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RESUMO

EFEITO DA AUTOFAGIA SOBRE A CAPACIDADE FAGOCÍTICA E SOBRE A 
INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS DE CAMUNDONGOS CBA/J POR Leishmania 
amazonensis. JOSÉ GERALDO BOMFIM LIMA. A autofagia vem sendo alvo de 
estudos que demonstram sua participação em infecções por diversos patógenos 
intracelulares. A depender do patógeno, a autofagia pode facilitar a sobrevivência 
intracelular do patógeno ou pode funcionar como controle da infecção pela célula 
hospedeira. Pouco se sabe sobre a participação da autofagia na infecção por 
Leishmania. Foi demonstrado que o vacúolo parasitóforo induzido por L  
mexicana adquire nutrientes citosólicos por microautofagia. Além disso, 
recentemente foi demonstrado que a indução de autofagia promove aumento da 
carga parasitária de L. amazonensis em macrófagos infectados. Esses dados 
sugerem a participação do processo autofágico no estabelecimento da infecção 
por Leishmania, como um mecanismo que favorece a sobrevivência intracelular 
do parasito. Assim, o objetivo desse estudo foi determinar a influência da 
autofagia na infecção, in vitro, de macrófagos de camundongos CBA/J por L. 
amazonensis. Macrófagos foram induzidos à autofagia por duas formas, 
fisiológica ou farmacológica, após ou antes da infecção por L. amazonensis ou 
exposição a partículas de levedo ou zimosan. O percentual de infecção e de 
fagocitose foi estimado. Os resultados mostram que a indução de autofagia, após 
a infecção, não altera o percentual de macrófagos infectados, mas promove o 
aumento na carga parasitária de macrófagos infectados por L. amazonensis. Além 
disso, a prévia indução de autofagia promove a inibição da capacidade fagocítica 
do macrófago murino. Estudos adicionais serão realizados no intuito de esclarecer 
os mecanismos pelos quais a indução de autofagia favorece a infecção por L. 
amazonensis e altera a capacidade fagocítica do macrófago murino.

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



ABSTRACT

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

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



1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS

A leishmaniose é uma doença endêmica causada por protozoários 

digenéticos do gênero Leishmania, estando presente em 88 países dos cinco 

continentes -  África, Ásia, Europa (Veilio Mundo) e Américas do Norte e do Sul 

(Novo Mundo) -  atingindo 12 milhões de pessoas. Estima-se que, anualmente, 

ocorram 1,5-2 milhões de novos casos de leishmaniose, porém somente 600.000 

são oficialmente declarados. No Brasil, a leishmaniose tegumentar é uma das 

afecções dermatológicas que merece atenção, com reflexos no campo social e 

econômico. No período de 1985 a 2005, verificou-se uma média anual de 

incidência de leishmaniose tegumentar de 18,5 casos/100.000 habitantes. As 

regiões Norte e Nordeste contribuem com o maior número de casos registrados 

no período (BRASIL, 2007).

A gravidade da leishmaniose, sua distribuição mundial e sua alta incidência 

levaram à Organização Mundial de Saúde a incluí-la entre as seis principais 

doenças infecciosas do mundo. A leishmaniose pode se apresentar em diferentes 

formas clínicas. A leishmaniose tegumentar que pode se apresentar como 

leishmaniose cutânea localizada (LCL), a leishmaniose cutânea difusa (LCD) e a 

leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM) apresentam envolvimento de pele ou 

mucosas. A forma visceral da doença, a leishmaniose visceral (LV), acomete 

principalmente órgãos internos (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).

A LCL e a LCM constituem o pólo reativo da doença, enquanto a LCD 

representa o pólo anérgico. Os pacientes com LCL apresentam úlcera localizada,
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com bordas elevadas e fundo plano em áreas mals expostas do corpo e que 

tende a curar espontaneamente ou pode apresentar curso indolente. Após a cura, 

aparece uma cicatriz disforme no local da lesão. Com menos freqüência, as 

lesões podem aumentar de tamanho, tornando-se nodulares com ou sem 

ulcerações (GRIMALDI, 1982). Indivíduos portadores de LCM, por sua vez, 

apresentam lesão em sítios de mucosa (nasal, palato e lábio superior), o que 

pode ocorrer a partir ou não de uma lesão cutânea primária (LIEW & 

O’DONNELL, 1993). Em pacientes com LCD, as lesões evoluem formando 

pápulas, nodulos ou infiltrações, e podem disseminar para todo o corpo 

(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).

