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RESUMO 

 

 

A ubiquitinação de componentes citoplasmáticos é uma etapa importante para distintos 

processos celulares, entre eles endocitose, tráfego vesicular e ciclo celular. Além dessas 

funções, o processo de ubiquitinação também pode atuar na defesa de células contra 

determinadas infecções. Nesse caso, a ubiquitinação de patógenos intracelulares é essencial 

para induzir mecanismos de degradação pelo proteassoma, lisossoma ou por autofagia. No 

entanto, a presença e o papel da ubiquitina durante a infecção por Trypanosoma cruzi, o 

protozoário causador da Doença de Chagas, não estão claros. Neste contexto, investigamos o 

processo de ubiquitinação de T. cruzi intracelular e sua importância em células da imunidade 

inata. Para isso, macrófagos derivados da medula óssea de camundongos C57BL/6 foram 

infectados por 1h, 12h, 24h e 48h e marcados por imunofluorescência para detecção de 

parasitos associados à ubiquitina e à proteína autofágica LC3. Foi observado que amastigotas 

intracelulares de T. cruzi colocalizaram com ubiquitina em macrófagos. Além disso, 

observamos que a associação de parasitos a ubiquitina ocorreu de maneiras distintas, desde 

parasitos apresentando uma marcação pontual de ubiquitina até revestindo parcialmente ou 

totalmente o parasito. Resultados semelhantes foram obtidos analisando a colocalização de 

parasitos com LC3. Observamos que T. cruzi se associou também à LC3 de maneira pontual, 

parcial e total. Com isso, sugerimos que os parasitos intracelulares são direcionados à 

autofagia em macrófagos. Por fim, investigamos a importância da ubiquitina no 

direcionamento de parasitos aos autofagossomas, analisando a quantidade de parasitos LC3+ 

associados à ubiquitina. Verificamos que a maior parte dos parasitos LC3+ colocalizaram 

com ubiquitina, principalmente os parasitos marcados com LC3 parcial e total. Em conjunto 

nossos dados demonstram a importância da associação de parasitos intracelulares de T. cruzi 

com ubiquitina para a formação de autofagossomas e indução de autofagia. Possivelmente a 

degradação de parasitos via autofagia ocorra como um mecanismo efetor da imunidade inata 

para controlar a infecção de macrófagos. 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, ubiquitina, LC3, autofagia. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Ubiquitination of citoplasmatic components is important to cellular process such as 

endocitosis, vesicular traffic and cellular cycle. In addition to these functions, ubiquitination 

process participates on cellular defense during infections. In this case, ubiquitination of 

intracellular pathogens is required for target degradation mechanisms via proteassome, 

lisossome or autophagy. However, the role of ubiquitin in Trypanosoma cruzi infection 

remains unclear. In this context, we investigated the ubiquitination process in intracellular T. 

cruzi and the importance in innate immune cells. For this, bone marrow-derived macrophages 

from C57BL/6 mice were infected for 1h, 12h, 24h and 48h and analyzed by microscopy. We 

checked the parasite association with ubiquitin and LC3, an autophagic protein. We observed 

parasites associated with ubiquitin in macrophages. Furthermore, we detected parasites 

associated with punctual ubiquitin or ubiquitin coating partial or totally the parasite. Similar 

results were obtained with LC3. We observed that intracellular T. cruzi associated punctually, 

parcially and totally with LC3. This suggests that intracellular parasites are target to 

autophagy in macrophages. Finally, we investigated the importance of ubiquitin in 

autophagosomes formation. We analyzed the amount of LC3+ parasites associated with 

ubiquitin. Most LC3+ parasites colocalized with ubiquitin, mainly parasites associated with 

partial and total LC3. All together, our data suggest that the intracellular T. cruzi association 

with ubiquitin is important to autophagosome formation and autophagy activation in 

macrophages. Possibly, the parasite degradation mediated by autophagy is an effector 

mechanism of innate immune to control infections. 

 

Key words: Trypanosoma cruzi, ubiquitin, LC3, autophagy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Trypanosoma cruzi e Doença de Chagas 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é um protozoário parasito flagelado pertencente à ordem 

Kinetoplastida e a família Trypanosomatidae (IZUMI et al., 2011). É o agente causador da 

Doença de Chagas, também conhecida como Tripanossomíase Americana, que atinge 

aproximadamente 8 milhões de pessoas no mundo, principalmente na América Latina (WHO, 

2014).  

 O ciclo de vida de T. cruzi é heteróxeno, isto é, alterna entre hospedeiros 

invertebrados (insetos vetores) e vertebrados (homem e outros mamíferos). A transmissão 

natural do parasito aos humanos e outros mamíferos ocorre por meio de seus hospedeiros 

invertebrados, os insetos hematófagos da família Reduviidae e subfamília Triatominae, 

conhecidos como “barbeiros” (ESCH; PETERSEN, 2013). Ao se alimentar do sangue dos 

mamíferos, o inseto infectado elimina fezes contaminadas próximo ao local da picada, 

favorecendo a entrada dos parasitos no tecido. Ao entrar no tecido dos mamíferos, o parasito 

pode infectar diversos tipos celulares, como macrófagos, adipócitos. Com o desenvolvimento 

da doença, o parasito pode atingir a corrente sanguínea e infectar células musculares lisas, 

estriadas e cardíacas (ÁLVAREZ et al., 2014; ESCH; PETERSEN, 2013; GIMENEZ et al., 

2011; IZUMI et al., 2011). A transmissão aos humanos, no entanto, também pode ocorrer 

pelo contato de parasitos com mucosas, lesões na pele, transfusão de sangue, transplante de 

órgãos, de mães para fetos por via placentária ou amamentação, acidente em laboratórios e 

alimentos contaminados (NEVES, 2012). O inseto triatomíneo, por sua vez, adquire os 

parasitos ao se alimentar do sangue de humanos ou outros hospedeiros mamíferos 

contaminados (ESCH; PETERSEN, 2013). 
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T. cruzi sofre processos de diferenciação apresentando fases distintas de 

desenvolvimento durante seu ciclo de vida. Entre essas fases os parasitos podem estar nas 

formas epimastigota, tripomastigota ou amastigota. A forma epimastigota é encontrada 

exclusivamente nos insetos vetores, na porção intermediária do sistema digestivo. Não é 

infectiva, porém possui capacidade de se multiplicar. Na porção final do trato digestivo, as 

formas epimastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas metacíclicas, que são 

eliminadas juntamente com as fezes do animal durante o repasto sanguíneo. Nesta 

conformação o parasito apresenta grande capacidade de infectar as células do hospedeiro, 

porém não possuem capacidade de replicação. Uma vez no interior das células do hospedeiro, 

as formas tripomastigotas metacíclicas do parasito se diferenciam em formas amastigotas. 

Estas formas apresentam capacidade infectiva baixa, porém altas taxas de replicação por meio 

de fissão binária no citoplasma da célula. Após a replicação, as formas amastigotas retomam a 

conformação tripomastigota (ANDRADE, 2004; ESCH; PETERSEN, 2013; IZUMI et al., 

2011). O grande número de parasitos causa o rompimento da membrana plasmática da célula 

hospedeira, causando a liberação dos parasitos na matriz celular. Após este momento, os 

parasitos podem infectar células vizinhas ou atingir a corrente sanguínea e infectar órgãos 

mais distantes do local de entrada no hospedeiro (DE SOUZA, 2014). 

