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RESUMO

EFEITO DA AUTOFAGIA SOBRE A CAPACIDADE FAGOCITICA E SOBRE A
INFECCAO DE MACROFAGOS DE CAMUNDONGOS CBA/J POR Leishmania
amazonensis. JOSE GERALDO BOMFIM LIMA. A autofagia vem sendo alvo de
estudos que demonstram sua participagdo em infecgdes por diversos patégenos
intracelulares. A depender do patégeno, a autofagia pode facilitar a sobrevivéncia
intracelular do patégeno ou pode funcionar como controle da infecgéo pela célula
hospedeira. Pouco se sabe sobre a participagdo da autofagia na infecgao por
Leishmania. Foi demonstrado que o vacuUolo parasitéforo induzido por L.
mexicana adquire nutrientes citosdlicos por microautofagia. Além disso,
recentemente foi demonstrado que a indugéo de autofagia promove aumento da
carga parasitaria de L. amazonensis em macréfagos infectados. Esses dados
sugerem a participagao do processo autofagico no estabelecimento da infecgéo
por Leishmania, como um mecanismo que favorece a sobrevivéncia intracelular
do parasito. Assim, o objetivo desse estudo foi determinar a influéncia da
autofagia na infecg¢ao, in vitro, de macréfagos de camundongos CBA/J por L.
amazonensis. Macrofagos foram induzidos a autofagia por duas formas,
fisiologica ou farmacolégica, apds ou antes da infecgdo por L. amazonensis ou
exposicao a particulas de levedo ou zimosan. O percentual de infec¢do e de
fagocitose foi estimado. Os resultados mostram que a indugéo de autofagia, apos
a infecgdo, nao altera o percentual de macréfagos infectados, mas promove o
aumento na carga parasitaria de macrofagos infectados por L. amazonensis. Além
disso, a previa indugao de autofagia promove a inibicdo da capacidade fagocitica
do macrofago murino. Estudos adicionais serao realizados no intuito de esclarecer
0s mecanismos pelos quais a indugédo de autofagia favorece a infecgcado por L.
amazonensis e altera a capacidade fagocitica do macréfago murino.

Palavras-chave: autofagia, macrofago, L. amazonensis, fagocitose.



ABSTRACT

EFFECT OF AUTOPHAGY ON PHAGOCYTIC CAPACITY AND ON CBA/J MICE
MACROPHAGES INFECTION BY Leishmania amazonensis. JOSE GERALDO
BOMFIM LIMA. Recently, studies to delineate the participation of autophagy in
intracellular pathogen infections have been performed. Dependent on pathogen
infection, autophagy can facilitate microorganism intracellular survival or can
control pathogen infection by host cell. Few works evaluated the role of autophagy
in Leishmania infection. Recently, it was demonstrated that L. mexicana-induced
parasitophorous vacuoles acquire cytosolic nutrients by microautophagy.
Additionally, it was also demonstrated that autophagy promotes enhancement of
L. amazonensis burden on infected cells. Taken together, these data suggest the
involvement of autophagic process on Leishmania infection, as a mechanism that
favors parasite survival. The present work intent to determine the influence of
autophagy in L. amazonensis infection of CBA/J macrophages in vitro. Autophagy
was induced after and before L. amazonensis infection or particle addition to
macrophage cultures. The percentage of infection and particle phagocytosis was
estimated. The results show that autophagy induction after infection does not
influence the percentage of L. amazonensis-infected cells, but enhances L.
amazonensis burden on infected cells. In addition, previous autophagy induction
inhibited macrophage phagocytic capacity. Further studies will be performed to
understand the mechanisms involved in autophagy effect on L. amazonensis
infection and on macrophage phagocytic capacity.

Keywords: autophagy, macrophage, L. amazonensis, phagocytosis.
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1 INTRODUGAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A leishmaniose & uma doenga endémica causada por protozoarios
digenéticos do género Leishmania, estando presente em 88 paises dos cinco
continentes — Africa, Asia, Europa (Velho Mundo) e Américas do Norte e do Sul
(Novo Mundo) — atingindo 12 milhdes de pessoas. Estima-se que, anualmente,
ocorram 1,5-2 milhées de novos casos de leishmaniose, porém somente 600.000
sao oficialmente declarados. No Brasil, a leishmaniose tegumentar é uma das
afeccdes dermatolégicas que merece atencdo, com reflexos no campo social e
econémico. No periodo de 1985 a 2005, verificou-se uma média anual de
incidéncia de leishmaniose tegumentar de 18,5 casos/100.000 habitantes. As
regides Norte e Nordeste contribuem com o maior numero de casos registrados
no periodo (BRASIL, 2007).

A gravidade da leishmaniose, sua distribuicdo mundial e sua alta incidéncia
levaram a Organizagdo Mundial de Salde a inclui-la entre as seis principais
doengas infecciosas do mundo. A leishmaniose pode se apresentar em diferentes
formas clinicas. A leishmaniose tegumentar que pode se apresentar como
leishmaniose cutanea localizada (LCL), a leishmaniose cuténea difusa (LCD) e a
leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM) apresentam envolvimento de pele ou
mucosas. A forma visceral da doenga, a leishmaniose visceral (LV), acomete
principalmente o6rgaos internos (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).

A LCL e a LCM constituem o polo reativo da doenga, enquanto a LCD

representa o polo anérgico. Os pacientes com LCL apresentam ulcera localizada,
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com bordas elevadas e fundo plano em areas mais expostas do corpo e que
tende a curar espontaneamente ou pode apresentar curso indblente. Apds a cura,
aparece uma cicatriz disforme no local da lesdo. Com menos freqiiéncia, as
lesbes podem aumentar de tamanho, tornando-se nodulares com ou sem
ulceragbes (GRIMALDI, 1982). Individuos portadores de LCM, por sua vez,
apresentam lesdo em sitios de mucosa (nasal, palato e labio superior), o que
pode ocorrer a partir ou ndo de uma lesdo cutanea primaria (LIEW &
O'DONNELL, 1993). Em pacientes com LCD, as lesbes evoluem formando
papulas, noédulos ou infiltragbes, e podem disseminar para todo o corpo
(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).

Parasitos que causam LCL e LCM no Novo Mundo sdo agrupados nos
complexos braziliensis e mexicana (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995). L.
braziliensis é o agente responsavel pelas formas mais graves de LCL
(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995) e também pode causar LCM. L.
mexicana e L. amazonensis sdo associadas aos casos de LCD. No Brasil, a
ocorréncia de lesdes localizadas de pele e, menos freqlientemente, de lesdes
cutadneo-mucosas estdo relacionadas a L. amazonensis (BARRAL et al., 1991).
Independente do agente infeccioso, pacientes com LCL ou LCM apresentam
lesbes caracterizadas por presenca de resposta inflamatéria intensa e poucos
parasitos (COUTINHO et al., 1987). De forma distinta, a lesdo presente em
individuos com LCD apresenta infiltragdo predominantemente monomorfica de
macrofagos intensamente parasitados, sem a ocorréncia de ulceragdes

(BITTENCOURT et al., 1990; BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).
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1.1.1 O PARASITO

O género Leishmania (ROSS, 1903) compreende espécies de parasitos
digenéticos (heteroxenos), pertencentes a Familia Trypanosomatidae (DOFLEIN,
1901; WOODCOCK, 1906), Ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963). A ordem
Kinetoplastida caracteriza-se por apresentar uma mitocdndria Unica associada a
porcdo basal do flagelo (o cinetoplasto) rica em DNA mitocondrial, o kDNA
(RODGERS et al., 1990).

Atualmente, as espécies de Leishmania do Novo Mundo que infectam o
homem sé&o classificadas em complexos fenotipicos, agrupados em dois

subgéneros, cada um engloba varias espécies (LAINSON et al., 1987):

a) Subgénero Viannia (que inclui os complexos braziliensis e guyanensis) — 0s
parasitos apresentam desenvolvimento pobre em meio de cultivo convencional,
infeccdo com desenvolvimento lento ou visceralizante em hamsters

experimentalmente infectados.

b) Subgénero Leishmania (que inclui os complexos mexicana, infantum e
amazonensis) — os parasitos crescem facilmente em cultura, provocam grandes

lesbes nodulares em hamsters, com metastases para as extremidades.

O ciclo de vida desses protozoarios apresenta dois estagios em
hospedeiros distintos, o flebétomo vetor (Diptera: Phlebotominae) e o hospedeiro
vertebrado (principalmente mamiferos). O ciclo tem inicio quando fleb6tomos

fémeas (Lutzomyia spp., Phlebotomus spp.), ao se alimentarem de sangue de um



individuo infectado, ingerem macrofagos parasitados. Os parasitos se diferenciam
a partir de formas amastigotas, no interior de macréfagos, em formas
promastigotas no trato digestivo do inseto vetor, onde se desenvolvem aderidos a
parede do intestino. Ao se transformarem na forma infectiva, metaciclica, as
promastigotas sofrem modificagbes na superficie celular e se dissociam da
parede do intestino do inseto. Em seguida, as promastigotas migram para o
aparelho bucal do inseto. Quando o inseto se alimenta, estas formas séo
injetadas na pele do hospedeiro mamifero. As formas promastigotas sao
fagocitadas por macréfagos hospedeiros, onde se transformam em formas

amastigotas, completando o ciclo (BRASIL, 2007).

1.1.2 O MODELO MURINO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O desenvolvimento da infeccdo é determinado pelas caracteristicas
genéticas do hospedeiro e a espécie de Leishmania. Diversos modelos s&o
utilizados para se estudar as relagdes entre Leishmania spp., hospedeiros
mamiferos e insetos vetores. O modelo murino é um sistema de estudo
experimental eficaz e utiliza camundongos isogénicos que apresentam distintos
padrées de resposta a infecgdo por diferentes espécies de Leishmania.

O modelo murino vem sendo amplamente utilizado nos estudos de
resposta imune a infecgdo por Leishmania, principalmente pela infecgéo de
diferentes linhagens de camundongos isogénicos por L. major, pois reproduz em
muitos aspectos o modelo humano da leishmaniose tegumentar. Diversos estudos
tém demonstrado que a imunidade protetora contra o parasito esta relacionada

com o desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células enquanto



uma resposta humoral tem pouca importancia na resolu¢ao das lesées (LIEW &
O'DONNELL, 1993; McSORLEY et al., 1996; SCOTT & FARRELL, 1998).

Um consideravel espectro de manifestagdes da leishmaniose pode ser
produzido a depender da espécie do parasito e da linhagem de camundongo
utilizada. Linhagens como C3H/He, C57BL/6, C57BL/10, ATL e CBA/J séao
resistentes a infecgéo por L. major e séo susceptiveis a infecgdo por parasitos do
complexo mexicana, como L. mexicana e L. amazonensis (BEHIN et al., 1979;
MITCHELL et al., 1981). L. amazonensis induz uma variagdo maior no espectro
da doenga a depender da linhagem de camundongo e da cepa utilizada. A maioria
das linhagens investigadas sdo susceptiveis, desenvolvendo doencgas cronicas,
como os camundongos das linhagens C57BL/6, C57BL/10 e C3H/HeN (AFONSO
et al.,, 1993; BARRAL et al., 1983; GRIMALDI et al., 1980), ou doengas graves
que levam a morte dos animais, como os camundongos da linhagem BALB/c
(ANDRADE et al., 1984).

