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RESUMO 

 
INTRODUÇÃO: A influência da autofagia em processos celulares que participam 
da homeostase celular, como a endocitose e a adesão celular, até o momento, foi 
pouco estudada. A endocitose consiste na internalização de material extracelular, 
quando as vesículas endocíticas são menores que 500nm é chamada de 
endocitose em microescala e quando as vesículas formadas são maiores que 
essa medida trata-se de endocitose em macroescala. Foi demonstrado que a 
conexão da via endocítica com a via autofágica é fundamental para a degradação 
de material citosólico e, subsequente, produção de energia e disponibilização de 
substrato para o metabolismo celular. Estudos controversos da literatura 
mostraram que a autofagia pode favorecer ou não interferir com a endocitose em 
macroescala. Além disso, alguns trabalhos demonstraram que o processo 
autofágico foi capaz de reduzir a reciclagem de integrinas para a membrana 
plasmática por alterar a endocitose em microescala envolvida na internalização 
desse tipo de proteína, reduzindo a capacidade de adesão e, consequentemente, 
a migração celular. Assim, em conjunto, esses achados evidenciam que a 
autofagia pode interagir e interferir com eventos celulares dependentes da 
participação da membrana plasmática como a endocitose e a adesão celular. 
OBJETIVO: No presente estudo, hipotetizamos que a prévia indução de autofagia 
em macrófagos é capaz de reduzir a endocitose em micro e macroescala, além 
de reduzir a capacidade de adesão celular. Desta forma, o objetivo desse estudo 
foi determinar o efeito da indução de autofagia, in vitro, sobre a endocitose e a 
adesão de macrófagos murino. MATERIAL E MÉTODOS: Macrófagos foram 
induzidos à autofagia por privação de nutrientes (starvation) ou pelo tratamento 
com um indutor farmacológico, a rapamicina, seguida da exposição a 
macromoléculas ou grandes partículas de diferentes naturezas. Além disso, após 
indução de autofagia, macrófagos em suspensão foram incubados em superfícies 
como o vidro ou uma matriz de colágeno e fibronectina para avaliação da 
capacidade de adesão. Os percentuais de endocitose em microescala, em 
macroescala e de adesão foram estimados. RESULTADOS: Mostramos que a 
indução de autofagia promoveu redução da capacidade fagocítica em cerca de 
60% no percentual de macrófagos que internalizam grandes partículas, como 
levedo, sendo um mecanismo precoce e reversível. Ao passo que a indução de 
autofagia por privação de aminoácidos ou farmacológica não interferiu na 
endocitose em microescala. A indução de autofagia não alterou a endocitose de 
transferrina (endocitose mediada por receptores) e endocitose de BSA 
(endocitose de fase fluida). Em contraste, a indução de autofagia promoveu 
redução em aproximadamente 70% da quantidade de macrófagos que aderem a 
matriz de colágeno e fibronectina. Uma possível explicação para a redução da 
endocitose em macroescala pode estar relacionada à autofagia diminuir a 
disponibilidade de grandes extensões de membrana necessárias à internalização 
de partículas maiores que 500nm. Alternativamente, a indução de autofagia pode 
estar levando a célula a uma indisponibilidade de receptores na membrana 
plasmática que justificaria a redução da capacidade fagocítica e de adesão do 
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macrófago murino. CONCLUSÕES: A indução de autofagia diminui a capacidade 
fagocítica e a capacidade de adesão do macrófago murino.  
 
 
Palavras-chave: Autofagia, Endocitose, Adesão Celular, Macrófago. 
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ABSTRACT 

 
INTRODUCTION: The influence of autophagy on cellular processes that 
participate in cellular homeostasis, such as endocytosis and cell adhesion has 
been poorly evaluated. Endocytosis consists in the internalization of extracellular 
material and includes microscale endocytosis, when endocytic vesicles are smaller 
than 500nm, and macroscale endocytosis, when the formed vesicles are larger 
than this measure. It has been shown that the connection between the endocytic 
and the autophagic pathways is essential for degradation of cytosolic material and, 
subsequently, power generation and provision of substrate for cellular metabolism. 
Controversial studies showed that autophagy can improve or do not interfere with 
macroscale endocytosis. Furthermore, some studies demonstrated that the 
autophagic process reduced integrin recycling to the plasma membrane through 
the modulation of microscale endocytosis involved in the internalization of this 
protein, reducing cell adhesion and migration. Taken together, these findings show 
that autophagy can interact and interfere with cellular events that depend on 
plasma membrane participation, such as endocytosis and cell adhesion. 
OBJECTIVES: In the present study, we hypothesized that prior autophagy 
induction in macrophage reduces micro and macroscale endocytosis, as well as 
cell adhesion. Thus, the aim of this study was to determine the effect of autophagy 
induction, in vitro, on endocytosis and adhesion of murine macrophages. 
MATERIAL AND METHODS: Autophagy by nutrient deprivation (starvation) or by 
treatment with an inducer drug, rapamycin, was induced in macrophages, followed 
by exposure to macromolecules or large particles of different natures. 
Furthermore, after autophagic induction, macrophages were plated on different 
surfaces like glass or collagen-fibronectin matrix to evaluate cell adhesiveness. 
After that, the percentage of endocytosis in micro and macroscale and adhesion 
were determined. RESULTS: We showed that autophagy induction decreases 
phagocytic ability to 60% in macrophages that internalized large particles like 
yeast. This is a reversible mechanism that occurs at early stages after autophagy 
induction. On the other hand, autophagy by amino acid deprivation or 
pharmacological induction does not interfere with the microscale endocytosis. The 
autophagy induction doesn’t alter transferrin endocytosis (receptor-mediated 
endocytosis) and BSA endocytosis (fluid-phase endocytosis). By contrast, the 
autophagy induction leads to a reduction of approximately 70% in macrophages 
adhesion on a collagen-fibronectin matrix. The reduction of macroscale 
endocytosis may be related to the decreased availability of large areas of 
membrane required for internalization of particles larger than 500nm caused by 
autophagy. Alternatively, autophagy induction may be leading to receptors 
unavailability in plasm membrane, which would explain the reduction of the 
phagocytic and adhesion ability. CONCLUSIONS: autophagy induction reduces 
the phagocytic ability and the macrophage adhesion. 
 
Keywords: Autophagy, Endocytosis, Cell Adhesion, Macrophage.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 ENDOCITOSE 

 

1.1.1 A Via Endocítica 

  

A membrana plasmática constitui a interface de delimitação e comunicação 

do citoplasma com o ambiente externo, sendo a célula capaz de identificar e 

responder às diversas modificações bioquímicas do meio extracelular. Desta 

forma, as células regulam a sua composição interna e podem interferir no 

ambiente ao seu redor (DOHERTY e McMAHON, 2009) por diferentes vias. A 

célula pode trocar materiais e substratos dos meios intra e extracelular através de 

vesículas originárias da membrana. A aquisição desses materiais pode se fazer 

pela via endocítica, enquanto que a eliminação de componentes intracelulares em 

compartimentos vesiculares para o meio externo pode ser feito pela via exocítica 

(WILLINGHAM e PASTAN, 1984). 

 A endocitose é o termo geral para a internalização de fluidos, solutos, 

macromoléculas, componentes de membrana e partículas pela invaginação da 

membrana e a formação de vesículas e vacúolos através da fissão da membrana 

plasmática dando origem aos endossomos (GRUENBERG, 2001; HELENIUS et 

al., 1983). Em células de metazoários, o material endocitado inclui um espectro de 

nutrientes e os seus carreadores, como o binômio receptor-ligante, fluidos, 

solutos, lipídeos, proteínas de membrana, componentes da matriz extracelular, 

debris celulares, bactérias, vírus, entre outros. Desta forma, os endossomos 

realizam a triagem, o processamento, a reciclagem, o armazenamento e a 

degradação de substâncias ingeridas pelas células por endocitose (HOUTARI e 
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HELENIUS, 2011). 

 A via endocítica se inicia quando materiais de diferentes naturezas são 

endocitados e são entregues a endossomos iniciais (EE). Essa via de 

internalização em EE e a reciclagem de volta para a membrana plasmática 

caracteriza-se como a principal via de tráfego de membrana em células de 

mamíferos (SCOTT et al., 2014; STEINMAN et al., 1983). EE funcionam como 

uma espécie de estação de triagem ao assegurar que componentes da membrana 

que são reaproveitados sejam segregados do material endocitado. Os EE 

contendo proteínas plasmáticas solúveis juntamente com receptores de superfície 

podem seguir a rota de reciclagem de volta à membrana plasmática através dos 

endossomos de reciclagem (RE). Alternativamente, o material endocitado em EE 

pode ser direcionado para degradação nos lisossomos (GRANT e DONALDSON, 

2009; GOLDSTEIN et al., 1985). Os EE que seguem a rota de maturação da via 

endocítica irão se converter em endossomos tardios (LE) a partir da associação 

com proteínas do citosol pela face citosólica de suas membranas, além de 

sofrerem alterações concomitantes como a aquisição de hidrolases e a 

acidificação do meio do lúmen endossomal (RINK et al., 2005; MAXFIELD e 

YAMASHIRO, 1987). As alterações tanto na porção citosólica da membrana 

quanto no interior dos EE que dão origem aos LE, consistem em processos que 

regulam muitas das funções dos compartimentos da via endocítica, incluindo 

desacoplamento receptor-ligante, correto transporte dos LE na direção dos 

lisossomos e atividade de enzimas lisossomais (HOUTARI e HELENIUS, 2011). 

 Durante o processo de maturação da via endocítica, tanto os EE quanto os 

LE se comunicam com o Aparelho de Golgi através de um intercâmbio bidirecional 

de vesículas (PFEFFER, 2009). Essa comunicação permite a chegada de 



18 
 

 
 

hidrolases ácidas que conferem uma identidade de compartimento inicial de 

degradação aos EE, que é reforçada durante a sua maturação em LE. Uma vez 

formados, os LE, ricos de hidrolases ácidas, com bombas de próton em suas 

membranas que tornam o ambiente ácido, passam a exibir uma atividade 

degradativa mais intensa que aquela apresentada pelos EE. Estes 

compartimentos amadurecem a LE e, posteriormente, completam o processo de 

maturação da via endocítica ao fusionarem-se com os lisossomos dando origem 

aos endolisossomos (Figura 1) (TJELLE et al., 1996). Por fim, os substratos 

gerados, a partir da degradação do material endocitado, por ação de permeases 

na membrana dos endolisossomos, serão liberados no citosol para serem 

utilizados pelas células para geração de energia e em todas as atividades do 

metabolismo celular (SCOTT et al., 2014; MELLMAN, 1996). 
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Figura 1: Via Endocítica. As vesículas endocíticas primárias entregam os seus conteúdos e sua 
membrana para o Endossomo Inicial (EE) na periferia do citoplasma. Depois de um período de 
cerca de 8-15 minutos durante o qual EE acumulam material pode acontecer a reciclagem para a 
membrana plasmática via Endosomos de Reciclagem, ou pode haver a conversão de EE em 
Endossomo Tardio (LE). Assim, alguns EE podem se mover em direção ao interior da célula 
formando LE nascentes. LE carregam um subconjunto selecionado de material endocitado do EE, 
que se combina com a rota das hidrolases lisossomais recém-sintetizadas e componentes da 
membrana da via secretora. Os LE também podem passar por reações de fusão homotípicas e 
crescerem em tamanho, e o seu papel como sistema de alimentação é entregar esta mistura de 
componentes endocitados e de secreção para os lisossomos. Para serem capazes de fazê-lo, os 
LE continuam a sofrer um processo de maturação e fusionam-se com lisossomos gerando uma 
organela híbrida transitória, o endolisossomo, onde ocorre uma degradação ativa e o material 
degradado é liberado para o citosol para ser utilizado no metabolismo celular (Modificado de 
HOUTARI & HELENIUS, 2011). 
  

1.1.2 Tipos de Endocitose      

 

A endocitose pode ser dividida de maneira simplificada em dois grupos 

distintos de acordo com o tamanho das invaginações de membrana e vesículas 

endocíticas formadas: endocitose em microescala e endocitose em macroescala. 

Desta forma, a endocitose em microescala consiste na internalização de vesículas 

menores do que 500 nm via receptor dependente de clatrina, bem como pelas 
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menos compreendidas vias de endocitose que independem de clatrina 

(BENMERAH e LAMAZE, 2007; MAYOR e PAGANO, 2007; CONNER e SCHMID, 

2003; JOHANNES et al., 2015; HOWES et al., 2010). A endocitose em 

macroescala compreende a internalização de vesículas maiores do que 500 nm, 

englobando dois processos: a fagocitose e a macropinocitose. Ao longo do texto 

que se segue, apenas será abordado a endocitose dependente de clatrina, a 

macropinocitose e a fagocitose já que são o foco do presente estudo. 

  Endocitose dependente de clatrina. Nesta endocitose dependente da 

participação de clatrina, uma grande variedade de receptores transmembrana e 

os seus ligantes são empacotados em vesículas recobertas com clatrina com o 

auxílio de proteínas adaptadoras. Estas proteínas juntamente com as proteínas 

acessórias coordenam a nucleação da clatrina, uma proteína de revestimento, em 

locais da membrana plasmática que estão destinados à internalização. A 

nucleação de clatrina em curva estabiliza a deformação da membrana plasmática 

e auxilia a formação e constrição da vesícula para o interior da célula formando 

uma espécie de pescoço que mantem a vesícula presa à membrana (BRODSKY 

et al., 2001; KIRCHHAUSEN, 1999; GOLDSTEIN et al., 1979). Em seguida, a 

dinamina, uma proteína GTPase de cisão de membrana, forma um polímero 

helicoidal em torno deste pescoço e, mediante a hidrólise de GTP, medeia a 

fissão da vesícula recoberta por clatrina da membrana plasmática, liberando no 

interior da célula uma vesícula endocítica com conteúdo específico. Depois da 

liberação da vesícula no citoplasma o revestimento de clatrina é liberado e a 

vesícula é direcionada ao EE, e pode seguir ou não na rota de maturação da via 

endocítica (BENMERAH e LAMAZE, 2007; DAUTRY-VARSAT, 1986). Esta é uma 

forma de endocitose que caracteriza-se por ter especificidade, pois o material que 
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é internalizado depende da interação de ligantes com receptores específicos. 

Estudos morfológicos indicam que a clatrina é capaz de revestir vesículas com 

diâmetro de 100-200nm, restrigindo esse processo à internalização de pequenas 

vesículas (MCMAHON e BOUCROT, 2011). 

Endocitose em grande escala. A macropinocitose e a fagocitose diferem 

em sua natureza de indução e em seus mecanismos, mas estes processos 

compartilham várias semelhanças, como a necessidade de remodelamento da 

membrana plasmática durante a internalização de material extracelular. Além 

disso, ambos têm cinética lenta em relação à endocitose em microescala e 

estudos têm demonstrado localização de proteínas reguladoras específicas em 

taças fagocíticas e em macropinossomos (SWANSON, 2008). Porém, 

macropinocitose e a fagocitose utilizam moléculas semelhantes como a PI3K 

(fosfatidilinositol 3-fosfato cinase) e outros efetores para polimerização de actina e 

remodelamento do citoesqueleto, que é fundamental para a mobilização de 

grandes extensões da membrana plasmática (ARAKI et al., 1996; KUMARI et al., 

2010).  

 A macropinocitose descreve uma forma de internalização de maior escala 

que frequentemente envolve projeções a partir da membrana que, 

subsequentemente, se fundem com a própria membrana plasmática. Este 

processo resulta na captação de fluidos e componentes extracelulares contidos no 

interior dessas projeções membranares que irão formar os macropinossomos 

(SWANSON e WATTS, 1995) que podem variar de 0,2 a 10 Pm de diâmetro. O 

tamanho e a forma desses compartimentos são independentes dos ligantes e sua 

formação pode ser estimulada, por exemplo, por agentes químicos e patógenos 

(KERR e TEASDALE, 2009). 
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O outro tipo de endocitose em grande escala, a fagocitose é definida como 

um processo de ingestão pelas células de partículas de grandes dimensões 

(maiores que 0,5 Pm). Diferente da macropinocitose, a fagocitose é um processo 

específico, pois compreende a internalização de partículas que são reconhecidas 

por receptores de diversas naturezas (FLANNAGAN et al., 2012; EZEKOWITZ et 

al., 1990; ANDERSON et al., 1990; GRIFFIN et al., 1975). Em eucariotos 

unicelulares é o mecanismo primário de obtenção de alimento e em metazoários, 

a fagocitose é um mecanismo envolvido na destruição e remoção de partículas 

estranhas. Em mamíferos, a fagocitose é um mecanismo que participa do 

remodelamento tecidual durante o desenvolvimento, na inflamação, na remoção 

de células senescentes, além de ser um importante mecanismo celular de defesa 

contra a infecção por microrganismos (PAUL, 2003).  