A amplificação do processo replicativo do parasito causa a fase aguda da Doença de 

Chagas. Esta fase é caracterizada pela alta parasitemia sanguínea e tecidual, porém apresenta 

sintomas brandos, sendo mais grave em crianças e pacientes imunossuprimidos, os quais 

podem desenvolver encefalomielite e complicações cardíacas. Após a fase aguda, a taxa de 

parasitos cai drasticamente, porém ainda é detectável um baixo número de parasitos em 

tecidos durante a fase crônica da doença. Após uma fase estacionária indeterminada e 

assintomática que pode durar entre 10 e 30 anos, parte dos pacientes começa a apresentar 

sintomas clínicos da doença envolvendo o sistema cardíaco e digestório. O comprometimento 
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destes sistemas varia de acordo com o dano causado aos seus tecidos, podendo-se encontrar 

quadros de cardiomiopatia, insuficiência cardíaca e anormalidades digestivas, como no 

megacólon e megaesôfago, e em alguns casos levar à morte (ÁLVAREZ et al., 2014; 

ANDRADE, 2004).  

1.2. Ubiquitina 

 A ubiquitina é uma proteína composta por 76 resíduos de aminoácidos, altamente 

conservada entre os eucariotos. Inicialmente foi descrita como uma proteína importante para 

marcar e direcionar produtos celulares para degradação no proteassoma 26S. No entanto, 

outras funções foram atribuídas à ubiquitina, incluindo a regulação de uma variedade de 

funções celulares, como tráfego endocítico, regulação transcricional, reparo do DNA e função 

ribossômica (COLLINS; BROWN, 2010; PICKART, 2001). 

 A ubiquitinação é considerada uma modificação pós-traducional, resultado da 

formação de uma ligação entre a extremidade C-terminal da ubiquitina e o grupo amino de 

um, ou mais, resíduos de lisina do substrato alvo. Para que esta reação aconteça é necessária a 

ação sequencial das enzimas E1 (enzima ativadora de ubiquitina), E2 (enzima conjugadora) e 

E3 (ubiquitina ligase). Inicialmente, a enzima E1 ativa a molécula de ubiquitina formando 

ligações tioéster no seu resíduo C-terminal. Uma vez ativada, a enzima E2 transfere a 

ubiquitina para seu sítio ativo de cisteína onde será reconhecida pela enzima E3. Após esse 

reconhecimento, a enzima E3 transfere a ubiquitina de E2 para o resíduo de lisina do substrato 

alvo ou de outra ubiquitina. E3 é responsável por catalisar a formação de uma cadeia de 

isopeptídeo entre a glicina C-terminal e o resíduo de lisina do substrato ou de outra ubiquitina 

promovendo, então, a ligação da ubiquitina ao substrato alvo. Devido à presença de resíduos 

internos de lisina, a ubiquitina pode ligar-se rapidamente entre si, formando cadeias com 

variadas topologias e funções, sendo chamada de poliubiquitina (ALBERTS et al., 2010; 

FUJITA; YOSHIMORI, 2011; PICKART, 2001; ZINNGREBE et al., 2014). Segundo Collins 
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e Brown (2010) há aproximadamente duas enzimas E1, dezenas de enzimas E2 e centenas de 

enzimas E3, sendo as últimas responsáveis por conferir especificidade à seleção de substratos 

para ubiquitinação. 

 Os diferentes tipos de ubiquitinação (comprimento da cadeia e tipo de ligação) 

distinguem o endereçamento do substrato marcado para degradação, podendo ser eliminado 

via proteassoma, lissosoma durante endocitose e/ou autofagia. A molécula de ubiquitina 

possui sete resíduos de lisina (K), entre eles as lisinas 48 (K48) e 63 (K63), importantes para 

o endereçamento do substrato. Quando substratos apresentam cadeias de poliubiquitina com 

ligações entre K48, eles são direcionados para degradação proteassomal. Todavia, quando as 

cadeias estão ligadas entre K63, o substrato associado é direcionado para importantes 

processos celulares como reparo de DNA, sinalização, endocitose, tráfego de vesículas e ciclo 

celular (ASHIDA; KIM; SASAKAWA, 2014; COLLINS; BROWN, 2010; ZHOU; ZHU, 

2014). 

 Além da importância para o controle de atividades celulares essenciais, a ubiquitina 

também apresenta papel importante para a imunidade inata. Durante a infecção de células 

epiteliais cerebrais de camundongo por Streptococcus pneumoniae, foi verificado que a 

bactéria é ubiquitinada e direcionada para degradação proteassomal, demonstrando um 

mecanismo eficiente de controle da infecção (IOVINO; GRADSTEDT; BIJLSMA, 2014). 

Algumas bactérias, entretanto, utilizam o sistema de secreção do tipo III ou tipo IV para 

injetar proteínas nas células hospedeiras, subvertendo as cascatas de sinalização como 

estratégia de infecção. Essas proteínas bacterianas interferem nas vias de ubiquitinação do 

hospedeiro, permitindo que a bactéria subverta as defesas do hospedeiro e manipule a funções 

celulares garantindo sua sobrevivência (ANGOT et al., 2007; ASHIDA; KIM; SASAKAWA, 

2014). Esse mecanismo de evasão está bem descrito durante a infecção por Legionella 
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pneumophila (HUBBER; ROY, 2010). A marcação de T. cruzi intracelular por ubiquitina, 

bem como seu possível papel na células do hospedeiro, permanecem obscuros. 

1.3. Autofagia 

 Autofagia é um processo de degradação intracelular dependente de lisossomos, no 

qual podem ser degradados restos celulares como proteínas ou organelas não funcionais. 

(LEVINE; KROEMER, 2008). É um importante mecanismo fisiológico, altamente 

conservado em eucariotos, que garante a manutenção da homeostase celular baseado na 

captura e degradação de componentes citoplasmáticos por vesículas especializadas que se 

fundem com lisossomos (KROEMER; MARIÑO; LEVINE, 2010; MEHRPOUR et al., 2010, 

2010; XIE; KLIONSKY, 2007). O passo inicial é a formação de uma membrana de 

isolamento, chamada fagóforo. Esta membrana se alonga e engloba o material a ser 

degradado, formando o autofagossoma, uma vesícula de dupla membrana, que é direcionada 

para o lisossomo por meio de dineínas e microtúbulos. A membrana externa do 

autofagossoma funde-se com a membrana lisossomal, formando o chamado 

autofagolisossoma. Este, por sua vez, tem sua membrana interna e conteúdo degradados por 

enzimas hidrolíticas lisossomais. Em seguida, as biomoléculas recicladas são devolvidas para 

o citoplasma  (LEVINE; KROEMER, 2008; MEHRPOUR et al., 2010). 

