4x o percentual de
células CD8, decrescendo a populagdo CD4 (Tabela 4.4).

Para avaliar se as células presentes no coragcao apresentavam perfil de
memoria, realizou-se apos a selegao de células CD3+, com a avaliagao por grafico de
pontos CD62L x CD44, além da marcacgao para CD127. Observou-se que as células
dos animais infectados apresentam maior expressdao de CD44 assim como maior
marcacao para CD127 (Figura 4.34). Desse modo, ambos grupos mostram maior perfil
de células efetoras, com pequena populagcao também de células de memoria, mas

sem diferengas com o tratamento com rapamicina.

Tabela 4.4. Percentual médio de células CD3* no coragao.

CD4 SP  CD8 SP DN DP
Cont 720+14 84+51 183+x40 16+0,3
Rapa 694+41 101+6,2 224+41 22+11
Inf 283+04 313+32 354+45 38+14

Inf + Rapa 272+31 258+21 414+12 2608

SP: simples positiva; DN: duplo negativa; DP: duplo positivo (n:2).
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Figura 4.34. Avaliacdo do perfil de linfécitos T no coragdo. (A) Percentual de células CD3*, (B)
histograma expressando populagdo CD3*, grafico de pontos CD44 x CD62L (C) controle, (D)

rapamicina, (E) infectado e (F) infectado + rapamicina (n:2).

Finalmente, analisando a populagdo CD3* no coragéo, a marcagao de LC3 foi
semelhante a populagao de linfocitos do timo, com menor percentual no grupo

controle, infectado + rapamicina, rapamicina, infectado. Ha, entretanto, um aumento
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da populacéo Live/Dead*, principalmente na populacao infectado + rapamicina, que

pode estar associada ao processo de dissociagao enzimatica (Figura 4.35).
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Figura 4.35 Modulagéo da populagéo linfocitica do coragdo na infecgéo por 7. cruzi e no tratamento
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V. DISCUSSAO

Embora os primeiros trabalhos de autofagia datem da década de 1960, a
explosdo desses estudos aconteceu com a descoberta das proteinas Atg somente
cerca de 30 anos depois, sendo apenas na década seguinte que esta via foi
correlacionada com a infecgao por patégenos (Duve, 1963; Deter et al.,1967, Ohsumi
et al., 1993; Gutierrez et al., 2004). Na presente tese, avaliamos se a via autofagica
estaria relacionada a infecgao por 7. cruzi in vitro e in vivo.

Para tal, estabelecemos primeiramente a susceptibilidade dos modelos /n
vitro, onde utilizamos dois tipos celulares importantes na infeccao natural por esse
parasito (M¢$ e CC), e se estas seriam susceptiveis a indug¢ao autofagica, seja por via
farmacolégica (rapamicina) ou por incubagdo com menos nutrientes (sem glicose e
sem suplementacdo de SFB). Ambas condi¢cbes induziram autofagia nos tempos
analisados, sem induzir a morte celular (Figuras 4.1 e 4.2), corroborando dados da
literatura obtidos com tipos celulares semelhantes (Maruyama et al., 2008; Williams et
al., 2009; Roberts et al., 2014). Foi observado que em M@, o estresse nutricional
aumentava a quantidade de pontos de LC3 de forma tempo-dependente, enquanto
em CC a expressao de LC3 decaia com o tempo. Todavia, CC submetidas a indugao
de autofagia (rapamicina ou deplecao de nutrientes) apresentaram mais pontos de
LC3 que M¢ apds 24 h. O uso das duas vias de inducao se justifica para demonstrar
que nos dois tipos celulares a ativagao desta via pode ocorrer tanto por intermédio de
AMPK como pela inibicdo direta de mTOR pelo farmaco. Niveis diferentes de

expressao de LC3-Il sugerem maior sensibilidade ao estresse nutricional por deple¢ao
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de glicose nessas células, enquanto os niveis de rapamicina, na concentragao usada,
nao diferem com o tempo, inferindo limite de ativagao por este farmaco.