Durante a resposta imune inata, o reconhecimento de diferentes patógenos 

é mediado por uma série de moléculas de superfície e citoplasmáticas agrupadas 

como receptores reconhecedores de padrões (do inglês, pattern-recognition 

receptors – PRRs). Esses receptores são altamente conservados entre os 

diferentes organismos, apresentando especificidade geneticamente determinada. 

Macrófagos e células dendríticas expressam na membrana plasmática uma 

variedade desses PRRs que podem estar envolvidos no reconhecimento e 

indução da resposta imune, pois reconhecem distintos padrões bioquímicos 

moleculares associados a patógenos (do inglês, pathogen-associated molecular 

patterns – PAMPs). Dentre os receptores envolvidos no reconhecimento destes 

PAMPs, estão incluídos, por exemplo: o receptor manose, o CD14, receptores do 

tipo toll (TLRs), receptores scavenger (SRs), receptores de superfície celular para 

a porção Fc de imunoglobulinas (FcJR) e para o componente C3b do 
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complemento (CR3) (UNDERHILL e OZINSKY, 2002; STUART e EZEKOWITZ, 

2005). 

A fagocitose é um processo celular complexo que envolve uma série de 

eventos organizados divididos em etapas distintas e complementares, 

classicamente dividida em fases: o reconhecimento, a interação dos receptores 

com os ligantes (ligação), o englobamento e a internalização. A fagocitose de 

qualquer partícula consiste num conjunto de eventos que envolvem sinalização, 

reorganização do citoesqueleto e remodelamento da membrana plasmática para 

que haja a formação do fagossomo (Figura 2) (PAUL, 2003; JAUMOUILLÉ e 

GRINSTEIN, 2011). 

 

 

Figura 2: Etapas da fagocitose. A fagocitose inicia-se com o reconhecimento por receptores 
fagocíticos do alvo fagocítico, que pode estar ou não opsonizado (A). Em seguida, ocorre a 
interação receptor-ligante que desencadeia modificações da membrana plasmática e no 
citoesqueleto de actina (B). No englobamento, os pseudópodos envolvem a partícula ou 
microorganismo (C) e, posteriormente, ocorre a internalização do alvo fagocítico a partir da fusão 
da membrana plasmática e formação do fagossomo (D) (Modificado de PAUL, 1999). 
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A etapa de reconhecimento pode se realizar por interação direta dos 

receptores da superfície celular ou, indiretamente, através do reconhecimento de 

proteínas solúveis do soro que ligam-se às partículas, opsonizando-as. Em 

seguida à interação receptor-ligante, mudanças na membrana plasmática e no 

citoesqueleto, como a polimerização de actina e formação dos pseudópodos, são 

desencadeadas. Uma taça fagocítica forma-se na região de contato com a 

partícula ou o microrganismo e, em seguida, inicia-se a extensão da membrana. A 

etapa de englobamento consiste na formação de pseudópodos que envolvem a 

partícula ou o microrganismo. Por fim, as porções da membrana plasmática nas 

extremidades dos pseudópodos fusionam-se, o que resulta na formação do 

fagossomo e internalização do material externo. Após os eventos envolvidos na 

internalização, os fagossomos, contendo o material endocitado, podem se 

fusionar com lisossomos dando origem ao compartimento denominado 

fagolisossomo, no interior do qual, em geral, ocorre a degradação das partículas 

ingeridas como: microrganismos, células senescentes e partículas estranhas ao 

organismo (FREEMAN e GRINSTEIN, 2014; SWANSON, 2008; KINCHEN e 

RAVICHANDRAN, 2008; DESJARDINS et al., 1994; FAIRN e GRINSTEIN, 2012).  

 

1.1.3 A Endocitose e a Adesão/Migração Celular 

 

Dentre todos os processos celulares que têm interação com a endocitose, 

destacamos a adesão celular, um mecanismo fundamental para a homeostasia da 

célula, que depende da interação com a via endocítica para que possa ocorrer 

(CASWELL e NORMAN, 2006). O processo de adesão celular, seja com outra 

célula ou com o substrato, compartilha com a via fagocítica proteínas de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kinchen%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ravichandran%20KS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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membrana que podem servir ao mesmo tempo como receptores de 

reconhecimento e de adesão (DUPUY e CARON, 2008). 

As interações célula-matriz ocorrem através da ligação entre integrinas, 

que são glicoproteínas da membrana plasmática, e a matriz extracelular (ECM). A 

adesão celular à ECM mediada por integrinas é um processo crítico para o 

adequado crescimento e sobrevivência das células (WOLFENSON et al., 2013; 

MEREDITH et al., 1993). 

As integrinas são consideradas como uma das principais famílias de 

receptores de adesão celular. As células possuem um repertório de 24 integrinas 

distintas que se ligam aos diferentes componentes da ECM e formam as adesões 

focais (SPRINGER e WANG, 2004). Elas são moléculas heterodiméricas que 

contêm uma subunidade D e uma E que estão ligadas de maneira não covalente. 

Ambas as subunidades são proteínas transmembrana do tipo I que possuem 

grandes domínios extracelulares e pequenos domínios citoplasmáticos. A porção 

citosólica das integrinas é responsável pela coordenação ou remodelamento do 

citoesqueleto e pelos processos de sinalização, enquanto que a porção das 

integrinas localizada na face extracelular, interage tanto com macromoléculas da 

ECM como com contra-receptores nas superfícies das células adjacentes 

(HUMPHRIES et al., 2006). A adesão focal (FA) ou contato focal é uma área 

restrita da membrana plasmática em que as integrinas agrupam-se para interagir 

com a ECM. A formação da FA envolve, além da participação de integrinas, o 

recrutamento de várias proteínas cinases que transduzem a sinalização a partir da 

ECM para reorganização dos filamentos de actina que auxiliam na movimentação 

e migração celular (MITRA et al., 2005). 

Para que a adesão e migração celulares ocorram é fundamental o aumento 
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da expressão de integrinas na superfície celular que envolve a translocação de 

moléculas armazenadas em grânulos citoplasmáticos localizados na periferia da 

membrana plasmática. Além disso, é importante que ocorra a endocitose mediada 

por receptores do tipo integrinas e direcionamento destas proteínas para EE e, em 

seguida, encaminhamento para RE para serem redirecionadas para a membrana 

plasmática (MARITZEN et al., 2015). Assim, existem evidências que essa 

recirculação de vesículas é fundamental para a manutenção da quantidade 

necessária de integrinas na superfície celular. Quando internalizadas pela via 

endocítica, as integrinas encontram um ambiente ligeiramente ácido no interior do 

EE, onde há liberação de fragmentos de ligantes das integrinas, assegurando a 

recirculação de moléculas livres para a membrana plasmática. Além disso, a via 

endocítica contribui com a regulação da expressão de integrinas na superfície 

celular, através da detecção e remoção da membrana plasmática de integrinas 

não funcionais (RIDLEY et al., 2003; CASWELL e NORMAN, 2006).  

A migração de células envolve a interação e adesão da célula ao substrato 

pode ser dividido em diferentes etapas: protrusão do lamelipódio ou filopódio na 

parte anterior da célula, adesão da área de protrusão ao substrato por complexos 

focais, contração do complexo actina-miosina citoplasmática e liberação de 

estruturas chamadas de contatos focais na parte posterior da célula. Assim, a 

quantidade de locais de adesão formados, determina a porção da célula envolvida 

na adesão e movimentação celular (GEIGER et al., 2001). Em macrófagos, essas 

estruturas de contato podem apresentar-se em duas formas: complexos focais, 

que são estruturas semelhantes a contatos focais, mas sem fibras de estresse 

(ALLEN et al., 1997) ou podossomos, que são estruturas circulares distintas 

restritas à linhagem mielóide (DeFIFE et al., 1999; CORREIA et al., 1999). As 
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principais proteínas que medeiam os eventos moleculares que culminam em 

adesão e migração de macrófagos é a actina polimerizada no citoplasma (ALLEN 

et al., 1998; SHEETZ et al., 1999) e a paxilina (proteína adaptadora de transdução 

de sinais). Sítios de fosforilação presentes na paxilina permitem uma sinalização 

altamente coordenada na adesão celular. Em complexos focais, esta proteína 

associa-se a diversas proteínas de sinalização, incluindo FAK e outras cinases e 

ativadores e efetores de pequenas GTPases, assim como vinculina (TURNER et 

al., 1990; TACHIBANA et al., 1995; BROWN et al., 2004). A demonstração que a 

degradação de paxilina em macrófagos derivados de medula óssea leva à adesão 

e migração deficientes indica que paxilina exerce papel importante no controle da 

migração celular (ST-PIERRE et al.,2013).  

No contexto da adesão e migração celular, a indução de autofagia seria um 

mecanismo capaz de reduzir a expressão de integrinas na superfície celular, pois 

existem evidencias que em resposta à autofagia ocorre redução da reciclagem 

dessas glicoproteínas para a membrana plasmática com, subsequente redução da 

capacidade celular de aderir e migrar (TULOUP-MINGUEZ et al., 2013). Esses 

autores mostraram que a autofagia leva à alteração da via de reciclagem das 

integrinas, promovendo degradação dessas moléculas nos lisossomos. Isso 

resulta em inibição da re-expressão das integrinas na membrana plasmática e 

redução da capacidade de adesão celular e, consequentemente, alteração da 

migração celular (TULOUP-MINGUEZ et al., 2013).  
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1.2 AUTOFAGIA 

 

1.2.1 A Via Autofágica 

 

A autofagia é um dos principais processos fisiológicos de ocorrência natural 

envolvido no metabolismo celular, pois fornece nutriente internamente quando as 

fontes nutricionais externas estão escassas ou indisponíveis. Desta forma, esse 

processo conservado evolutivamente foi originalmente descrito como um 

mecanismo fundamental na manutenção da homeostase e renovação celular 

através da degradação de macromoléculas intracelulares em células animais 

(MORTIMORE e SCHWORER, 1977; KLIONSKY e OHSUMI, 1999).  

Existem a autofagia constitutiva, na ausência de estresse, e aquela que é 

desencadeada em resposta ao estresse. A constitutiva tem uma função de 

“limpeza” para as células, eliminando os componentes alterados que poderiam 

tornar-se tóxicos e/ou perigosos como: agregados proteicos, lipídios oxidados, 

organelas danificadas e, até mesmo, patógenos intracelulares (RABINOWITZ e 

WHITE, 2010). A autofagia também pode ser induzida em resposta a situações 

diferentes de estresse como, por exemplo: alteração do volume celular, estresse 

oxidativo, acúmulo de proteína citoplasmática, sinalização hormonal, irradiação, 

tratamento xenobiótico e elevação de temperatura (MEIJER e CODOGNO, 2004; 

KLIONSKY e EMR, 2000). 

Um dos estímulos para desencadeamento do processo autofágico é a 

exposição em meio com baixa concentração de nutrientes (starvation). Esse tipo 

de autofagia não seletiva é amplamente estudada devido a sua importância 
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fisiológica, visto que aminoácidos disponibilizados no processo autofágico são 

utilizados para manutenção do metabolismo celular (van SLUIJTERS et al., 2000). 

Um outro tipo de autofagia é a seletiva que ocorre em situações específicas, 

promovendo a degradação regulada de proteínas e de organelas como: 

mitocôndrias (mitofagia), ribossomos (ribofagia), retículo endoplasmático 

(reticulofagia), peroxissomos (perofagia), lipídios (lipofagia) e microrganismos 

(xenofagia) (RABINOWITZ e WHITE, 2010).  

Independente de ser seletiva ou não seletiva, a autofagia induz alterações 

intracelulares que indicam a sua ocorrência. Os aspectos morfológicos de células 

em autofagia foram caracterizados em células de mamíferos (ESKELINEN, 2005). 

Além disso, estudos da genética de levedo Saccharomyces cerevisae permitiram 

a identificação e descrição de genes relacionados à autofagia, com seguida 

caracterização de genes ortólogos em células de mamífero. Desta forma, a 

infinidade de genes ATG (autophagy-related genes) que são expressos durante o 

processo autofágico codifica a transcrição de proteínas que regulam, de maneira 

coordenada, o desenvolvimento da via autofágica (MEIJER e CODOGNO, 2004; 

MIZUSHIMA et al., 2011).  

Em mamíferos, a autofagia foi classificada em autofagia mediada por 

chaperonas, microautofagia e macroautofagia que é conhecida classicamente 

como autofagia (CUERVO, 2004). A autofagia mediada por chaperonas, que não 

tem a participação de autofagossomos, é a via onde substratos citoplasmáticos 

são reconhecidos por chaperonas Hsc70 e são translocados diretamente para o 

lúmen do lisossomo para degradação. Por outro lado, a microautofagia consiste 

no engolfamento direto de pequenas porções de citoplasma pela membrana 

lisossomal. Em contrapartida, a macroautofagia é o tipo de processo autofágico 
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em que os substratos são sequestrados dentro de vesículas citosólicas de dupla 

membrana denominadas autofagossomos. Esse tipo de autofagia é altamente 

conservada desde leveduras até células de mamíferos, tanto morfologicamente 

quanto no que diz respeito aos constituintes proteicos que compõem a maquinaria 

molecular que desencadeia a via autofágica (CUERVO, 2004; FENG et al., 2014; 

MIZUSHIMA et al., 2011). A macroautofagia é o foco do presente trabalho e será 

tratada como autofagia ao longo do texto.  

O fluxo do processo autofágico coordenado pela a ação de, pelo menos, 30 

produtos de genes ATG (autophagy-related protein), ocorre de maneira ordenada, 

podendo ser dividido em três fases complementares (Figura 3). Inicialmente, 

ocorre o sequestro, ou seja, etapa em que os componentes celulares são 

capturados por uma estrutura em dupla membrana que formará o autofagossomo. 

Em seguida, ocorre o transporte do autofagossomo até o lisossomo, podendo o 

autofagossomo fusionar-se com vesículas da via endocítica e dar origem ao 

anfissomo (STRØMHAUG e SEGLEN, 1993). Por fim, ocorre a maturação desse 

compartimento, que envolve a fusão das vesículas e a formação do 

autolisossomo. Nessa etapa, acontece a mistura do conteúdo autofagosomal com 

as hidrolases lisossomais, onde o material sequestrado é degradado por essas 

enzimas e os produtos da degradação são liberados no citosol através de 

permeasses na membrana lisossomal, ficando disponíveis para vias sintéticas e 

metabólicas nas células (SHIBUTANI e YOSHIMORI, 2014; HAMASAKI e 

YOSHIMORI, 2010;).  
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Figura 3: Via autofágica. A autofagia inicia-se com o sequestro de porção do citoplasma e/ou 
organelas por um compartimento denominado de fagóforo. Posteriormente, pode haver formação 
do autofagossomo, que é uma vesícula que caracteristicamente possui dupla membrana. Este 
compartimento pode fusionar-se com vesículas da via endocítica, dando origem ao anfissomo. Em 
seguida, na rota de maturação, o autofagossomo ou o anfissomo fusiona-se com lisossomos e dão 
origem ao autolisossomo. No interior do autolisossomo o material sequestrado é degradado 
(Modificado de KLIONSKY, 2007). 
 

1.2.2 Regulação da Via Autofágica  

 

O passo inicial da autofagia, que envolve o sequestro de material 

citoplasmático, pode ser dividido em três etapas: iniciação, alongamento e 

fechamento do autofagossomo (Figura 4). A iniciação depende do recrutamento 

de múltiplos complexos proteicos em um conjunto de membrana em forma de taça 

denominado fagóforo. Esta estrutura apresenta dupla membrana que, ao ser 

formada, sequestra material citoplasmático. Em seguida, o fagóforo alonga-se e, 

finalmente, fecha-se formando o autofagossomo (LAMB et al., 2013; KLIONSKY, 

2007).  
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Figura 4: Regulação da via autofágica. A autofagia pode ser dividida em três fases: o sequestro 
de componentes celulares que podem formar o autofagossomo, o transporte do autofagossomo 
para o lisossomo, e a degradação. O processo inicial de sequestro é dividido em três fases: a 
iniciação, o alongamento e o fechamento, que são dependentes do recrutamento sequencial de 
proteínas ATG e montagem de membrana. O complexo ULK1 (ULK1, mATG13, FIP200 e ATG101) 
está envolvido na fase mais precoce da iniciação da autofagia. O complexo PI3K classe III 
constituído por Beclin1, PIKcIII (VPS34), ATG14L e p150 é igualmente recrutado para formação 
inicial dos autofagossomos. Outros fatores são recrutados para a membrana formada durante o 
alongamento do fagóforo, incluindo efetores de PI3P (WIPI1/2 e DFCP1), o conjugado Atg5/ATG12 
e ATG8-PE (LC3/PE), que coordenados agem para promover o fechamento do autofagossomo 
(Modificado de GALLAGHER e CHAN, 2013). 
 

A origem da membrana dupla que dá origem ao fagóforo é motivo de 

discussão e ainda hoje permanece foco de diversos estudos (LAMB et al., 2013; 

HAMASAKI e YOSHIMORI, 2010), evidenciando a complexidade desse processo. 