 A indução da autofagia por diferentes fatores, como exemplo a deprivação de 

nutrientes que leva à inibição da proteína mTOR (do inglês, mammalian target of rapamicyn), 

resulta na translocação de complexos protéicos para sítios celulares específicos, como o 

retículo endoplasmático. Este recrutamento de conjugados proteicos é essencial para a 

formação dos autofagossomas e inclui interações entre proteínas ATGs (do inglês, autophagy-

related genes) e LC3 (LC3, do inglês, light chain of the microtubule-associated protein 3), 

responsáveis pelo início e elongação do autofagossoma (MA et al., 2013; XIE; KLIONSKY, 

2007). 
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 Além de proteínas e organelas, o maquinário autofágico de uma célula pode capturar 

também patógenos que escaparam das vesículas endocíticas ou fagocíticas para o citoplasma 

ou as próprias vesículas contendo os patógenos, assim como o material genético e proteínas 

microbianas. Nestes casos, a autofagia também recebe o nome de xenofagia e é considerado 

um mecanismo efetor da imunidade inata (LEVINE; KROEMER, 2008; LEVINE; 

MIZUSHIMA; VIRGIN, 2011; MA et al., 2013). Está bem descrito na literatura que a 

autofagia atua na eliminação de alguns patógenos intracelulares como M. tuberculosis 

(GUTIERREZ et al., 2004), Salmonella enterica (BIRMINGHAM et al., 2006) e Toxoplasma 

gondii (LING, 2006). O direcionamento de patógenos para a autofagia pode ocorrer pela 

marcação de patógenos por ubiquitina (RANDOW, 2011; THURSTON et al., 2009), como 

descrito para M. tuberculosis, demonstrado no trabalho de Manzanillo e colaboradores (2013). 

Neste caso, a bactéria é coberta por uma densa camada de ubiquitina, a qual é reconhecida por 

receptores autofágicos como o p62 e o NDP52. Esses receptores se ligam à proteína 

autofágica LC3, iniciando a formação do autofagossoma. 

 Todavia, alguns patógenos intracelulares apresentam mecanismos de evasão dos 

sistemas de reconhecimento e eliminação disponíveis pelo hospedeiro. A bactéria Listeria 

monocytogenes apresenta em sua superfície a proteína ActA, a qual favorece o escape do 

reconhecimento pelo hospedeiro tanto para ubiquitinação quanto para a autofagia 

(YOSHIKAWA et al., 2009). Além desta, foi demonstrado que L. pneumophila (AMER; 

SWANSON, 2005), Brucella abortus e Brucella militensis (HAMER et al., 2014) também são 

capazes de evadir a eliminação autofágica. 

 Pouco ainda se sabe sobre a importância da autofagia durante a infecção por T. cruzi. 

Romano et al. (2009) observou que a infecção de fibroblastos por T. cruzi via recrutamento 

lisossomal requer a indução de autofagia. No entanto, não há trabalhos demonstrando a 
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ativação e o papel do processo autofágico em fagócitos profissionais, como macrófagos e 

células dendríticas, durante a infecção por T. cruzi. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivos gerais 

 Este trabalho tem como objetivo avaliar a presença de ubiquitinação de amastigotas 

intracelulares de T. cruzi e seu papel na formação de autofagossomas durante a infecção de 

macrófagos de camundongos C57BL/6. 

 

2.2. Objetivos específicos 

i. Avaliar a associação entre amastigotas intracelulares de T. cruzi e a proteína ubiquitina 

em macrófagos derivados de medula óssea. 

ii. Analisar a formação de autofagossomas associados a amastigotas intracelulares de T. 

cruzi em macrófagos derivados de medula óssea. 

iii. Analisar a relação entre a associação de ubiquitina e a proteína autofágica LC3 na 

formação de autofagossomas durante infecção de macrófagos por T. cruzi. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, machos ou fêmeas com idade 

entre seis e oito semanas. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de 

Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogênicos da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FMRP/USP) e utilizados de acordo com as 

regras da Comissão de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (Protocolo nº 040/2012). 

3.2. Cultivo de T. cruzi 

 Células epiteliais de rim de macaco (LLC-MK2 - Kidney, Rhesus monkey, Macaca 

mulatta) foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm
2 

(Techno Plastic Products – TPP) 

contendo meio de cultura R10%, o qual consiste em RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Invitrogen) e 2 mM de L-glutamina 

(Sigma). Após a garrafa atingir 100% de confluência de células, foi adicionado 1 mL de 

sangue contendo tripomastigotas de T. cruzi cepa Y, obtido por punção cardíaca em 

camundongo. A cultura foi mantida em atmosfera úmida a 37ºC, em 5% de CO2, por dois 

dias. O sobrenadante celular foi retirado e as células foram lavadas com meio R10%. Em 

seguida, adicionou-se meio R10% à cultura, a qual foi encubada novamente em atmosfera 

úmida a 37ºC e 5% de CO2. Entre o 5º e 7º dia de encubação, os parasitos presentes no 

sobrenadante celular foram isolados conforme protocolo descrito no item 3.3. 

3.3.  Infecção com Trypanosoma cruzi 

 Para o isolamento de tripomastigotas infectivas, o sobrenadante das células LLC-MK2 

infectadas foi coletado e centrifugado a 290 x g por 10 minutos, isolando as células dos 

parasitos. Em seguida, o sobrenadante foi novamente centrifugado, porém a 3.000 x g por 30 
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minutos, obtendo as tripomastigotas no precipitado. Em seguida, o precipitado foi 

ressuspendido em meio R10% e o número de parasitos foi quantificado em câmara de 

Neubauer. A multiplicidade de infecção (MOI, do inglês, multiplicity of infection) dos 

macrófagos foi de 5 parasitos por célula. 

3.4. Preparo de macrófagos derivados da medula óssea de camundongos 

 Os macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs – bone marrow-derived 

macrophages) foram diferenciados a partir de células extraídas de fêmures de camundongos 

da linhagem C57BL/6 por meio da técnica demonstrada por Marim e colaboradores (2010). 

Estas células foram diferenciadas em placas de Petri de dimensões 100 x 20 mm (Corning), a 

37ºC, contendo meio R20/30, o qual consiste em RPMI 1640 complementado com 20% SBF, 

30% de meio condicionado de células L929 (LCCM), 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina e 2 mM de L-glutamina, e armazenadas em atmosfera umidificada contendo 

5% de CO2, a 37ºC. Após quatro dias, foi acrescentado mais 10 mL do respectivo meio e no 

sétimo dia de incubação os macrófagos foram coletados por lavagem das monocamadas com 

PBS (Gibco) gelado e centrifugados a 290 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 

as células foram ressuspendidas em meio R10/5 (RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF, 

5% de LCCM e 2 mM de L-glutamina). Em seguida, as células foram quantificadas em 

câmara de Neubauer e distribuídas em placas de cultura de 24 poços (Corning) contendo 

lâminas circulares de 13 mm de diâmetro. Cada poço foi cultivado com uma densidade de 2 x 

10
5
 células e cultivado com meio R10/5.  

 

3.5. Transdução de macrófagos com vetores lentivirais expressando GFP-LC3  

 Células HEK293T foram cultivadas em placas 100 mm x 20 mm (Becton Dive - BD) e 

transfectadas com os plasmídeos utilizando Polyethylenimine (PEI - Sigma-Aldrich) para a 

produção das partículas virais. O vetor lentiviral que codifica a proteína LC3 fusionada com a 

proteína verde fluorescente GFP (green fluorescent protein) (GFP-LC3), assim como os 
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vetores auxiliares pCMVR8.91 e pMDG foram gentilmente cedidos por Leonardo Travassos e 

Dana Philpott (Universidade de Toronto, Canadá). Um dia após a transfecção, o sobrenadante 

das células foi descartado e adicionou-se meio R10%. Quarenta e oito horas após a 

transfecção, o sobrenadante das culturas contendo partículas virais foi coletado, centrifugado 

a 200 x g por 5 minutos e filtrado em 45μm para separar as partículas virais das células. 