Diversos trabalhos demonstraram a participagéo das células T CD4" nas
formas clinicas da doencga, caracterizando-as como as principais células da
resposta imune celular (HEINZEL et al., 1988; SHANKAR & TITUS, 1995; KEMP,
1997). A resisténcia de linhagens de camundongos infectados com L. major
correlaciona-se com a indugdo de sub-populagdes CD4" Th1 produtoras de
interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). Por outro lado, a susceptibilidade de
linhagens infectadas com L. major correlaciona-se com a indugdo de sub-
populagdes CD4" Th2 produtoras de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 (MOSMANN et al.,
1986).

Células T CD4" da sub-populagdo Th2 n&o sdo capazes de conferir

protecdo a infecgdo por Leishmania. Elas produzem citocinas que promovem a



progressao da doenga. A IL-4, a IL-10 e o fator transformador do crescimento-f
(TGF-B) funcionam como citocinas que inibem a ativagdo de macrofagos e
apresentam um importante papel na progressdo da doenca (LIEW et al., 1989;
BOGDAN et al. 1991; DING et al., 1990).

Em nosso laboratério, Lemos de Souza e colaboradores (2000)
demonstraram que a resposta imune de camundongos CBA/J infectados com L.
major ou L. amazonensis correlaciona-se com o perfil morfolégico da resposta
tecidual. Na infecgdo por L. major, esses camundongos apresentam niveis
elevados de IFN-y, evidenciando uma resposta do tipo Th1. Por outro lado,
quando infectados por L. amazonensis, os camundongos CBA/J produzem niveis
elevados de IL-4, caracterizando uma resposta do tipo Th2. Estes dados
enfatizam o papel do parasito na determinacdo do tipo de resposta imuno-
infamatdria, pois camundongos com o mesmo perfil genético sao resistentes ou
susceptiveis a duas espécies distintas de Leishmania.

Macrofagos desempenham papel importante no controle da infecgdo por
Leishmania, atuam nas fases indutora e efetora da resposta imune. Macréfagos,
além de serem as principais células hospedeiras do parasito, sdo células
apresentadoras de antigenos para linfocitos T especificos. Além disso, podem
liberar citocinas associadas a resposta Th1 (IL-12, TNF-a) ou Th2 (IL-10, TGF-B)
(WANG et al, 1994). O controle da infeccdo esta correlacionado com a
capacidade dos macréfagos em destruir os parasitos intracelulares. Entretanto, o
parasito desenvolveu mecanismos que lhe permitiu modular o ambiente

intracelular e inativar a resposta do macréfago.



1.1.3 INTERAGAO MACROFAGO-LEISHMANIA

A infecgdo de macrofagos por Leishmania sp. ocorre pela ligagdo de
moléculas de superficie do parasito a receptores da membrana da célula
hospedeira. O lipofosfoglicano (LPG) e o gp63 s&o as principais moléculas de
superficie de promastigotas de Leishmania e participam no reconhecimento e
internalizacédo de Leishmania pelos macrofagos (BRITTINGHAM et al., 1995;
TURCO et al., 1992). Foi demonstrado que na dependéncia do comprimento da
molécula do LPG, ha um bloqueio efetivo da lise pelo sistema complemento, por
evitar a ligagdo dos componentes liticos com a membrana do parasito (SACKS et
al., 1990).

O gp63 constitui uma glicoproteina com atividade proteolitica capaz de se
ligar ao receptor de complemento expresso na superficie de macrofagos,
impedindo a fixagdo do complemento e favorecendo o estabelecimento da
infeccdo nessas células (BRITTINGHAM et al., 1995). As moléculas do sistema
complemento sdo capazes de promover a opsonizagéo do parasito, promovendo
a sua adesdo aos receptores do complemento CR1 e CR3 na superficie dos
macrofagos (BLACKWELL et al., 1985). Além disso, Leishmania também pode ser
internalizada pela ligagdo com outros receptores, como o0s receptores Fc
(RUSSELL et al., 1989) e os receptores de manose (RUSSELL et al., 1986). O
envolvimento de varios receptores na fagocitose da forma promastigota favorece
sua internalizacao pelo macrofago.

Leishmania séo protozoarios que se desenvolvem e completam seu ciclo
de vida predominantemente em macréfagos. Apés reconhecimento pelo

macrofago, o parasito € internalizado e no interior dos macréfagos, as formas
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promastigotas sofrem transformag¢des moleculares e estruturais dando origem as
formas amastigotas, obrigatoriamente intracelulares e iméveis, mas capazes de
viver e se multiplicar em compartimentos fagolisossomais (ALEXANDER et at.,
1992). A morfologia e a maturagdo de compartimentos contendo o parasito,
conhecidos como vacuolos parasitéforos, variam dependendo da espécie de
Leishmania. Os grandes vacuolos induzidos por L. amazonensis ou L. mexicana
sao bem diferentes dos vacuolos menores individuais induzidos por L. major ou L.
donovani. Entretanto, existem caracteristicas comuns entre esses vacuolos
parasitéforos, sdo acidos, contém enzimas lisossomais e apresentam marcadores
de endossomo tardio e lisossomo, incluindo Rab7, macrosialina, LAMP-1, LAMP-2
e ATPase vacuolar (ANTOINE et al., 1998).

A capacidade dos parasitos em alterar fungdes na célula hospedeira e
influenciar a resposta imune é o que permite o estabelecimento da infecgéo. Este
processo se da devido ao fato do parasito conseguir modular mecanismos
basicos de controle da infeccdo pelas células hospedeiras ja no contato inicial

entre os dois, como a fagocitose.

1.1.4 FAGOCITOSE E PATOGENOS INTRACELULARES

A fagocitose é o processo pelo qual células podem ingerir e digerir material
particulado. Em eucariotos unicelulares € o mecanismo primario de obtengéo de
alimento. Ja em metazoarios, a fagocitose deixou de ser apenas para nutrigéo e
passou a ser um mecanismo de internalizagdo, destruicdo e remogdo de
particulas estranhas. Em mamiferos, € um mecanismo envolvido no

remodelamento tecidual durante o desenvolvimento, na inflamagé&o, na remogéo
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de células senescentes e €& o principal mecanismo celular de defesa contra a
infec¢do por microorganismos (PAUL, 2003).

Durante a resposta imune inata, o reconhecimento de diferentes patégenos
€ mediado por uma série de moléculas de superficie e citoplasmaticas agrupadas
como receptores reconhecedores de padrdes (do inglés, pattern-recognition
receptors — PRRs). Macréfagos e células dendriticas expressam na superficie da
membrana uma variedade de PRRs envolvidos no reconhecimento e indugéo da
resposta imune. Esses receptores reconhecem distintos padrées bioquimicos
moleculares associados a patdégenos (do inglés, pathogen-associated molecular
patterns — PAMPs) e compdem um grupo de receptores com especificidade
geneticamente determinada, e sdo altamente conservados entre os diferentes
organismos. Dentre os receptores envolvidos no reconhecimento destes padroes
moleculares estéo incluidos o receptor manose, o CD14, receptores do tipo toll
(TLRs), receptores scavenger (SRs), receptores de superficie celular para a
porcdo Fc de imunoglobulinas (FcyR) e para o componente C3b do complemento
(CR3) (UNDERHILL & OZINSKY, 2002; STUART & EZEKOWITZ, 2005).

A fagocitose € um processo celular complexo que envolve uma série de
eventos organizados divididos em etapas distintas e complementares, que pode
ser classicamente dividida em quatro fases: o reconhecimento, a interagdo dos
receptores com os ligantes (ligagdo), o englobamento e a internalizagdo. A
fagocitose de qualquer particula consiste num conjunto de eventos que envolvem
sinalizag&o, reorganizagdo do citoesqueleto e remodelamento da membrana

plasmatica para que haja a formacéo do fagossomo (Fig. 1) (PAUL, 2003).
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Figura 1: Etapas da fagocitose. A fagocitose se inicia com o reconhecimento por receptores
fagociticos do alvo fagocitico. Este pode estar ou ndo opsonizado (A). Em seguida, ocorre a
interacdo receptor-ligante que desencadeia modificagbes da membrana plasmatica e no
citoesqueleto de actina (B). No englobamento, os pseudépodos envolvem a particula ou
microorganismo (C) e posteriormente, ocorre a internalizacdo do alvo fagocitico a partir da fuséo

da membrana plasmatica e formacg&o do fagossomo (D) (Modificado de PAUL, 1999).

A etapa de reconhecimento pode se realizar diretamente, através dos
receptores da superficie celular ou indiretamente, através da opsonizagdo. Em
seguida, ocorre a interagdo receptor-ligante, que desencadeia mudangas na
membrana plasmatica e no citoesqueleto, como a polimerizagédo de actina e
formacdo dos pseudopodos. Na regido de contato com a particula ou o
microorganismo forma-se a taga fagocitica e inicia-se a extensdo da membrana. A
etapa de englobamento consiste na formagéo de pseuddépodos que envolvem a
particula ou microorganismo. Por fim, a membrana plasmatica do fagocito se

fusiona, o que resulta na formagéo do fagossomo e internalizagéo da particula ou
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microorganismo. Apos os eventos envolvidos na internalizagéo, ocorre em geral a
degradacéo das particulas ingeridas, como microorganismos, células senescentes
e particulas estranhas ao organismo (PAUL, 2003; SWANSON, 2008).

Em resposta a fagocitose, as células fagociticas aumentam o consumo de
oxigénio (STAFFORD et al., 2002). Os radicais intermediarios do oxigénio (ROI)
s&o importantes moléculas microbicidas produzidas por células fagociticas, como
macréfagos e neutréfilos (DINAUER, 1993; SEGAL, 1996). Os ROl sdo um grupo
de moléculas produzidas em processos metabdlicos, principalmente a partir da
redugao do oxigénio molecular (O;). O complexo de enzimas responsavel pela
indugdo da explosao respiratéria é conhecido como oxidase da exploséo
respiratéria ou NADPH oxidase (nicotinamida adenina dinucleétideo fosfato
oxidase). Durante a fagocitose, ocorre a montagem da NADPH oxidase na
membrana do fagossomo em formagdo com subseqiente liberacdo de ROI. Em
organismos superiores, os ROl sdo componentes-chave na resposta imune inata,
e, em mamiferos, a NADPH oxidase tem participacdo na produg¢éo de ROI pelas
células fagociticas ativadas e, consequientemente, na morte de microorganismos
(BOGDAN, 2007).

Em paralelo a montagem da NADPH oxidase na membrana do fagossomo
com subsequente liberagdo de ROI, ocorre a maturagdo do fagossomo. Esta
maturacdo é realizada a partir de fusbes do fagossomo com vesiculas da via
endocitica, levando por fim a formacdo do fagolisossomo. Este novo
compartimento € um microambiente acido devido a agéo de préton ATPases e
apresenta alta capacidade hidrolitica devido a presenca de enzimas lisossomais,
as quais atuam na degradagdo da particula ou microorganismo fagocitado

(STUART & EZEKOWITZ, 2005; KINCHEN & RAVICHANDRAN, 2008). No
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interior dos fagolisossomos, os patdgenos intracelulares sofrem degradagdo por
acgao conjunta das enzimas hidroliticas e dos ROL.