Parasitos que causam LCL e LCM no Novo Mundo são agrupados nos 

complexos braziliensis e mexicana (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995). L. 

braziliensis é o agente responsável pelas formas mais graves de LCL 

(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995) e também pode causar LCM. L  

mexicana e L. amazonensis são associadas aos casos de LCD. No Brasil, a 

ocorrência de lesões localizadas de pele e, menos freqüentemente, de lesões 

cutãneo-mucosas estão relacionadas á L. amazonensis (BARRAL et al., 1991). 

Independente do agente infeccioso, pacientes com LCL ou LCM apresentam 

lesões caracterizadas por presença de resposta inflamatória intensa e poucos 

parasitos (COUTINHO et al., 1987). De forma distinta, a lesão presente em 

indivíduos com LCD apresenta infiltração predominantemente monomórfica de 

macrófagos intensamente parasitados, sem a ocorrência de ulcerações 

(BITTENCOURT et al., 1990; BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).
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O género Leishmania (ROSS, 1903) compreende espécies de parasites 

digenéticos (heteroxenos), pertencentes à Fannília Trypanosomatidae (DOFLEIN, 

1901; WOODCOCK, 1906), Ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963). A ordem 

Kinetoplastida caracteriza-se por apresentar uma mitocôndria única associada à 

porção basal do flagelo (o cinetoplasto) rica em DNA mitocondrial, o kDNA 

(RODGERS et a i, 1990).

Atualmente, as espécies de Leishmania do Novo Mundo que infectam o 

homem são classificadas em complexos fenotípicos, agrupados em dois 

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

a) Subgénero Viannia (que inclui os complexos braziliensis e guyanensis) -  os 

parasitos apresentam desenvolvimento pobre em meio de cultivo convencional, 

infecção com desenvolvimento lento ou visceralizante em hamsters 

experimentalmente infectados.

b) Subgénero Leishmania (que inclui os complexos mexicana, infantum e 

amazonensis) -  os parasitos crescem facilmente em cultura, provocam grandes 

lesões nodulares em hamsters, com metástases para as extremidades.

O ciclo de vida desses protozoários apresenta dois estágios em 

hospedeiros distintos, o flebótomo vetor (Diptera: Phlebotominae) e o hospedeiro 

vertebrado (principalmente mamíferos). O ciclo tem início quando flebótomos 

fémeas {Lutzomyia spp., Phiebotomus spp.), ao se alimentarem de sangue de um
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indivíduo infectado, ingerenn macrófagos parasitados. Os parasitos se diferenciam 

a partir de formas amastigotas, no interior de macrófagos, em formas 

promastigotas no trato digestivo do inseto vetor, onde se desenvolvem aderidos à 

parede do intestino. Ao se transformarem na forma infectiva, metacíclica, as 

promastigotas sofrem modificações na superfície celular e se dissociam da 

parede do intestino do inseto. Em seguida, as promastigotas migram para o 

aparelho bucal do inseto. Quando o inseto se alimenta, estas formas são 

injetadas na pele do hospedeiro mamífero. As formas promastigotas são 

fagocitadas por macrófagos hospedeiros, onde se transformam em formas 

amastigotas, completando o ciclo (BRASIL, 2007).

1.1.2 O MODELO MURINO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O desenvolvimento da infecção é determinado pelas características 

genéticas do hospedeiro e a espécie de Leishmania. Diversos modelos são 

utilizados para se estudar as relações entre Leishmania spp., hospedeiros 

mamíferos e insetos vetores. O modelo murino é um sistema de estudo 

experimental eficaz e utiliza camundongos isogênicos que apresentam distintos 

padrões de resposta à infecção por diferentes espécies de Leishmania.

O modelo murino vem sendo amplamente utilizado nos estudos de 

resposta imune à infecção por Leishmania, principalmente pela infecção de 

diferentes linhagens de camundongos isogênicos por L. major, pois reproduz em 

muitos aspectos o modelo humano da leishmaniose tegumentar. Diversos estudos 

têm demonstrado que a imunidade protetora contra o parasito está relacionada 

com o desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células enquanto



uma resposta humoral tem pouca importância na resolução das lesões (LIEW & 

O'DONNELL, 1993; McSORLEY etal., 1996; SCOTT & FARRELL, 1998).