 Células da medula óssea de animais C57BL/6 foram isoladas e cultivadas por três dias 

em placas de Petri de dimensões 100 x 20 mm (Corning) contendo meio R20/30. Após esse 

período, as células foram coletadas pela lavagem com monocamadas de PBS gelado, 

centrifugadas e ressuspendidas em meio R20/30 e mantidas em placas de dimensão 100 x 20 

mm. A estas placas também foi adicionado o sobrenadante contendo partículas virais 

expressando GFP-LC3 obtido da cultura de células HEK293T e, em seguida foram mantidas 

em atmosfera umidificada, a 37ºC e 5% de CO2. No dia seguinte, foi descartado todo o meio 

de cultura das placas de macrófagos e adicionado, novamente, meio R20/30 e sobrenadante de 

células HEK293T. Após um dia, foi descartado o sobrenadante e adicionado meio R20/30, no 

qual as células foram cultivadas por mais dois dias. Em seguida, foram coletadas e plaqueadas 

conforme descrito no item 3.4. A eficiência da transdução dos macrófagos foi realizada por 

meio de análise das placas de cultura em microscópio de fluorescência. 

3.6. Imunofluorescência para detecção de ubiquitina 

 BMDMs foram transduzidos ou não com vetores lentivirais expressando GFP-LC3, 

plaqueados em placas de 24 poços com lamínulas e infectados com T. cruzi. Após 1h, 12h, 

24h e 48h de infecção, as células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído 2% 

por 15 minutos, a 37ºC. Em seguida, as mesmas foram lavadas com PBS e permeabilizadas 

com Triton X-100 (USB) 0,3% por 10 minutos em temperatura ambiente. As lamínulas foram 

lavadas e bloqueadas com PBS contendo 5% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma) e 

3% de soro de cabra (Invitrogen) por 1h, em temperatura ambiente. Seguidamente, as 
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lamínulas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-proteínas poliubiquitinadas 

(Millipore) na diluição 1:1000 em tampão de bloqueio por 1h, a 37ºC. Após lavagens com 

PBS, as lamínulas foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com fluoróforo, 

Alexa Fluor 594 (Invitrogen-Molecular Probes), por 1h no escuro e em temperatura ambiente. 

As lamínulas foram invertidas em lâminas de vidro contendo meio de montagem com DAPI 

(4’,6-diamidino-2-fenilindol - Prolong Gold antifade reagent - Invitrogen) e analisadas em 

aumento de 1000x do microscópio Leica DMI 4000B.  

3.7. Quantificação de parasitos intracelulares colocalizados com ubiquitina 

3.7.1. Parasitos colocalizados com ubiquitina (quantificação geral) 

Lamínulas contendo BMDMs infectados com T. cruzi com marcação para ubiquitina por 

imunofluorescência foram analisadas em microscópio de fluorescência Leica DMI 4000B, no 

aumento de 1000x. Foram quantificados ubiquitina em 100 parasitos intracelulares 

fotografados aleatoriamente (máximo de 15 parasitos/célula), em triplicata. Ao final das 

quantificações, obteve-se o total de colocalizações entre parasitos e ubiquitina (n) encontradas 

em 300 parasitos analisados após cada tempo de infecção.  

3.7.2. Parasitos colocalizados com ubiquitina (quantificação diferencial) 

 Lamínulas contendo BMDMs infectados com T. cruzi com marcação para ubiquitina por 

imunofluorescência foram analisadas em microscópio de fluorescência Leica DMI 4000B, no 

aumento de 1000x. Foram quantificadas as conformações de ubiquitina (pontual, parcialmente 

envolto e totalmente envolto) em 100 parasitos intracelulares fotografados aleatoriamente 

(máximo de 15 parasitos/célula), em triplicata. Ao final das quantificações, obteve-se o total 

de cada conformação de ubiquitina associada aos parasitos (n) encontradas em 300 parasitos 

analisados após cada tempo de infecção.  
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3.8. Quantificação de parasitos intracelulares colocalizados com LC3 

3.8.1. Parasitos colocalizados com LC3 (quantificação geral) 

 Lamínulas contendo BMDMs transduzidos com vetores lentivirais expressando GFP-

LC3 e infectados com T. cruzi foram analisadas em microscópio de fluorescência Leica DMI 

4000B, no aumento de 1000x. Foram quantificados GFP-LC3 em 100 parasitos intracelulares 

fotografados aleatoriamente (máximo de 15 parasitos/célula), em triplicata. Ao final das 

quantificações, obteve-se o total de colocalizações entre parasitos e GFP-LC3 (n) encontradas 

em 300 parasitos analisados após cada tempo de infecção.  

3.8.2. Parasitos colocalizados com LC3 (quantificação diferencial) 

 Lamínulas contendo BMDMs transduzidos com vetores lentivirais expressando GFP-

LC3 e infectadas com T. cruzi foram analisadas em microscópio de fluorescência Leica DMI 

4000B, no aumento de 1000x. Foram quantificadas as conformações de GFP-LC3 (pontual, 

parcialmente envolto e totalmente envolto) em 100 parasitos intracelulares fotografados 

aleatoriamente (máximo de 15 parasitos/célula), presentes em células transduzidas, em 

triplicata. Ao final das quantificações, obteve-se o total de cada conformação de GFP-LC3 

associada aos parasitos (n) encontradas em 300 parasitos analisados após cada tempo de 

infecção.  

3.9. Quantificação de parasitos intracelulares colocalizados com ubiquitina e LC3 

 Lamínulas com BMDMs transduzidos com vetores lentivirais expressando GFP-LC3 e 

infectados com T. cruzi foram analisadas em microscópio de fluorescência Leica DMI 4000B, 

em aumento de 1000x. Para cada lamínula, foram quantificadas as colocalizações de 

ubiquitina em 100 parasitos intracelulares LC3+ fotografados aleatoriamente (máximo de 15 

parasitos/célula), em triplicata. Foram considerados colocalizações entre todos os tipos de 

conformação de ubiquitina e LC3. Ao final das quantificações, obteve-se o total de 
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colocalizações de ubiquitina e GFP-LC3 (n) encontradas em 300 parasitos analisados após 

cada tempo de infecção.  

3.10. Gráficos 

  Os gráficos de barras e análises estatísticas foram realizados no programa PRISM S 

software (versão 5.0, GraphPad, San Diego, CA, USA) e os gráficos de pizza foram 

produzidos com auxílio do programa Microsoft Office Excel 2007. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Amastigotas intracelulares de T. cruzi são ubiquitinados em macrófagos 

 Já está bem determinado que o processo de ubiquitinação de determinados 

componentes citoplasmáticos pode ocasionar a degradação desses componentes (COLLINS; 

BROWN, 2010; PICKART, 2001) assim como participar do controle de atividades celulares 

essenciais como sinalização, endocitose, tráfego vesicular e ciclo celular. Além disso, a 

ubiquitinação também possui papel importante na imunidade inata, uma vez que marca e 

direciona patógenos para degradação proteassomal e/ou lisossomal. No entanto, o processo de 

ubiquitinação de patógenos foi descrito utilizando, principalmente, modelos bacterianos como 

S. enterica (BIRMINGHAM et al., 2006), M. tuberculosis (MANZANILLO et al., 2013) e S. 

pneumoniae (IOVINO; GRADSTEDT; BIJLSMA, 2014). Pouco se sabe acerca da 

ubiquitinação de patógenos protozoários, como T. cruzi. Nesse contexto, investigamos o 

processo de ubiquitinação de T. cruzi intracelular em células da imunidade inata, como os 

macrófagos. Para isso, BMDMs foram obtidos de camundongos C57BL/6 e infectados com T. 

cruzi (5 parasitos/célula) por 1h, 12h, 24h e 48h. Realizamos a marcação de ubiquitina e 

análises por imunofluorescência. Observamos que parasitos intracelulares colocalizaram com 

ubiquitina em todos os tempos analisados, como pode ser visualizado na Figura 1A. Nas 

imagens, observamos uma célula (núcleo maior em azul) contendo um ou mais parasitos 

(núcleos menores em azul) colocalizados com ubiquitina. 