Ao longo do processo evolutivo, alguns microorganismos desenvolveram
estratégias que inibem a acdo desses mecanismos microbicidas dos fagécitos.
Tais mecanismos permitem a sobrevivéncia de patégenos dentro de
compartimentos fagolisossomais, modificagdo do compartimento impedindo a
fus&o com lisossomos ou escape do fagossomo antes da fusdo com lisossomos
(ALBERTS et al., 2004).

Microorganismos como protozoarios do género Leishmania e a bactéria
Coxiella burnetii conseguem sobreviver dentro de fagolissomos por resistir a
ambientes acidos e a acdo das enzimas hidroliticas (SCIANIMANICO et al., 1999;
MAURIN et al., 1992). J& Mycobacterium tuberculosis, por exemplo, consegue
modular a maturagdo do fagossomo e evitar que haja a fusdo com lisossomos,
permanecendo em um compartimento com caracteristicas de endossomo primario
(RUSSELL, 2001). Por fim, patogenos como Listeria monocytogenes e Shigella
flexneri secretam enzimas que degradam a parede do fagossomo, o que promove
o rompimento da membrana e liberagdo das bactérias no citoplasma. Dessa
maneira, esses patogenos evitam a fusdo do fagossomo com o lisossomo e
ganham acesso ao citoplasma da célula onde se multiplicam (GOETZ et al.,
2001). Essas estratégias permitem que patoégenos intracelulares modulem os
mecanismos microbicidas da célula hospedeira durante o processo fagocitico.

Recentemente foi demonstrado que a via fagocitica se comunica com a via
autofagica, e que essa comunicagdo reforga o0os mecanismos microbicidas
envolvidos na resposta imune inata. Foi evidenciada a conex&o entre a fagocitose

e a autofagia a partir da correlagdo do processo autofagico com a sinalizagdo
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mediada pelo reconhecimento de PAMPs via TLRs. Sanjuan e colaboradores
(2007) mostraram que o reconhecimento via TLR2 promove répido recrutamento
de elementos da via autofagica para o fagossomo, o que resulta em um processo
de fus&o com lisossomo mais rapido quando comparado com uma fagocitose sem
estimulagdo do TLR2. Adicionalmente, foi mostrado que ha desencadeamento do
processo autofagico em resposta a sinalizagao via TLR4 e TLR7 (XU et al., 2007;
DELGADO et al., 2008). Esses estudos mostram que, em células infectadas por
M. tuberculosis, a indugao de autofagia a partir do reconhecimento e estimulo de
TLR4 e TLR7 promove a fusdo dos fagossomos das bactérias com
autofagossomos e a redugado da viabilidade dos bacilos. Esse reconhecimento
sinaliza para o desenvolvimento de uma possivel estratégia terapéutica para o
combate a infecgdo de microrganismos intracelulares a partir da modulagéo da
autofagia via TLRs. O que sugere a autofagia como um processo celular
complementar a fagocitose durante a resposta da imunidade inata a infecgéo por

patdgenos intracelulares.

1.1.5 AUTOFAGIA

A autofagia € uma importante via de degradagdo de macromoléculas
intracelulares em células animais. Foi, originalmente, descrita como um
mecanismo importante para manutencéo da homeostase celular (MORTIMORE &
SCHWORER, 1977). Ela consiste em um processo fisiologico natural que possui
importancia fundamental para a renovagéo celular e aquisicdo de energia em

condigbes de estresse (KLIONSKY & EMR, 2000). A degradac&o de proteinas e
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organelas celulares € um processo conservado evolutivamente e ocorre pela
integrag&o da via autofagica com lisossomos (KLIONSKY & OHSUMI, 1999).

Aspectos morfolégicos de células em autofagia foram, inicialmente,
caracterizados em células de mamiferos. Por outro lado, estudos da genética de
levedo Saccharomyces cerevisae permitiram a identificagéo de genes e moléculas
envolvidos na via autofagica (MEIJER & CODOGNO, 2004). Em mamiferos foram
descritas microautofagia, macroautofagia, conhecida como autofagia, e autofagia
mediada por chaperonas, como as principais vias autofagicas (CUERVO, 2004).

A autofagia ocorre naturalmente em células, porém pode ser induzida em
resposta a situagbes diferentes de estresse, como baixa concentragdo de
nutrientes, alteragdo do volume celular, estresse oxidativo, acimulo de proteina
citoplasmatica, sinalizagdo hormonal, irradiagdo, tratamento xenobidtico e
elevacao de temperatura (MEIJER & CODOGNO, 2004). O processo autofagico
em resposta as baixas concentragdes de nutrientes (Starvation) vem sendo
amplamente estudado devido a sua importancia fisiolégica, visto que aminoacidos
disponibilizados no processo autofagico sao utilizados no metabolismo da célula
(van SLUIJTERS et al., 2000).

O processo autofagico ocorre de maneira ordenada (Fig. 2). Inicialmente,
uma por¢do do citoplasma e algumas organelas, como reticulo endoplasmatico,
mitocOndria e peroxissomos sdo sequestrados por uma camada dupla de
membrana, originando o autofagossomo. A origem dessa membrana dupla é
desconhecida, mas evidéncias indicam que essa estrutura origina-se de regides
do reticulo endoplasmatico sem ribossomos (DUNN, 1990a). Posteriormente, o
autofagossomo funde-se com lisossomos, perde a membrana interna e torna-se

acido devido a aquisicdo de proteinas e enzimas lisossomais. Essa organela é
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chamada de autofagolisossomo ou autolisossomo, onde o material sequestrado €
degradado (DUNN, 1990b). Todas as etapas envolvidas no processo autofagico
séo dependentes de ATP (KIM & KLIONSKY, 2000) e da sinalizagdo de moléculas
que modulam a atividade e expressdo de genes relacionados a autofagia (MEIJER

& CODOGNO, 2004).

Figura 2: Via autofagica. A autofagia se inicia com o sequestro de porgéo do citoplasma e/ou
organelas por um compartimento denominado de fagéforo. Posteriormente, ha a formagéo do
autofagossomo, que é uma vesicula que caracteristicamente possui dupla membrana. Em seguida
ocorre a maturagdo do autofagossomo. Este pode primariamente se fusionar com endossomos
(anfissomo) ou pode se fusionar direto com lisossomos e formar o autolisossomo. No interior do
autolisossomo o material seqiestrado é degradado (Modificado de KLIONSKY, 2007).

Foi demonstrado que a cinase mTOR (mamalian Target Of Rapamycin
kinase) exerce um papel importante na sinalizagdo da autofagia em células

eucaridticas. mTOR participa da via de sinalizagdo envolvidas no crescimento e
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metabolismo de células, sendo regulada por fatores de crescimento, nutrientes,
energia e estresse (WULLSCHLEGER et al., 2006). A primeira evidéncia para a
fungdo da mTOR no controle da autofagia foi obtida em hepatocitos de ratos,
quando o efeito da rapamicina — droga que inibe a fungdo da cinase mTOR -
induziu a autofagia em presenga de aminoacidos (BLOMMAART et al., 1995).
Posteriormente, a mesma estimulagdo da autofagia foi observada em levedo
(NODA & OHSUMI, 1998). Em células de mamiferos, a atividade da cinase p70S6
€ regulada pela agéo da cinase mTOR (THOMAS & HALL, 1997; BROWN et al.,
1995). Ainda nessa via de sinalizagéo, a fosforilagdo da proteina ribossomal S6
pela cinase p70S6 esta diretamente relacionada com a inibigdo da via autofagica
(BLOMMAART et al., 1995).

Dados também mostram que distintas classes de fosfatidilinositol-3 fosfato
cinase (PI3K) e GTPases sdo essenciais nesse processo de formacdo de
vacuolos autofagicos por estarem envolvidas na regulacdo e fusédo vesicular. Seja
favorecendo o processo, como a PI3K classe Ill, ou atuando no controle da
autofagia, como PI3K classe | (PETIOT et al., 2000).

Recentemente, a autofagia vem sendo alvo de diversos estudos que
demonstram sua participag@o no controle ou favorecimento da infecgéo por alguns
patégenos intracelulares. Alguns microorganismos intracelulares interagem com a
via autofagica na célula hospedeira e desenvolvem estratégias distintas de
sobrevivéncia. Porphyromonas gingivalis e Brucella abortus, por exemplo,
induzem a formacéo de autofagossomos, o que favorece sua sobrevivéncia em
células infectadas (KIRKEGAARD et al., 2004). Coxiella burnetti, apesar de nao
induzir vacuolos autofagicos, tem sua sobrevivéncia e replicagdo favorecidas

mediante indugdo de autofagia (GUTIERREZ et al.,, 2005). De forma distinta,



cepas virulentas de Legionella pneumophila promovem um atraso na formagéo de
autofagolisossomos em macréfagos infectados, favorecendo o estabelecimento da
infecgdo (KIRKEGAARD et al., 2004). Alternativamente, em macréfagos humanos,
a indugao de autofagia inibe a sobrevivéncia de cepas avirulentas e virulentas de
Mycobacterium tuberculosis (GUTIERREZ et al., 2004).

Pouco se sabe sobre a interferéncia da autofagia na infeccdo por
Leishmania. Evidéncias indicam que o vacuolo parasitéforo induzido por L.
mexicana, espécie do mesmo complexo que L. amazonensis, adquire nutrientes
citosodlicos por microautofagia (SCHAIBLE ef al., 1999). E recentemente, Pinheiro
e colaboradores (2009) demonstraram que a inducdo de autofagia promove
aumento da carga parasitaria em macrofagos de camundongos BALB/c infectados
por L. amazonensis. Estes dados sugerem a participagdo do processo autofagico
na infecgao por Leishmania, o que indica que a via autofagica pode estar sendo
ativada durante a infec¢do, o que viria a favorecer a sobrevivéncia do parasito no
interior de macréfagos infectados. Dessa maneira, a partir do acesso ao contetdo
citoplasmatico através da interagdo com a via autofagica, o parasito passa a ter
uma permanente fonte de nutrientes que vem a favorecer sua multiplicacdo com
conseqlente estabelecimento e disseminagdo da infecgdo (como discutido por
GUTIERREZ et al., 2005). Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o papel da

autofagia na infecg&o de macrofagos de camundongos CBA/J por L. amazonensis.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Para compreensdo dos mecanismos que controla a infecgdo por
Leishmania a elucidagéo dos eventos que ocorrem durante interagdo parasito
célula-hospedeira € de fundamental importancia para o desenvolvimento de novas
estratégias que auxiliem no controle da doenca. Dessa maneira, estudos que
visem abordar aspectos ainda pouco explorados da interagdo macréfago-
Leishmania tornam-se ferramentas que irdo somar novos conhecimentos nesta
area.

Em estudo anterior, Schaible e colaboradores (1999) sugerem que o
vacuolo parasitéforo induzido por L. mexicana adquire nutrientes citosolicos por
microautofagia. Esse dado correlacionou pela primeira vez a participagdo do
processo autofagico com a infecgao por Leishmania, 0 que sugere que 0 processo
autofagico pode interagir positivamente com o parasito. Recentemente, Pinheiro e
colaboradores (2009) demonstraram que a indugdo de autofagia promove
aumento da carga parasitaria em macrofagos de camundongos BALB/c infectados
por L. amazonensis.