A deplecao nutricional por glicose encaminha para um remodelamento da
producao de ATP, alterando o metabolismo energético celular (Maruyama et al.,
2008). Optamos por este meio pois em CC foi demonstrado a associagao da deplecao
de glicose e autofagia, via ativagao de AMPK, que por sua vez ativa ULK, disparando
o processo de formacao do autofagossomo, além do fato de que a hexoquinase-ll,
bastante presente no coracgao, foi descrita como indutora de autofagia em situacoes
de baixa glicose (Maruyama et al., 2008; Roberts et al., 2014). M¢ também utilizam
da glicose como fonte primaria de energia (Oren et al., 1963), com aumento do
processo glicolitico /in vitro (Bennett et al., 1966), além de aminoacidos como serina e
glutamina (Sakagami et al., 2009). Adverte-se, entretanto, que ha outras condi¢des
usadas na literatura para estresse nutricional, como fatores hormonais, uso de
citocinas como o IFN-y, deplegcao de aminoacidos como EBSS (tamp&o de estresse
Earle) ou HBSS (solugao salina balanceada de Hank), e até mesmo PBS enriquecido
com MgCl,, CaClz, KCI (Romano et al., 2009; Martins et al., 2011; Ramirez-Peinado
et al., 2013).

Por optarmos pela co-incubacgao de parasitos e indutores de autofagia com as
células hospedeiras, o potencial efeito toxico da indugao de autofagia nos parasitos
foi avaliado inicialmente. O uso de rapamicina (22 uM) levou a uma perda do potencial
de membrana mitocondrial e danos na integridade da membrana plasmatica,

causando morte do parasito (Figuras 4.3 A-C).
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A morte celular por autofagia ja havia sido descrita em diferentes formas de
7. cruzi (Braga et al., 2005; Santa-Rita et al., 2005; Menna-Barreto et al., 2007, 2009;
Fernandes et al., 2012; Veiga-Santos et al., 2012,2014; Fonseca-Berzal, et al., 2016;
Lazarin-Bidoia et al., 2016), entretanto, o efeito de rapamicina, um inibidor de
mTORC1, ainda ndo havia sido relatado no 7. cruzi, apesar de ter sido descrita sua
possivel atuagado sobre TORC2 por reconstrugao /n silico (Digirolamo et al., 2012). Em
T. brucei, demonstrou-se alteragdes na bolsa flagelar, citocinese e polarizagao celular
com 24h de tratamento com rapamicina, decorrentes da inativacdo de TORC2
(Barquilla et al., 2008), enquanto em TOR1 indica papel na osmorregulacéo (de Jesus
et al., 2010). A similaridade das sequéncias de TOR entre 7. cruzie T. brucei sugere
que a agao da rapamicina siga mecanismo semelhante no agente da doenca de
Chagas, todavia experimentos precisam ser realizados para confirmar esta hipétese.

Por conta deste efeito deletério no parasito, o tratamento com a rapamicina
foi descartado, e 0 meio de estresse nutricional selecionado como modelo de indugao
autofagica nos ensaios subsequentes, uma vez que a viabilidade dos parasitos nédo
afetou a infeccdo das células (Figuras 4.3 D, E). E interessante observar que parasitos
respondem ao tratamento com diferentes inibidores associados a modulagdo da
interacdo como inibidores de PKC, quelantes de Ca2* intracelular e até mesmo inibidor
de PI3K (wortmanina), via esta associada a inibicido de autofagia. Maeda e
colaboradores (2012) avaliaram que que o tratamento com wortmanina de
tripomastigotas metaciclicos (cepas G e CL), reduz a invasdo em células Hela.

Nossos resultados reforcam que a modulagao pelo estresse nutricional nao afeta o
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parasito e a possivel modulacdo na infeccdo depende da resposta da célula
hospedeira, ndo do patégeno.

ApOs a avaliacido da célula hospedeira e parasito separadamente, ensaios de
interacdo células hospedeiras e tripomastigotas foram realizados para verificar a
participacado da autofagia no processo (Figura 4.4). Nossos dados corroboram que ha
um aumento do numero de pontos de LC3 na infecgéo por 7. cruzi (Romano et al.,
2009; Onizuka et al., 2017), em semelhanca ao que ocorre com outros protozoarios
como 7. gondiie L. amazonensis (Wang et al., 2009; Cyrino et al., 2012; Souto et al.,
2016). Quando comparamos os tempos de 24h de infec¢gado de CC e M¢, observa-se
que ha um numero maior de pontos LC3 em CC infectadas (Figuras 4.4 C, D),
sugerindo que esse tipo celular infectado € mais susceptivel ao aumento de LC3 que
Md na mesma situagado, ja que ambas as culturas sem infeccdo ndo apresentam
diferenca.