 Analisando as imagens de imunofluorescência, observamos que nem todos os 

parasitos intracelulares encontravam-se associados à ubiquitina. Diante disso, quantificamos a 

porcentagem de parasitos colocalizados com ubiquitina em 100 parasitos analisados 

aleatoriamente (Figura 1B). Observamos que após 1h de infecção aproximadamente 27% dos 

parasitos colocalizaram com ubiquitina (dos 300 parasitos analisados, 82 colocalizaram com 
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ubiquitina). No tempo de 12h de infecção encontramos a maior porcentagem de parasitos 

ubiquitinados, 39% (117 parasitos). Os tempos de 24 e 48h de infecção apresentaram 

porcentagens similares, sendo 32% e 31% dos parasitos associados à ubiquitina, 

respectivamente. Dessa forma, esses dados demonstram que parasitos intracelulares de T. 

cruzi colocalizam com ubiquitina em macrófagos infectados. 
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Figura 1. Amastigotas de T. cruzi colocalizam com ubiquitina em macrófagos. BMDMs 

obtidos de camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com T. cruzi (MOI 5) por 

1h, 12h, 24h e 48h de infecção e submetidos à imunofluorescência para marcação de 

ubiquitina. (A) Imagens representativas de parasitos intracelulares associados à ubiquitina 

após 1h, 12h, 24h e 48h de infecção. Em azul a marcação de ácidos nucleicos por DAPI e em 

vermelho ubiquitina por Alexa Fluor 594. (B) Foram quantificados ubiquitina em 100 

parasitos fotografados aleatoriamente nas condições 1h, 12h, 24h e 48h de infecção, em 

triplicata. n indica o número total de parasitos colocalizados com ubiquitina considerando os 

300 parasitos analisados em cada condição. Dado representativo de 3 experimentos realizados 

separadamente. * indica P<0,05. A análise estatística foi feita usando teste t pelo programa 

PRISM S software (versão 5.0, GraphPad, San Diego, CA, USA). 
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4.2. Amastigotas intracelulares de T. cruzi apresentam distribuição distinta de 

ubiquitina durante a infecção de macrófagos. 

 Com base em análises de imagens de imunofluorescência (Figura 1A) verificamos que 

as amastigotas intracelulares de T. cruzi apresentaram colocalizações distintas com ubiquitina 

em macrófagos. Observamos a presença de parasitos intracelulares associados a pontos de 

ubiquitina, à qual denominamos de marcação pontual. Observamos, também, parasitos 

apresentando parte de sua extensão revestida por ubiquitina (parcialmente envolto) ou 

apresentando toda sua extensão revestida por ubiquitina (totalmente envolto) (Figura 2A). 

 Hipotetizamos que essas marcações distintas de ubiquitina nos parasitos poderiam 

representar o processo de revestimento do parasito por ubiquitina, iniciando pontualmente e 

estendendo-se até envolvê-lo totalmente. Para testar essa hipótese, quantificamos as diferentes 

marcações de ubiquitina associadas a parasitos intracelulares ao longo da infecção. Para isso, 

analisamos novamente as amostras do experimento anterior e quantificamos o número de 

parasitos intracelulares colocalizados com ubiquitina diferenciando as marcações em pontual, 

parcialmente envolto ou totalmente envolto. Observamos que após 1h de infecção houve a 

prevalência de parasitos apresentando marcação pontual de ubiquitina, 71% (Figura 2B). 

Observamos também parasitos parcialmente envolvidos por ubiquitina, correspondendo a 

29%. No entanto, não foram detectados parasitos revestidos totalmente por ubiquitina nesse 

tempo. No tempo de 12h de infecção, a porcentagem de parasitos associados pontualmente à 

ubiquitina reduziu para 50% e a porcentagem de parasitos com associações parciais aumentou 

para 39%. Neste tempo, 11% das associações representavam parasitos totalmente envoltos por 

ubiquitina. Após 24h de infecção, aproximadamente, 32% das associações foram pontuais e 

42% parciais, enquanto que em 48h de infecção os valores corresponderam a 49% e 25%, 

respectivamente. A proporção de parasitos totalmente envoltos por ubiquitina foi a mesma 

tanto para 24h quanto para 48h de infecção (Figura 2B).                                               
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 Com isso, demonstramos que a distribuição das diferentes marcações de ubiquitina 

associadas aos parasitos de T. cruzi sofrem variações ao longo do tempo de infecção. Em 

relação à marcação pontual, notamos maior quantidade após 1h de infecção, reduzindo nos 

tempos de 12 e 24h e aumentando após 48h de infecção, provavelmente pela replicação e 

aumento de parasitos intracelulares. Já a marcação parcial aumentou ao passar do tempo, com 

maior quantidade após 24h de infecção, e reduziu após 48h de infecção. A quantidade de 

parasitos totalmente envoltos por ubiquitina apareceu apenas após 12h de infecção e 

aumentou igualmente nos tempos de 24 e 48h. Esses dados sugerem que as marcações 

diferenciadas de ubiquitina nos parasitos correspondam a um processo crescente de 

revestimento de amastigotas pela proteína, seguindo de pontual, parcial até totalmente 

envolto. 
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Figura 2. Amastigotas de T. cruzi podem apresentar colocalização pontual, parcial ou 

total com ubiquitina em macrófagos. BMDMs obtidos de camundongos da linhagem 

C57BL/6 foram infectados com T. cruzi (MOI 5) por 1h, 12h, 24h e 48h de infecção e 

submetidos à imunofluorescência para marcação de ubiquitina. (A) Imagens representativas 

de parasitos intracelulares apresentando associação pontual a ubiquitina (seta), parcial (seta) e 

total. Em azul é observada a marcação de ácidos nucleicos por DAPI e em vermelho 

ubiquitina por Alexa Fluor 594. (B) Foram quantificadas as diferentes marcações de 

ubiquitina em 100 parasitos fotografados aleatoriamente nas condições 1h, 12h, 24h e 48h de 

infecção, em triplicata. A porcentagem representa a proporção de cada marcação em relação 

ao número de parasitos Ub+. Dado representativo de 3 experimentos realizados 

separadamente. 
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4.3. Amastigotas intracelulares de T. cruzi se associam a LC3 em macrófagos  

 Uma vez que observamos que amastigotas de T. cruzi são ubiquitinadas, investigamos 

o papel do processo de ubiquitinação na marcação desses parasitos. Sabe-se que a 

ubiquitinação de componentes citoplasmáticos e até mesmo de patógenos intracelulares pode 

ocasionar a degradação via proteassoma, lisossoma ou autofagia (COLLINS; BROWN, 2010; 

PICKART, 2001). Dados preliminares do nosso laboratório sugerem que macrófagos ativam 

o processo autofágico em resposta a infecção por T. cruzi como um mecanismo de defesa para 

controlar a infecção. Nesse contexto, investigamos o papel da ubiquitina no direcionamento 

de T. cruzi a autofagia. Como descrito por Kabeya e colaboradores (2000), a proteína LC3 

associa-se às membranas do autofagossoma após seu processamento e indução de autofagia. 