Um considerável espectro de manifestações da leishmaniose pode ser 

produzido a depender da espécie do parasito e da linhagem de camundongo 

utilizada. Linhagens como C3H/He, C57BL/6, C57BL/10, ATL e CBA/J são 

resistentes à infecção por L. major e são susceptíveis à infecção por parasitos do 

complexo mexicana, como L. mexicana e L. amazonensis (BEHIN et a i, 1979; 

MITCHELL et al., 1981). L  amazonensis induz uma variação maior no espectro 

da doença a depender da linhagem de camundongo e da cepa utilizada. A maioria 

das linhagens investigadas são susceptíveis, desenvolvendo doenças crônicas, 

como os camundongos das linhagens C57BL/6, C57BL/10 e C3H/HeN (AFONSO 

et al., 1993; BARRAL et al., 1983; GRIMALDI et al., 1980), ou doenças graves 

que levam à morte dos animais, como os camundongos da linhagem BALB/c 

(ANDRADE etal., 1984).

Diversos trabalhos demonstraram a participação das células T CD4'' nas 

formas clínicas da doença, caracterizando-as como as principais células da 

resposta imune celular (HEINZEL et al., 1988; SHANKAR & TITUS, 1995; KEMP, 

1997). A resistência de linhagens de camundongos infectados com L  major 

correlaciona-se com a indução de sub-populações CD4^ Th1 produtoras de 

interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). Por outro lado, a susceptibilidade de 

linhagens infectadas com L. major correlaciona-se com a indução de sub- 

populações CD4^ Th2 produtoras de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 (MOSMANN et al., 

1986).

Células T CD4'' da sub-população Th2 não são capazes de conferir 

proteção à infecção por Leishmania. Elas produzem citocinas que promovem a



progressão da doença. A IL-4, a IL-10 e o fator transformador do crescimento-p 

(TGF-(3) funcionam como citocinas que inibem a ativação de macrófagos e 

apresentam um importante papel na progressão da doença (LIEW et a i, 1989; 

BOGDAN et a i 1991; DING et a i, 1990).

Em nosso laboratório, Lemos de Souza e colaboradores (2000) 

demonstraram que a resposta imune de camundongos CBA/J infectados com L. 

major ou L. amazonensis correlaclona-se com o perfil morfológico da resposta 

tecidual. Na infecção por L. major, esses camundongos apresentam níveis 

elevados de iFN-y, evidenciando uma resposta do tipo Th1. Por outro lado, 

quando infectados por L. amazonensis, os camundongos CBA/J produzem níveis 

elevados de IL-4, caracterizando uma resposta do tipo Th2. Estes dados 

enfatizam o papel do parasito na determinação do tipo de resposta imuno- 

infamatória, pois camundongos com o mesmo perfil genético são resistentes ou 

susceptíveis a duas espécies distintas de Leishmania.

Macrófagos desempenham papel importante no controle da infecção por 

Leishmania, atuam nas fases indutora e efetora da resposta imune. Macrófagos, 

além de serem as principais células hospedeiras do parasito, são células 

apresentadoras de antígenos para linfócitos T específicos. Além disso, podem 

liberar citocinas associadas ã resposta Th1 (IL-12, TNF-a) ou Th2 (IL-10, TGF-p) 

(WANG et ai., 1994). O controle da infecção está correlacionado com a 

capacidade dos macrófagos em destruir os parasitos intracelulares. Entretanto, o 

parasito desenvolveu mecanismos que lhe permitiu modular o ambiente 

intracelular e inativar a resposta do macrófago.



A infecção de macrófagos por Leishmania sp. ocorre pela ligação de 

moléculas de superfície do parasito a receptores da membrana da célula 

hospedeira. O lipofosfoglicano (LPG) e o gp63 são as principais moléculas de 

superfície de promastigotas de Leishmania e participam no reconhecimento e 

internalização de Leishmania pelos macrófagos (BRITTINGHAM et ai., 1995; 

TURCO et a i, 1992). Foi demonstrado que na dependência do comprimento da 

molécula do LPG, há um bloqueio efetivo da lise pelo sistema complemento, por 

evitar a ligação dos componentes líticos com a membrana do parasito (SACKS et 

al., 1990).