Em um estudo pioneiro, foi sugerido que a membrana dupla seria originada de 

regiões do retículo endoplasmático sem ribossomos (DUNN, 1990). Por outro 

lado, estudos mais atuais evidenciaram que o fagóforo é originado a partir da 

doação de membrana de várias fontes, como: mitocôndria, retículo 
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endoplasmático, aparelho de Golgi, endossomos e, até mesmo, da membrana 

plasmática (Figura 5) (LAMB et al., 2013).  

Os eventos moleculares vêm sendo estudados de forma aprofundada em 

células de mamífero. Todas as etapas envolvidas no processo autofágico são 

dependentes de ATP e dos complexos proteicos ULK1, Beclin1/VPS34 e LC3 que 

representam os três principais complexos reguladores essenciais para a via 

autofágica (KIM e KLIONSKY, 2000; CODOGNO et al., 2012). Primeiramente, a 

iniciação do autofagossomo depende do recrutamento do complexo ULK1 

(uncoordinated-51-like kinase 1), que compreende ULK1, mATG13, FIP200 (focal 

adhesion kinase family-interacting protein 200 kDa) e ATG101. Em seguida, um 

segundo complexo é recrutado e contém a PI3K de classe III (phosphoinositide 3-

kinase) / VPS34, juntamente com as subunidades reguladoras Beclin1, ATG14L e 

p150/VPS15. A ativação do complexo Beclin1/VPS34 resulta na produção de PI3P 

(phosphatidylinositol 3-phosphate) que gera um sinal lipídico e recruta outros 

efetores da via autofágica. Para o alongamento do fagóforo e englobamento do 

material sequestrado é necessário o recrutamento e ação conjunta dos complexos 

Atg5/Atg12 e LC3/PE (microtubule-associated protein 1 light chain 3 / 

phosphatidylethanolamine). LC3 é modificado a LC3-II e a geração e aumento de 

LC3-II no fagóforo guia processos essenciais durante a formação do 

autofagossomo, incluindo a ligação de receptores autofágicos, o alongamento da 

membrana e, finalmente, o fechamento da membrana do fagóforo. LC3-II 

permanece sobre a membrana dos autofagossomos formados, até a fusão com 

lisossomos, sendo comumente usado como marcador de compartimentos 

autofágicos e possibilitando monitoramento dessa via de degradação (Figura 4) 
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(FENG et al., 2014; SHIBUTANI e YOSHIMORI, 2014; YANG e KLIONSKY, 2010; 

KABEYA et al., 2000).  

 

 

Figura 5: Visão geral da via autofágica e das organelas que podem contribuir para a 
biogênese dos autofagossomos. A membrana autofagossomal pode originar-se do retículo 
endoplasmático, das mitocôndrias, das membranas associadas a mitocôndrias (MAM), do Golgi, 
da membrana plasmática e dos endossomos de reciclagem. Ocorre formação e nucleação da 
membrana isolada que origina o fagóforo e, subsequente, expansão da membrana e sequestro do 
material citoplasmático em autofagossomos (Modificado de LAMB, 2013). 
 

 

A via autofágica é um processo altamente regulado e a molécula central 

intracelular para integrar sinais relacionados com a autofagia é a mTOR 

(mamalian Target Of Rapamycin kinase). Esta proteína participa da via de 

sinalização envolvida no crescimento e metabolismo das células, sendo regulada 

por fatores de crescimento, nutrientes, energia e estresse (WULLSCHLEGER et 

al., 2006). A primeira evidência de que mTOR tem papel no controle da autofagia 
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foi obtida em hepatócitos de ratos, quando o efeito da droga que inibe a função da 

cinase mTOR, rapamicina, induziu à autofagia em presença de aminoácidos 

(BLOMMAART et al., 1995). Posteriormente, o mesmo efeito da rapamicina em 

induzir a autofagia foi observado em levedo (NODA e OHSUMI, 1998). Na 

presença de nutrientes e fatores de crescimento, mTORC1 (mammalian target of 

rapamycin complex-1)  promove o crescimento celular e atividade metabólica 

enquanto suprime o complexo ULK1 e, consequentemente, a autofagia (Figura 6). 

Em starvation ou estresse, inúmeras vias de sinalização irão inativar a ação de 

mTORC1, e isto tanto suprime o crescimento das células reduzindo a demanda 

energética quanto induz a via autofágica, o que pode permitir a adaptação ao 

estresse e, consequentemente, à sobrevivência celular (EFEYAN e SABATINI, 

2010; YANG e KLIONSKY, 2010). 
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Figura 6: Regulação da autofagia por mTOR. A autofagia é controlada a partir da mTOR que é 
uma cinase central sensível a nutrientes que leva em células de mamífero  à indução de autofagia 
e aumento da disponibilidade de aminoácidos. Assim, sob altas concentrações de aminoácidos, 
mTOR inibe a função do complexo ULK1, reprimindo assim a via autofágica e promovendo a 
síntese de proteínas e o crescimento celular. Em starvation ou o tratamento com rapamicina há 
inibição da atividade de mTOR, o que leva à ativação de ULK1 que induz a sinalização para 
desencadeamento do processo autofágico (Modificado de GALLAGHER e CHAN, 2013). 
 

 

1.2.3 Interação da Autofagia com a Endocitose 

 

O eficiente fluxo da via autofágica depende de uma via endocítica funcional 

já que os autofagossomos fusionam com lisossomos, onde ocorre degradação 

dos materiais sequestrados pela ação de hidrolases lisossomais, presença de 

próton ATPases vacuolares em suas membranas, responsáveis pela acidificação, 

além da presença de permeases que promovem o transporte dos substratos de 

volta para o citoplasma (SINGH e CUERVO, 2011). Além disso, evidências 



37 
 

 
 

mostraram que existe conexão entre a autofagia e a endocitose em uma etapa 

inicial, logo após a formação do autofagossomo, caracterizando um ponto de 

convergência no curso normal das duas vias, revelando uma interdependência 

entre esses dois processos celulares (LIOU et al., 1997; JING e TANG, 1999; 

STRØMHAUG e SEGLEN, 1993). Também foi demonstrado que a fusão de 

autofagossomos com EE funcionais é necessário para que a autofagia ocorra 

(RAZI et al., 2009; TOOZE e RAZI, 2009). Foi, adicionalmente, relatado a 

ocorrência de um tipo de microautofagia endossomal onde proteínas citosólicas 

são degradas em LE (SAHU et al., 2011). Assim, a conexão entre a autofagia e a 

endocitose apresenta-se com um processo fundamental para a homeostasia 

celular.  

A interação entre a via endocítica e a via autofágica não se restringe 

apenas como um processo de importância para a geração de energia e substrato 

para o metabolismo celular, mas está também intimamente ligado à eliminação de 

microrganismos intracelulares em alguns modelos de infecção e interação de 

patógenos e células-hospedeira. Foi demonstrado que a via fagocítica se 

comunica com a via autofágica, e que essa comunicação reforça os mecanismos 

microbicidas envolvidos na resposta imune inata já no contato inicial do patógeno 

com a célula hospedeira. Foi evidenciada a conexão entre a fagocitose e a 

autofagia a partir da correlação do processo autofágico com a sinalização 

mediada pelo reconhecimento de PAMPs via TLRs. Sanjuan e colaboradores 

(2007) mostraram que o reconhecimento via TLR2 promove rápido recrutamento 

de elementos da via autofágica para o fagossomo induzido por Mycobacterium 

tuberculosis, o que resulta em um processo de fusão com lisossomo mais rápido 

quando comparado com fagocitose sem estimulação do TLR2. Adicionalmente, foi 
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mostrado que há desencadeamento do processo autofágico em resposta à 

sinalização via TLR4 e TLR7 (XU et al., 2007; DELGADO et al., 2008). Esses 

estudos demonstram que, em células infectadas por M. tuberculosis, a indução de 

autofagia a partir do reconhecimento e estímulo de TLR4 e TLR7 promove a fusão 

dos fagossomos das bactérias com autofagossomos e a redução da viabilidade 

dos bacilos. Além disso, Bonilla e colaboradores (2013) apresentaram evidencias 

que a autofagia regula a fagocitose através da modulação da expressão de 

receptores scavenger. Eles demonstraram que o aumento da fagocitose em 

macrófagos ATG7-knockout, que apresentam a via autofágica deficiente, é 

através do aumento da expressão do receptor scavenger, MARCO (macrophage 

receptor with collagenous) e MRS1 (macrophage scavenger receptor 1). Esses 

dados sugerem que a autofagia funciona como um processo celular 

complementar à fagocitose durante a resposta da imunidade inata. Desta forma, a 

interação da via autofágica com a via endocítica, através do processo fagocítico, 

torna-se importante para debelar a infecção por patógenos intracelulares.  

Além da interação com a via fagocítica durante o processo de infecção por 

patógenos intracelulares, vários estudos têm evidenciado o papel da autofagia 

durante a resposta imunoinflamatória à infecção por diversos microrganismos. O 

processo autofágico participa na proteção de organismos em resposta a 

patógenos (RUBINSZTEIN, 2012; BAUCKMAN et al., 2015), facilitando a 

degradação intracelular de bactérias, vírus e protozoários patogênicos.  

Nesse contexto, estudos demonstraram que a autofagia pode participar 

tanto no controle como no favorecimento da infecção causada por patógenos 

intracelulares. Alguns microrganismos intracelulares interagem com a via 

autofágica na célula hospedeira e desenvolvem estratégias distintas de 
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sobrevivência. Bactérias como Porphyromonas gingivalis e Brucella abortus, por 

exemplo, induzem a formação de autofagossomos, o que favorece sua 

sobrevivência em células infectadas (KIRKEGAARD et al., 2004). Coxiella 

burnetti, apesar de não induzir vacúolos autofágicos, tem sua sobrevivência e 

replicação favorecidas mediante indução de autofagia (GUTIERREZ et al., 2005). 

De forma distinta, cepas virulentas de Legionella pneumophila promovem um 

atraso na formação de autofagolisossomos em macrófagos infectados, 

favorecendo o estabelecimento da infecção (KIRKEGAARD et al., 2004). 

Adicionalmente, a indução de autofagia em macrófagos humanos inibe a 

sobrevivência de cepas avirulentas e virulentas de M. tuberculosis (GUTIERREZ 

et al., 2004). Na infecção por protozoários, por exemplo, foi demonstrado que a 

via autofágica do hospedeiro é essencial para a invasão e estabelecimento 

intracelular do Trypanossoma cruzi (ROMANO et al., 2009). Toxoplasma gondii 

inibe a via autofágica do hospedeiro para favorecer a sua sobrevivência (LEE et 

al., 2013). Por outro lado, a infecção por L. amazonenses induz a via autofágica 

na célula hospedeira favorecendo a do parasito (CYRINO et al., 2012). Além 

disso, foi demonstrado que o vacúolo parasitóforo induzido por L. mexicana pode 

adquirir nutrientes citosólicos por microautofagia (SCHAIBLE et al., 1999) e que a 

indução de autofagia promove aumento da carga parasitária em macrófagos 

infectados por L. amazonensis (PINHEIRO et al., 2009). Esses dados enfatizam 

que a via autofágica exerce um papel variável na relação patógenos/célula-

hospedeira a depender do modelo de infecção estudado. Isso ressalta ainda mais 

a importância da via autofágica para as células, abrindo a perspectiva para o 

entendimento da autofagia não apenas como uma via de geração de energia.  
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2 JUSTIFICATIVA  

 

Desde o início dos anos 2000 a autofagia vem sendo alvo de investigação 

em diversas frentes de pesquisa. A maioria dos trabalhos vem estudando o papel 

da via autofágica na infecção de células hospedeiras por diversos patógenos, 

discutindo seu papel como mecanismo capaz de favorecer ou inibir a 

sobrevivência destes microrganismos intracelulares (LEVINE e DERETIC, 2007; 

SCHMID e MÜNZ, 2007; GOMES e DIKIC, 2014).  

Em nosso laboratório trabalhamos com o modelo de interação parasito / 

célula hospedeira no contexto da infecção de macrófagos por Leishmania.  Ao 

buscar relacionar a via autofágica com a infecção por Leishmania, dados da 

literatura apontam que o processo autofágico poderia ser benéfico à 

sobrevivência intracelular do parasito Leishmania. Foi demonstrado que o vacúolo 

parasitóforo induzido por L. mexicana pode se beneficiar da comunicação com a 

via autofágica tendo acesso a nutrientes citoplasmáticos (SCHAIBLE et al., 1999). 

Adicionalmente, outro estudo demonstrou que a indução de autofagia promove 

aumento da carga parasitária em macrófagos infectados por L. amazonensis 

(PINHEIRO et al., 2009). Além disso, estudos demonstraram que a infecção por 

Leishmania estimula a indução do processo autofágico em macrófagos 

favorecendo a sobrevivência intracelular do parasito (JARAMILLO et al., 2011; 

CYRINO et al., 2012). Diante deste contexto, resolvemos em estudo inicial avaliar 

a influência da autofagia sobre a infecção de macrófagos por L. amazonensis. 

Verificamos que a ativação da via autofágica após o estabelecimento da infecção 

não favoreceu nem inibiu a sobrevivência intracelular do parasito. Por outro lado, 

quando induzimos a autofagia previamente à adição do parasito, observamos 
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redução do percentual de células infectadas. Em experimentos posteriores 

demonstramos que o mecanismo pelo qual a prévia indução de autofagia causava 

redução importante da infecção por L. amazonensis era em razão de reduzir sua 

internalização. Ou seja, a indução do processo autofágico foi capaz de reduzir a 

capacidade fagocítica do macrófago, o que apontou para uma clara relação da via 

autofágica com a via endocítica. 

  Anteriormente havia sido demonstrado que existe um ponto de 

convergência comum entre via autofágica com a via endocítica (LIOU et al., 1997; 

JING & TANG, 1999; STROMHAUG & SEGLEN, 1993). Além disso, foi 

demonstrado que o processo autofágico depende da via endocítica para seu 

pleno funcionamento (SINGH & CUERVO, 2011; RAZI et al., 2009; TOOZE & 

RAZI, 2009) e que a via autofágica interage com a via fagocítica (MARTINET et 

al., 2009; ZANG et al., 2011). A partir desses dados e dos nossos resultados 

preliminares, nos questionamos se a autofagia causaria de forma generalizada 

em macrófagos a redução do processo de endocitose em micro e macroescala.  

A endocitose é um processo celular envolvido na captação de nutrientes e 

entrada de patógenos. Existem evidências que esse processo seja capaz de 

influenciar outros processos celulares como adesão e migração celulares, 

sinalização, transmissão sináptica, apresentação de antígenos, polaridade celular, 

mitose, além de crescimento e diferenciação celulares (DOHERTY e McMAHON, 

2009). Além disso, foi demonstrado que a via autofágica tem influência na via 

endocítica que medeia a internalização de integrinas ocasionando a diminuição da 

adesão celular e, consequentemente, reduzindo a capacidade de migração celular 

(TULOUP-MINGUEZ et al., 2013). Dessa forma, nos questionamos 

adicionalmente se a autofagia poderia influenciar negativamente a adesão celular. 
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Com isso, estabelecemos a hipótese que a indução de autofagia reduziria a 

capacidade endocítica em micro e macroescala e influenciaria negativamente a 

adesão celular. 
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3 HIPÓTESE 

 

 A indução de autofagia fisiológica ou farmacológica reduz a capacidade 

endocítica e de adesão do macrófago murino.  

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar, in vitro, a influência da autofagia sobre a capacidade endocítica e a 

adesão do macrófago murino. 

  

 4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

x Determinar a influência da autofagia sobre a endocitose de transferrina e a 

endocitose de BSA em macrófagos de camundongos CBA.  

 

x Analisar o efeito da autofagia sobre a adesão celular de macrófagos de 

camundongos CBA em vidro e em uma matriz de colágeno e fibronectina. 

 
 

x Avaliar o efeito da autofagia sobre a fagocitose de promastigotas de L. 

amazonensis, levedo, bolas de látex e zimosan por macrófagos de 

camundongos CBA. 
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5 CAPÍTULOS 
 
 

5.1 CAPÍTULO I 
 
 

A indução de autofagia altera a adesão  

celular em macrófagos sem alterar a endocitose 

 
 
 
Resumo de resultados: Este capítulo demonstra que a indução de autofagia 
reduz a capacidade de adesão do macrófago murino. Essa redução da adesão 
celular é dependente do tipo de substrato. Além disso, observamos também que a 
prévia indução de autofagia não alterou a capacidade de endocitose mediada por 
receptor ou endocitose de fase fluida do macrófago. 
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INTRODUÇÃO 

 

A via endocítica é responsável pela degradação de substâncias exógenas 

internalizadas por endocitose ou fagocitose, enquanto que a via autofágica é 

responsável por degradar constituintes citoplasmáticos a partir da indução de 

autofagia [1]. Desta forma, a capacidade de adquirir nutrientes e conseguir 

degradar o material extra e intracelular nos lisossomos são importantes para 

geração de energia para a sobrevivência das células eucarióticas. Neste contexto, 

as vias endocítica e autofágica são essenciais para a homeostase celular [2,3]. 