De modo interessante, o aumento de LC3 ocorre na cultura infectada, e nao
esta associada diretamente a internalizagcdo do parasito em CC (Figuras 4.4D, F).
Todavia, em Mds infectados ha um maior numero de pontos de LC3 do que em células
nao infectadas (Figura 4.4E), sugerindo a participacao de LC3 na infeccao do parasito
em Mg, enquanto em CC o aumento decorre da presenca do parasito na cultura.

Optou-se pela co-incubagao no desenho experimental devido ao longo tempo
de avaliacao do processo (até 48h de incubacdo com o meio de estresse nutricional),
objetivando a manutengao do processo autofagico nas células hospedeiras sem que
houvesse morte celular. Esse protocolo é distinto do usado em outros trabalhos,

principalmente pelo curto tempo de interagao que esses avaliam (Romano et al., 2009;
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Martins et al., 2011; Maeda et al., 2012; Cortez et al., 2016; Clemente et al., 2016) ou
pela incubagao curta com o estresse e avaliagao tardia da infecgdo (Pinheiro et al.,
2009; Romano et al., 2009).

Dessa forma, o estresse nutricional junto a infec¢cao exacerba a autofagia em
M nos dois tempos estudados (Figuras 4.5D, E). Quando se compara M¢ sob
estresse nutricional sem e com infecgcéo, observa-se um aumento de 3x nos pontos
de LC3 em células infectado apds 6 h em relagao a nao infectada no mesmo tempo
(Figuras 4.2D e 4.5D). Ja em CC (24 h), ocorre o inverso: o aumento de pontos LC3
€ maior na cultura ndo infectada que na infectada, submetidas a deplecdo de
nutrientes (Figuras 4.2E e 4.5E), mostrando que nao ha um efeito aditivo com relagao
a expressado de LC3-Il. Nas imagens, observa-se intimo contato do parasito com
pontos de LC3 nos tempos analisados tanto para células controle como para células
sob estresse nutricional (Figura 4.5A), contudo nao foi observado, uma associagao
maior de LC3-Il e parasito quando ha a inducao autofagica por deplecao de glicose
(dados ndo mostrados). Romano e colaboradores (2009) também observam co-
localizacdo de LC3 ao parasito (tanto ama como tripomastigota), independente do
estresse nutricional ou com o uso da rapamicina, reforgando a hipétese de associacao
da autofagia a internalizagdo e também ao ciclo intracelular do parasito.

Visando avaliar se a indugao autofagica prévia modularia a entrada e o ciclo
do parasito no interior da célula hospedeira (Figura 4.6), como demonstrado durante
a infeccdo de macréfagos por L. amazonensis (Pinheiro et al., 2009; Cyrino et al.,
2012) e L. mgjor (Franco et al., 2017), ou ainda na infecgao de células HeLa com

tripomastigotas metaciclicos (Martins et al., 2011), realizou-se a deplec&o nutricional
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antes da infecgdo. Nosso trabalho verificou uma diminuigdo da infeccdo de M¢ e do
numero de parasitos/célula infectada e em CC, esta diminuig&o foi observada apenas
no tempo mais tardio (48h) (Figura 4.6). Em contrapartida, Romano e colaboradores
(2009) verificaram que a infecgao por TCTs (cepas CL Brener e RA) aumenta com a
inducao autofagica em células CHO, na razado de 50 parasitos por célula, enquanto o
grupo de Yoshida (Martins et al., 2011; Cortez et al., 2016) observaram que células
HelLa submetidas ao estresse nutricional e infectadas com TCT (cepa CL ou G na
razao 20:1) também aumentam a quantidade de parasitos internalizados em tempos
curtos (até 2h de interacdo). Nossos resultados, contudo, indicam o oposto ao
observado por estes autores em M, sem observar influéncia da deplecao nutricional
em CC (Figura 4.8).