O gp63 constitui uma glicoproteína com atividade proteolítica capaz de se 

ligar ao receptor de complemento expresso na superfície de macrófagos, 

impedindo a fixação do complemento e favorecendo o estabelecimento da 

infecção nessas células (BRITTINGHAM et ai., 1995). As moléculas do sistema 

complemento são capazes de promover a opsonização do parasito, promovendo 

a sua adesão aos receptores do complemento CRI e CR3 na superfície dos 

macrófagos (BLACKWELL et ai., 1985). Além disso, Leishmania também pode ser 

internalizada pela ligação com outros receptores, como os receptores Fc 

(RUSSELL et al., 1989) e os receptores de manóse (RUSSELL et al., 1986). O 

envolvimento de vários receptores na fagocitose da forma promastigota favorece 

sua internalização pelo macrófago.

Leishmania são protozoários que se desenvolvem e completam seu ciclo 

de vida predominantemente em macrófagos. Após reconhecimento pelo 

macrófago, o parasito é internalizado e no interior dos macrófagos, as formas
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promastigotas sofrem transformações moleculares e estruturais dando origem às 

formas amastigotas, obrigatoriamente intracelulares e imóveis, mas capazes de 

viver e se multiplicar em compartimentos fagolisossomais (ALEXANDER et at, 

1992). A morfologia e a maturação de compartimentos contendo o parasito, 

conhecidos como vacúolos parasitóforos, variam dependendo da espécie de 

Leishmania. Os grandes vacúolos induzidos por L. amazonensis ou L. mexicana 

são bem diferentes dos vacúolos menores individuais induzidos por L. majorou L. 

donovani. Entretanto, existem características comuns entre esses vacúolos 

parasitóforos, são ácidos, contêm enzimas lisossomais e apresentam marcadores 

de endossomo tardio e lisossomo, incluindo Rab7, macrosialina, LAMP-1, LAMP-2 

e ATPase vacuolar (ANTOINE et a i, 1998).

A capacidade dos parasitos em alterar funções na célula hospedeira e 

influenciar a resposta imune é o que permite o estabelecimento da infecção. Este 

processo se dá devido ao fato do parasito conseguir modular mecanismos 

básicos de controle da infecção pelas células hospedeiras já no contato inicial 

entre os dois, como a fagocitose.

1.1.4 FAGOCITOSE E PATÓGENOS INTRACELULARES

A fagocitose é o processo pelo qual células podem ingerir e digerir material 

particulado. Em eucariotos unicelulares é o mecanismo primário de obtenção de 

alimento. Já em metazoários, a fagocitose deixou de ser apenas para nutrição e 

passou a ser um mecanismo de internalização, destruição e remoção de 

partículas estranhas. Em mamíferos, é um mecanismo envolvido no 

remodelamento tecidual durante o desenvolvimento, na inflamação, na remoção
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de células senescentes e é o principal mecanismo celular de defesa contra a 

infecção por microorganismos (PAUL, 2003).

Durante a resposta imune inata, o reconhecimento de diferentes patógenos 

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

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

receptors -  PRRs). Macrófagos e células dendríticas expressam na superficie da 

membrana uma variedade de PRRs envolvidos no reconhecimento e indução da 

resposta imune. Esses receptores reconhecem distintos padrões bioquímicos 

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

patterns -  PAMPs) e compõem um grupo de receptores com especificidade 

geneticamente determinada, e são altamente conservados entre os diferentes 

organismos. Dentre os receptores envolvidos no reconhecimento destes padrões 

moleculares estão incluídos o receptor manóse, o CD14, receptores do tipo toll 

(TLRs), receptores scavenger (SRs), receptores de superficie celular para a 

porção Fe de imunoglobulinas (FcyR) e para o componente C3b do complemento 

(CR3) (UNDERHILL & OZINSKY, 2002; STUART & EZEKOWITZ, 2005).

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

eventos organizados divididos em etapas distintas e complementares, que pode 

ser classicamente dividida em quatro fases: o reconhecimento, a 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 (Fig. 1) (PAUL, 2003).
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Figura 1: Etapas da fagoc itose . A fagocitose se inicia com o reconhecimento por receptores 

fagocíticos do alvo fagocítico. Este 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).