 Diferentes linhas de evidências dão suporte a hipótese de que existe uma 

inter-relação entre as vias endocítica e autofágica. Evidências bioquímicas e 

morfológicas mostram que a endocitose de fase fluida e a autofagia são vias que 

correm em paralelo podendo convergir para a formação de autofagossomos [4-6]. 

Além disso, um estudo recente demonstrou que a via autofágica interage com a 

via endocítica durante a captação de integrinas promovendo a redução da 

reciclagem destas moléculas para a membrana plasmática, reduzindo a adesão e, 

consequentemente, a capacidade de migração celular [7]. Em conjunto, estes 

estudos demonstram evidências de que a via autofágica pode interagir e 

influenciar eventos como a endocitose em microescala, a adesão e a migração 

das células. 

A migração celular requer a formação de protrusões membranares, que por 

sua vez requerem a polarização da membrana plasmática e a formação de FA. 

FA são áreas discretas da membrana em que as integrinas estão agrupadas para 

interagir com a ECM [8]. Estes sítios de adesão contém integrinas, que são 

receptores transmembranares que reconhecem e se ligam a moléculas da ECM. 
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A adesão celular depende da ligação das integrinas com a ECM e determina a 

capacidade das células para migrar [9,10]. A redistribuição das integrinas durante 

a migração celular é controlada pela internalização e reciclagem por endocitose 

mediada por clatrina e macropinocitose. Desta forma, as integrinas liberam-se de 

seus ligantes e são redirecionadas para a membrana plasmática para formar 

novos locais de adesão exigidos para a orientação e motilidade celular [11]. 

Assim, a adesão a ECM é fundamental na diferenciação, proliferação, migração e 

sobrevivência celulares. Neste contexto, as interações célula-célula e célula-

matriz são importantes para o comportamento das células e a homeostase do 

tecido [12]. Contudo, apenas alguns estudos focaram a relação entre a via 

autofágica e a capacidade de adesão celular. 

Neste capítulo tivemos o objetivo de avaliar se a indução de autofagia é 

capaz de influenciar processos que se originam a partir da membrana plasmática, 

incluindo a endocitose em microescala e a adesão celular. Os resultados 

mostraram que a incubação de macrófagos em condições de privação de 

aminoácidos inibe a capacidade de adesão dos macrófagos, mas não altera a 

endocitose de fase fluida e a endocitose mediada por clatrina. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Considerações Éticas 

 Camundongos da linhagem CBA, com 6-8 semanas de idade, foram 

obtidos no biotério do CPqGM-FIOCRUZ/BA onde foram mantidos em condições 

sem agentes patogénicos. A manipulação dos animais foi realizada de acordo 

com as Diretrizes para Experimentação Animal do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal e do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal. O Comitê de Ética para Utilização Animal (CEUA) do CPqGM aprovou 

todos os procedimentos que envolveram animais.  

 

Cultura de Macrófagos 

 Macrófagos peritoneais inflamatórios foram obtidos a partir da indução de 

ascite prévia induzida por injeção intraperitoneal de tioglicolato. Posteriormente, 

as células foram obtidas e cultivadas em placas de 24 poços contendo lâminas de 

vidro (13 mm) em uma concentração de 2x105 macrófagos/poço em 1 mL de meio 

DMEM completo, como descrito anteriormente [13], ou foram cultivadas em tubos 

de polipropileno de 14 mL - tubo de fundo redondo (BD Bioscience, Durham-NC-

EUA) em uma concentração de 2x106 macrófagos/tubo em 2 mL de meio DMEM 

completo (cultura em suspensão) e foram cultivadas a 37ºC em estufa 

suplementada com 5% de CO2.  

 

Indução de Autofagia 

 Para induzir a autofagia fisiológica (starvation), os macrófagos foram 

incubados em EBSS (Earl´s Balanced Salt Solution) (Sigma, St Louis-MO-EUA) 
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meio pobre em nutrientes, como anteriormente descrito [14]. Para a indução 

farmacológica de autofagia, os macrófagos foram incubados em meio rico em 

nutrientes (DMEM completo) na presença de 50 Pg/mL de rapamicina (Sigma), 

uma droga que inibe a atividade da cinase mTOR e é capaz de induzir autofagia 

mesmo na presença de nutrientes [15]. Tanto a autofagia fisiológica quanto a 

farmacológica foram induzidas 2 horas antes dos ensaios e as células foram 

cultivadas a 37ºC em estufa suplementada com 5% de CO2. 

 

Avaliação do Efeito da Autofagia Sobre a Endocitose 

 Para avaliar os efeitos, in vitro, da prévia indução de autofagia sobre a 

capacidade endocítica de macrófagos murinos, células (106/mL) foram incubadas 

em suspensão e induzidas à autofagia como descrito acima. Em seguida, as 

células foram incubadas com 300 nM de transferrina-Texas Red (TF) (Molecular 

Probes), ou 300 nM de albumina-FITC (BSA) (Molecular Probes). Após 30 

minutos de incubação a 37°C e 5% de CO2, macrófagos foram fixados em 

paraformaldeído 4% durante 15 minutos, lavados três vezes com solução salina, 

centrifugados a 300 x g durante 10 minutos e ressuspensos em 100 PL de PBS 

1X. O percentual de células que endocitaram TF ou BSA e a média da 

intensidade de fluorescência por célula (MFI) foram determinados por citometria 

de fluxo (FACSAria II, BD Bioscience). A análise de citometria foi realizada 

utilizando o software FlowJo 7,6. Além disso, para confirmar a endocitose das 

partículas, foi realizado cytospin da cultura de macrófagos a 28 x g durante 5 

minutos (Shandon Cytospin 4, Thermo), seguido por marcação com DAPI 

(Vectashield, Burlingame-CA-EUA) e, em seguida, a visualização utilizando 

microscopia confocal (Leica SP8 usando LAS AF Lite). 
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Avaliação do Efeito da Autofagia Sobre a Adesão Celular 

 Macrófagos foram incubados em suspensão e induzidos a autofagia como 

descrito acima. Para a avaliação da adesão celular em diferentes superfícies, os 

macrófagos foram incubados a 37°C por 1 hora em estufa suplementada com 5 % 

de CO2 em placas de 96 poços previamente revestidas com uma solução de 

colágeno do tipo I a 300 Pg/mL (Sigma) e fibronectina a 10 Pg/mL (Sigma) em 

uma concentração de 2x105 células em 200 PL [16]. Em outro ensaio, as células 

foram incubadas em placas de 24 poços contendo lamínulas de vidro (13 mm) em 

uma concentração de 2x105/mL. Em seguida, as células foram fixadas com 

gluteraldeído a 1% (Sigma) durante 10 minutos e, posteriormente, coradas por 

H&E para a visualização microscópio ótico com objetiva de 20X (Olympus BX53). 

Por fim, 3 imagens foram feitas por poço para determinar o número de células 

aderentes por área (mm2) . 

 

Avaliação da Superfície Celular de Células em Autofagia 

 Para avaliar o aspecto da superfície celular de macrófagos induzidos à 

autofagia, macrófagos foram distribuídos em placas de 24 poços sobre lamínula 

redonda de vidro (13mm) na concentração de 2x105 células/poço e foram 

induzidos à autofagia como descrito acima durante duas horas. Depois disso, as 

células foram fixadas com gluteraldeído 2,5% (Sigma), 2% de paraformaldeído 

(Sigma) em tampão de cacodilato de sódio 0,1 M (Sigma) e lavadas três vezes 

com o mesmo tampão. Em seguida, as amostras foram pós-fixadas com 1% de 

tetróxido de ósmio (Polysciences, Warrington-PA-EUA), 0,8% de ferrocianeto de 

potássio (Sigma) e cloreto de cálcio 10 mM (Sigma) em tampão de cacodilato 0,1 

M, lavou-se três vezes com o mesmo tampão, e as amostras foram desidratadas 
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em séries de etanol e secas pelo método de ponto crítico (Pontos Críticos de 

secador 030, Leica). As lamínulas de vidro foram montadas em stubs JEOL, 

recobertas com 30 nm de ouro no Denton Vacuum DeskIV e observadas usando 

o microscópio eletrônico de varredura (JEOL JSM 6390LV em 12KV). Por fim, 10 

imagens por grupo de células foram realizadas como auxílio do software ImageJ 

7.6.1 para determinar a área ocupada por macrófago (mm2). 

 

Análise Estatística 

 Os gráficos e as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

GraphPad Prism, versão 7.00 - GraphPad Software Incorporate. A maioria dos 

gráficos representa um experimento representativo de um conjunto de 

experimentos ou a mediana de um conjunto de experimentos. Em uma ocasião é 

representado o resultado de um experimento realizado uma única vez. Foram 

utilizados os testes de Kruskal-Wallis e o pós-teste de comparação múltipla de 

Dunn para comparação entre os grupos em experimentos realizados utilizando 

cinco replicas ou menos. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas quando p ≤ 0,05. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo, inicialmente foi testado o efeito da indução de autofagia 

sobre a endocitose em microescala. Tanto a endocitose mediada por receptores 

de TF ou endocitose de fase fluida de BSA não foram alteradas em macrófagos 

induzidos à autofagia fisiológica ou farmacológica em comparação com as células 

do grupo controle incubadas em meio DMEM completo. O percentual de células 

que endocitou TF (Controle 45,5%, Starvation 38,4%, Rapamicina 43,8%), bem 

como o percentual de células que endocitou BSA (Controle 99,1%, Starvation 

96,8 %, Rapamicina 97,4%) não foi modificado (Fig. 1A). Além disso, a MFI de 

células que endocitaram TF (Controle 21,2, Starvation 19,0, Rapamicina 20,6), do 

mesmo modo, a MFI de células que endocitaram BSA (Controle 110,0, Starvation 

81,6, Rapamicina 81,8) não foram alteradas após a indução de autofagia (Fig. 

1B). Em conjunto, estes resultados mostraram que a indução prévia de autofagia 

não inibe a endocitose em microescala, sugerindo que a autofagia não afeta a 

internalização de macromoléculas em fase fluida e mediada por clatrina. 
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FIGURA 1. A prévia indução de autofagia não inibe a capacidade endocítica do macrófago 
murino. Macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos CBA (106/mL) foram incubados 

em suspensão em EBSS, meio pobre de nutrientes utilizado para a indução fisiológica de 

autofagia (Starvation), ou incubados em meio DMEM completo rico em nutrientes na presença de 

rapamicina (50 Pg/mL) (Rapamicina) para induzir autofagia farmacológica, como descrito em 

Materiais e Métodos. O grupo controle foi incubada em suspensão em meio DMEM completo 

(Controle). Após duas horas, as células foram incubadas com 300 nM transferrina-Texas Red (TF) 

ou 300 nM de albumina-FITC (BSA) durante 30 minutos. Depois disso, as células foram fixadas e 

a porcentagem de macrófagos que endocitou TF (A) ou BSA (B) foi determinada por citometria de 

fluxo. Este é um experimento representativo de quatro experimentos realizados em sextuplicata. A 

análise realizada com o software FlowJo 7.6.1 (Population Comparison) não indicam diferenças 

estatísticas entre os grupos. (Desenho Experimental página 62)  
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Recentemente, Tuloup-Minguez et al. (2013) [17] mostraram que a via 

autofágica interage com a rota envolvida na endocitose mediada por receptores 

de integrina, pois direciona estas proteínas para a degradação nos lisossomos,  

reduzindo sua reciclagem para a membrana. Esta descoberta indica que a 

autofagia é um mecanismo que regula tanto a expressão na superfície celular de 

integrinas e da capacidade de adesão das células e, por consequência, é capaz 

de interferir com a migração celular. Como a fagocitose, a adesão celular requer a 

participação de grandes porções de membrana plasmática, de actina e de 

receptores de superfície, tais como as integrinas [18,19]. Assim, semelhante ao 

seu efeito sobre a fagocitose [20], é possível que a prévia indução de autofagia 

seja capaz de reduzir a capacidade de adesão do macrófago murino. 

Para determinar se a autofagia influencia a adesão celular, inicialmente foi 

testada a capacidade das células induzidas à autofagia por privação de 

aminoácido e farmacológica em aderir ao vidro. Nenhuma diferença na 

capacidade de adesão celular ao vidro foi observada entre os grupos (Fig. 2A): o 

grupo controle apresentou uma média de 60 células aderidas/mm2, enquanto o 

grupo induzido à autofagia por privação de aminoácido apresentou 39 células 

aderidas/mm2 e o grupo induzido à autofagia farmacológica mostrou 59 células 

aderidas/mm2. Em contrapartida, a capacidade de aderir a uma superfície 

revestida com colágeno e fibronectina foi significativamente menor em 48,5% (p < 

0,05) nas células previamente incubadas em meio pobre em nutrientes em 

comparação ao controle. O número médio no grupo starvation foi de 166 células 

aderidas/mm2 e o grupo controle apresentou 342 células aderidas/mm2). Por outro 

lado, não foi observada alteração na adesão do macrófago induzido à autofagia 

farmacológica (319 células aderidas/mm2) (Fig. 2B). 
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Ao reavaliar o ensaio de adesão realizado verificamos que precisávamos 

fazer alguns ajustes experimentais, pois as células do grupo controle e do grupo 

rapamicina, no momento da adesão, estavam em condições diferentes do de 

indução de autofagia. Desta forma, alteramos o desenho experimental para que 

as células tivessem as mesmas condições no instante da indução de autofagia e 

que estas condições fossem mantidas durante a adesão celular (comparar 

desenho experimental da figura 2 e da figura 3, páginas 63 e 64).  

A capacidade de aderir a uma superfície revestida com colágeno e 

fibronectina foi significativamente menor em torno de 70% nas células 

previamente induzidas a autofagia, seja fisiológica ou farmacológica (Fig. 3). O 

número médio no grupo controle foi de 417 células aderidas/mm2, enquanto que 

136,5 e 120,8 nos grupos controle e rapamicina respectivamente. Esse resultado 

indica que a indução de autofagia reduz a capacidade de adesão do macrófago 

murino em matriz de colágeno e fibronectina.  

Similarmente ao dado de Tuloup-Minguez e colaboradores (2013) é 

possível que a indução de autofagia module negativamente a expressão de 

integrinas na superfície celular celular, e isto esteja provoncando a redução da 

capacidade de adesão dos macrófagos. Outros experimentos precisam ser 

conduzidos para comprovar essa hipótese.   
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FIGURA 2. Privação de nutrientes altera a adesão celular. Macrófagos peritoneais inflamatórios 

de camundongos CBA (106/mL) foram incubados em suspensão em meio pobre em nutrientes 

(Starvation) ou induzidos a autofagia farmacológica (Rapamicina) tal como descrito na Fig. 1. Em 

paralelo, o grupo controle foi incubado em suspensão em meio DMEM completo (Controle). Após 

duas horas, 2x105 macrófagos foram incubados em placas de 24 poços contendo lamínulas de 

vidro (13 mm) ou em placas de 96 poços previamente revestidas com uma solução de colágeno 

do tipo I a 300Pg/mL e de fibronectina a 10 Pg/mL para adesão celular durante 1 hora. Em 

seguida, as células foram fixadas e o número de macrófagos aderidos ao vidro (A) e a matriz de 

colágeno/fibronectina (B) foi determinada por microscopia ótica. O gráfico mostra os pontos 

correspondentes à média de cada experimento e a mediana de quatro experimentos 

independentes realizados em sextuplicada. As diferenças entre os grupos em autofagia em 

comparação ao grupo controle foram consideradas significativas quando p < 0,05 (teste de 

Kruskal-Wallis, * p <0,05). (Desenho Experimental página 63) 
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FIGURA 3. Indução de autofagia altera a adesão celular em matriz de colágeno e 
fibronectina. Macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos CBA (106/mL) foram 

incubados em suspensão em meio pobre em nutrientes (Starvation) ou induzidos a autofagia 

farmacológica (Rapamicina) tal como descrito na Fig. 1. Em paralelo, o grupo controle foi incubado 

em suspensão em meio DMEM completo (Controle). Após duas horas, 2x105 macrófagos foram 

incubados em placas de 96 poços previamente revestidas com uma solução de colágeno do tipo I 

a 300Pg/mL e de fibronectina a 10 Pg/mL para adesão celular durante 1 hora. Em seguida, as 

células foram fixadas e o número de macrófagos aderidos a matriz de colágeno/fibronectina foi 

determinada por microscopia ótica. O gráfico mostra os pontos correspondentes à média de cada 

réplica e a mediana de um único experimento realizado em sextuplicada. As diferenças entre os 

grupos em autofagia em comparação ao grupo controle foram consideradas significativas quando 

p < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis, *** p <0,0001). (Desenho Experimental página 64) 
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Posteriormente, com o intuito de avaliar se alterações morfológicas nas 

superfícies das células de macrófagos poderia explicar a inibição da capacidade 

de adesão celular pela prévia indução autofágica, foi realizado um ensaio para 

visualização das células por microscopia eletrônica de varredura. A indução 

prévia de autofagia não alterou a área total de espraiamento dos macrófagos. Os 

macrófagos de grupo controle apresentaram uma área média de 74 mm2, 

enquanto o grupo em starvation apresentou 80 mm2 e o grupo de células 

induzidas à autofagia farmacológica 91 mm2 (dado não mostrado). A prévia 

indução de autofagia induziu alteração do aspecto celular, sendo as alterações 

mais evidentes no grupo starvation. A indução fisiológica de autofagia promoveu 

alterações na superfície de macrófagos que apresentaram membrana de aspecto 

liso, quando comparada à membrana de células do grupo controle, mesmo na 

presença de levedo (Fig. 3). Já o grupo em autofagia farmacológica apresentou 

um padrão mais similar ao grupo controle, mas com redução das projeções de 

membrana. Esta constatação sugere que a indução de autofagia promove uma 

redução das projeções da membrana plasmática, o que pode ser o mecanismo 

responsável pela redução da aderência celular.  