Para avaliar se a infecgdo seria modulada com a indug¢ao autofagica apés a
interacao, a incubagao com meio de estresse nutricional em dois momentos — logo
apos a internalizacao, analisando o periodo de diferenciacao do tripomastigota em
amastigota e apds a diferenciagdo em amastigota, analisando a proliferagdo do
parasito foi analisada (Figura 4.7). Enquanto M¢$ nao apresentaram alteragdes nos
parametros infeccao e parasito/célula hospedeira, assim como observado em células
CHO (Romano et al., 2009), o estresse autofagico reduziu a infec¢ao e a quantidade
de parasitos/célula em CC (Figuras 4.7B, D), sugerindo uma diminuicdo da
proliferacdo dos parasitos, o que decairia a infecgcdo. Resultados semelhantes
demonstrando uma reduc¢ao do numero de parasitos/célula infectada em células sob
indugao autofagica posterior a infecgao foram observados no modelo de L. major

(Franco et al., 2017), indicando também um bloqueio de proliferagdo nesse parasito
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como ocorreu com o 7. cruzi em nosso modelo. Esta redugcao da infecgcao de CC
sugere mecanismos distintos de agao da autofagia nos dois tipos celulares utilizados
na presente tese: a interferéncia da autofagia na infecgdo em CC parece ser apds a
entrada do tripomastigota.

Uma possivel justificativa para alteragdes na resposta das células utilizadas
poderia estar associada ao perfil fagocitico delas. Diversos autores mostraram uma
conversao das vias autofagica e endocitica, indicando que a menor expressao de
receptores na superficie de macréfagos reduz também LC3-Il (Shui et al., 2008;
Bonilla et al., 2013), além de mostrar uma redugao da fagocitose quando ha indugao
autofagica (Lima et al., 2011; Paschoal et al., 2017). Mais recentemente, Franco e
colaboradores (2017) mostraram que a autofagia presente na infecgao de macréfagos
por L. major é dependente de TLR3/7/9, indicando a participagdo desses receptores
de endossomo na autofagia.

Desse modo, verificamos se o0 mesmo ocorria no nosso modelo através de
dois ensaios: aumentando a razao de parasitos em menor tempo, e verificando a
internalizacao (Figura 4.8); ou colocando parasitos mortos e particulas inertes (Figura
4.9 e 4.10). CC sob o estresse nutricional ndo respondem ao aumento de parasitos
nem a adi¢ao de particulas de Zymosan ou parasitos mortos, assim como células MEF
(Figura 4.12). Ja a internalizacao de tripomastigotas e a fagocitose de particulas ou
parasitos mortos em M¢ sob indug¢ao autofagica sédo reduzidas, possivelmente devido
a participacao de TLRs - TLR2 (receptor ja descrito tanto na infecgéo por 7. cruzicomo
ligante de Zymosan) ou TLR4 (também relatado para LPS), sem necessariamente ter

a participagao da proteina adaptadora MyD88, como também demonstrado por outros
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autores (Waltz et al., 2011; Shi et al., 2016; Franco et al., 2017; revisto em Delgado et
al., 2008). A excecao de regulacao negativa da fagocitose foi o tempo de 24h, no qual
consideramos que ha uma eliminacdo mais lenta das particulas de Zymosan e
parasitos mortos.

Para confirmar se a autofagia esta interferindo com a infecgdo, o
silenciamento do gene A7G5 foi realizado em células que superexpressavam LC3-
GFP (Figura 4.11). Desta forma, foi confirmada a redug¢ao da infeccdo em células sob
estresse nutricional, assim como foi observado em CC (Figura 4.11). O silenciamento
do gene autofagico levou ao aumento da infecgdo, sem interferir na proliferacdo do
parasito em 24h. Contudo, Romano e colaboradores (2009) mostraram que a célula
nocaute para A7G5 apresenta menor infecgdo em 1 e 72h, com razao de 50 TCT por
célula.