A etapa de reconhecimento pode se realizar diretamente, através dos 

receptores da superficie celular ou indiretamente, através da opsonização. Em 

seguida, ocorre a interação receptor-ligante, que desencadeia mudanças na 

membrana plasmática e no citoesqueleto, como a polimerização de actina e 

formação dos pseudópodos. Na região de contato com a partícula ou o 

microorganismo forma-se a taça fagocítica e inicia-se a extensão da membrana. A 

etapa de englobamento consiste na formação de pseudópodos que envolvem a 

partícula ou microorganismo. Por fim, a membrana plasmática do fagócito se 

fusiona, o que resulta na formação do fagossomo e internalização da partícula ou



microorganismo. Após os eventos envolvidos na internalização, ocorre em geral a 

degradação das partículas ingeridas, como microorganismos, células senescentes 

e partículas estranhas ao organismo (PAUL, 2003; SWANSON, 2008).

Em resposta à fagocitose, as células fagocíticas aumentam o consumo de 

oxigênio (STAFFORD et a i, 2002). Os radicais intermediários do oxigênio (ROI) 

são importantes moléculas microbicidas produzidas por células fagocíticas, como 

macrófagos e neutrófilos (DINAUER, 1993; SEGAL, 1996). Os ROI são um grupo 

de moléculas produzidas em processos metabólicos, principalmente a partir da 

redução do oxigênio molecular (O2). O complexo de enzimas responsável pela 

indução da explosão respiratória é conhecido como oxidase da explosão 

respiratória ou NADPH oxidase (nicotinamida adenina dinucleótideo fosfato 

oxidase). Durante a fagocitose, ocorre a montagem da NADPH oxidase na 

membrana do fagossomo em formação com subseqüente liberação de ROI. Em 

organismos superiores, os ROI são componentes-chave na resposta Imune Inata, 

e, em mamíferos, a NADPH oxidase tem participação na produção de ROI pelas 

células fagocíticas ativadas e, conseqüentemente, na morte de microorganismos 

(BOGDAN, 2007).

Em paralelo a montagem da NADPH oxidase na membrana do fagossomo 

com subseqüente liberação de ROI, ocorre a maturação do fagossomo. Esta 

maturação é realizada a partir de fusões do fagossomo com vesículas da via 

endocítica, levando por fim a formação do fagolisossomo. Este novo 

compartimento é um microambiente ácido devido a ação de próton ATPases e 

apresenta alta capacidade hidrolítica devido à presença de enzimas llsossomals, 

as quais atuam na degradação da partícula ou microorganismo fagocitado 

(STUART & EZEKOWITZ, 2005; KINCHEN & RAVICHANDRAN, 2008). No
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interior dos fagolisossomos, os patógenos intracelulares sofrem degradação por 

ação conjunta das enzimas hidrolíticas e dos ROI.

Ao longo do processo evolutivo, alguns microorganismos desenvolveram 

estratégias que inibem a ação desses mecanismos microbicidas dos fagocitos. 

Tais mecanismos permitem a sobrevivência de patógenos dentro de 

compartimentos fagolisossomais, modificação do compartimento impedindo a 

fusão com lisossomos ou escape do fagossomo antes da fusão com lisossomos 

(ALBERTS et a i, 2004).

Microorganismos como protozoários do género Leishmania e a bactéria 

Coxiella burnetii conseguem sobreviver dentro de fagolissomos por resistir à 

ambientes ácidos e a ação das enzimas hidrolíticas (SCIANIMANICO et ai., 1999; 

MAURIN et ai., 1992). Já Mycobacterium tuberculosis, por exemplo, consegue 

modular a maturação do fagossomo e evitar que haja a fusão com lisossomos, 

permanecendo em um compartimento com características de endossomo primário 

(RUSSELL, 2001). Por fim, patógenos como Listeria monocytogenes e Shigella 

flexneri secretam enzimas que degradam a parede do fagossomo, o que promove 

o rompimento da membrana e liberação das bactérias no citoplasma. Dessa 

maneira, esses patógenos evitam a fusão do fagossomo com o lisossomo e 

ganham acesso ao citoplasma da célula onde se multiplicam (GOETZ et ai, 

2001). Essas estratégias permitem que patógenos intracelulares modulem os 

mecanismos microbicidas da célula hospedeira durante o processo fagocítico.