Uma possível explicação para a perda de capacidade de adesão em 

macrófagos em autofagia pode ser a falta de energia disponível necessária para 

realizar a projeção da membrana e a ligação ao substrato. A falta de energia pode 

estar influenciando a expressão ou ativação de moléculas de adesão na 

superfície da célula, o que poderia explicar a diminuição na adesão de células em 

autofagia. Mais estudos devem ser realizados para determinar o mecanismo 

envolvido na redução da capacidade de adesão celular causada pela prévia 

indução de autofagia. 
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Figura 4. Privação de nutrientes promove alterações morfológicas na superfície celular. 
Macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos CBA foram cultivados em placas de 24 

poços contendo lamínulas de vidro (13 mm) em uma concentração de 2x105 células/poço. Em 

seguida, os macrófagos foram incubados em meio pobre em nutrientes (Starvation) (C e D) ou 

induzidos a autofagia farmacológica (Rapamicina) (E e F) tal como descrito na Fig. 1. Em paralelo, 

o grupo de controle foi incubado em meio DMEM completo (Controle) (A e B). Após duas horas, 

um grupo de células (B / D / F) foi exposto a partículas de levedo (10:1) por uma hora.  Em 

seguida, todos os grupos de células foram fixadas e a morfologia da superfície celular foi avaliada 

utilizando microscopia eletrônica de varredura. (Desenho Experimental página 65)  
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5.2 CAPÍTULO II 
 
 

A indução de autofagia inibe a fagocitose em macrófagos murino 
 
 

Manuscrito: Phagocytosis is inhibited by autophagic induction  
in murine macrophages 

 
 
Resumo de resultados: Este trabalho demonstra que a prévia indução de 
autofagia, seja ela fisiológica ou farmacológica, reduz a capacidade fagocítica do 
macrófago murino. Essa redução da fagocitose é um evento precoce que 
independe da natureza da partícula a ser fagocitada e do tipo celular. Além disso, 
trata-se de um evento reversível e que não interfere no reconhecimento das 
partículas, já que a indução de autofagia não altera o binding. O trabalho mostra 
que a redução da capacidade fagocítica causada pela indução de autofagia 
relaciona-se à etapa de internalização de partículas. 
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a b s t r a c t

Recent studies have demonstrated that communication takes place between the autophagic and phago-
cytic pathways, indicating that the convergence of these two pathways plays an important role in the
innate immune response against intracellular microbes. The present study investigated the effect of auto-
phagic induction on the phagocytic capacity of murine macrophages. Autophagy induced by physiological
and pharmacological means was shown to reduce the phagocytic capacity of murine macrophages,
regardless of cell origin or the nature of the phagocytosed particles themselves. This autophagic inhibi-
tory effect on phagocytosis was shown to be an early and reversible event that results in no loss of cell
viability. Furthermore, the data presented herein demonstrate that the induction of autophagy does not
affect a macrophage’s capacity to recognize and bind to particles, indicating that autophagy does not inhi-
bit the particle recognition process, even though particle internalization is suppressed. The findings
herein support the notion that phagocytosis and autophagy may be interdependent and complementary
processes.

! 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Originally, autophagy was described as a mechanism that main-
tains cellular homeostasis [1] by way of a natural physiological
process that leads to the acquisition of energy in response to stress,
as well as being the process responsible for the renewal of cellular
organelles [2]. Autophagy leads to the degradation of proteins, sub-
cellular domains and organelles, which is an evolutionarily con-
served process occurring naturally in eukaryotic cells and is
inducible in response to a variety of stress situations [3]. To date,
the known autophagic processes are subdivided into different
pathways, including chaperone-mediated autophagy, microauto-
phagy and macroautophagy. Both micro- and macroautophagy
are intracellular processes involving macromolecular degradation
in eukaryotic cells. In the microautophagic process, the transfer
of cytosolic components into the lysosomal compartment occurs
by direct invagination of the lysosomal membrane, while in the
macroautophagic process, cytosolic components are sequestered
into an autophagosome prior to fusion with lysosomes [4].

Macroautophagy, also known as the autophagic process, is trig-
gered in response to starvation conditions and regulated by the
activity of the serine–threonine kinase, the mammalian target of
rapamycin (mTOR). This enzyme is activated under nutrient-rich
conditions. By contrast, mTOR activity is blocked by rapamycin,
triggering the formation of autophagosomes under nutrient-rich
conditions [5]. Furthermore, the autophagic pathway occurs in an
orderly manner. Initially, a portion of the cytoplasm and organ-
elles, such as endoplasmic reticulum (ER), mitochondria and per-
oxisomes, are sequestered by a double-layered membrane which
leads to the formation of an autophagosome. Autophagosomes
then fuse with lysosomes, losing their inner membranes, and these
vesicles become acidic due to the acquisition of proton ATPases in
the outer membranes. Subsequently, autophagosomes acquire
other proteins, such as lysosomal enzymes, and this organelle is
then called an autophagolysosome, or autolysosome, which is
where the degradation of sequestered material occurs [6,7]. The
origin of the autophagosome double membrane is unknown. Evi-
dence indicates that this structure originates from ribosome-
devoid regions of the ER [6]. However, it has been recently
suggested that the plasma membrane may contribute to the
formation of the autophagosome membrane [8].

The autophagic process has also been described as a mechanism
that plays a role in the innate and adaptive immune systems
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involved in intracellular infection by microorganisms. This cellular
mechanism may protect host cells and promote the establishment
of infection, depending on the nature of the pathogen [9–11]. These
data suggest that the course of infection depends not only on the
initial steps of host cell–pathogen interaction, but also on subse-
quent events in which pathogen-induced vacuoles interact with
autophagic vesicles.

Phagocytosis is the primary mechanism by which unicellular
eukaryotes obtain nutrients [12]. In metazoans, phagocytosis is
important not only for cell nutrition, but is also involved in inter-
nalization, killing and removal of foreign particles. In mammals,
it is a mechanism involved in tissue remodeling during organism
development, senescent cell removal and inflammation. Addition-
ally, phagocytosis is one of the most important processes involved
in the mammalian defense against infection by intracellular micro-
organisms [12,13].

Recent studies have observed crosstalk between the autophagic
and phagocytic pathways [14,15]. Fusion between nascent phago-
somes and autophagosomes has been recently described [16]. This
phenomenon suggests that autophagy may play a complementary
role during phagocytosis. Furthermore, it has recently been dem-
onstrated that in the macrophage cell line J774, the induction of
autophagy enhances bacterial uptake prior to phagocytosis [17].

The present study aimed to evaluate possible connections be-
tween autophagic and phagocytic pathways by determining the ef-
fect of autophagic induction on the phagocytic capacity of murine
macrophages. We hypothesized that the induction of autophagy
prior to phagocytosis would alter the phagocytic capacity of
macrophages.

2. Materials and methods

2.1. Macrophage obtainment and cultivation

All experiments were performed according to the standards of
the Ethics Committee on Animal Experimentation at the Oswaldo
Cruz Foundation – CPqGM/FIOCRUZ. Thioglycolate-elicited inflam-
matory peritoneal macrophages from CBA mice were obtained and
cultivated in 24-well plates containing 12-mm glass slides at a
concentration of 2 ! 105 macrophages per well as previously de-
scribed [18].

2.2. Parasites

The Leishmania amazonensis (strain MHOM/Br88/Ba-125) prom-
astigotes used in this study were maintained in axenic culture for
up to seven passages, suspended in Schneider’s (Gibco) complete
medium supplemented with 10% inactivated fetal calf serum and
50 lg/mL of gentamicin (Sigma). All parasites were washed,
counted and added to macrophage cultures at a ratio of 10:1.

2.3. Induction of autophagy

To induce physiological autophagy (Starvation), macrophages
were incubated in EBSS nutrient-poor medium (Earl’s Balanced Salt
Solution, Sigma) as previously described [19]. To induce pharmaco-
logical autophagy, macrophages were incubated in nutrient-rich
medium (complete DMEM) in the presence of 50 lg/mL of rapamy-
cin (Sigma), a drug that inhibits mTOR kinase activity [5].

2.4. Autophagic effect on phagocytosis

To assess the in vitro effects of autophagic induction on the
phagocytic capacity of murine macrophages, the cells were incu-
bated under autophagic conditions as described above. Next, heat

inactivated yeast particles (Saccharomyces cerevisiae, Sigma) or L.
amazonensis stationary phase promastigotes were added to macro-
phage cultures at a ratio of 10:1 particles or parasites per cell. Then
the macrophage cultures were fixed in ethanol at 99% for 15 min,
stained with H&E and a minimum of 400 cells were counted using
a bright-field light microscope. The percentage of macrophages
that phagocytosed particles or parasites was calculated as the per-
centage of phagocytosis and the number of particles or parasites
per macrophage was quantified. Cell viability was tested using
the trypan blue exclusion technique which showed that 95–99%
of cells incubated under both physiological and pharmacological
autophagic conditions suffered no loss of cell viability.

2.5. Transmission electron microscopy

To evaluate the ultrastructural aspects of the cells incubated
under physiological and pharmacological autophagic conditions,
macrophage suspensions were distributed in 6-well plates at a
concentration of 2 ! 106 per well. At the end of the incubation per-
iod, the cells were processed as previously described [20]. The
samples were embedded in Polybed epoxy resin (Polysciences,
Warrington, PA, USA) and after polymerization, ultrathin sections
were obtained. The sections were contrasted and then observed
using a transmission electron microscope (JEOL JEM 1230 at
80 kV).

2.6. Fluorescence microscopy

Macrophages were incubated in physiological and pharmaco-
logical autophagic conditions for 2 h at 37 !C 5% CO2 and fluorescein
isothiocyanate-labeled zymosan particles (FITC-zymosan, Sigma)
were added at a ratio of 10 particles per macrophage (10:1). The
culture plates were centrifuged (500g) at 4 !C for 5 min and then
incubated for 10 min at 4 !C, a temperature at which cells recognize
and bind to particles, but under which internalization is infeasible
[21] and differentiation between particle binding and particle inter-
nalization is observable. After this time period, cultures were
washed to remove non-adherent particles and fixed in 4% parafor-
maldehyde (Sigma) for 20 min. The macrophage cultures were then
stained with DAPI (Vectashield, Burlingame, CA, USA), which marks
nuclei in blue, and 0.16 lg/mL of rhodamine–phalloidin (Sigma) to
observe polymerized actin in fixed cells. Particle binding was iden-
tified by colocalization of zymosan-FITC stained in green with actin
cups labeled in red, a phenomenon that is quantifiable due to the
presence of yellow-colored assemblies in plasma membrane. The
percentage of cells displaying colocalization of actin cups with
zymosan-FITC was determined by counting at least 600 cells in five
fields using Image-Pro Plus 6.0.

2.7. Statistical analysis

The graphs and statistical analyses were done using the pro-
gram GraphPad Prism, version 5.00 – Incorporate GraphPad Soft-
ware. The bar graphs represent the means ± SE (standard error)
of a set of experiments done at least in triplicate and repeated four
times. The one-way ANOVA and Tukey post-test were used for
comparison between three or more groups. Differences were con-
sidered statistically significant when p 6 0.05.

3. Results and discussion

In order to evaluate the effect of autophagy on the phagocytic
capacity of murine macrophages, cell cultures were incubated un-
der physiological autophagic conditions as described in Section 2.
Transmission electron microscopy was performed to evaluate
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whether morphological alterations were present in macrophages
subjected to starvation conditions. In addition to less electron-
dense cytoplasm, numerous double membrane vacuoles character-
istic of mature autophagosomes [22] were observed in more than
90% of the cells (Fig. 1A and B), confirming that autophagy was in-
duced in peritoneal inflammatory CBA macrophages.

A reduction in yeast particle phagocytosis by macrophages
incubated under autophagic conditions was detected, in compari-
son to control cells incubated in complete DMEM. Phagocytosis
inhibition was detected within 15 min of the exposure of particle
to cells which had been previously incubated for 2 h under physi-
ological autophagic conditions. A maximum inhibition level of 70%
was obtained at the 60-min interval of cell–particle interaction
(Fig. 2A, p < 0.05, n = 4, ANOVA) and the average number of inter-
nalized particles per macrophage was reduced by 40% at a 60-
min interval during starvation medium incubation, in comparison
to controls (Fig. 2B, p < 0.05, n = 4, ANOVA). To verify whether this
inhibitory effect was related to incubation under starvation condi-
tions, the macrophages were incubated under pharmacological
autophagic conditions, i.e. in a nutrient-rich medium in the pres-
ence of rapamycin, an mTOR inhibitor. Similar to physiological
autophagic induction, pharmacological autophagic induction in-
duced morphological alterations on a cellular level in over 90% of
the cells (Fig. 1C), as well as down modulation of the phagocytosis
of yeast particles (Fig. 2A and B). These findings indicate that it is
the autophagic process itself which triggers an inhibitory effect
on the phagocytosis of yeast particles by macrophages, regardless
of incubation conditions.

To test whether this inhibitory effect occurs in other phagocytes
as well as in inflammatory macrophages from CBA mice, further

experiments were performed using non-inflammatory CBA macro-
phages and the RAW cell line. The induction of physiological
autophagy reduced phagocytosis by 95% (±0.50) in resident perito-
neal cells, by 90% (±1.63) in bone marrow-derived macrophages,
and by 90% (±7.07) in RAW cells. Similarly, the induction of phar-
macological autophagy reduced phagocytosis by 85% (±5.12) in
resident peritoneal cells, by 60% (±5.31) in bone marrow-derived
macrophages, and by 80% (±10.31) in RAW cells. To further inves-
tigate the universal nature of this effect, BALB/c and C57BL/6
inflammatory peritoneal macrophages were submitted to physio-
logical and pharmacological autophagic conditions as described
above. Physiological autophagic induction reduced phagocytosis
by 18% (±13.23) in BALB/c and 35% (±10.44) in C57BL/6 macro-
phages. Similarly, pharmacological autophagic induction reduced
phagocytosis by 80% (±8.41) in BALB/c and 80% (±8.30) in C57BL/
6 macrophages. Taken together, these data demonstrate that
autophagy inhibits particle uptake by macrophages of different ori-
gin, suggesting that autophagic induction affects classical phagocy-
tosis by professional phagocytes in a generalized manner.

To determine the length of time necessary for autophagy to in-
hibit phagocytosis, CBA macrophages were incubated under either
physiological or pharmacological autophagic conditions for time
intervals ranging from 0 to 120 min. Yeast particles were then
added to all cell groups and each macrophage culture was incu-
bated for an additional 30 min. Cultures exposed to pharmacolog-
ical autophagic conditions exhibited a reduction of approximately
60% in the percentage of phagocytosis in as promptly as 15 min, a
level which was maintained at later intervals. By contrast, the cul-
tures incubated in starvation medium presented a gradual reduc-
tion in phagocytosis ranging from 25% at time 0 to 60% at

Fig. 1. Autophagic conditions induce morphological alterations in cells as detected by electron microscopy analysis. Inflammatory peritoneal CBA macrophages (2 ! 105/mL)
were incubated in EBSS, a nutrient-free medium used for physiological autophagic induction (A, B), or incubated in nutrient-rich DMEM complete medium in the presence of
rapamycin (50 lg/mL) (C) to induce pharmacological autophagy, as described in Section 2. The control group was incubated in DMEM complete medium (D). Next, cells were
fixed and morphology was assessed using electron microscopy. Pictures clearly depicted aspects of cells in the autophagic process (A–C). Arrows represent double membrane
vacuoles in the cell cytoplasm.

606 J.G.B. Lima et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 405 (2011) 604–609



120 min, which was similar to the levels obtained in pharmacolog-
ical autophagic induction (Fig. 2C, p < 0.05, n = 4, ANOVA). The
number of internalized particles per cell was also reduced by 20–
30% under both autophagic conditions at all intervals (Fig. 2D,
p < 0.05, n = 4, ANOVA). These data demonstrate that the inhibitory
effect on phagocytic capacity occurs at relatively early stages of
both types of autophagic induction.