A autofagia vem sendo descrita como um mecanismo do sistema imune
inato e adaptativo envolvido na infeccdo por diversos microorganismos
intracelulares, sendo protetor ou favorecendo o estabelecimento da infeccéo a
depender do parasito (LEVINE & DERETIC, 2007). Nesse contexto, a infeccéo
por alguns microorganismos pode ser favorecida ou ndo pela inducdo de
autofagia em células previamente infectadas. O processo autofagico ao mesmo
instante que inibe a sobrevivéncia intracelular de M. turbeculosis, é capaz de
favorecer a multiplicacdo de C. burnetii dentro de vaculolos parasitéforos que

adquirem caracteristicas autofagicas (GUTIERREZ et al., 2004, GUTIERREZ et
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al., 2005). O que torna evidente que a interagdo positiva ou negativa do processo
autofagico com comportamentos induzidos pelos microorganismos intracelulares
depende das caracteristicas inerentes a maneira do patdgeno interagir com a
célula-hospedeira.

Ja que L. mexicana interage com a via autofagica e é espécie do mesmo
complexo que L. amazonensis, & possivel que similarmente, o vaculolo por ela
induzido interaja com a via autofagica e adquira nutrientes citosélicos que
favorecam sua sobrevivéncia intracelular. Além disso, o vacuolo parasitdforo de L.
amazonensis € semelhante em tamanho e em constituicdo ao de C. Burnetii
(VERAS et al.; 1995; VERAS et al.; 1994; RUSSELL et al.; 1992). Assim, como
ocorre com C. burnetii, o vacuolo parasitéforo de L. amazonensis pode estar
conectando-se com a via autofagica, o que favoreceria o estabelecimento da
infeccao. Além disso, foi demonstrado recentemente que L. amazonensis se
beneficia da inducdo de autofagia (PINHEIRO et al., 2009). Dessa forma, foi
estabelecida a hipétese de que a indugdo de autofagia favoreceria a
sobrevivéncia intracelular do parasito em macréfagos peritoneais inflamatérios de

camundongos CBA/J infectados por L. amazonensis.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da autofagia na infeccao, in vitro, de macréfagos de

camundongos CBA/J por L. amazonensis.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Determinar o efeito da indugéo de autofagia sobre o curso da infecgéo de

macréfagos de camundongos CBA/J por L. amazonensis.

e Avaliar o efeito da autofagia sobre a fagocitose de L. amazonensis por

macréfagos de camundongos CBA/J.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogénicos das linhagens CBA/J, BALB/c e
C57BL/6, fémeas ou machos, com 6 a 10 semanas de idade, obtidos e mantidos
no Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - FIOCRUZ-BA (Protocolo
ndmero 112 do CEUA — Comité de Etica no Uso de Animais). Os animais foram
alimentados com ragédo comercial balanceada e agua acidificada e permaneceram

sob condigdes controladas de temperatura, luminosidade e umidade.

2.2 PARASITOS

Os parasitos da espécie L. amazonensis (cepa MHOM/Br88/Ba-125)
utilizados neste trabalho foram cedidos pelo Laboratério de Imunologia e
Parasitologia e mantidos no Laboratério de Patologia e Biointervencgéo - Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz - FIOCRUZ-BA.

Os parasitos foram mantidos por passagens sucessivas em animais
(camundongos da linhagem C57BL/6) para a manutengdo da viruléncia e
infectividade. Antes da sua utilizacdo nos experimentos, os parasitos foram
isolados dos linfonodos popliteos desses camundongos e mantidos em cultura
axénica por, no maximo, sete passagens, em meio Schneider completo,
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (GIBCO) e gentamicina

(SIGMA) na concentragdo de 50 pg/mL.
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As promastigotas foram cultivadas em estufa BOD a 24°C. O crescimento
das culturas de promastigotas foi acompanhado diariamente, pela contagem em
céamara de Neubauer. Promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria

foram utilizadas para a infecgéo.

2.3 OBTENCAO E CULTIVO DE MACROFAGOS

2.3.1 MACROFAGOS PERITONEAIS INFLAMATORIOS

Ascite foi induzida em camundongos CBA/J por injecéo intraperitoneal de
3,0 mL de tioglicolato a 3% (SIGMA), maturado por pelo menos 30 dias. Apéds 4
dias da injecédo de tioglicolato, os animais foram submetidos a eutanasia e os
macrofagos peritoneais de exsudado inflamatério foram obtidos através de
lavagens da cavidade peritoneal dos camundongos com uma solu¢do gelada
(4°C) de salina com heparina sodica (DISOTRON) em uma concentragéo de 20
Ul/mL. Em seguida, apds centrifugacdo de 100Xg a 4°C por 10 minutos, houve
quantificagdo do numero de ceélulas obtidas por contagem em cémara de
Neubauer. Posteriormente, foi feito o plaqueamento das células, em placas de 24
pogos na concentragao de 2 x 10° macrofagos por poco em meio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) completo [DMEM suplementado com 10% de
soro bovino fetal inativado (GIBCO), 2 g/L de bicarbonato de sédio (SIGMA),
25mM de HEPES (SIGMA), 1mM de glutamina (SIGMA) e 0,2% de ciprofloxacina
(CLARIS)]. As culturas foram mantidas por 18 horas a 37°C em estufa

suplementada com 5% de CO..
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2.3.2 MACROFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES

Macréfagos peritoneais residentes foram obtidos a partir de lavagens da
cavidade peritoneal dos camundongos com uma solugéo gelada (4°C) de salina
com heparina sodica (DISOTRON) em uma concentracdo de 20 Ul/mL. Em
seguida, os macrofagos foram contados e plaqueados em meio DMEM completo
na concentragao de 2 x 10° por poco, em placas de 24 pogos e cultivados por 18

horas a 37°C em estufa suplementada com 5% de CO,.

2.3.3 MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA OSSEA

Camundongos foram submetidos a eutanasia e tiveram as patas traseiras
removidas. Apos retirada e limpeza do fémur e da tibia do camundongo, as duas
epifises foram seccionadas e com a seringa de 10 mL, conectada a uma agulha
de 21g ou 22g foi injetado meio RPMI completo [RPMI suplementado com 20mM
de Hepes, 2 g/L de bicarbonato, 20% de soro bovino fetal inativado (GIBCO),
1mM de glutamina (SIGMA) e 0,2% de ciprofloxacina (CLARIS)] para retirar a
medula oOssea. As células foram armazenadas em tubos de 50 mL,
homogeneizadas e centrifugadas a 225Xg por 5 minutos a 4°C. Foram entédo
ressuspensas em RPMI completo e passadas na seringa conectada a uma agulha
de 19g, em volume final de 10 mL por placa. Apos 24 horas, foram recuperados
os precursores de macrofagos derivados de medula 6ssea (BMM®), lavando as
placas com o préprio meio de cultura e transferindo o sobrenadante contendo
células precursoras para um tubo de 50 mL. As células foram centrifugadas por 5
minutos a 225Xg a 4°C, apos desprezar o sobrenadante, as células foram
ressuspensas em meio RPMI completo com 30% de sobrenadante de células
L929, em volume final de 10 mL por placa. No 4° dia de cultura, foi adicionado

mais 5 mL de meio RPMI completo com 30% de sobrenadante de L929 (somando
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15 mL por placa). No 5° dia de cultivo, foi coletado o meio de cultura envelhecido.
Em seguida, foi feita uma lavagem rapida, a fim de retirar as células no
aderentes. Na placa contendo os macréfagos aderidos, foi adicionado 5 mL de
PBS-EDTA 5mM (SIGMA) gelado (4°C) e mantidos em gelo por 10 minutos.
Posteriormente, as placas foram lavadas com jatos vigorosos de PBS-EDTA 5
mM gelado (4°C), sempre colocando o lavado em tubo de 50 mL. Por fim, as
células foram centrifugadas por 10 minutos a 225xg a 4°C e ressuspensas em
DMEM completo, contadas e plagueadas em DMEM completo na concentragdo
de 2 x 10° por poco, em placas de 24 pogos e cultivadas por 18 horas a 37°C em

estufa suplementada com 5% de CO..

2.4 INDUGCAO FISIOLOGICA OU FARMACOLOGICA DE AUTOFAGIA EM

MACROFAGOS

Para indug&o de autofagia os macréfagos foram incubados em meio pobre
em nutrientes EBSS - Earl’s Balanced Salt Solution - SIGMA — em estufa
suplementada com 5% de CO, para indugdo de autofagia por privacdo de
aminoacidos (Starvation), descrita como indugdo fisiolégica de autofagia
(MUNAFO & COLOMBO, 2001). Para indugcdo farmacolégica de autofagia,
macréfagos foram incubados em meio rico em nutrientes (DMEM completo) em
presenca de 50 pug/mL de rapamicina (SIGMA), droga que inibe a atividade da
cinase mMTOR (NODA & OHSUMI, 1998) e induz o processo autofagico mesmo
em presenca de nutrientes.

Em alguns ensaios macréfagos foram incubados em meio pobre em

nutrientes EBSS e induzido a autofagia fisiologica, mas em presenca de
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wortmanina 100 nM (SIGMA), droga que inibe a atividade de PI3K e,
consequentemente, a maturagdo dos autofagossomos em autofagolisossomos

(ESKELINEN, et al., 2002; BLOMMAART et al., 1997).

2.5 AVALIACAO DO EFEITO DA AUTOFAGIA SOBRE O CURSO DA INFECCAO
DE MACROFAGOS PERITONEAIS INFLAMATORIOS DE CAMUNDONGOS

CBA/J POR L. amazonensis

Para avaliar o efeito da indugcdo de autofagia em macréfagos peritoneais
inflamatérios de camundongos CBA/J infectados, in vitro, por L. amazonensis,
macrofagos foram infectados com promastigotas em fase estacionaria na
proporgéo de 10 parasitos por célula (10:1) e reincubados por 6 horas a 37°C em
estufa suplementada com 5% de CO,. Apés esse periodo, as células foram
lavadas com solugéo salina para retirada das promastigotas ndo internalizadas.
Em seguida, macrofagos foram induzidos a autofagia fisiolégica e farmacolégica
(como descrito no item 2.4). Em paralelo, um grupo induzido a autofagia
fisioloégica foi incubado em presenga de wortmanina (como descrito no item 2.4).
Nestes experimentos, macréfagos incubados em meio DMEM completo durante
todo o curso da infecgéo foram considerados como grupo controle. Em seguida, 1
hora e meia, 3 horas e 6 horas apo6s a inducdo de autofagia, as células foram
fixadas, coradas por H&E e ao menos 400 células foram contadas ao microscépio
optico. Foram determinados o percentual de células infectadas e o numero de

parasitos por macrofago.
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2.6 AVALIACAO DO EFEITO DA AUTOFAGIA SOBRE A CARGA PARASITARIA
DE L. amazonensis EM MACROFAGOS PERITONEAIS INFLAMATORIOS DE