Martins e colaboradores (2011) e Cortez e colaboradores (2016), colocam
como uma das justificativas para resultados distintos de infeccao a forma
tripomastigota usada. Formas metaciclicas expressam na sua superficie gp 82, que
leva ao recrutamento de componentes da célula hospedeira, incluindo a mobilizacao
de lisossomos na superficie celular e proteinas associadas a mTOR. Embora as TCTs
sejam utilizadas como um modelo para mimetizar o parasito no hospedeiro vertebrado
(Yoshida, 2006), ja foi demonstrado que as formas TCTs e tripomastigotas sanguineos
infectam células Vero diferentemente (Toma et al., 2000). Além disso, dados do nosso
grupo por analise protebmica demonstram que os tripomastigotas sanguineos
possuem moléculas adsorvidas do hospedeiro em sua superficie, além de expressar

outras distintas da encontrada no vetor (Brunoro et al., 2015) e também vesiculas
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membranares na sua superficie que interferem na infecgdo (Lantos et al., 2016).
Somado a isso, San Francisco e colaboradores (2017) demonstrou, usando a mesma
cepa e forma tripomastigota (TCT), porém distintas passagens (uma mantida em
camundongo e a outra, em meio axénico e cultura de células), que a expressao de
gp85/transialidases difere e impacta na viruléncia e infecgédo. Indica-se assim que os
dados aqui apresentados sao diferentes dos encontrados por outros autores por
utilizar-se de cepa distinta e tripomastigotas sanguineos e também TCTs que foram
coletados de culturas infectadas por tripomastigotas sanguineos, sem diferenca de
infectividade e viruléncia [como relatado por San Franscisco e colaboradores (2017)].
Destaca-se mais uma vez, a importancia do uso de células de cultura primaria, que
nem sempre tem o perfil semelhante ao de células de linhagem, como também a
infectividade de tripomastigotas de cultura e sanguineo, assim como a cepa usada.

Esses resultados corroboram a hipétese de que a autofagia interfere no ciclo
intracelular do parasito, diminuindo a infecgao em decorréncia da menor internalizacao
em células fagociticas (M¢), bem como bloqueando e/ou inibindo a proliferagédo, além
de degradando os parasitos em células nao fagociticas profissionais (fibroblastos e
CC). A autofagia parece mobilizar componentes para homeostase celular, prevenindo
a infeccao e persisténcia do parasito.

Sabendo da participacao da autofagia na infec¢ao por 7. cruziem CC e M¢ in
vitro, verificamos se ha também a participacado da autofagia na infecgcao experimental
aguda. Para isso, avaliamos primeiramente se ha autofagia na infecgédo, analisando
em paralelo a diferenga de in6culo nos camundongos (Figura 4.13 - 4.16). Usamos

dois in6culos para verificar se a diferenca de infiltrado inflamatério e parasitemia,
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anteriormente avaliada por diferentes grupos influenciaria nos niveis de autofagia e
modulagao desse processo no hospedeiro (Vieira et al., 2012; Borges et al., 2013). As
diferengas de parasitemia e infiltrados inflamatorios, bem como expressao de LC3-Il
no coragado nao foram significativas (Figura 4.17). A opgao por realizar as demais
avaliacdes de infeccao e modulagao da resposta a autofagia usando como in6culo 103
tripomastigotas por animal foi justificado pela maior mortalidade observada no outro
in6culo (Figura 4.13).

Como a maior marcagao de LC3-II no tecido cardiaco infectado foi observado
em regidées com maior vascularizagao, fibrose e endotélio, uma possivel justificativa &
que o remodelamento cardiaco decorrente da infeccao eleva os niveis de autofagia
nessas células. Diversas patologias cardiacas demonstram que a presenca de
alteracdes no tecido conectivo esta associada ao aumento da expressao de LC3-II,
indicando aumento do processo autofagico (Deroyer et al., 2015; revisto em Nishida
et al., 2009).