To establish whether autophagy affects phagocytosis directly or
indirectly, an assay was conducted to test the reversibility of the
autophagic inhibitory effect. CBA macrophages were incubated in
nutrient-poor medium for 2 h, then washed and divided into two
groups. The first group was kept in the starvation medium, while
the second was placed into a nutrient-rich medium, and both
groups were further incubated for an additional 30 or 60-min per-
iod. All cultures were subsequently incubated in the presence of
yeast particles for 30 min and phagocytosis levels were then quan-
tified. As expected, the macrophages cultured in starvation med-
ium throughout the entire incubation period presented a
significantly reduced percentage of phagocytosis in comparison
to control cells (Fig. 3). By contrast, the cultures initially incubated
in nutrient-poor medium and then shifted to a nutrient-rich med-
ium, phagocytosed particle at levels similar to control macro-
phages incubated only in nutrient-rich medium (Fig. 3A and B,
p < 0.05, n = 4 ANOVA). These data clearly demonstrate that the
autophagic inhibitory effect on phagocytosis is completely revers-
ible, thus reinforcing the notion that a direct correlation exists be-
tween autophagic induction and the inhibition of phagocytosis by
macrophages.

In order to further investigate the correlation between autopha-
gic induction and phagocytosis, we assessed whether this effect is
dependent on particle recognition by incubating other inert parti-
cles in the experimental autophagic induction model. Macrophages
were incubated under autophagic conditions for 2 h and
subsequently incubated in the presence of inert particles, such as

zymosan and latex beads, as well as live L. amazonensis promastig-
otes. Autophagic induction was observed to inhibit the phagocyto-
sis of zymosan and latex beads (data not shown). Additionally,
phagocytosis of L. amazonensis promastigotes and the number of
parasites per cell (data not shown) were significantly reduced by
exposure to autophagic conditions. These data demonstrate that
autophagy affects the phagocytosis of several varieties of large par-
ticles, indicating that this effect is not dependent on any specific
receptors involved in particle recognition.

To confirm that macrophage receptors do not play a role in the
autophagic inhibition of phagocytosis, we tested whether particle
opsonization by serum-derived soluble factors has an influence
on this inhibitory effect. Yeast particles were incubated in the pres-
ence of fetal bovine serum for 30 min, then washed and added to
macrophage cultures which were previously incubated in a nutri-
ent-poor medium. These macrophage cultures showed similar
reductions in the percentage of phagocytosis of non-opsonized or
opsonized yeast particles (data not shown), which further supports
the notion that particle–receptor recognition does not play a role in
the autophagic inhibitory effect on phagocytosis.

Fluorescence microscopy analysis was performed to provide
morphological evidence that autophagy does not influence parti-
cle–receptor interaction. Macrophages were incubated under auto-
phagic conditions and then allowed to interact with FITC-zymosan
for 10 min at 4 !C to distinguish particle recognition from the inter-
nalization step of phagocytosis. After fixation, macrophage cultures
were labeled with rhodamine–phalloidin to visualize actin cups,
which are involved in the early stages of phagocytosis [13]. When
comparing cell cultures incubated under both physiological
(Fig. 4B) and pharmacological autophagic conditions (Fig. 4C) to
control cultures (Fig. 4A), the percentage of colocalization of zymo-
san-FITC (stained in green) with actin cups (labeled in red) (Fig. 4D,
p > 0.05, n = 4, ANOVA), as well as the number of particles colocal-
ized with actin cups (Fig. 4E, p > 0.05, n = 4, ANOVA) were found to

Fig. 2. Prior induction of autophagy inhibits the phagocytic capacity of murine macrophages early after interaction. For quantitative microscopic observations, CBA
macrophages (2 ! 105/mL) were incubated in physiological (Starvation) and pharmacological (Rapamycin) autophagic conditions as described in Fig. 1. In parallel, the control
group was incubated in DMEM complete medium (Control). Two hours later, macrophages were incubated in the presence of yeast, fixed and stained with H&E. The
percentage of yeast phagocytosis (A), as well as the number of yeast particles per macrophage (B) were quantified. To determine the length of time necessary for autophagy to
inhibit phagocytosis, cells were further incubated for seven time intervals, ranging from 0 (time 0) to 120 min (0–5–15–30–60–90–120 min). Control cells were incubated in
the nutrient-rich DMEM complete medium. Next, yeast particles were added to cultures (10:1) for 30 min, and after fixation the percentage of phagocytosis (C) and the
number of particles per macrophage were quantified (D). The bars shown here correspond to the average results of four independent experiments performed in quadruplicate
±SE and the differences between cultures submitted to autophagic conditions in comparison to control cells were considered significant when p < 0.05 (ANOVA, ⁄p < 0.05,
⁄⁄p < 0.01, ⁄⁄⁄p < 0.001).
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be similar among groups. These findings provide evidence that
autophagic inhibition of phagocytosis occurs during a downstream
step in which recognition and binding have already taken place,
leading us to conclude that autophagic induction does not influ-
ence particle–receptor interactions during phagocytosis.

The present data is in apparent disagreement with previous
findings [17], which showed that in macrophage cell line J774,
incubated exclusively in starvation conditions, an enhancement
of the phagocytosis of Escherichia coli and Staphylococcus aureus oc-
curred. Unlike Martinet et al. (2009) we demonstrated that both

physiological and pharmacological methods of autophagic induc-
tion provoke an inhibitory effect on the phagocytosis of large par-
ticles, such as latex beads (2 lm), zymosan, yeast and live
Leishmania parasites. Further studies must be conducted to deter-
mine the precise mechanism involved in the induction of autoph-
agy prior to phagocytosis. Since these two studies possess different
methodologies, including the procedure used for quantification,
the type and size of particles used and the time intervals of auto-
phagic induction analyzed, it is possible that each study triggers
autophagy in a different manner. Additionally, in apparent contrast

Fig. 3. The autophagic inhibition of phagocytosis is reversible. CBA macrophages (2 ! 105/mL) were incubated in nutrient-poor medium for 2 h, then washed and divided into
two groups. The first group remained in the starvation medium, while the second group was placed into a nutrient-rich medium, and both groups were further incubated for
an additional 30 and 60 min. All cultures were incubated in the presence of yeast particles (10:1). The control group was incubated in DMEM complete medium (Control)
during all the experimental intervals. The percentage of phagocytosis (A) and the number of yeast particles per cell (B) were quantified. The bars here correspond to the
average results from four independent experiments performed in quadruplicate ±SE (ANOVA, ⁄⁄⁄p < 0.001).

Fig. 4. Prior induction of autophagy inhibited particle internalization but did not alter particle binding to macrophages. CBA macrophages (2 ! 105/mL) were incubated under
physiological (Starvation) (B) and pharmacological (Rapamycin) autophagic conditions (C) and in parallel, control cells were incubated in DMEM complete medium (A).
Macrophages were allowed to bind to zymosan-FITC (10:1) for 10 min at 4 !C, then fixed and processed for quantitative observation under fluorescence microscopy (A–C).
Particle binding was identified by colocalization in yellow (arrow head) of zymosan-FITC stained in green (arrow) with polymerized actin filaments (actin cups) labeled with
phalloidin in red. The percentage of colocalization of zymosan-FITC with labeled cells (D) and the number of particles colocalized with actin cups (E) were quantified. The bars
shown here correspond to the average results from four independent experiments with control, rapamycin and starvation medium groups, performed in quadruplicate ±SE,
which do not display statistically significant differences among these groups (ANOVA). Original magnification is 600!. Blue arrowheads indicate yeast particles associated
with macrophage cell surfaces.
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with the present results, the prior induction of autophagy was
shown to not affect the phagocytosis of live Coxiella burnetti [10]
or killed S. aureus [23]. However, both of these studies employed
Chinese hamster ovary (CHO) cells, a non-macrophage cell line,
which may indicate that the inhibitory autophagic effect on phago-
cytosis could be restricted to professional phagocytes.

Different lines of evidence describe the existence of interactions
between autophagy and phagocytosis [16]. Using proteomic analy-
sis, the autophagic protein LC3-II was identified in the membranes
of latex bead-containing phagosomes [14]. In addition, LC3 recruit-
ment to zymosan-containing phagosomes, as well as IgG bead-con-
taining phagosomes, has been previously described [24]. Recent
studies have demonstrated plasma membrane involvement as a
membrane donor for the formation of autophagosomes [25,26].
These authors observed the formation of structures suggestive of
pre-forming autophagosomes derived from the plasma membrane,
requiring the recruitment of proteins from the endocytic pathway
[8]. In the present study, one possible explanation for the loss of
phagocytic ability in macrophages incubated under autophagic
conditions may be the lack of available plasma membrane needed
to perform particle internalization. The induction of autophagy
may recruit and mobilize part of the plasma membrane for the for-
mation of autophagosomes, thereby preventing the internalization
of particles via the phagocytic pathway. Since the autophagic pro-
cess has been demonstrated to be reversible, it is possible that
when an autophagic stimulus is removed, the plasma membrane
quickly become available again for the internalization process.

Alternatively, since the ER membrane has reportedly taken part
in the biogenesis of both the autophagic [7] and phagocytic [27]
pathways, another possible explanation of the inhibitory effect of
autophagy on phagocytosis may originate from the insufficient
amount of ER cisternal membrane available for both processes
simultaneously.

Taken together, the present data clearly show that the induction
of autophagy inhibits classical phagocytosis in murine macrophages
via a mechanism that does not interfere with particle–receptor
interaction. The results support the notion that phagocytosis and
autophagy can be interdependent and complementary processes.
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6 DISCUSSÃO GERAL 
 
  
 O presente trabalho investigou a influência do processo autofágico sobre a 

capacidade endocítica em microescala e em macroescala e sobre a capacidade 

de adesão do macrófago murino, abrindo portas para novas perspectivas sobre o 

entendimento da relação da autofagia com outros processos celulares.  

 Ao investigar a influência da autofagia sobre a endocitose em microescala 

e em macroescala, foi observado que o processo autofágico é capaz de inibir a 

captura de grandes partículas por fagocitose (Capítulo II), porém não altera a 

entrada de macromoléculas (Capítulo I) como Tf e BSA, que caracterizam 

respectivamente a endocitose mediada por clatrina e a endocitose de fase fluida 

(KUMARI et al., 2010).  

A via endocítica leva à internalização de nutrientes e macromoléculas do 

meio externo para o meio interno. Esse evento ocorre por meio de 

compartimentos derivados da membrana plasmática que, posteriormente, podem 

se fusionar com os lisossomos para a degradação do material internalizado e 

consequente produção de energia e substrato metabólico (HUOTARI e 

HELENIUS, 2011). A via endocítica e a via autofágica atuam de maneira 

complementar para a disponibilização de substrato para a célula, assim, em 

sinergia, estas duas vias caminham juntas para a homeostase das células, 

principalmente em situações de estresse nutricional. Inclusive a maturação dos 

autofagossomos, na via autofágica, depende do fluxo contínuo da via endocítica 

disponibilizando compartimentos e o bom funcionamento dos lisossomos (LAMB 

et al., 2012). Desta forma, nossos dados reforçam a existência de uma 

comunicação entre a via endocítica em macroescala e a via autofágica. Contudo, 

estudos precisam ser conduzidos para esclarecer a razão pela qual a prévia 
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indução de autofagia altera apenas a capacidade fagocítica do macrófago murino 

e não é capaz de alterar o processo endocítico em microescala. Uma possível 

explicação para a inibição apenas da capacidade fagocítica pode estar 

relacionada à diminuição da quantidade e disponibilidade de membrana 

plasmática para a internalização de grandes partículas em células em autofagia. 

  Estudos demonstraram o envolvimento da membrana plasmática como um 

doador e fonte de membrana para a formação dos autofagossomos (CUERVO, 

2010; RAVIKUMAR et al., 2010). Além disso, também foi observada a formação 

de estruturas sugestivas de pré-autofagossomos derivados de membrana oriunda 

da membrana plasmática, requerendo a participação de proteínas da via 

endocítica (LAMB et al., 2012). Esses dados indicam que a membrana plasmática 

está diretamente relacionada com a autofagia. Além disso, é plausível de se 

hipotetizar que a membrana que participa da formação de vesículas da via 

endocítica estaria disponível para participar da fase inicial do processo autofágico. 

No entanto, nossos dados apontam que a internalização de pequenas porções da 

membrana plasmática em células em autofagia estariam disponíveis para mediar 

a endocitose de macromoléculas. É provável que em contraste à possível 

diminuição da disponibilidade de membrana para realizar a fagocitose em células 

induzidas à autofagia, esta não teria influência na disponibilidade de membrana 

para endocitose em microescala, pois as vesículas endocíticas requerem apenas 

pequenas extensões de membrana plasmática para a sua formação (KUMARI et 

al., 2010). A demonstração de que a inibição da capacidade fagocítica é um efeito 

completamente reversível em nosso estudo (Capítulo II – Figura 3) reforça a ideia 

de que a fagocitose é restaurada quando cessa o estímulo da indução de 

autofagia, sugerindo que a membrana plasmática rapidamente voltaria a ficar 
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disponível para a internalização de grandes partículas. Desta forma, o efeito 

inibitório da autofagia sobre a endocitose em macroescala em macrófagos de 

camundongos não seria dependente de um processo bioquímico e sim por 

competição por disponibilidade de membrana.  

Corroborando com nossos achados, Bonilla e colaboradores (2013) 

demonstram que em células onde a via autofágica foi inibida houve aumento da 

fagocitose de bactéria, e isso ocorre devido ao aumento da expressão de 

receptores scavenger na superfície celular. O que sugere que o processo 

autofágico é capaz de regular a expressão de receptores envolvidos na 

internalização de patógenos, e isso acabaria por comprometer a capacidade 

fagocítica das células. Ao contrário do nosso (Capítulo II), outros estudos que 

utilizaram células CHO, células de linhagem não macrofágica, mostraram que a 

prévia indução de autofagia não foi capaz de alterar a tomada de grandes 

partículas (bactérias), incluindo C. burnetti e Staphylococcus aureus mortos 

inativados por calor (GUTIERREZ et al., 2005; ROMANO et al., 2009). Desta 

forma, é possível que essa aparente controvérsia entre o nosso (Capítulo II) e 

esses estudos (GUTIERREZ et al., 2005; ROMANO et al., 2009), seja justificada 

pelos distintos tipos celulares utilizados nos diferentes estudos. Com isso, é 

possível que a indução da autofagia só altere a capacidade fagocítica em 

fagócitos profissionais.  

Ainda, em contraste aos nossos achados, Martinet e colaboradores (2009) 

demonstraram que macrófagos J774 induzidos à autofagia fisiológica 

apresentaram aumento da fagocitose de Escherichia coli e S. aureus inativados 

por calor. Essas diferenças podem ser explicadas devido as diferenças no 

tamanho e na natureza das partículas, pois mostramos que houve a inibição da 
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internalização de partículas maiores de 5 μm em comparação com as bactérias 

cujas dimensões não ultrapassam cerca de 1 μm. Em contraste ao nosso estudo, 

Zang e colaboradores (2011) demonstraram que células de linhagem macrofágica 

U937 quando induzidas à autofagia apresentaram capacidade aumentada de 

fagocitar células apoptóticas. Contudo, as diferenças entre esse estudo e o nosso 

pode ser explicada pelo método de indução de autofagia que no nosso estudo foi 

por starvation ou pela inibição da cinase mTOR por tratamento com rapamicina, e 

no artigo em questão, consistiu no tratamento das células com oridonina. Esse 

fármaco é capaz de induzir autofagia por um mecanismo via regulação negativa 

de RAS (Li et al., 2007; Li et al., 2011). Em conjunto, os poucos estudos revelam 

que há uma divergência sobre a influência da autofagia sobre a fagocitose, mas 

todos apontam para existência de uma comunicação entre as duas vias. Novos 

estudos necessitam ser conduzidos para elucidar os mecanismos envolvidos na 

conexão existente entre a autofagia e a fagocitose.   

Uma possível explicação para a alteração da capacidade fagocítica em 

decorrência da prévia indução de autofagia pode estar relacionada à atividade da 

PI3K. Essa enzima é fundamental durante o processo de fagocitose de partículas 

por viabilizar o rearranjo do citoesqueleto, a emissão de pseudópodes e o 

remodelamento da membrana durante o englobamento e por ativar a ação da 

miosina durante a internalização, sendo importante tanto na formação quanto na 

maturação dos fagossomos (LINDMO e STENMARK, 2006; GILLOOLY et al., 

2001; COX et al., 1999; BOHDANOWICZ et al.,2010; COX et al., 2002; VIEIRA et 

al., 2001; SWANSON et al., 1999). Foi adicionalmente demonstrado que a PI3K 

está relacionada com a formação de autofagossomos (FENG et al., 2014; 

SHIBUTANI e YOSHIMORI, 2014; PETIOT et al., 2000). Dessa maneira, é 
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possível que, em nossos experimentos sobre a influência da indução prévia de 

autofagia sobre a fagocitose, a PI3K seja recrutada para a formação dos 

autofagossomos e fique indisponível ou disponível em pequena quantidade para 

mediar o processo de formação do fagossomo, e assim, ocorreria a redução da 

capacidade fagocítica do macrófago murino. Desta forma, nossa hipótese é que 

existe uma competição pela atividade da PI3K entre a fagocitose e a autofagia, 

mas como a PI3K não participa da via endocítica em microescala, a indução 

prévia da autofagia não interferiria na endocitose de macromoléculas. Araki e 

colaboradores (1996) demonstraram que a utilização de inibidores da ação da 

PI3K inibem a fagocitose e a formação de macropinossomos, mas não exercem 

influência sobre a endocitose mediada por receptores e não altera a 

micropinocitose. Adicionalmente, Swanson (2014) discute que a fagocitose de 

grandes partículas depende da sinalização da PI3K para a mobilização de 

grandes extensões de actina, e, consequentemente, mobilização de grande 

extensão de membrana plasmática. Desta forma, esses dados da literatura 

reforçam nossos achados de que a prévia indução de autofagia só teria efeito 

sobre a internalização de grandes partículas. No entanto, estudos 

complementares devem ser realizados para comprovação dessa hipótese e com o 

intuito de elucidar a influência da PI3K como molécula chave na conexão entre as 

vias autofágica e fagocítica. 