CAMUNDONGOS CBA/J INFECTADOS

O efeito da indugdo de autofagia sobre a carga parasitaria de macréfagos
peritoneais inflamatorios de camundongos CBA/J infectados por L. amazonensis
foi avaliado. Macrofagos foram infectados com promastigotas em fase
estacionaria na propor¢ao de 10 parasitos por célula (10:1) e reincubados por 6
horas a 37°C em estufa suplementada com 5% de CO,. Apds esse periodo, as
células foram lavadas com solugdo salina para retirada das promastigotas nao
internalizadas. Em seguida, macréfagos foram induzidos a autofagia fisiologica e
farmacologica (como descrito no item 2.4). Em paralelo, um grupo foi induzido a
autofagia fisiolégica em presenga de wortmanina. Nestes experimentos, apos a
infecgdo macréfagos foram reincubados em meio DMEM completo e utilizados
como grupo controle nao tratado. Em seguida, 1 hora e meia, 3 horas e 6 horas
apés a inducdo de autofagia, as células tiveram o meio trocado por meio
Schneider completo e foram reincubadas em estufa BOD a 24°C. Apos 3 dias de
cultura foi determinada a carga parasitaria a partir de contagem das
promastigotas em camara de Neubauer (adaptado de RIBEIRO-GOMES et al.,

2004).
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2.7 AVALIAGAO DO EFEITO DA AUTOFAGIA SOBRE A FAGOCITOSE EM

MACROFAGOS MURINOS

Para avaliar o efeito in vitro da indugdo de autofagia sobre a capacidade
fagocitica de macréfagos murinos, as células foram induzidas a autofagia
fisiologica e farmacoldgica (como descrito no item 2.4) e incubadas por 2 horas a
37°C em estufa suplementada com 5% de CO,. Células controle foram incubadas
durante as 2 horas apenas em meio DMEM completo. Em seguida, as células
foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria na
proporgdo de 10 parasitos por celula (10:1), ou expostas a levedo morto
(Sarccharomyces cerevisae - SIGMA) na proporgdo de 10 particulas por
macréfago (10:1), por 15, 30 e 60 minutos. Apdés a infeccdo ou adi¢gdo de
particulas, as células foram fixadas, coradas por H&E e ao menos 400 células
foram contadas ao microscopio Optico. Foi determinado o percentual de

fagocitose e o numero de parasitos ou particulas por macréfago.

2.8 AVALIACAO ULTRA-ESTRUTURAL DE MACROFAGOS EM AUTOFAGIA

Para avaliar aspecto ultra-estrutural de macréfagos induzidos a autofagia,
antes ou apoés a infecgdo, ou exposicdo a particulas de levedo, os macrofagos
foram distribuidos em placas de 6 pogos na concentragdo de 2 x 10° por pogo. Ao
final dos experimentos, as células foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em
tampao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2, péds-fixadas em tetroxido de ésmio 1%
em tampao cacodilato de sodio 0,1M, ferrocianeto de potassio 0,8% e cloreto de

calcio 5mM ao abrigo da luz por 40 minutos em temperatura ambiente. A seguir,
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as células foram lavadas no mesmo tampéo e desidratados em concentragfes
crescentes de acetona (30 — 100%) por 10 minutos. As amostras foram
emblocadas em resina epoxi Polybed (POLYSCIENCES). Apds polimerizagéo,
cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo e coletados em grades de cobre
de malha 400. Os cortes contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo
foram observados ao microscopio eletrénico de transmisséo (Zeiss EM 109 a 80

kV), e foi feita a analise ultra-estrutural dos macréfagos em autofagia.

2.9 AVALIACAO DO EFEITO DA REVERSAO DA AUTOFAGIA SOBRE A

FAGOCITOSE DE PARTICULAS POR MACROFAGOS

Para avaliar o efeito da reversdo de autofagia sobre a capacidade
fagocitica de macréfagos expostos in vitro a levedo, macréfagos peritoneais
inflamatérios foram induzidos a autofagia fisiolégica (como descrito no item 2.4) e
incubados por 2 horas a 37°C em estufa suplementada com 5% de CO,. O grupo
controle foi incubado em meio DMEM completo durante todo o experimento a
37°C em estufa suplementada com 5% de CO,. Em seguida, as células foram
incubadas em presenga de levedo morto (S. cerevisae) na proporgéo de 10
particulas por macréfago (10:1) por 1 hora. Apds esse periodo, um grupo de
macroéfagos que estava em meio pobre em nutrientes foi reincubado em meio rico
em nutrientes, e um segundo grupo mantido durante todo o experimento em meio
pobre em nutrientes. Apds o periodo de 1 hora adicional de incubagéo, as células
foram fixadas, coradas por H&E e ao menos 400 células foram contadas ao
microscopio oOptico. Foi determinado o percentual de fagocitose e o numero de

particulas por macréfago.
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2.10 AVALIACAO DA CO-LOCALIZACAO DE ZIMOSAN COM TACAS DE

ACTINA EM MACROFAGOS MURINO EM AUTOFAGIA

Foi feita avaliacdo da co-localizagdo de particulas de zimosan com tacgas
de actina em macrofagos submetidos a autofagia. Macréfagos peritoneais
inflamatdrios foram induzidos a autofagia fisiolégica ou farmacolégica (como
descrito no item 2.4) e incubadas por 2 horas a 37°C em estufa suplementada
com 5% de CO,. Em paralelo, como controle positivo, um grupo foi incubado em
DMEM completo por 2 horas, mas em presenga de wortmanina 100nM. A
wortmanina promove inibicdo da atividade de PI3K, o que impede a etapa de
internalizagdo no processo fagocitico, contudo nao inibe a etapa de ligagéo da
particula com a célula (PAUL, 2003; ARAKI et al., 1996). Neste grupo teremos a
interacdo da particula com a célula sem que haja fagocitose. Células controle
foram incubadas durante as 2 horas apenas em meio DMEM completo. Logo em
seguida foi feita a adigdo de zimosan-FITC (SIGMA) na propor¢gdo de 10
particulas por macréfago (10:1), e as placas foram centrifugadas a 4°C por 5
minutos a 500Xg e incubadas a 4°C por 10 minutos. Esse procedimento permite
que ocorra a interagdo sem haver internalizacdo das particulas. Apds esse
periodo, foi feita a lavagem para retirada de particulas ndo aderidas, e as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% (SIGMA) por 20 minutos. As células entdo
foram coradas com DAPI (VECTARSHIELD), que marca nucleo em azul, e com
faloidina 0,16 pug/mL (SIGMA) que marca actina polimerizada em vermelho. Em
seguida, as células foram analisadas ao microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX51) acoplado a um sistema de cémera (Olympus Q-Colors). Foram

fotografados 5 campos de cada grupo e as imagens foram e montadas utilizando
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o programa Image-Pro Plus 6.0. A avaliagdo da co-localizagédo foi feita por
contagem de pelo menos 600 células nos 5 campos fotografados utilizando o
Image-Pro Plus 6.0. Foi determinado o percentual células marcadas em vermelho
que co-localizaram com zimosan-FITC em verde. Que podemos inferir como
etapa da fagocitose de ligagédo da particula com a célula. Etapa na qual as tagas

de actina ja foram formadas (PAUL, 2003).

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os graficos e a analise estatistica foram feitos utilizando o programa
GraphPad Prism, versao 5.00 - GraphPad Software Incorporate. Os graficos em
barra representam as médias + SD (desvio padrdo) ou SE (erro padréo) dos
grupos dentro de um experimento ou do conjunto de experimentos,
respectivamente. Todos os experimentos foram feitos pelo menos em triplicata e
repetidos quatro vezes. Para comparacéo entre os grupos foi utilizado One-way
ANOVA e o pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p < 0,05.



44

3 RESULTADOS

3.1 EFEITO DA INDUCAO DE AUTOFAGIA SOBRE O CURSO DA INFECGCAO

DE MACROFAGOS DE CAMUNDONGOS CBA/J POR L. amazonensis

Macrofagos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis por 6
horas. Em seguida foi feita a lavagem das células para retirada dos parasitos nao
internalizados e foi feita a indugéo de autofagia. Macréfagos foram reincubados
em meio EBSS para indugéo fisiolégica de autofagia em auséncia (Starvation) ou
presenca de wortmanina (Wortmanina). Em paralelo, outro grupo foi induzido
farmacologicamente a autofagia (Rapamicina). E o grupo controle foi reincubado
apenas em meio DMEM completo (Controle). Posteriormente, em diferentes
momentos (Fig. 3), as células foram fixadas e o percentual de células infectadas e
o numero de parasitos por célula foi determinado. Além disso, em um segundo
instante as células ao invés de serem fixadas tiveram o meio de cultura trocado
por meio Schneider completo e foram reincubadas. Apos trés dias, foi feita a
contagem dos parasitos liberados no meio de cultura para determinar a carga
parasitaria.

Em todos os tempos avaliados, apés a indugdo de autofagia, ndo foi
observada alteragao no percentual de macréfagos infectados (Fig. 3A, p > 0,05) e
no numero de parasitos por célula (Fig. 3B, p > 0,05) em células infectadas por L.
amazonensis. Entretanto, a indugado fisiolégica de autofagia em macrofagos
infectados por L. amazonensis promoveu aumento da carga parasitaria (Fig. 4). A
partir de trés horas apés a indugéo de autofagia, houve aumento de 60% da carga

parasitaria em comparagdo com o grupo controle (p < 0,05). Entretanto, a indugdo
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farmacoldgica promoveu redugdo acentuda da carga parasitaria (Fig. 4, p < 0,05).
A adicdo de wortmanina em células em autofagia fisiologica reverteu
discretamente o efeito induzido pela incubagdo em meio pobre em nutrientes, e
promoveu no tempo de 6 horas redugao de 30% na carga parasitaria (Fig. 4, p <

0,05).
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Figura 3 — A indugdo de autofagia ndo altera o percentual de macroéfagos infectados por L.
amazonensis. Macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J (2 x 105/mL) foram
infectados com promastigotas de L. amazonensis (10:1). Apds 6h, as células foram lavadas para
retirada de promastigotas néo internalizadas e reincubadas em DMEM completo em auséncia
(Controle) ou em presenga de rapamicina 50 pug/mL para indugdo farmacolégica de autofagia
(Rapamicina). Em paralelo, células foram incubadas em meio EBSS para indugdo de autofagia
fisiologica em auséncia (Starvation) ou em presenga de wortmanina 100 nM (Wortmanina).
Diferentes momentos apés fixagéo, foram determinados o percentual de macréfagos infectados
por L. amazonensis (A) e o nimero de parasitos por macréfago (B). As barras correspondem a

média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata + SE (ANOVA, p >
0,05).
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Figura 4 — A indugdo de autofagia fisiolégica promove aumento da carga parasitaria de L.
amazonensis em macrofagos infectados. Macrofagos peritoneais inflamatérios de
camundongos CBA/J (2 x 10°/mL) foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (10:1).
Apos 6h, as células foram lavadas para retirada de promastigotas nédo internalizadas e
reincubadas em DMEM completo em auséncia (Controle) ou em presenga de rapamicina 50
pg/mL para indugdo farmacoldégica de autofagia (Rapamicina). Em paralelo, células foram
incubadas em meio EBSS para indugéo de autofagia fisiolégica em auséncia (Starvation) ou em
presencga de wortmanina 100nM (Wortmanina). Diferentes momentos apés a indugéo de autofagia
as células tiveram o meio de cultura trocado por meio Schneider completo e foram reincubadas.
Apos trés dias de cultura foi feita a contagem dos parasitos e determinada a carga parasitaria. As
barras correspondem a média de um experimento realizado em quintuplicata + SD (ANOVA, * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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3.2 EFEITO DA INDUGAO DE AUTOFAGIA SOBRE A CAPACIDADE

FAGOCITICA DO MACROFAGO MURINO

Macréfagos foram submetidos a indugcdo de autofagia fisiologica
(Starvation) ou farmacologica (Rapamicina), conforme descrito em material e
métodos (item 2.4). Ap6s duas horas, as células foram infectadas por L.
amazonensis. Diferentes momentos ap6s a infecgéo, as células foram fixadas e
tiveram o percentual de fagocitose e numero de parasitos por células
determinados.