Se a autofagia estd maior em animais infectados, de que forma exacerbar o
processo contribui para a miocardite e o desenvolvimento da infeccdo no modelo
murino? Incluimos no modelo a indugdo da autofagia por rapamicina, sendo
inicialmente padronizados a concentracdao, o tempo e 0 momento de tratamento.
Diferentes tempos e concentracbes de rapamicina ja foram testadas na literatura,
porém nao ha um consenso quanto ao tratamento em cardiopatias (Shioi et al., 2003;
Khan et al., 2006; Wang et al., 2013) e, mesmo sendo utilizado para transplante renal
e do miocardio, assim como para rejeicao vasculopatica, seu uso pode ser benéfico

ou prejudicial dependendo do tempo e concentragdo (Keogh et al., 2004; Gross,
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2006). O tratamento com rapamicina por 10 dias, independente da concentragao levou
ao prolongamento do intervalo PR no ECG, que decorreu o BAV. Diferentes farmacos
apresentam este mesmo efeito adverso (Nada et al., 2013), como os antiarritmicos
quinidina, verapramil (Tanowitz et al., 1996; Chandra et al., 2002) e amiodarona
(Benaim & Mondolffi,2012), também usados na clinica, inclusive em pacientes com
cardiopatia chagasica. Assim como esses farmacos, a descontinuagdo do uso da
rapamicina (dia 17, Figura 4.17D) também levou a reducao do intervalo PR. Nao sao
descritas até o momento alteragdes elétricas provocadas por esta droga, apenas
reducdo do tamanho do 6rgao em casos de transplantes (Kushwaha et al., 2008),
hipertrofia (Shioi et al., 2003) e disfungdes cardiacas associadas ao envelhecimento
(Flynn et al., 2013). Sabe-se que a rapamicina se liga a proteina FKBP12 e que a
formagao desse complexo inibe outro complexo, a mTORC1 e, além disso esse grupo
de proteinas é também associado a receptores de rianodina — uma classe de canais
de Ca?* intracelular em reticulo sarcoplasmatico no tecido miocardico (Kaftan et al.,
1996; Fauconnier et al., 2005 a,b), aliada ao bloqueio dos canais de K* (DuBell et al.,
2000) e Na* (Maruyama et al., 2011), avaliados /n vifro. Sugerimos, dessa forma, que
a rapamicina em camundongos nao-infectados altera o intervalo PR, decorrendo o
BAV, através da alteragao dos potenciais elétricos dos cardiomiécitos mediado pela
ligacado aos canais de Caz*, K+ e Na*, principalmente.

Ainda com as alteragdes temporarias no intervalo PR, o tratamento com
rapamicina nao levou a danos renais, cardiacos ou hepaticos, e optamos assim por

colocar a maior concentragao testada, de 1 mg/kg/dia, que nao ultrapassa os valores
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maximos de concentracdo usada em humanos entre 5 e 15 mg/dia (alcangando até
um ano de tratamento para evitar rejeicao de transplantes).

Sabendo da indugédo autofagica da rapamicina, realizou-se o tratamento dos
animais infectados para avaliar se a resposta frente a infec¢ao seria modulada como
fora observada in vifro. A opgao de tratar a partir do dpi 5 foi justificada pelo periodo
que inicia a positivagdo da parasitemia, sendo observada parasitos circulantes,
inclusive no periténio, local do tratamento. Ainda que a atividade tripanocida tenha
sido observada /n vifro, a rapamicina nao teve o mesmo efeito no modelo /n vivo, ndo
modulando a parasitemia ou o numero de ninhos de amastigotas no coragao,

justificado pela biodisponibilidade do farmaco no hospedeiro.

A exacerbacdo da autofagia em células hospedeiras com contato com o
parasito era esperado, como demonstrado pelos dados /n vitro (Figura 4.4). Esses
percentuais elevados com a infeccdo foram observados em todos os o6rgaos
analisados, corroborando os nossos dados, que indicam a infeccdo como fator para

inducao autofagica.

A avaliagao do peritbnio foi importante para verificar se o tratamento com
rapamicina induziriam autofagia nas células diretamente, e se estas células estariam
em processo de morte celular. A populacdo de macréfagos apresenta maior
expressao de LC3 que as células linfociticas (Tabela 4.1). A atividade fagocitica de
macrofagos sugere que a ativagao de LC3 seja superior nesse tipo celular, inclusive
nos animais controle. Mais que isso, o peritdnio mostrou que o tratamento de dez dias

nao levou a morte celular dessas células, independente da infecgao.
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Por outro lado, a atrofia do timo era esperada com o tratamento com rapamicina
(Luo etal., 1994; Tian et al., 2004) e também na infecgao por 7. cruzi(Leite-de-Moraes
et al., 1992), assim como diminui¢do da populagao DP. O tratamento com rapamicina
e outros imunossupressores parece nao afetar a distribuicdo das populagées, contudo
a rapamicina junto a infeccdo enriqueceu a populagdo DN em nosso modelo,
indicando que ha uma modulacao da selec¢ao timica, precisando de mais ensaios para

confirmar tal sugestao.