Com isso, a proteína LC3 é considerada uma referência para verificar a atividade autofágica 

através da formação de autofagossomas. Dessa forma, investigamos inicialmente a formação 

de autofagossomas durante a infecção por T. cruzi em macrófagos. Para isso, BMDMs foram 

obtidos de camundongos C57BL/6, transduzidos com vetores lentivirais codificando GFP-

LC3 e infectados com T. cruzi (5 parasitos/célula) por 1h, 12h, 24h e 48h. Realizamos 

análises por imunofluorescência e observamos que parasitos intracelulares colocalizaram com 

LC3 em todos os tempos analisados, como pode ser visualizado na Figura 3A.  

 Analisando as imagens de imunofluorescência, observamos que nem todos os 

parasitos intracelulares estavam associados à LC3. Diante disso, quantificamos a porcentagem 

de parasitos colocalizados com LC3 em 100 parasitos analisados aleatoriamente (Figura 3B). 

Observamos que após 1h de infecção aproximadamente 47% dos parasitos colocalizaram com 

LC3 (dos 300 parasitos analisados, 142 foram LC3+). No tempo de 12h de infecção 

encontramos 44,6% (134 parasitos) parasitos associados a LC3 e após 24h foram encontrados 

99, representando 33% dos eventos observados. No último tempo de infecção, 48h, 

identificamos 23% (71 parasitos) dos parasitos analisados associados à LC3. 
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 Dado que a proteína LC3 se localiza especificamente na membrana de autofagossomas 

durante o processo autofágico, sugerimos que a co-localização entre LC3 e amastigotas do T. 

cruzi corresponda a autofagossomas contendo parasitas. Com isso, sugerimos que os parasitos 

intracelulares são direcionados para autofagia em macrófagos. Além disso, notamos que o 

número de associações de T. cruzi a LC3 reduziu, principalmente, após 24h de infecção. Essa 

alteração pode estar relacionada ao aumento e replicação dos parasitos intracelulares, ou 

mesmo pela degradação dos parasitos ao longo da infecção. Ambas as hipóteses poderiam 

reduzir o número de parasitos associados disponíveis para vizualização. 
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Figura 3. Amastigotas de T. cruzi colocalizam com LC3 em macrófagos. BMDMs obtidos 

de camundongos da linhagem C57BL/6 foram transduzidos com vetores lentivirais 

codificando GFP-LC3, infectados com T. cruzi (MOI 5) por 1h, 12h, 24h e 48h e submetidos 

à imunofluorescência. (A) Imagens representativas de parasitos intracelulares associados à 

GFP-LC3 após 1h, 12h, 24h e 48h de infecção. Em azul é observada a marcação de ácidos 

nucleicos por DAPI e em verde a proteína GFP-LC3. (B) Foram quantificados LC3 em 100 

parasitos fotografados aleatoriamente nas condições 1h, 12h, 24h e 48h de infecção, em 

triplicata. n indica o número total de parasitos colocalizados com LC3 considerando os 300 

parasitos analisados em cada condição. Dado representativo de 3 experimentos realizados 

separadamente. *** indica P<0,001. A análise estatística foi feita usando teste t pelo 

programa PRISM S software (versão 5.0, GraphPad, San Diego, CA, USA). 
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4.4. Amastigotas intracelulares de T. cruzi apresentam colocalizações distintas com 

LC3 em macrófagos. 

 Até o momento verificamos que parasitos intracelulares de T. cruzi colocalizam com 

ubiquitina (Figura 1) e que esta associação pode ser pontual, parcial ou total (Figura 2). 

Demonstramos também que os parasitos intracelulares colocalizam com LC3 (Figura 3). 

Analisando as imagens de imunofluorescência (Figura 3A) notamos que LC3 apresentou 

distintas marcações nos parasitos intracelulares, semelhante ao observado com a associação a 

ubiquitina. Novamente, caracterizamos essas distintas associações. Nesse caso, encontramos 

parasitos que apresentaram marcação pontual de LC3 (pontual), parasitos revestidos 

parcialmente por LC3 (parcialmente envolto) e parasitos revestidos totalmente por LC3 

(totalmente envolto) (Figura 4A). Sabe-se que após a indução da autofagia inicia-se a 

formação do autofagossoma ao redor do material a ser degradado. O autofagossoma é 

composto por uma vesícula de dupla membrana e é formado inicialmente no chamado sítio de 

formação do fagóforo (PAS, do inglês, phagophore assembly site). Neste ponto ancora-se 

uma maquinaria proteica que inicia a extensão do fagóforo em autofagossoma (XIE; 

KLIONSKY, 2007). Com base nesta informação, consideramos como PAS o que 

identificamos como LC3 pontual. Sugerimos que a extensão de PAS corresponda ao 

revestimento parcial do parasito com LC3. Indicamos, ainda, que o revestimento total do 

parasito com LC3 caracteriza a formação completa do autofagossoma. 

 Em seguida, investigamos a quantidade de cada marcação de LC3 nos parasitos ao 

longo da infecção. Para isso, analisamos novamente as amostras preparadas no item 4.3. 

Quantificamos o número de cada marcação de LC3 encontrada em 100 parasitos analisados 

aleatoriamente e presente em células transduzidas (Figura 4B). Nossos dados demonstraram 

que após 1h de infecção, 57% das associações foram pontuais, 42% parciais e apenas 1% foi 
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total. Entretanto, após 12h de infecção, observamos um aumento da marcação total, 4%, 

sendo que as demais marcações não apresentaram uma alteração considerável. Já após 24h de 

infecção, observamos 60% das associações como pontuais, e 38% e 2% de associações 

parciais e totais, respectivamente. No tempo de 48h de infecção, verificamos que a 

porcentagem de associações pontuais representou 69% e a de associações totais foi a maior 

observada, representando 11%, reduzindo a marcação parcial para 20%.  

 Com isso, demonstramos que a distribuição das diferentes marcações de LC3 

associadas aos parasitos de T. cruzi sofrem variações ao longo do tempo de infecção. Em 

relação à marcação pontual, notamos menor quantidade após 1h de infecção, aumentando nos 

tempos de 12, 24 e 48h de infecção, provavelmente pela replicação e aumento de parasitos 

intracelulares. O mesmo ocorre com a marcação parcial, com maior quantidade após 1 e 12h 

de infecção, e reduziu após 24 e 48h. A quantidade de parasitos totalmente revestidos por LC3 

apresentou aumento marcante após 48h de infecção, o que pode corresponder ao maior 

número de parasitos direcionados para degradação. Esses dados sugerem que as marcações 

diferenciadas de LC3 nos parasitos correspondam ao processo de formação e expansão do 

autofagossoma ao redor do parasito, o qual pode direcioná-lo para degradação lissosomal.  
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Figura 4. Amastigotas de T. cruzi podem apresentar colocação pontual, parcial ou total 

com LC3 em macrófagos. BMDMs obtidos de camundongos da linhagem C57BL/6 foram 

transduzidos com vetores lentivirais codificantes para a proteína GFP-LC3, infectados com T. 

cruzi (MOI 5) por 1h, 12h, 24h e 48h de infecção e submetidos à imunofluorescência para 

marcação de ubiquitina. (A) Imagens representativas de parasitos intracelulares associados à 

pontualmente à LC3 (seta), parcialmente e totalmente. Em azul é observada a marcação de 

ácidos nucleicos por DAPI e em verde GFP-LC3. (B) Foram quantificadas as diferentes 

conformações de LC3 em 100 parasitos fotografados aleatoriamente nas condições 1h, 12h, 

24h e 48h de infecção, em triplicata. A porcentagem representa a proporção de cada 

conformação em relação ao número de parasitos LC3+ encontrados, considerando 300 

parasitos analisados em cada condição. Dado representativo de 3 experimentos realizados 

separadamente. 
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4.5. Amastigotas intracelulares de T. cruzi associadas à ubiquitina colocalizam com 

LC3. 