Outra proteína da via autofágica que pode estar exercendo um papel 

negativo sobre a fagocitose é a LC3. Inicialmente descrita como um marcador 

específico de autofagossomos (KABEYA et al., 2000), foi observada sua presença 

em fagossomos a partir de um estudo de proteômica que analisou a composição 

proteica da membrana de fagossomos a partir da captura de bolas de látex (SHUI 
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et al., 2008). Este dado demonstrou pela primeira vez que há participação de pelo 

menos uma proteína da via autofágica que participa da via fagocítica induzida por 

partículas modelo para se estudar fagocitose. Esses achados do estudo de SHUI 

e colaboradores reforçam a ideia da existência de uma captação de partículas por 

uma via autofágica, que foi denominada de LAP, ou seja, fagocitose associada à 

LC3 (do inglês LC3-associated phagocytosis). Essa via é ativada a partir do 

reconhecimento por determinados receptores de membrana com, consequente, 

formação de vesículas sem dupla membrana, que sofre processo de maturação 

fagolisossomal mais rápida que a fagocitose (MEHTA et al., 2014). Dados não 

publicados de nosso laboratório demonstraram que a capacidade fagocítica de 

células super-expressando LC3 é reduzida. Essa observação suporta a ideia que 

células super-expressando LC3 podem estar induzindo o processo autofágico e 

que, como consequência, reduzem a capacidade fagocítica. Esses achados 

reforçam a hipótese que LC3 possa ser uma das proteínas envolvidas na inibição 

da fagocitose em células em autofagia.  

A fagocitose é um processo diretamente relacionado a eventos que 

ocorrem na superfície celular, assim a inibição da fagocitose pela indução de 

autofagia sugere que esta última exerça um papel na dinâmica normal da 

membrana plasmática. Desta forma, outros processos celulares que dependam da 

participação e dinâmica da membrana plasmática poderiam ser influenciados pela 

indução de autofagia. Assim como na fagocitose, a adesão celular é um evento 

que compartilha a necessidade de mobilização ativa da membrana plasmática, 

remodelamento do citoesqueleto, além da participação de receptores de 

superfície, como as integrinas (DUPUY e CARON, 2008; FREEMAN e 

GRINSTEIN, 2014). Desta forma, foi gerada a hipótese que a indução de 
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autofagia também poderia ser capaz de alterar a adesão celular. Assim, partimos 

para avaliar o efeito da autofagia sobre a capacidade das células aderirem a 

diferentes substratos. 

Em nosso estudo, a prévia indução de autofagia não alterou a adesão de 

macrófagos sobre o vidro (Capítulo I – Figura 2A). Contudo, quando se avaliou a 

capacidade das células em autofagia aderirem a uma superfície de colágeno e 

fibronectina, as células em autofagia apresentaram significativa redução no 

número de células aderidas (Capítulo I – Figura 2B e 3), demonstrando que a 

dinâmica de adesão é influenciada pela prévia indução de autofagia. Na tentativa 

de elucidar o que estaria causando esse efeito, ensaios foram conduzidos para 

determinar se a superfície de células induzidas à autofagia apresentavam 

diferenças na natureza da ultraestrutura da membrana plasmática. Utilizando 

microscopia eletrônica de varredura, observamos que o padrão de projeção das 

membranas de células em autofagia em comparação às células controle não 

apresentaram diferenças em relação à área celular, mas exibiram, diferentemente 

do controle, membranas com aspecto liso com redução no de projeções na 

superfície (Capítulo I – Figura 4). Esses achados sugerem que a alteração da 

capacidade de adesão destas células pode estar associada à redução na 

capacidade de emissão projeções da membrana plasmática promovida pela 

indução de autofagia. 

Contrariamente ao nosso achado, Touloup-Minguez e colaboradores (2011) 

não observaram em células em starvation diferença na capacidade de aderir à 

superfície recoberta com colágeno quando comparadas às células cultivadas em 

meio rico em nutrientes. Porém, diferentemente dos nossos ensaios, Touloup-

Minguez et al. (2011) induziram a autofagia nas células apenas durante o período 
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de desafio à adesão sem que as células já estivessem previamente em starvation, 

o que pode explicar as diferenças encontradas nos dois estudos. Por outro lado, 

similarmente ao que Touloup-Minguez e colaboradores (2013) demonstraram, é 

possível que a indução de autofagia module negativamente a expressão de 

integrinas na superfície celular celular, e isto esteja provoncando a redução da 

capacidade de adesão dos macrófagos. 

Outra possível explicação para a perda da capacidade em aderir das 

células em autofagia pode ser a falta de energia disponível para promover a 

adesão. A falta de disponibilidade de fonte energética pode estar associada à 

diminuição da expressão e ativação de moléculas de adesão na superfície celular 

e a capacidade de mobilizar a membrana plasmática em macrófagos em 

autofagia. Para elucidarmos tal suposição, poderíamos quantificar a produção de 

ATP nas culturas de macrófagos induzidos à autofagia e utilizar anticorpo para 

avaliar a expressão na superfície celular da integrina E1 VLA4, que está envolvida 

no processo de adesão firme ao substrato de fibronectina (PINHEIRO et al., 

2006). Outra possibilidade é que poderíamos investigar se a indução de autofagia 

fisiológica estaria direcionando integrinas E1 para degradação nos lisossomos e, 

consequentemente, impedindo a re-expressão destas moléculas na superfície 

celular, após elas terem sido endocitadas (TOULOUP-MINGUEZ et al., 2013). 

Adicionalmente, é possível que em células em autofagia, as integrinas não 

estejam diminuídas em número, mas não estejam agrupadas e reorganizadas em 

uma área restrita da membrana plasmática formando as FA (MITRA et al., 2005), 

tornando-se indisponíveis para interagir com a ECM. Uma estratégia interessante 

para testar essa hipótese seria verificar em células induzidas à autofagia 

fisiológica e aderidas em superfície recoberta por moléculas da ECM, a marcação 
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de paxilina, uma proteína adaptadora rica em FA (BROWN e TURNER, 2004; 

DELORME-WALKER, 2011).  

Um aspecto em comum que é fundamental para que tanto a fagocitose 

quanto a adesão ocorram é a formação dos microdomínios de membrana 

conhecidos como lipid rafts (MULCAHY et al., 2014; MURAI, 2012). Assim, uma 

possível explicação que traduza a simultânea influência da incubação em meio 

pobre em nutrientes sobre a fagocitose e a adesão celular é que a indução do 

processo autofágico cause inibição ou redução da formação de lipid rafts. Como 

consequência dessa inibição, as células perderiam a capacidade de promover o 

clustering de receptores e mobilização do citoesqueleto de actina, que reduziria a 

sinalização celular para desencadear a fagocitose e a adesão celular. Avaliar a 

formação destes microdomínios na membrana em células em privação de 

nutrientes é uma estratégia interessante na tentativa de elucidar o mecanismo 

envolvido no efeito inibitório da autofagia sobre a fagocitose e a adesão celular.   

 Em conjunto, os dados apresentados no corpo dessa tese corroboram a 

nossa hipótese de que a autofagia é capaz de inibir a endocitose em 

macroescala. No entanto, ao contrário da nossa hipótese, a autofagia não altera a 

endocitose em microescala. Além disso, a autofagia não foi capaz de interferir 

com a adesão, apenas a incubação em meio pobre em nutrientes foi capaz de 

promover redução da capacidade de adesão celular. Esses dados sugerem que 

as diferenças do efeito da autofagia sobre a endocitose em micro e macroescala 

parecem estar relacionadas ao tamanho do material a ser endocitado. 

Adicionalmente, a redução da adesão celular induzida pela privação de nutrientes 

estaria relacionada à natureza do substrato ao qual a célula interage.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

� A indução de autofagia não interfere na endocitose em microescala de 

macromoléculas por macrófagos de camundongos in vitro. 

 

� A indução de autofagia promove redução da adesão celular de macrófagos de 

camundongos in vitro. 

 
 

� A indução de autofagia reduz a capacidade fagocítica de macrófagos de 

camundongos in vitro. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

¾ Avaliar o papel da PI3K e da LC3 na comunicação da via autofágica com a 

via fagocítica 

¾ Investigar a influência da autofagia sobre outras formas de endocitose 

¾ Analisar o efeito da autofagia sobre a expressão/ativação de integrinas  

¾ Avaliar o efeito da autofagia sobre expressão de paxilina e a formação de 

pontos de adesão 

¾ Verificar se a indução da autofagia diminui a formação de lipid rafts 

¾ Avaliar a produção de ATP em células induzidas a autofagia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 
 

 
 

9 ANEXO 
 
 

9.1 MANUSCRITO  
 
 

Encapsulation of Living Leishmania Promastigotes in Artificial Lipid 
Vacuoles 

 
Encapsulamento de promastigotas vivas de Leishmania em vacúolos lipídicos 

artificiais 
 
 
Resumo de resultados: Este trabalho demonstra, pela primeira vez, um método 
para a criação e estudo de vacúolos parasitóforos artificias. Essa metodologia 
permite o controle do tamanho dos vacúolos, o pH e a composição do meio, bem 
como o número de parasitas internalizados por vacúolo. Além disso, pôde-se 
monitorar o tempo de sobrevivência das promastigotas dentro dos vacúolos, que 
chegou até 96 horas. Desta forma, o método lança a oportunidade de estudar e 
identificar como fatores secretados pelo parasita contribuem para a evolução do 
vacúolo parasitóforo, além de ser um modelo para se estudar os mecanismos de 
fusão entre o vacúolo parasitóforo e vesículas intracelulares da célula hospedeira.  
 
 
Manuscrito referente ao trabalho desenvolvido durante o período de doutorado 
sanduíche no Laboratoire d’Adhésion & Inflammation (Inserm U1067 / CNRS 
UMR7333) sob orientação de Dra. Annie Viallat em Marseille, França. (CAPES-
COFECUB Projeto 726/11). 
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Abstract
After phagocytosis by mammalian macrophages, promastigote forms of Leishmania para-
sites settle inside intracellular parasitophorous vacuoles (PVs) in which they transform into
amastigote forms and replicate. Here, using a variant of the ‘inverted emulsion’method, we
succeeded in encapsulating living L. amazonensis parasites in giant artificial liposomes that
serve as model PVs. We were able to control the size of liposomes, the pH and the compo-
sition of their internal volume, and the number of internalized parasites per liposome. L.
amazonensis promastigotes encapsulated in liposomes filled with RPMI-Dextran solution at
pH 7.5 or 6.5 survived up to 96 h at 24°C. At 37°C and pH 5.5, parasites survived 48h. This
method paves the way to identifying certain effectors secreted by the parasite and to unrav-
eling specific mechanisms of fusion between the PV and intracellular vesicles of the host
cell. This method will also facilitate the study of the temporal evolution of biophysical proper-
ties of the PV during its maturation.

Introduction
Obligate intracellular parasites such as Leishmania spp., Trypanosoma cruzi and Toxoplasma
gondii, agents of major diseases, are internalized by host cells through an endocytic process [1–
4]. During the internalization process, parasites are surrounded by a membrane that originates
from the plasma membrane of the host cell. This membrane delimits a vacuole in the host cell,
named parasitophorous vacuole (PV), inside which the parasites settle individually or in
groups. The PV protects the internalized parasites from the host cell environment. PVs are
gradually adapted by the action of specific molecules secreted by the parasites (such as glyco-
conjugates, lysosomal proteases and ions) in order to create a suitable environment for their
survival and their multiplication [5–7]. For instance, Leishmania parasites manage to regulate
fusion events between their PVs and organelles of the host macrophage. This allows modifica-
tion of the composition of PV membranes, increase of their size and supply of nutrients to the
internalized parasites [8,9]. To identify and understand the role that molecular and biophysical
parameters play in PV adaptation, the PV needs to be in controlled physical and biochemical
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environments. It is possible, for example, to reconstitute the interactions of PVs with small
controlled synthetic vesicles or with vesicles extracted from the host cells. However, the isola-
tion of PVs containing living Leishmania parasites from the host cell meets technical difficul-
ties [10–12] that impede their easy manipulation ex-vivo.

In this study, we report the first attempt to encapsulate living Leishmania into giant lipo-
somes, which are model systems that have previously successfully served as minimal systems to
study biological functions [13]. We show that living Leishmania parasites (specie L. amazonen-
sis) can be encapsulated in artificial giant unilamellar liposomes of controlled size and compo-
sition, and remain alive for several days. These artificial PVs containing parasites are
suspended in a glucose solution where they can be easily individually handled and submitted to
various physical or biochemical environments. They can be put in contact with specific mole-
cules or vesicles and submitted to external forces, various temperatures and pH. The method of
liposome preparation is simple and does not require specific costly equipment. It can be easily
used in parasitology laboratories. However, it is not a mass production method. Only a few
hundreds of liposomes encapsulating parasites are produced during an experiment. The
method is thus well adapted to the handling of individual artificial PVs and their observation
using optical microscopy.

A standard method used to encapsulate materials within giant liposomes is the electrofor-
mation technique [14, 15]. However, it does not enable encapsulation of parasites, which con-
tinuously move in the suspension and remain outside the liposomes, which swell from the
surface of the electroformation device. Other methods, such as double emulsion and continu-
ous droplet interface crossing encapsulation (cDICE) [16,17] have proved to be efficient for
encapsulating a variety of particles or cells. However, these methods use centrifugation steps
that require an accurate matching of density of parasites and of the medium in which they are
suspended. As we found a large density variability among individual L. amazonensis, this
matching was not possible and the yield of these methods was extremely low.

Here, we prepared artificial PVs encapsulating living L. amazonensis parasites in their pro-
mastigote form by adapting a new method introduced by Yanagisawa et al. [18] based on the
inverted emulsion technique. We first prepared a micro-emulsion made of micro droplets con-
taining parasites in their culture medium in suspension in a continuous lipid-oil solution. The
lipids stabilized the droplets by forming a monolayer at their surface, which formed the inner
leaflet of the future liposome. Then the micro-emulsion was deposited on the top of an oil
phase placed above an aqueous phase. The droplets gently sedimented in oil and then across
the lipid-oil-water interface where they became coated by a second lipid monolayer and there-
fore turned into liposomes. The liposomes further sedimented through the aqueous phase.
Each liposome encapsulated one or several parasites suspended in culture medium.

Materials and Methods
Materials
Lipids 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-
2000] (PE-PEG); 1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholine (EPC); 1,2-dioleoyl-sn-gly-
cero-3-phosphocholine (DOPC); 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-phosphoethanolamine (DOPE)
and 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-phosphor-L-serine (DOPS) were purchased from AVANTI
polar lipids Inc. Glucose, Dextran 6,000, citric acid, Schneider’s medium, and mineral oil were
acquired from Sigma-Aldrich. RPMI culture medium, foetal bovine serum (FBS), penicillin-
streptomycin (P/S) antibiotics, and calcein AM were purchased from Life Technologies.
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Lipid-oil solution
The lipid-oil solution was prepared under N2 atmosphere, with humidity lower than 10% using
a portable inflatable glove bag. We used two types of lipid mixtures to prepare the lipid-oil
solution: a neutral EPC and PE-PEG mixture (98:2) and a charged DOPC, DOPE, DOPS mix-
ture (50:25:25). The mixtures were dissolved in chloroform:methanol (9:1) at a total concentra-
tion of 100 mM. Then, 80 μl of the lipid solution was further diluted in 300 μl of chloroform:
methanol in a 25 ml flask. The solvent was evaporated under primary vacuum for 1 h to obtain
a lipid film at the bottom of the flask. Then, 20 ml of mineral oil were added and subjected to
vacuum for additional one hour. Finally, the lipid-oil solution was sonicated for 20 min in an
ultrasonicator at 40°C to obtain a stable lipid in oil solution at 0.4 mM. The solution was kept
at room temperature and was used to prepare liposomes up to two weeks after preparation.