Foi observado que a prévia indugédo de autofagia inibiu a fagocitose de L.
amazonensis a partir de 30 minutos em uma proporgéo crescente que chegou a
50% em 60 minutos (Fig. 5A, p < 0,05). Similarmente, a partir de 30 minutos,
houve redugao de 25% no numero de parasitos internalizados por macréfago (Fig.

5B, p < 0,05).
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Figura 5§ — A indugdo prévia de autofagia inibe a fagocitose de L. amazonensis por
macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J. Macrofagos peritoneais
inflamatérios de camundongos CBA/J (2 x 10°/mL) foram incubados em meio EBSS para indugao
fisiologica de autofagia (Starvation), ou incubados em DMEM completo em auséncia (Controle)
ou presenca de rapamicina 50 pg/mL para indugdo farmacoldgica de autofagia (Rapamicina).
Duas horas apos, as células foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis (10:1). Em
diferentes tempos apos a infecgédo, as células foram fixadas e foi determinado o percentual de
macréfagos infectados por L. amazonensis (A) e o nimero de parasitos por macréfago (B). As
barras correspondem a média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata
+ SE (ANOVA, * p <0,05; ** p < 0,01).
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Posteriormente, foi avaliado se o efeito inibitério da inducdo prévia de
autofagia € um mecanismo especifico para fagocitose de Leishmania. Assim,
macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J foram previamente
induzidos & autofagia por 2 horas. Em seguida, foi adicionado as culturas
particulas de levedo. Foi observado que a prévia indugdo de autofagia inibiu a
fagocitose de levedo a partir de 15 minutos em uma proporgdo crescente que
chegou a 70% com 60 minutos (Fig. 6A, p < 0,05). Adicionalmente, ja em tempo
precoce, houve redugdo de 25% no numero de particulas internalizadas por
macrofago (Fig. 6B, p < 0,05).

Foram feitas analises morfoldgicas tanto em microscopia 6ptica quanto
eletrénica dos macréfagos em autofagia e do grupo de células controle incubado
em meio DMEM completo. Em microscopia optica observaram-se, em macréfagos
em autofagia, particulas associadas as células com um numero reduzido de
particulas internalizadas (Fig. 7). Na analise por microscopia eletronica, nos
grupos induzidos a autofagia, observa-se citoplasma menos eletro-denso e a
presenca de inumeros vacuolos nascentes com dupla membrana, caracteristicas

de autofagossomos (Fig. 8).
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Figura 6 — A indugdo prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macréfagos
peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J. Macréfagos peritoneais inflamatérios de
camundongos CBA/J (2 x 10%mL) foram induzidos a autofagia fisiolégica (Starvation) ou
farmacolodgica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM
completo (Controle). Duas horas ap6s, as células foram incubadas em presenca de levedo (10:1).
Em diferentes tempos ap6s a adi¢cdo de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o
percentual de fagocitose de levedo (A) e o numero de levedo por macréfago (B). As barras
correspondem a média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata + SE

(ANOVA, * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001).
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Figura 7 — Analise por microscopia 6ptica de macréfagos induzidos a autofagia. Macréfagos
peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J (2 x 10°mL) foram induzidos 2 autofagia
fisiolégica (Starvation) ou farmacolégica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo
controle foi incubado em DMEM completo (Controle). Duas horas apés, as células foram
incubadas em presenga de levedo (10:1) por diferentes tempos. Em seguida, as células foram
fixadas e coradas por H&E e o aspecto da cultura avaliado por microscopia éptica. As setas
vermelhas indicam macrofagos que tem particulas de levedo associadas a superficie celular.
Observa-se no grupo controle particulas de levedo no interior de vacuolos (cabegas de setas
azuis). As imagens estdo em aumento de 500x. Resultado ilustrativo de um experimento.
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Figura 8 — Analise ultra-estrutural de macréfagos induzidos a autofagia. Macréfagos
peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J (2 x 10°/mL) foram induzidos a autofagia
fisiolégica (Starvation) ou farmacolégica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo
controle foi incubado em DMEM completo (Controle). Duas horas apés, as células foram
incubadas em presenca de levedo (10:1) por 30 minutos. Em seguida, as células foram fixadas e o
aspecto intracelular avaliado por microscopia eletrénica. Resultado ilustrativo de um experimento.
Os asteriscos indicam particulas de levedo e as setas autofagossomos nascentes. As imagens
estdo em aumento de 20.000x.
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Em seguida, foi feita uma avaliagdo para determinar se o efeito induzido
pela autofagia sobre a capacidade fagocitica seria um fenémeno restrito ao
modelo do macréfago peritoneal inflamatério de camundongos da linhagem
CBA/J. Primeiramente, macrofagos peritoneais residentes e macréfagos
derivados de medula, de camundongos CBA/J, foram previamente induzidos a
autofagia por 2 horas. Em seguida, as culturas foram expostas a particulas de
levedo. Assim como no modelo do macréfago peritoneal inflamatério, a indugéo
de autofagia alterou a capacidade fagocitica desses tipos celulares. Ha redugéo
de 80% do percentual de fagocitose e de 40% do numero de levedo por célula em
macroéfagos residentes (Fig. 9, p < 0,05), enquanto que em macréfagos derivados
de medula (Fig. 10) a reducdo & de 60 e 20% respectivamente, em todos os
tempos avaliados (p < 0,05).

Posteriormente, foi avaliado se redugdo da capacidade fagocitica
promovida pela prévia indugdo de autofagia seria uma peculiaridade do
background genético do camundongo CBA/J. Para isso, macréfagos peritoneais
inflamatorios de camundongos BALB/c e C57BL/6 foram previamente induzidos a
autofagia por 2 horas. Em seguida, as culturas foram expostas a particulas de
levedo. Similarmente, a autofagia promoveu a redugdo da capacidade fagocitica,
havendo redugdo de 25% em macrofagos de BALB/c (Fig. 11B, p < 0,05) e de
30% em macréfagos de C57BL/6 (Fig. 12A, p < 0,05). Em ambos os tipos
celulares o numero de particulas por célula foi 15% menor do que no grupo

controle (Fig. 11B e 12B, p < 0,05).
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Figura 9 — A indugdo prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macréfagos
peritoneais residentes de camundongos CBA/J. Macréfagos peritoneais residentes de
camundongos CBA/J (2 x 10°/mL) foram induzidos & autofagia fisioloégica (Starvation) ou
farmacolégica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM
completo (Controle). Duas horas apés, as células foram incubadas em presenca de levedo (10:1).
Em diferentes tempos apés a adigdo de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o
percentual de fagocitose de levedo (A) e o nimero de levedo por macrofago (B). As barras
correspondem a média de um experimento realizado em quintuplicata + SD (ANOVA, * p < 0,05; **
p <0,01; ** p <0,001).
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Figura 10 — A inducdo prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macréfagos
derivados de medula 6ssea de camundongos CBA/J. Macréfagos derivados de medula 6ssea
de camundongos CBA/J (2 x 10°mL) foram induzidos autofagia fisiolégica (Starvation) ou
farmacoldgica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM
completo (Controle). Duas horas apés, as células foram incubadas em presencga de levedo (10:1).
Em diferentes tempos apés a adigdo de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o
percentual de fagocitose de levedo (A) e o nimero de levedo por macréfago (B). As barras
correspondem a média de um experimento realizado em quintuplicata + SD (ANOVA, * p < 0,05; **
p <0,01; ** p <0,001).
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Figura 11 — A inducédo prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macréfagos
peritoneais inflamatérios de camundongos BALB/c. Macréfagos peritoneais inflamatérios de
camundongos BALB/c (2 x 10°mL) foram induzidos a autofagia fisiolégica (Starvation) ou
farmacol6gica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM
completo (Controle). Duas horas apds, as células foram incubadas em presencga de levedo (10:1).
Em diferentes tempos apés a adicdo de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o
percentual de fagocitose de levedo (A) e o numero de levedo por macréfago (B). As barras
correspondem a média de um experimento realizado em quintuplicata £ SD (ANOVA, * p < 0,05; **
p <0,01; *** p <0,001).
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Figura 12 — A indugdo prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macréfagos
peritoneais inflamatérios de camundongos C57BL/6. Macrofagos peritoneais inflamatérios de
camundongos C57BL/6 (2 x 10°mL) foram induzidos & autofagia fisiolégica (Starvation) ou
farmacolédgica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM
completo (Controle). Duas horas apoés, as células foram incubadas em presenca de levedo (10:1).
Em diferentes tempos apds a adigdo de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o
percentual de fagocitose de levedo (A) e o numero de levedo por macrofago (B). As barras
correspondem a média de um experimento realizado em quintuplicata + SD (ANOVA, * p < 0,05; **
p <0,01; *** p<0,001).
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Por fim, foi determinado o tempo minimo de indugéo de autofagia capaz de
interferir sobre a capacidade fagocitica do macréfago murino (Fig. 13). Dessa
forma, macrofagos inflamatérios de camundongos CBA/J foram induzidos a
autofagia em diferentes momentos, desde 120 minutos antes até inducéo
simultdnea a exposi¢do as particulas de levedo (tempo 0). As células foram
reincubadas e 30 minutos apds a exposi¢do foram fixadas e foi determinado o
percentual de fagocitose e o numero de levedo por célula. Foi observado que a
indugao de autofagia farmacologica mostrou-se eficiente em alterar a capacidade
fagocitica em todos os tempos avaliados, promovendo uma redugdo de 60% no
percentual de fagocitose (Fig. 13A, p < 0,05). Entretanto, a indugéo fisiolégica de
autofagia mostrou-se eficiente em reduzir em 60% (p < 0,05) a fagocitose em 120
minutos de incubacéo, tendo também redugao de 20% (p < 0,05) em 30 minutos e
de 25% (p < 0,05) no tempo 0, quando comparada com o grupo controle (Fig.
13A). Porém, quando se compara a eficacia das duas formas de indugdo de
autofagia em inibir a fagocitose, observam-se diferengas significativas entre os
grupos, sendo a indugao farmacoldgica mais eficiente. A incubagéo de células em
DMEM completo em presenca de rapamicina reduz 40% mais a fagocitose de
levedo do que a inducéo fisiolégica de autofagia em todos os tempos avaliados
(Fig. 13A, p < 0,05). Adicionalmente, ambas as formas de indugédo de autofagia
mostraram-se eficientes em reduzir o numero de levedo por célula. Em todos os
tempos analisados a redugéo da fagocitose variou de 20 a 30% na indugédo de

autofagia farmacologica e na fisioldgica (Fig. 13B, p < 0,05).
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Figura 13 — A inducdo prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macréfagos
peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J independente do tempo de indugido de
autofagia. Macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J (2 x 10°/mL) foram
induzidos a autofagia fisiolégica (Starvation) ou farmacolégica (Rapamicina) como descrito na
figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM completo (Controle). A indugédo prévia de
autofagia foi feita em diferentes momentos, desde 120 minutos antes até o mesmo instante em
que as células foram incubadas em presencga de levedo (10:1). Trinta minutos apés a adi¢édo de
levedo, as células foram fixadas e foi determinado o percentual de fagocitose de levedo (A) e o
numero de levedo por macréfago (B). As barras correspondem a média de quatro experimentos
independentes realizados em quadruplicata + SE (ANOVA, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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3.3 EFEITO DA REVERSAO DA AUTOFAGIA SOBRE A CAPACIDADE