No bacgo, a redugdo do tamanho do érgéo no grupo infectado + rapamicina
corrobora mais uma vez o efeito imunossupressor do farmaco, como também descrito
em outras patologias com esplenomegalia, que mostram a via mTOR associada a
proliferagao celular, angiogénese e fibrinogénese nesse tecido (Chen et al., 2016).
Acredita-se que o maior tempo de tratamento reduziria ainda mais o 6rgao. A
modulacao observada nas populacdées CD4 e CD8 também ja foram descritas em
outros modelos (revisto em Powell & Delgoffe, 2010). Tal regulagdo, quando
comparado aos animais apenas infectados, sugere que no animal infectado tratado
com rapamicina a populacdo CD4 e DN sao as que levam a diminuicdo do baco, ja

que ha um aumento de eventos Live/Dead* nessas células.

E descrito que o tratamento com rapamicina module células CD4+ para perfis
Th2 e Treg, enquanto nas células CD8* ha uma regulagéo para a formagao de células
de memodria. Como a infecgao também regula a populacado de células de memoria
efetoras e central, avaliamos se a jung¢ao dos dois comprometeria as populagcoes. A

rapamicina associada a infeccdo aumentou ainda mais o percentual de células de

124



memoria, principalmente em CD8, sugerindo que, mesmo com o efeito supressor nos

linfécitos, a populagdo que permanece sera responsiva.

Diferentes grupos ja mostraram que a expressao do LC3 é variavel entre os
tecidos e 6rgaos, assim como as isoformas desta proteina (Tanida et al., 2004; Zois
etal., 2011). Além disso, como a dinamica da via autofagica pode ter um fluxo rapido,
autores sugerem o0 uso de inibidores do processo autofagico, principalmente
associado ao bloqueio da fusdo lisossomal para avaliagédo da LC3 (Klionsky et al.,
2016; Pietrocola et al., 2017). Por isso, realizou-se o ensaio com a leupeptina para
confirmar, ndo s6 a expressao baixa no bago como a diferenga entre os grupos.
Haspel e colaboradores (2011) injetaram via i.p. leupeptina e outros inibidores e
avaliaram que no bag¢o nao ocorria 0 aumento de LC3 apds 2h da injecdo, em
contrapartida em outros 6rgaos como o figado e coracdo sim. Ja Pietrocola e
colaboradores (2017) so verificou diferenca nos leucocitos submetidos a restricao
caldérica quando submetidos ao tratamento com leupeptina, como usado nesta tese.
Verificamos respostas diferentes nos linfécitos esplénicos, sendo células nao ativadas
dos grupos controle e rapamicina nao respondem ao aumento de LC3 com leupeptina
como anteriormente visto (Haspel et al.,, 2011), enquanto as células ativadas dos
animais infectados, com perfil efetor mostraram responsivas a leupetina, com maior
marcacao de LC3, como em Pietrocola e colaboradores (2017). Nosso trabalho infere
que a ativacao e o perfil dos esplendcitos influencia na resposta a leupeptina e assim,
no bloqueio do fluxo autofagico, verificando que as células dos animais infectados