Recentemente 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. Foi evidenciada a conexão entre a fagocitose 

e a autofagia a partir da correlação do processo autofágico com a sinalização
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mediada pelo reconhecimento de PAMPs via TLRs. Sanjuan e colaboradores 

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

de elementos da vía autofágica para o fagossomo, o que resulta em um processo 

de fusão com lisossomo mais rápido quando comparado com uma fagocitose sem 

estimulação do TLR2. Adicionalmente, foi mostrado que há desencadeamento do 

processo autofágico em resposta a sinalização via TLR4 e TLR7 (XU et a i, 2007; 

DELGADO et al., 2008). Esses estudos mostram 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. Esse reconhecimento 

sinaliza para o desenvolvimento de uma possível estratégia terapêutica para o 

combate a infecção de microrganismos intracelulares a partir da modulação da 

autofagia via TLRs. O que sugere a autofagia como um processo celular 

complementar a fagocitose durante a resposta da imunidade inata a infecção por 

patógenos intracelulares.

1.1.5 AUTOFAGIA

A autofagia é uma importante via de degradação de macromoléculas 

intracelulares em células animais. Foi, originalmente, descrita como um 

mecanismo importante para manutenção da homeostase celular (MORTIMORE & 

SCHWORER, 1977). Ela consiste em um processo fisiológico natural que possui 

importância fundamental para a renovação celular e aquisição de energia em 

condições de estresse (KLIONSKY & EMR, 2000). A degradação de proteínas e
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organelas celulares é um processo conservado evolutivamente e ocorre pela 

integração da via autofágica com llsossomos (KLIONSKY & OHSUMI, 1999).

Aspectos morfológicos de células em autofagia foram, inicialmente, 

caracterizados em células de mamíferos. Por outro lado, estudos da genética de 

levedo Saccharomyces cerevisae permitiram a identificação de genes e moléculas 

envolvidos na via autofágica (MEIJER & CODOGNO, 2004). Em mamíferos foram 

descritas microautofagia, macroautofagia, conhecida como autofagia, e autofagia 

mediada por chaperonas, como as principais vias autofágicas (CUERVO, 2004).

A autofagia ocorre naturalmente em células, porém pode ser induzida em 

resposta a situações diferentes de estresse, como baixa concentração de 

nutrientes, alteração do volume celular, estresse oxidativo, acúmulo de proteína 

citoplasmática, sinalização hormonal, irradiação, tratamento xenobiótico e 

elevação de temperatura (MEIJER & CODOGNO, 2004). O processo autofágico 

em resposta às baixas concentrações de nutrientes {Starvation) vem sendo 

amplamente estudado devido à sua importância fisiológica, visto que aminoácidos 

disponibilizados no processo autofágico são utilizados no metabolismo da célula 

(van SLUIJTERS et a i, 2000).

O processo autofágico ocorre de maneira ordenada (Fig. 2). Inicialmente, 

uma porção do citoplasma e algumas organelas, como retículo endoplasmático, 

mitocôndria e peroxissomos são seqüestrados por uma camada dupla de 

membrana, originando o autofagossomo. A origem dessa membrana dupla é 

desconhecida, mas evidências indicam que essa estrutura origina-se de regiões 

do retículo endoplasmático sem ribossomos (DUNN, 1990a). Posteriormente, o 

autofagossomo funde-se com lisossomos, perde a membrana interna e torna-se 

ácido devido à aquisição de proteínas e enzimas lisossomais. Essa organela é
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chamada de autofagolisossomo ou autolisossomo, onde o material seqüestrado é 

degradado (DUNN, 1990b). Todas as etapas envolvidas no processo autofáglco 

são dependentes de ATP (KIM & KLIONSKY, 2000) e da sinalização de moléculas 

que modulam a atividade e expressão de genes relacionados à autofagia (MEIJER

& CODOGNO, 2004).
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Figura 2: Via autofágica. A autofagia se inicia com o seqüestro de porção do citoplasma e/ou 

organelas por um compartimento denominado de fagóforo. Posteriormente, há a formação do 

autofagossomo, que é uma vesícula que caracteristicamente possui dupla membrana. Em seguida 

ocorre a maturação do autofagossomo. Este pode primariamente se fusionar com endossomos 

(anfissomo) ou pode se fusionar direto com lisossomos e formar o autolisossomo. No interior do 

autolisossomo o material seqüestrado é degradado (Modificado de KLIONSKY, 2007).