L. amazonensis parasites
L. amazonensis parasites were cultivated in Schneider’s medium supplemented with 10% FBS
and 1% P/S at 24°C. When the culture reached the stationary phase, it was washed three times
in RPMI medium and re-suspended in different media for encapsulation. L. amazonensis para-
sites were in their flagellar motile promastigote form.

Parasite suspension
We prepared three solutions in which parasites were suspended and encapsulated within giant
liposomes: sucrose solution (360 mOsm), RPMI and RPMI-dextran solution. The latter was
prepared to match the solution density to the parasite mean density. RPMI-Dextran was pre-
pared by diluting RPMI with 20% volume of deionized water and adding Dextran 6,000 to
reach a Dextran concentration of 20% (w/v). Finally, 10% FBS and 1% P/S were added to the
solution and the pH was adjusted with citric acid. Lipid membranes are impermeable to ions so
the pH was maintained inside liposomes. The final solution osmolality was adjusted to 360–
365 mOsm by using an osmometer (Löser). Finally, 106 to 107 parasites were suspended in
50 μl of each of the prepared solutions.

Production of micro-emulsion precursor medium
The micro-emulsion precursor medium was made by emulsifying 50 μl of sucrose, RPMI or
RPMI-Dextran containing L. amazonensis promastigotes into the lipid-oil solution. The emul-
sion was produced by 30 successive aspirations and releases of the solution using a 1 ml-
micropipette.

Preparation of parasite containing liposomes
Liposomes containing living L. amazonensis promastigotes were prepared in homemade
PDMS (polydimethylsiloxane) chambers consisting in cylindrical holes (8 mm in diameter)
dug in a PDMS sheet (10 mm thick) fixed on a glass slide (see Fig 1). Immediately before use,
the PDMS chambers were sterilized by direct UV exposition for 20 min. Each chamber was
then filled with 100 μl of glucose solution (365 mOsm) supplemented with 1% P/S and covered
with 100 μl of the lipid-oil solution. After one hour, it was considered that a homogenous lipid
monolayer had time to form at the lipid-oil/glucose solution interface. Then, 50 μl of the pre-
cursor micro-emulsion containing parasites were added in the oil phase at the top of the cham-
ber. While sedimenting throughout the chamber the micro droplets containing parasites
crossed the lipid-oil/glucose solution interface and turned into liposomes before gently settling
in the glucose solution at the bottom of the chambers. Liposomes were then collected with a
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micropipette, transferred to culture plates (Multiwell, Becton Dickinson) containing 2 ml of
glucose solution and stored in an incubator at the chosen temperature under controlled CO2

atmosphere.

Quantification of parasite viability
Parasite viability was studied at 24°C, which is the suitable temperature to maintain promasti-
gotes in axenic culture, and at 37°C, temperature at which promastigotes transform into amas-
tigotes. Twice a day, we observed encapsulated parasites to check their flagellum mobility. We
also used Calcein AM to label living parasites. 1 μM of calcein was added to 1 mL of the L. ama-
zonensis-containing liposomes suspension. After 2 hours, the total number of parasites (from
50 to 90 parasites) and the number of fluorescent parasites were counted in at least 40 lipo-
somes randomly selected.

Microscopy observations
Liposomes were observed with an inverted microscope (OLYMPUS IMT-2) in bright field or
phase contrast under magnification of 200, 400 and 600 times. Real time movies were recorded
with a CCD camera (COHU). Fluorescence microscopy was performed with an inverted fluo-
rescence microscope (Nikon Eclipse Ti) and pictures were taken using a cooled fluorescence
camera (Andor).

Results
Liposomes encapsulating L. amazonensis
The process of liposome formation at the lipid-oil/glucose solution interface was observed by
optical microscopy. After sedimentation in the lipid-oil solution, parasite-containing micro
droplets arrived at the interface between the lipid-oil and the glucose solutions. We observed
that some micro droplets remained at the interface where they broke and released their

Fig 1. Picture of the homemade PDMS chambers for liposome production. The chamber size is 8 mm in diameter and 10mm in height). PDMS firmly
adheres on a glass slide.

doi:10.1371/journal.pone.0134925.g001
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parasites, but many droplets spontaneously crossed the lipid monolayer, driven by the small
difference in molar density. A light tap on the table on which the PDMS chambers were placed
helped the emulsion droplets to pass through the interface. During this passage, the lipid
monolayer at the interface between the lipid-oil solution and the glucose solution wrapped
each crossing micro droplet, which was therefore converted into a liposome. After 20 minutes,
hundreds of liposomes had settled at the bottom of the chamber (S1 Movie). The composition
of the two layers of the lipid bilayer of the liposomes is believed to be identical since the same
lipid-oil solution was used to prepare the emulsion (which gives the internal lipid layer of the
liposomes) and to form the interface between the lipid-oil solution and the glucose solution in
the PDMS chambers (which gives the external lipid layer of the liposomes).

We successfully encapsulated L. amazonensis promastigotes inside EPC-PE-PEG liposomes
containing sucrose, RPMI or RPMI-Dextran solutions. The RPMI-Dextran solution yields the
highest encapsulation efficiency because its density matched that of parasites (see Fig 2). We
also encapsulated L. amazonensis promastigotes in charged DOPC-DOPE-DOPS liposomes
containing RPMI-Dextran solution. In this case, the divalent ions (such as Ca2+) released in the
glucose solution after breakage of some liposomes at the interface interacted with the negatively
charged lipids of the interface and of the liposome membrane. They mediated an attractive
lipid-lipid interaction resulting in aggregation and sequestration of the liposomes at the lipid-
oil/glucose solution interface. Addition of 15mM EDTA to the glucose solution enabled the
detachment of liposomes from the interface and subsequent sedimentation toward the bottom
of the chamber.

The size distribution of liposomes depended on the pipetting speed used to produce micro-
emulsion as shown in Fig 3. The average liposome size decreased with the mixing speed. Fast
aspiration/release (6 cycles / sec) produced droplets mainly ranging from 10 to 50 μm, each of
them containing a few number of parasites. Slow aspiration/release (1 cycle / sec) produced
larger droplets (20–70 μm) with dozens of L. amazonensis parasites inside them. In all cases,
the liposome sizes were in a relevant range to mimic PVs. In the following, we focused on lipo-
somes obtained with a micro-emulsion prepared by 30 successive aspirations and releases of
the parasite suspension with a pipetting speed of two aspiration/release per second. These con-
ditions led to liposomes ranging mainly from 21 to 50 μmwhich satisfactorily mimic PV sizes.

The number of encapsulated parasites per liposome increased with the parasite concentra-
tion in RPMI and RPMI-dextran solutions. Typically, we prepared liposomes containing from
one to a dozen living promastigotes.

Parasites suspended in RPMI-Dextran solution were distributed within the whole liposome
volume and freely swim within the liposome volume. In some cases, we observed an interaction
between the flagellum of the parasite and the liposome membrane. We thus observed move-
ments of the membrane induced by the movement of the flagellum. In rare cases, the tip of the
parasite flagellum was stuck on the membrane, which, however, did not break.

Parasite survival
In-vivo, L. amazonensis promastigote forms transform into the non-motile aflagellated amasti-
gote form inside the PV, where they are able to survive and replicate within the macrophages.
The time course of promastigote-to-amastigote differentiation occurs at 37°C and at acidic pH
through four phases: signal perception (0–5 h after exposure); movement cessation and aggre-
gation (5–10 h); amastigote morphogenesis (10–24 h); and maturation (24–120 h) [19]. In the
present study, we focused on evaluating the viability of parasites within artificial PVs in the ini-
tial stages of intracellular parasite forms. It was beyond the scope of this paper to obtain a full
transformation of parasites into the amastigote form. Indeed, the in-vivo conditions for
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amastigote transformation are not fully known, for example in terms of required molecules
and of dynamics of their supply, of temporal evolution of pH and of PV’s size, etc.

The viability of parasites was ascertained by two ways. First, by observing their mobility and
the motion of their flagellum. This method probes only the viability of the motile promastigote
form. Second, by using Calcein AM which specifically labels living cells, thus both promasti-
gote and amastigotes.

We first observed that isolated parasites incubated in RPMI-Dextran solution in culture
chambers remained mobile and therefore alive during at least four days at pH 7.5 at 24°C.
Because of the high viscosity of RPMI-Dextran solution, parasites moved more slowly in
RPMI-Dextran suspensions than in pure RPMI medium.

As the pH of the PV is known to progressively acidify in vivo and decrease to 5.5 within 30min-
utes after parasite uptake, we probed the lifetime of parasites in liposomes in RPMI-Dextran solu-
tions first at pH 5.5, 6.5 and 7.5 at 24°C, and also under physiological conditions at pH 5.5 at 37°C.
In this latter case, promastigotes are susceptible to start their transformation into amastigotes.

We observed promastigote motion inside artificial liposomes at 24°C. Most L. amazonensis
promastigotes survived 48 h at pH 5.5 (S2 Movie), and 96 h at pH 6.5 and 7.5 (S3 Movie).
When a liposome broke, the encapsulated parasites were released in the glucose solution and
were not able to survive more than a few hours. Encapsulation in the liposomes therefore pro-
tected the parasites from the outer solution and enabled them to survive for several days.

In order to quantitatively assess the survival rate of parasites within liposomes, we used the
membrane-permeant live-cell labeling dye, Calcein AM. Upon entering a living organism, the
non-fluorescent dye is converted to green-fluorescent and remains trapped in the organism.
When added in the suspension of parasite-containing liposomes, Calcein diffused through the
liposome membrane, entered in internalized parasites and became fluorescent in living para-
sites (Fig 4). Interestingly, we observed that L. amazonensis was able to expel fluorescent cal-
cein in the host liposome, which also became fluorescent as shown in Fig 4B.

At 24°C and pH 7.5, the survival percentage of parasites trapped inside liposomes contain-
ing RPMI-dextran was 90.2, 87.7 and 86.3% after 24 h, 48 h and 72 h, respectively (Fig 5A).
The average number of living parasites per liposome slightly decreases with time, from 2 to 1.7
and 1.5 after 24, 48 and 72h, respectively (Fig 5B).

At 37°C and pH 5.5, the parasites were not mobile after 24h of encapsulation. The survival
percentage of parasites trapped inside liposomes containing RPMI-dextran was 86.7% after
24h and 65.4% after 48h (Fig 5C). The average number of living parasites per liposome was 1.3,
both after 24 h and 48h (Fig 5D). After 72h, it was not possible to quantify the viability of

Fig 2. Liposomes encapsulating L. amazonensis promastigotes. The liposomemembrane is composed
of a EPC-PEG lipid mixture. Five million of L. amazonensis promastigotes per ml were used for the
encapsulation process. (A) Liposomes containing multiple parasites. (B) Liposome with a single parasite with
its flagellum at the right part of the parasite. Bright field images.

doi:10.1371/journal.pone.0134925.g002
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parasites, because most liposomes had lost a large part of their internal volume and had shrunk.
The loss of internal volume indicates that water molecules, which are membrane-permeant,
diffused out of liposomes. The driving mechanism for this diffusion is the necessity to balance
the osmotic pressure between the RPMI-dextran solution inside liposomes and the external
glucose solution. The osmotic pressure linearly varies with the total molecular concentration of

Fig 3. Size distribution of liposomes as function of aspiration/release speed. The micrp-emulsions were
prepared by 30 aspiration/release cycles of the parasite suspension in a lipid-oil phase using a 1-ml
micropipette. (A) one aspiration/release per second; (B) two aspiration/release per second; (C) six aspiration/
release per second.

doi:10.1371/journal.pone.0134925.g003
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Fig 4. Observation of living L. amazonensis in liposomes. Liposomes containing parasites in
RPMI-Dextran were incubated with Calcein before observation in phase contrast (left images) and
fluorescence microscopy (right images). Liposomes are fluorescent due to the encapsulated living parasites
(arrowhead) which expelled fluorescent Calcein after their uptake. (A-B and C-D) after 48h at pH 5.5 at 37°C;
A and B: same field; C and D: same field. (E-F, G and H) after 48h at pH 7.5 at 24°C; E and F: same field.
Promastigotes present elongated shapes. The empty arrow in H shows a living parasite, whose liposome had
just broken. The flagellum is visible. Scale bar: 10 μm.

doi:10.1371/journal.pone.0134925.g004
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solutes in the solution. Therefore, a loss of solute molecules in RPMI-dextran within liposomes
induces a diffusion of water out of liposomes in order to keep constant the RPMI-dextran
molecular concentration. It therefore suggests that at pH 5.5 at 37°C the encapsulated parasites
consume molecules present inside the liposomes. This phenomenon is not seen at 24°C and
might indicate the start of promastigote transformation towards the amastigote form.

Fig 5. L. amazonensis viability in liposomes. Parasites in RPMI-dextran were encapsulated in liposomes
and the living parasites were counted as function of time. (A) Average percentage of living encapsulated
parasites. (B) Average number of living parasites per liposome after 24, 48 and 72h at pH 7.5 at 24°C. (C,D)
Same parameters as in A and B after 24 and 48h at pH 5.5 at 37°C.

doi:10.1371/journal.pone.0134925.g005
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Parasite lifetime within giant liposomes is therefore well adapted to the study of the intracel-
lular life cycle of L. amazonensis since it is comparable to the time required in vivo for promas-
tigote-to-amastigote transformation [8].

Discussion
We have successfully produced giant liposomes that encapsulated living parasites. Several ques-
tions arise concerning the composition of these liposomes in order to be physiologically more
relevant. First, for the sake of simplicity we have used commercial lipids, but the production of
parasite-encapsulating liposomes prepared from lipids extracted from macrophage membrane
should not raise problems. Indeed, we already produced giant liposomes (without parasites in
the first step) made of these lipids (data not shown). It however requires a significant effort to
extract large amount of lipids from macrophages. Moreover, this new method enabled us to
produce liposomes with charged lipids that are essential components of the plasma membrane.
Proteins can also been added to the liposome membranes as shown by Yanagisawa et al. [18],
where active potassium channel KcsA was reconstituted in similar liposomes.

Concern around the possible trapping of oil between the two lipid leaflets of the membrane
has consistently arisen for the preparation of liposomes by the inverted emulsion method.
Indeed, when giant liposomes are prepared using the cDICE method [17], with a centrifugation
step [16], or with jetting [20], small amounts of oil can be trapped in the membrane, and this
remaining oil accumulates into discrete droplets in the membrane easily observed under phase
contrast microscopy. In the present study, small droplets have never been observed in the
membrane of parasite-encapsulating liposomes formed using the described variant of the
‘inverted emulsion’method.

A quantitative study of the biophysical and biochemical parameters that control the fate of
parasites encapsulated in artificial liposomes was beyond the scope of this paper. It would
require investigating the role played by numerous parameters such as temperature, pH, nutri-
ent delivery, metabolic waste removal and their coupled dynamics, on amastigote transforma-
tion and parasite replication. The experiments presented in this study clearly show that the
amount of RPMI encapsulated in an artificial liposome is sufficient to ensure the survival of
parasites for 96 hours and that the metabolic waste generated by a parasite during this time
does not kill it. Temporal evolution of the surface area and of the tension of the liposome mem-
brane with parasite maturation is accessible by micropipette experiments. Moreover, this
approach opens the way to sequentially supply nutrients, ions or membrane proteins into the
artificial PV by inducing its fusion with vesicles loaded with suitable molecules. These fusion
events might be stimulated using negatively charged artificial PVs and positively charged
nano-vesicles. In this case, the presence of residual oil in the liposome membrane might be an
advantage since the oil could fill the hydrophobic voids created by created by the lipid reorgani-
zation during membrane fusion [21]. For example, Richmond et al. (20) who enclosed some
residual oil in liposome membranes during their preparation, managed to insert functional
proteins into the membrane, among which SNARE proteins. Here, SNARE proteins are of par-
ticular interest for Leishmania parasites since they are involved in intracellular membrane traf-
ficking and may play an active role in the regulation of fusion events between the PV and the
intracellular vesicles of the host cell.

Conclusion
We propose a new method to trap living Leishmania parasites in artificial lipid vacuoles of tun-
able size, composition and biophysical properties. The viability of the encapsulated parasites is
long enough to enable the study of intravacuolar amastigogenesis and replication. In particular,
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our system opens the way to a controlled nutrient delivery to the parasites by fusion events
induced between parasite-encapsulating liposomes and artificial vesicles loaded with specific
molecular cargoes. We believe that this approach can provide a valuable tool to investigate the
minimal elements required for amastigogenesis and replication processes of Leishmania intra-
cellular life-stage and to highlight the active role of the parasite in PV maturation.

Supporting Information
S1 Movie. Promastigote L. amazonensis encapsulated in liposomes right after encapsula-
tion, at pH 7.5 at 24°C.
(MP4)

S2 Movie. L. amazonensis can survive 48 hours inside liposomes. Liposome containing 2 par-
asites in RPMI-dextran after 48 h at pH 5.5 at 24°C.
(MP4)

S3 Movie. L. amazonensis can survive 96 hours inside liposomes. Liposome containing 2 par-
asites in RPMI-dextran after 96 h at pH 6.5 at 24°C.
(MP4)
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