 Uma vez que observamos que amastigotas de T. cruzi são ubiquitinadas e colocalizam 

com LC3 em macrófagos, investigamos o papel do processo de ubiquitinação no 

direcionamento de parasitos à autofagia. Sabe-se que durante o processo de autofagia a 

ubiquitina reveste o material a ser degradado e se liga a receptores autofágicos, como p62 e 

NDP52, recrutando proteínas, entre elas, LC3 (KIRKIN et al., 2009; MANZANILLO et al., 

2013). Essa associação de ubiquitina, receptores autofágicos e LC3 inicia a formação do 

autofagossoma. Dessa forma, investigamos inicialmente a presença de ubiquitina em parasitos 

marcados com LC3 durante a infecção em macrófagos. Para isso, BMDMs foram obtidos de 

camundongos C57BL/6, transduzidos com vetores lentivirais codificando GFP-LC3 e 

infectados com T. cruzi (5 parasitos/célula) por 1h, 12h, 24h e 48h. Realizamos a marcação de 

ubiquitina e análises por imunofluorescência. Observamos que parasitos intracelulares LC3+ 

colocalizaram com ubiquitina. Adicionalmente, notamos que os parasitos que apresentaram as 

distintas marcações de LC3 (pontual, parcialmente e totalmente envolto) colocalizaram com 

ubiquitina (Figuras 5A, 5B e 5C). Além disso, quantificamos o número de parasitos LC3+ que 

colocalizaram com ubiquitina após cada tempo de infecção (Figura 5D). Nossos dados 

demonstraram que após 1h de infecção mais de 80% dos parasitos LC3+ colocalizaram com 

ubiquitina. Esta porcentagem aumentou ao longo da infecção, correspondendo a 86% dos 

parasitos analisados após 12h e 90% após 24 e 48h. Cabe ressaltar que as colocalizações de 

LC3 com ubiquitina nas amastigotas não ocorreram necessariamente em toda a extensão do 

parasito, como observamos na Figura 5B. Nessa imagem observamos ubiquitina revestindo 

totalmente o parasito, enquanto que LC3 está revestindo parcialmente o parasito. Esse tipo de 

colocalização pode indicar que é necessário a presença de ubiquitina associada ao parasito 

para iniciar a formação do autofagossoma (KIRKIN et al., 2009). 
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 Com isso, demonstramos que a marcação de parasitos intracelulares de T. cruzi com 

ubiquitina é importante para a formação do autofagossoma. Segundo a literatura, 

autofagossomas se fundem a lisossomos e formam autofagolisossomos, os quais degradam o 

material de seu interior com o auxílio de enzimas lisossomais (XIE; KLIONSKY, 2007).  

Dessa forma, sugerimos que a marcação de ubiquitina é importante para o direcionamento do 

parasito à degradação lisossomal por meio da autofagia e possível controle da infecção. 
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Figura 5. Amastigotas de T. cruzi associados a LC3 colocalizam com ubiquitina. BMDMs 

obtidos de camundongos da linhagem C57BL/6 foram transduzidos com vetores lentivirais 

codificando GFP-LC3, infectados com T. cruzi (MOI 5) por 1h, 12h, 24h e 48h e submetidos 

à imunofluorescência, marcando ubiquitina. (A, B, C) Imagens representativas de parasitos 

intracelulares com GFP-LC3 colocalizado com ubiquitina. Em azul é observada a marcação 

de ácidos nucleicos por DAPI e em verde a proteína GFP-LC3. (D) Foram quantificadas 

colocalizações de ubiquitina e LC3 em 100 parasitos LC3+ fotografados aleatoriamente nas 

condições 1h, 12h, 24h e 48h de infecção, em triplicata. n indica o número total de parasitos 

colocalizados com LC3 considerando os 300 parasitos analisados em cada condição. Dado 

representativo de 3 experimentos realizados separadamente. 
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 Os dados apresentados na Figura 5D demonstraram que mais de 80% dos parasitos 

LC3+ colocalizaram com ubiquitina. No entanto, alguns parasitos LC3+ (em torno de 10 a 

20%) não apresentaram associação à ubiquitina. Com o intuito de compreender melhor o 

papel da ubiquitinação na formação de autofagossomas durante a infecção por T. cruzi, 

investigamos a presença de ubiquitina nas distintas etapas de formação de autofagossomas. 

Para isso, quantificamos a colocalização com ubiquitina em 100 parasitos associados 

parcialmente ou totalmente a LC3 (Figura 6). Demonstramos anteriormente que após 1h de 

infecção há baixa porcentagem de parasitos totalmente envolvidos por LC3 (Figura 4B). A 

partir disso, analisamos a associação de parasitos com ubiquitina nos tempos de 12, 24 e 48h. 

Verificamos que após 12h de infecção, todos os parasitos parcialmente ou totalmente envoltos 

colocalizaram com ubiquitina. Além disso, após 24h e 48h de infecção observamos que 99% e 

98% dos parasitos colocalizaram com ubiquitina e LC3. Com base nestes dados, sugerimos 

que a ubiquitina é importante para o recrutamento de LC3 nos parasitos intracelulares e 

essencial para promover a extensão de autofagossomas ao redor dos parasitos.  
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Figura 6. Amastigotas de T. cruzi associados parcialmente e totalmente por LC3 

colocalizam com ubiquitina. BMDMs obtidos de camundongos da linhagem C57BL/6 foram 

transduzidos com vetores lentivirais codificando GFP-LC3, infectados com T. cruzi (MOI 5) 

por 12h, 24h e 48h e submetidos à imunofluorescência para marcação de ubiquitina. Foram 

quantificadas colocalizações de ubiquitina e LC3 em 100 parasitos associados apenas parcial 

ou totalmente com LC3 fotografados aleatoriamente, em triplicata. n indica o número total de 

parasitos colocalizados com LC3 e ubiquitina considerando os 300 parasitos analisados em 

cada condição. Dado representativo de 3 experimentos realizados separadamente. 
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 Apresentamos anteriormente a porcentagem de parasitos intracelulares associados 

tanto à ubiquitina quanto à LC3 em várias conformações, assim como a colocalização de 

parasitos LC3+ com ubiquitina. Optamos por demonstrar, ainda, o perfil de ubiquitinação e 

presença de autofagossomas associados a parasitos (LC3+) durante a infecção de macrófagos.  

Utilizamos as amostras preparadas anteriormente e quantificamos em 100 parasitos 

intracelulares o número de parasitos sem nenhuma associação (Ub- LC3-), de parasitos 

colocalizados apenas com ubiquitina (Ub+ LC3-), de parasitos colocalizados apenas com LC3 

(Ub- LC3+) e de parasitos apresentando ambas colocalizações (Ub+ LC3+).  