Foi demonstrado que a cinase mTOR (mamalian Target Of Rapamycin 

kinase) exerce um papel importante na sinalização da autofagia em células 

eucarióticas. mTOR participa da via de sinalização envolvidas no crescimento e



metabolismo de células, sendo regulada por fatores de crescimento, nutrientes, 

energia e estresse (WULLSCHLEGER et al., 2006). A primeira evidência para a 

função da mTOR no controle da autofagia foi obtida em hepatócitos de ratos, 

quando o efeito da rapamicina -  droga que inibe a função da cinase mTOR -  

induziu à autofagia em presença de aminoácidos (BLOMMAART et a i, 1995). 

Posteriormente, a mesma estimulação da autofagia foi observada em levedo 

(NODA & OHSUMI, 1998). Em células de mamíferos, a atividade da cinase p70S6 

é regulada pela ação da cinase mTOR (THOMAS & HALL, 1997; BROWN et al., 

1995). Ainda nessa via de sinalização, a fosforilação da proteína ribossomal S6 

pela cinase p70S6 está diretamente relacionada com a inibição da via autofágica 

(BLOMMAART et al., 1995).

Dados também mostram que distintas classes de fosfatidilinositol-3 fosfato 

cinase (PI3K) e GTPases são essenciais nesse processo de formação de 

vacúolos autofágicos por estarem envolvidas na regulação e fusão vesicular. Seja 

favorecendo o processo, como a PI3K classe III, ou atuando no controle da 

autofagia, como PI3K classe I (PETIOT etal., 2000).

Recentemente, a autofagia vem sendo alvo de diversos estudos que 

demonstram sua participação no controle ou favorecimento da infecção por alguns 

patógenos intracelulares. Alguns microorganismos intracelulares interagem com a 

via autofágica na célula hospedeira e desenvolvem estratégias distintas de 

sobrevivência. Porphyromonas gingivalis e Brucella abortus, por exemplo, 

induzem a formação de autofagossomos, o que favorece sua sobrevivência em 

células infectadas (KIRKEGAARD et a i, 2004). Coxlella burnettl, apesar de não 

induzir vacúolos autofágicos, tem sua sobrevivência e replicação favorecidas 

mediante indução de autofagia (GUTIERREZ et a i, 2005). De forma distinta.
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cepas virulentas de Legionella pneumophila promovem um atraso na formação de 

autofagolisossomos em macrófagos infectados, favorecendo o estabelecimento da 

infecção (KIRKEGAARD et al., 2004). Alternativamente, em macrófagos humanos, 

a indução de autofagia inibe a sobrevivência de cepas avirulentas e virulentas de 

Mycobacterium tuberculosis (GUTIERREZ et al., 2004).

Pouco se sabe sobre a interferencia da autofagia na infecção por 

Leishmania. Evidências indicam que o vacúolo parasitóforo induzido por L  

mexicana, espécie do mesmo complexo que L. amazonensis, adquire nutrientes 

citosólicos por microautofagia (SCHAIBLE et al., 1999). E recentemente. Pinheiro 

e colaboradores (2009) demonstraram que a indução de autofagia promove 

aumento da carga parasitaria em macrófagos de camundongos BALB/c infectados 

por L. amazonensis. Estes dados sugerem a participação do processo autofágico 

na infecção por Leishmania, o que indica que a via autofágica pode estar sendo 

ativada durante a infecção, o que viria a favorecer a sobrevivência do parasito no 

interior de macrófagos infectados. Dessa maneira, a partir do acesso ao conteúdo 

citoplasmático através da interação com a via autofágica, o parasito passa a ter 

uma permanente fonte de nutrientes que vem a favorecer sua multiplicação com 

conseqüente estabelecimento e disseminação da infecção (como discutido por 

GUTIERREZ et al., 2005). Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o papel da 

autofagia na infecção de macrófagos de camundongos CBA/J por L. amazonensis.
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Para compreensão dos mecanismos que controla a infecção por 

Leishmania a elucidação dos eventos que ocorrem durante interação parasito 

célula-hospedeira é de fundamental importância para o desenvolvimento de novas 

estratégias que auxiliem no controle da doença. Dessa maneira, estudos que 

visem abordar aspectos ainda pouco explorados da interação macrófago- 

Leishmania tornam-se ferramentas que irão somar novos conhecimentos nesta 

área.

Em estudo anterior, Schaible e colaboradores (1999) sugerem que o 

vacúolo parasitóforo induzido por L. mexicana adquire nutrientes citosólicos por 

microautofagia. Esse dado correlacionou pela primeira vez a participação do 

processo autofágico com a infecção por Leishmania, o que sugere que o processo 

autofágico pode interagir positivamente com o parasito. Recentemente, Pinheiro e 

colaboradores (2009) demonstraram que a indução de autofagia promove 

aumento da carga parasitária em macrófagos de camundongos BALB/c infectados 

por L. amazonensis.