estdo com maior marcagao.
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No coragao, observou-se as maiores alteragdes quanto a adi¢ao de rapamicina
aos animais infectados. A reducao do tamanho do érgéo, do dano cardiaco avaliado
pela CK-MB e o menor intervalo PR no grupo infectado e tratado sugere modulagdes
no 6rgéo, inferindo capacidade protetora da rapamicina durante a infecgdo aguda. Um
dos efeitos interessantes observados foi a redu¢ao do intervalo PR no camundongo
infectado e tratado, com relacao ao intervalo do animal apenas infectado, retomando
valores encontrados com a rapamicina (Figura 4.21F). Uma das hipéteses do
prolongamento do intervalo PR na infecgao esta associado a modulagcdo dos canais
ibnicos, e era esperado um efeito aditivo, que nao ocorreu. Contrariamente, uma
diminuicdo comparada a infecg¢ao foi observada, sugerindo que a rapamicina confere
as células do tecido cardiaco alteracbes elétricas opostas as provocadas pela
infeccdo, balanceando o potencial elétrico, reduzindo o intervalo PR. Mesmo nao
alcancando os valores dos animais nao infectados e tratados, a redugao do intervalo
PR concomitante a reducao dos valores de CK-MB, préximos aos valores encontrados
no grupo controle reforca a hipétese de mecanismo protetor da rapamicina na
cardiopatia chagasica, assim como observada em cardiopatia associada ao diabetes
ou hipertrofia (Harston et al., 2011), situacdes de isquemia e reperfusdo cardiaca e
outras miocardites idiopaticas (Bishu et al.,, 2013). Outros farmacos, também
correlacionados a modulacido autofagica mostram efeito similar como o resveratrol
(Vilar-Pereira et al., 2016) e a amiodarona (Benaim & Mondolffi,2012, Cruz et al.,

2017).

Outras células imunes podem ser moduladas como os préprios macrofagos

(Martinet et al., 2007). Desse modo, uma hipotese seria a modulagdo dos macrofagos
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durante a infecgdo associada a rapamicina, ja que recentes trabalhos tém mostrado a
participacdo de macréfagos residentes tanto na conducgéo cardiaca (Hulsman et al.,
2017) como na ativagao de arritmias na cardiopatia diabética (Monnerat et al., 2016).
Nao foi avaliado, nessa tese, contudo, a participacdo dos macréfagos cardiacos,

sendo uma perspectiva para compreender tal associagao.

Considera-se ainda que, diversos trabalhos mostram a rapamicina como um
farmaco para longevidade (Harrison et al., 2009; Anisimov et al., 2011; Miller et al.,
2011, 2014; Ramos et al., 2012; Komarova et al., 2012; Neff et al., 2013; Bitto et al.,
2016), sendo que o seu papel imunossupressor sugere que o controle da inflamacéao

favorece a sobrevivéncia, inclusive nas infecgoes.

Assim, na infeccao experimental por 7. cruzi, a autofagia esta exacerbada como
descrito para outras infecgdes. A indugao de autofagia, contudo, ndo parece afetar na
infeccdo em si, porém a modulagéo realizada principalmente em 6rgaos como bago e
coragao sugerem que a imunorregulacao € um possivel mecanismo de terapéutica,
que pode ser associado ao tratamento com o benzonidazol. Nossos dados corroboram

o papel cardioprotetor da rapamicina na miocardite chagasica aguda.
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VI. CONCLUSOES

A infeccao por Trypanosoma cruziinduz autofagia nas células hospedeiras
in vitro e in vivo

A autofagia de células cardiacas e macrofagos é induzida pela infecgao por
T. cruzi, estando associada principalmente a presenca do parasito na célula
hospedeira;

A indugédo autofagica diminui a infecgao de duas formas, a depender do tipo
celular infectado. Em células fagociticas, diminui a internalizacdo do
parasito, reduzindo também a fagocitose de particulas inertes e parasitos
mortos. Em células ndo fagociticas, reduzindo a proliferagdo ou bloqueando
a diferenciagao do 7. cruzi. O uso de células nocaute de gene ATG5 da via
autofagica impede a modulacéo pelo estresse nutricional, aumentando a
infecgao;

A autofagia também € induzida durante a miocardite chagasica aguda,
independente do indculo, tanto no coragao como em 6rgaos modulados pela
infecgcdo como timo e bacgo. O tratamento com rapamicina leva a reducao
do tamanho do bago associada a alteracao do perfil de células memoria e
inducdo de morte celular; no coragdo, o tratamento induz alteracdes
elétricas induzindo o bloqueio atrio-ventricular (reversivel caso interrompa o
tratamento), além de reduzir os niveis de CK-MB e infiltrado inflamatorio.

Entretanto a rapamicina n&do é capaz de reduzir a parasitemia.
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