FAGOCITICA DO MACROFAGO

Com o objetivo de avaliar se o mecanismo inibitério da prévia indugdo de
autofagia sobre a fagocitose de particulas € um processo reversivel, macrofagos
peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J foram induzidos a autofagia
fisiologica por 2 horas. Em seguida, as células foram incubadas em presencga de
levedo por 1 hora. Apds a incubacédo por 1 hora, as culturas foram lavadas e um
grupo de células que estava em autofagia fisiolégica sofreu reposicdo de
nutrientes através da reincubagdo em meio DMEM completo (Reposi¢édo). O
controle positivo para indugcdo de autofagia foi mantido em meio EBSS
(Starvation) todo o tempo de incubagao e o grupo controle foi mantido todo tempo
em meio DMEM completo (Controle). Apdés 1 hora da reposicdo do meio as
células foram fixadas e foi determinado o percentual de fagocitose e o numero de
particulas por célula.

Como esperado, a indugdo de autofagia, apds 2 horas de incubagdo em
meio pobre em aminoacidos, inibiu a fagocitose de levedo em 75% quando
comparada com o grupo controle (Fig. 14A, p < 0,05). Quando os macréfagos
foram reincubados em meio rico em nutrientes, 45% das células fagocitaram
levedo em comparagédo com 80% das células controle, mas apresentaram, em
relagéo as células em autofagia durante todo o periodo de incubacgao, 50% a mais
no percentual de fagocitose (Fig. 14A, p < 0,05). Similarmente, o numero de
particulas internalizadas em células em autofagia foi de 1,6 e passou para 3
particulas por macrofago, apds a reposigdo em meio rico em nutrientes para esta

cultura de células (Fig. 14B, p < 0,05). Essa recuperacéo foi parcial, pois as
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celulas controle fagocitaram, em média, 4,5 particulas por macréfago. Entretanto,
esta diferenga no percentual de fagocitose nao foi significativamente diferente no

grupo de ceélulas que permaneceu todo tempo em autofagia (Fig. 12B — p > 0,05).
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Figura 14 — A inibicdo da fagocitose de particulas pela autofagia € um mecanismo
reversivel. Macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J (2 x 10°/mL) foram
induzidos a autofagia fisiolégica (Starvation) como descrito na figura 5. O grupo controle foi
incubado em DMEM completo (Controle). Duas horas apés, as células foram incubadas em
presenca de levedo (10:1) por uma hora adicional. Em um grupo de células induzidas a autofagia
_ fisiolégica, os nutrientes foram repostos no meio de cultivo (Reposi¢cdao) e um outro grupo foi
mantido sob privagédo de aminoacidos. Ap6s uma hora, as células foram fixadas e foi determinado
o percentual de fagocitose de levedo (A) e o nimero de levedo por macréfago (B). As barras
correspondem a média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata + SE
(ANOVA, * p < 0,05; *** p < 0,001).



64

3.4 EFEITO DA INDUGAO DE AUTOFAGIA SOBRE A INTERACAO DE
PARTICULAS DE ZIMOSAN A TACAS DE ACTINA EM MACROFAGOS

INDUZIDOS A AUTOFAGIA

Macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J foram
induzidos a autofagia fisioldgica (Starvation) ou farmacolégica (Rapamicina),
como descrito em material e métodos (item 2.4). Em paralelo, um grupo de
células foi incubado em DMEM completo em presenca de wortmanina 100nM,
conhecida por inibir a fagocitose (Wortmanina). O grupo controle foi incubado em
DMEM completo (Controle). Apdés 2 horas, as células foram incubadas em
presenca de particulas de zimosan-FITC por 10 minutos a 4°C. Esse
procedimento permite que ocorra a interagdo sem haver internalizagéo das
particulas. Em seguida, as células foram fixadas e incubadas em presenca de
0,16 ug/mL de faloidina, conhecida por marcar actina polimerizada (Fig. 15). A co-
localizagédo (em amarelo) de células marcadas com faloidina em vermelho com o
zimosan-FITC em verde foi usado para quantificar as particulas que estavam
ligadas as células, nas regides da membrana ricas em actina polimerizada, sem
terem sido internalizadas.

Como esperado as células em autofagia apresentaram reducédo da
fagocitose, entretanto, a indugdo de autofagia ndo promoveu diferenga no
percentual de co-localizagdo (Fig. 16A). Foi observado um percentual de co-
localizagdo de 30% no grupo de células induzidas a autofagia fisiologica, de 12%
em macrofagos induzidos a autofagia farmacologica em comparagéo ao grupo de
células controle em que a co-localizagdo foi de 25%, nao havendo diferengas

significativas entre os grupos analisados (Fig.14B — p > 0,05). Similarmente, néo
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foram evidenciadas diferengas significativas em relagdo ao nimero de particulas

co-localizadas por célula entre os grupos analisados (Fig.16B, p > 0,05).
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Figura 15 — Avaliacdo do efeito da inducao prévia de autofagia sobre a co-localizagiao de
zimosan com células marcadas com faloidina. Macréfagos peritoneais inflamatérios de
camundongos CBA/J (2 x 105/mL) foram induzidos a autofagia fisiologica (Starvation) (B) ou
farmacoldgica (Rapamicina) (C) como descrito na figura 5. Em paralelo, um grupo foi incubado
em DMEM completo em presenga de wortmanina 100nM (Wortmanina) (D). O grupo controle foi
incubado em DMEM completo (Controle) (A). Duas horas apés, as células foram incubadas por
10 minutos a 4°C em presenga de zimosan-FITC (VERDE, cabeca de seta verde) (10:1) para
promover a interacdo sem haver internalizagéo das particulas. Em seguida, os macréfagos foram
fixados e o nucleo marcado com DAPI (AZUL), e os filamentos de actina polimerizada marcados
com faloidina 0,16 pg/mL (VERMELHO, cabega de seta amarela). Foi entdo determinado o
percentual de interacdo das células com as particulas. AMARELO (seta branca) demonstra a co-
localizag&o entre a particula e as células com actina polimerizada marcada. As imagens estdo em
aumento de 400x. Resultado ilustrativo de um experimento.
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Figura 16 — A inducgao prévia de autofagia ndao altera a ligagdo de particulas. Macréfagos
peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J (2 x 10°mL) foram induzidos & autofagia
fisiolégica (Starvation) ou farmacolégica (Rapamicina) como descrito na figura 5. Em paralelo,
um grupo foi incubado em DMEM completo em presengca de wortmanina 100nM para inibir a
internalizagcé@o sem alterar a ligagao de particulas (Wortmanina). O grupo controle foi incubado em
DMEM completo (Controle). Duas horas apds, as células foram incubadas por 10 minutos a 4°C
em presenga de zimosan-FITC (10:1) para ocorrer a interagdo sem haver internalizagdo das
particulas. Em seguida, as células foram fixadas, foi feita a marcagéo das células como descrito na
figura 15. Posteriormente, foi determinado o percentual de co-localizagdo de células marcadas
com faloidina em vermelho com as particulas de zimosan-FITC marcadas em verde (A) e o
numero de particulas co-localizadas com células marcadas (B). As barras correspondem a média

de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata + SE (ANOVA, p > 0,05).
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que a indugéo fisiologica de autofagia
promoveu aumento da carga parasitaria de L. amazonensis em macréfagos
infectados, in vitro. Além disso, foi observado pela primeira vez que a prévia
indugdo de autofagia reduz a capacidade fagocitica do macréfago murino.

Em uma primeira etapa, foi avaliado o efeito da autofagia sobre o curso da
infecgéo de macroéfagos por L. amazonensis. Foi observado que a indugéo de
autofagia, seja fisiologica ou farmacologica, ndo alterou significativamente o
percentual de macréfagos infectados (Fig. 3A) nem o numero de parasitos por
célula (Fig. 3B). Entretanto, a inducgdo fisioldgica de autofagia aumentou
significativamente a carga parasitaria de L. amazonensis em macréfagos
infectados (Fig. 4). Adicionalmente, o tratamento com wortmanina, que inibe a
maturagdo dos autofagossomos reverteu este efeito da autofagia sobre a carga
parasitaria, no tempo de 6 horas ap6s a infec¢ao (Fig. 4). Similarmente, Pinheiro e
colaboradores (2009) mostraram que a indugdo de autofagia favorece a infecgao
de macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos BALB/c por L.
amazonensis. Também demonstraram que o tratamento com wortmanina ou 3-
metiladenina, anula o favorecimento da infecgéo pela autofagia (PINHEIRO et al.,
2009). Estes dados mostram que o efeito induzido pela autofagia apos o
estabelecimento da infecgdo por L. amazonensis, neste e no nosso modelo, é
dependente do estimulo autofagico.

Pinheiro e colaboradores (2009) demonstraram que a inducéo fisioldgica de
autofagia ndo altera a infeccdo de macréfagos peritoneais inflamatorios de

BALB/c por L. major, outra espécie de Leishmania. E adicionalmente, também
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demonstraram que este efeito da autofagia sobre a infecgao por L. amazonensis é
restrita a macrofagos peritoneais inflamatérios da linhagem BALB/c, pois este
efeito ndo ocorre em macrofagos de C57BL/6. Schaible e colaboradores (1999)
demonstraram que na infec¢do por L. mexicana a sobrevivéncia intracelular do
parasito pode ser favorecida pela autofagia. Em conjunto, esses dados apontam a
autofagia como um mecanismo que a depender da espécie da Leishmania e do
modelo experimental, pode favorecer ou n&o a infecgdo. Adicionalmente, os
dados sugerem que apenas Leishmania do complexo mexicana se beneficie da
interacdo com a via autofagia. Entretanto, mais estudos devem ser realizados com
o objetivo de elucidar o papel do processo autofagico na infecgéo por Leishmania.

Em contraste ao favorecimento da indugdo fisiolégica de autofagia em
nosso e no trabalho desenvolvido por Pinheiro e colaboradores (2009), neste
presente estudo a indugdo farmacologica de autofagia promoveu redugdo da
carga parasitaria de L. amazonensis (Fig. 4). Este efeito dependente da indugéo
farmacolédgica de autofagia pode ser devido, em nosso modelo, ao fato de uma
acao direta da rapamicina sobre o parasito. Ndo existem dados da literatura que
sustentem esta hipdtese. A realizacdo de estudos ultra-estruturais mais
detalhados serdo conduzidos com o objetivo de testar esta hip6tese e avaliar os
efeitos da rapamicina sobre o parasito.