 Demonstramos na Figura 7 que em tempos iniciais, 1h e 12h de infecção, a 

porcentagem de parasitos Ub- e LC3- foi semelhante à de parasitos LC3+ e Ub+, 

representando aproximadamente 40% de cada condição. Ao analisarmos a porcentagem 

dessas associações em tempos tardios, 24h e 48h, verificamos aumento na porcentagem de 

parasitos Ub- e LC3-, aproximadamente 50% dos parasitos, e redução na porcentagem de 

parasitos Ub+ e LC3+, correspondente a 30%, aproximadamente. A variação na proporção de 

parasitos sem marcação pode estar relacionada com a replicação de parasitos intracelulares. 

Com isso, visualizamos parasitos que ainda não foram marcados para degradação. Em relação 

à redução de parasitos colocalizados com ubiquitina e LC3, inferimos que há parasitos sendo 

degradados por autofagia ou o aumento do número de parasitos intracelulares por replicação, 

reduzindo o número de colocalizações observadas. 

 Nos tempos iniciais, verificamos, aproximadamente, 16% dos parasitos Ub+ e LC3-, 

entretanto, nos tempos tardios esta porcentagem foi maior, representando 26%. Sugerimos 

que esse aumento de parasitos associados à ubiquitina ocorra pelo maior número de parasitos 

reconhecidos e direcionados para degradação. Ainda, notamos uma porcentagem muito baixa 

de parasitos Ub- e LC3+. Em tempos iniciais representaram 9% dos parasitos, sendo que em 

tempos tardios essa porcentagem reduziu para 2%. Esse dado corrobora nossos achados 
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anteriores (Figura 5D), uma vez que a ubiquitinação desempenha papel importante no 

direcionamento de parasitos ao processo autofágico com recrutamento de LC3 e, 

principalmente, extensão de autofagossomas. Cabe ressaltar que nos tempos inicias 

encontramos grande porcentagem de parasitos colocalizados com LC3 pontual, porém 

observamos que a ubiquitina está presente, principalmente, em parasitos com LC3 parcial e 

total, o que, provavelmente, corresponda à menor porcentagem de parasitos colocalizados 

apenas com LC3 em tempos tardios.  

 Com isso, demonstramos que a porcentagem de parasitos colocalizados com 

ubiquitina e LC3 sofre variações ao longo do tempo de infecção. A replicação parasitária 

interfere na proporção de parasitos Ub- LC3-, assim como na porcentagem de parasitos Ub+ 

LC3+. Concomitantemente, sugerimos que a sinalização via ubiquitina é importante para o 

direcionamento de parasitos ao processo autofágico, participando principalmente da extensão 

de autofagossomas ao redor de T. cruzi. 
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Figura 7. Distribuição de parasitos associados ou não a LC3 e ubiquitina. BMDMs 

obtidos da linhagem C57BL/6 foram transduzidos com vetores lentivirais condificando GFP-

LC3, infectados com T. cruzi (MOI 5) por 1h, 12h, 24h e 48h e submetidos à 

imunofluorescência, marcando ubiquitina. Foram quantificadas associações em 100 

parasitos/triplicata presentes em células transduzidas. LC3- Ub- representa parasitos sem 

associação; LC3+ Ub+ representa parasitos com colocalização de LC3 e ubiquitina; LC3- 

Ub+ representa parasitos marcados apenas por ubiquitina; LC3+ Ub- representa parasitos 

marcados apenas com LC3 analisados.   
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A Doença de Chagas é uma das doenças endêmicas mais sérias da América Latina e, 

segundo a Organização Mundial da Saúde, aproximadamente oito milhões de pessoas estão 

infectadas por T. cruzi, principalmente na América Central e do Sul, e quase trinta milhões 

vivem em áreas de risco (OMS, 2014). Muitos trabalhos foram desenvolvidos para 

compreender a relação entre o parasito e seus hospedeiros após a descoberta dos sintomas, dos 

vetores e do ciclo de vida do parasito. Entretanto, apesar dos avanços obtidos nos estudos da 

imunidade frente à infecção por T. cruzi, pouco se sabe acerca dos mecanismos efetores que 

atuam no reconhecimento e controle da infecção por este parasito. 

Neste trabalho, demonstramos que a ubiquitinação de parasitos intracelulares de T. 

cruzi pode participar do controle da infecção de macrófagos, atuando em um mecanismo 

efetor da imunidade inata. A ubiquitina é uma proteína importante para a regulação de 

processos celulares como endocitose, transdução de sinal e reparo do DNA (COLLINS; 

BROWN, 2010; PICKART, 2001). Além disso, desempenha papel fundamental em 

mecanismos de eliminação de patógenos intracelulares, direcionando-os tanto para 

degradação via proteassoma quanto via autofagia (KIRKIN et al., 2009). Nossos dados 

demonstraram que, em média, 30% dos parasitos de T. cruzi são ubiquitinados durante 

infecção de macrófagos (Figura 1B). Adicionalmente, destacamos que essa marcação ocorre 

em etapas, sugerindo que se inicia pontualmente e que se prolonga até envolver totalmente o 

parasito (Figura 2).  

Outro dado importante demonstrado foi a associação de parasitos de T. cruzi com a 

proteína autofágica LC3. Esta proteína é recrutada inicialmente após a indução da autofagia, 

processo de degradação intracelular dependente de lisossomo que garante a homeostase 

celular eliminando componentes citoplasmáticos e também alguns patógenos
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 (LEVINE; KROEMER, 2008). Demonstramos neste trabalho que T. cruzi ativa autofagia em 

macrófagos, uma vez que se associam a LC3 ocorrendo a formação de autofagossomas 

(Figura 3). Sugerimos que esse direcionamento de T. cruzi para autofagia resultará na 

degradação de parasitos via lisossoma. Dados da literatura mostraram que alguns patógenos, 

entre eles, as bactérias intracelulares S. thiphimurium (BIRMINGHAM et al., 2006) e M. 

tuberculosis (GUTIERREZ et al., 2004), são direcionados à degradação autofágica. No 

entanto, alguns patógenos bacterianos como a L. monocytogenes subvertem etapas do 

processo de autofagia para garantir sua sobrevivência no interior das células (YOSHIKAWA 

et al., 2009). Cabe ressaltar que resultados preliminares adicionais desse trabalho 

demonstraram que T. cruzi intracelular colocaliza com LC3 e LAMP1 (marcador lisossomal) 

em macrófagos (dado não mostrado). Esse dado corrobora a hipótese da degradação de 

parasitos por autofagia atuando como um mecanismo efetor da imunidade inata.    

As análises das marcações de ubiquitina e LC3 durante a infecção de macrófagos por 

T. cruzi demonstraram que 80% dos parasitos LC3+ colocalizaram com ubiquitina (Figura 6). 

Sabe-se da importância da marcação de ubiquitina em fagossomos contendo bactérias para o 

recrutamento de receptores autofágicos e consequente indução de autofagia (BIRMINGHAM 

et al., 2006; MANZANILLO et al., 2013). No entanto, a presença da ubiquitinação de T. 

cruzi, bem como sua relação com a autofagia permaneciam incertas. Vale ressaltar que nossos 

dados demonstraram que T. cruzi é ubiquitinado em macrófagos e que esse processo é 

importante para a extensão e formação do autofagossoma ao redor dos parasitos durante a 

ativação de autofagia. 

Desta forma, nossos dados em conjunto sugerem que a ubiquitinação de T. cruzi 

intracelular em macrófagos é de grande importância para o direcionamento dos parasitos para 

degradação autofágica, participando da formação do autofagossoma e possivelmente 

promovendo o controle da infecção. 
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