Similarmente ao efeito induzido pela autofagia na infecgdo de L.
amazonensis em macrofagos de CBA/J por nés observado (Fig. 4) e de BALB/c
por outros autores (PINHEIRO et al., 2009), foi recentemente demonstrado que a
inducdo de autofagia favoreceu a infecgdo por C. burnetii (GUTIERREZ et al.,
2005). Os autores sugerem que o favorecimento da prolifera¢édo intracelular de C.

burnetii em células em autofagia depende da fusdo entre o autofagossomo e o
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vacuolo parasitoforo, pois o tratamento com wortmanina reverteu este efeito
(GUTIERREZ et al., 2005). Gutierrez e colaboradores (2005) sugerem que para
determinados patdégenos a interagdo dos vaclolos parasitéforos por eles
induzidos com a via autofagica pode constituir-se em uma fonte permanente de
nutrientes. Contrariamente a este dado, na infeccdo de macréfagos humanos por
uma outra bactéria, M. tuberculosis, a fusdo do fagossomo contendo o bacilo com
autofagossomos reduziu a proliferagdo do patégeno (GUTIERREZ et al., 2004).
Esse dado evidencia que alternativamente ao que ocorre com C. burnetii, a fusdo
do vacuolo parasitéforo com a via autofagica pode ser um mecanismo protetor a
infecg@o por M. tuberculosis. Em conjunto esses dados mostram que a depender
do microrganismo a autofagia pode ser favoravel ou ndo a sobrevivéncia
intracelular do patoégeno.

Em nosso estudo foi feita uma analise ultra-estrututral para evidenciar as
alteragbes morfolégicas induzidas pela autofagia em macréfagos peritoneais
inflamatérios previamente infectados por L. amazonensis. Os resultados
mostraram que os macréfagos induzidos a autofagia, tanto fisiolégica quanto
farmacologica, apresentaram caracteristicas autofagicas como a formagdo de
figuras de mielina, vacuolos com dupla membrana e com porgdes de organelas
(dado nao mostrado). Este dado corrobora que os macroéfagos se encontravam
em um processo autofagico (dado n&o mostrado). Entretanto, a presenca de
parasitos em vacuolos com dupla membrana, caracteristico de um autofagossomo
nao foi observada (dado n&o mostrado). Similarmente, em trabalho recente
Pinheiro e colaboradores (2009) n&o evidenciaram a co-localizagdo de L.
amazonensis e vacuolos autofagicos em macroéfagos peritoneais inflamatérios de

camundongos BALB/c previamente infectados e induzidos a autofagia. Schaible e
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colaboradores (1999) sugerem que, em macréfagos derivados de medula 6ssea
de camundongos BALB/c infectados por L. mexicana, o favorecimento da
sobrevivéncia intracelular, induzida pela autofagia, se deve ao acesso a nutrientes
no vacuolo parasitéforo por microautofagia. Similarmente ao nosso estudo e o de
Pinheiro (2009), Schaible e colaboradores (1999) ndo observaram alteragdes nas
caracteristicas morfolégicas dos vacuolos parasitéforos pela microscopia
eletrbnica e de florescéncia. Em conjunto, os dados disponiveis até o presente
momento (SCHAIBLE et al, 1999; PINHEIRO et al., 2008) sugerem que a
autofagia parece ser favoravel a infecgéo por L. amazonensis, por um mecanismo
que independe da aquisicdo de caracteristicas autofagicas pelos vacuolos
parasitéforos. Mais estudos serdo necessarios para elucidar o mecanismo pelo
qual a autofagia favorece a infec¢do por L. amazonensis.

Em uma segunda etapa foi avaliada a influéncia da indugdo prévia de
autofagia sobre a infecgao por L. amazonensis. Os resultados mostram que a
prévia inducédo de autofagia, seja fisioldgica ou farmacoldgica, promove reducéo
da capacidade de macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos CBA/J
em fagocitar L. amazonensis (Fig. 5). Em contraste, resultados anteriores
mostraram que a prévia indugdo de autofagia ndo alterou a fagocitose de C.
burnetti nem de Staphylococcus aureus mortos (GUTIERREZ et al., 2005;
ROMANO et al., 2009). Entretanto, nesses estudos foram utilizadas células CHO -
célula de linhagem n&do macrofagica. E possivel que estes resultados,
aparentemente contraditérios aos nossos, se justifiquem pelos distintos tipos
celulares utilizados em cada trabalho. E possivel que a indugéo da autofagia s6
altere a capacidade fagocitica em fagécitos profissionais.

Apds a indugdo de autofagia, macréfagos foram incubados com particulas
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de levedo utilizadas em ensaios de fagocitose. Os resultados foram similares aos
encontrados para fagocitose de L. amazonensis (Fig. 5 e 6), o que mostrou que a
alteragéo da capacidade fagocitica do macréfago ndo € um mecanismo especifico
para Leishmania. Dessa forma, os resultados indicam que o efeito inibitorio da
autofagia ocorre sobre a capacidade fagocitica do macréfago e nao esta
relacionada com a natureza da particula em questao.

Paralelamente, os aspectos ultra-estruturais dos macréfagos inflamatérios
induzidos a autofagia antes da exposicdo a particulas de levedo, foram
analisados. Os resultados mostraram que as células que foram induzidas a
autofagia possuem o citoplasma menos eletro-denso e observa-se também a
formagéo de inumeros vacuolos nascentes com dupla membrana, caracteristicas
de autofagossomos. Além disso, as células se apresentam mais vacuolizadas em
comparagdo com o grupo controle com a presenca de figuras de mielina e
autofagossomos maduros contendo vestigios de organelas (Fig. 8). Como
demonstrado anteriormente por Eskelinen (2005) estas caracteristicas evidenciam
que, em nosso sistema, os macréfagos encontram-se em autofagia. Este dado
reforca nossa hipétese de que a alteragdo da capacidade fagocitica dos
macroéfagos esta relacionada a indugao de autofagia.

A alteragao da capacidade fagocitica promovida pela prévia indugdo de
autofagia € um mecanismo inerente a biologia do macrofago. Foi observada
reducéo da capacidade fagocitica em outros tipos celulares macrofagicos (Fig. 9 e
10) e em macrofagos de backgrounds genéticos diferentes (Fig. 11 e 12). Além
disso, demonstramos que ao cessar a autofagia o macréfago recupera a
capacidade fagocitica, o que refor¢ca que a inibigdo da fagocitose € dependente do

estimulo autofagico (Fig. 14). Adicionalmente, foi observado que a alteragdo da
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capacidade fagocitica do macr6fago murino ocorre logo em seguida a indugdo de
autofagia, o que indica ser um efeito precoce (Fig. 13). Estes dados sugerem que
ha uma comunicagdo entre as vias autofagica e fagocitica. Possivelmente, a
existéncia de uma conex&o entre as duas vias pode ser mediada por proteinas
que participem tanto do processo autofagico quanto do fagocitico.
Alternativamente, a inducdo de autofagia anterior a adigdo de particulas,
desencadeie alguma via de sinalizagdo que acabe por comprometer a regulagéo
da fagocitose em alguma de suas etapas.

Ao se avaliar a influéncia da autofagia sobre a ligagdo de particulas com os
macrofagos, foi observado que a indugdo de autofagia n&o altera o percentual de
células que interagiram com zimosan (Fig. 15 e 16). Este dado corrobora
observagées feitas ao microscopio optico, que em culturas de células submetidas
a autofagia e, posteriormente, expostas a levedo, foram observadas particulas
aderidas aos macrofagos sem que houvesse internalizacdo (Fig. 7). Apesar do
englobamento ter sido inibido, estas observagées mostram que a capacidade de
ligacdo e reconhecimento de particulas se manteve inalterada (Fig. 15 e 16).
Estes dados indicam que o efeito da autofagia sobre a fagocitose ocorre em
etapas posteriores ao binding (ligagcéo) (PAUL, 2003).

Uma possivel explicacdo para a alteragdo da capacidade fagocitica em
decorréncia da prévia indugéo de autofagia pode estar relacionada a atividade da
PI3K. Esta enzima esta envolvida diretamente na cascata sinalizagdo das duas
vias. Sua atividade é fundamental durante o processo de fagocitose de particulas
por viabilizar o rearranjo do citoesqueleto e, conseqiientemente, o remodelamento
da membrana durante o englobamento e a internalizagéo (LINDMO &

STENMARK 2006; GILLOOLY et al., 2008). Distintas classes de PI3K estao
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envolvidas na via fagocitica e na via autofagica. Na fagocitose PI3K classe | esta
relacionada com a formagéao inicial de fagossomos, enquanto que PI3K classe Il
esta envolvida no processo de maturagdo fagossomal (VIEIRA et al., 2001). Por
outro lado, na autofagia, PI3K classe lll esta relacionada com a formacéo dos
autofagossomos e PI3K classe | envolvida na inibicdo da via autofagica pela
ativagdo indireta da mTOR (PETIOT et al., 2000). Dessa maneira, é possivel que,
em nossos experimentos de indugdo prévia de autofagia, as PI3K sejam
recrutadas para a formagdo dos autofagossomos. A enzima recrutada estaria
envolvida na sinalizagdo que regula a autofagia. Como conseqiéncia, PI3K
recrutada para participar do processo autofagico ficaria indisponivel para mediar o
processo de formagdo do fagossomo, e assim, inibicdo da fagocitose. Estudos
complementares devem ser realizados para comprovacgéo dessa hipdtese e com o
intuito de elucidar se existe conex&do entre as vias autofagica e fagocitica e o
possivel papel da PI3K neste processo.

Alternativamente, a cinase mTOR poderia mediar a conexdo entre a
autofagia e a fagocitose. E descrito que a indugdo de autofagia, tanto fisiologica
quanto farmacologica, envolve o bloqueio da atividade da cinase mTOR, enzima
central para ativagdo do processo autofagico (BLOMMAART et al., 1995; NODA &
OHSUMI, 1998). Entretanto, ndo ha dados que correlacionem a atividade de
mTOR ao processo de fagocitose. Por outro lado, estudos mostraram que a
regulagdo desta enzima se relaciona a uma série de processos envolvidos
desenvolvimento e homeostase celular (WULLSCHLEGER et al., 2006). Pouco se
sabe a respeito da comunicagdo entre a via autofagica e a via fagocitica.
Entretanto, muito recentemente, Shui e colaboradores (2008) sugeriram uma

conex&o entre estas duas vias a partir de analise da protedmica da membrana do
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fagossomo. Foi identificado nesta membrana a presenca de LC3-Il, um marcador
especifico de autofagossomos (KABEYA et al, 2000). Este dado reforca a
existéncia de uma ligagdo que envolva a participagdo de proteinas que possam
ter participacéo entre as duas vias.

Em conjunto, nossos dados apontam para a existéncia de uma
comunicagéo entre a via fagocitica e autofagica. Estudos serdo conduzidos para

determinar os mecanismos envolvidos neste processo.
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5 CONCLUSAO

- A indugéo de autofagia reduz a capacidade fagocitica do macroéfago

murino.
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