A autofagia vem sendo descrita como um mecanismo do sistema imune 

inato e adaptativo envolvido na infecção por diversos microorganismos 

intracelulares, sendo protetor ou favorecendo o estabelecimento da infecção a 

depender do parasito (LEVINE & DERETIC, 2007). Nesse contexto, a infecção 

por alguns microorganismos pode ser favorecida ou não pela indução de 

autofagia em células previamente infectadas. O processo autofágico ao mesmo 

instante que inibe a sobrevivência intracelular de M. turbeculosis, é capaz de 

favorecer a multiplicação de C. burnetii dentro de vacúolos parasitóforos que 

adquirem características autofágicas (GUTIERREZ et a i, 2004; GUTIERREZ et
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al., 2005). O que torna evidente que a interação positiva ou negativa do processo 

autofágico com comportamentos induzidos pelos microorganismos intracelulares 

depende das características inerentes a maneira do patógeno interagir com a 

célula-hospedeira.

Já que L. mexicana interage com a via autofágica e é espécie do mesmo 

complexo que L. amazonensis, é possível que similarmente, o vacúolo por ela 

induzido interaja com a via autofágica e adquira nutrientes citosólicos que 

favoreçam sua sobrevivência intracelular. Além disso, o vacúolo parasitóforo de L  

amazonensis é semelhante em tamanho e em constituição ao de C. Bumetii 

(VERAS et at - 1995; VERAS et al.; 1994; RUSSELL et ai.\ 1992). Assim, como 

ocorre com C. burnetii, o vacúolo parasitóforo de L  amazonensis pode estar 

conectando-se com a via autofágica, o que favoreceria o estabelecimento da 

infecção. Além disso, foi demonstrado recentemente que L  amazonensis se 

beneficia da indução de autofagia (PINHEIRO et al., 2009). Dessa forma, foi 

estabelecida a hipótese de que a indução de autofagia favoreceria a 

sobrevivência intracelular do parasito em macrófagos perifoneáis inflamatórios de 

camundongos CBA/J infectados por L. amazonensis.
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1 .3  O B J E T IV O S

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influência da autofagia na infecção, in vitro, de macrófagos de 

camundongos CBA/J por L. amazonensis.

1.3.2 Objetivos Específicos

• Determinar o efeito da indução de autofagia sobre o curso da infecção de 

macrófagos de camundongos CBA/J por L. amazonensis.

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

macrófagos de camundongos CBA/J.



2.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogênicos das linhagens CBA/J, BALB/c e 

C57BL/6, fêmeas ou machos, com 6 a 10 semanas de idade, obtidos e mantidos 

no Biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz - FIOCRUZ-BA (Protocolo 

número 112 do CEDA -  Comité de Ética no Uso de Animais). Os animais foram 

alimentados com ração comercial balanceada e água acidificada e permaneceram 

sob condições controladas de temperatura, luminosidade e umidade.

2.2 PARASITOS

Os parasitos da espécie L. amazonensis (cepa MHOM/Br88/Ba-125) 

utilizados neste trabalho foram cedidos pelo Laboratorio de Imunologia e 

Parasitología e mantidos no Laboratorio de Patologia e Biointervenção - Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz - FIOCRUZ-BA,

Os parasitos foram mantidos por passagens sucessivas em animais 

(camundongos da linhagem C57BL/6) para a manutenção da virulência e 

infectividade. Antes da sua utilização nos experimentos, os parasitos foram 

isolados dos linfonodos poplíteos desses camundongos e mantidos em cultura 

axênica por, no máximo, sete passagens, em meio Schneider completo, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (GIBCO) e gentamicina 

(SIGMA) na concentração de 50 ng/mL.
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As promastigotas foram cultivadas em estufa BOD a 24°C. O crescimento 

das culturas de promastigotas foi acompanhado diariamente, pela contagem em 

câmara de Neubauer. Promastigotas de L  amazonensis em fase estacionária 

foram utilizadas para a infecção.

2.3 OBTENÇÃO E CULTIVO DE MACRÓFAGOS

2.3.1 MACRÓFAGOS PERITONEAIS INFLAMATORIOS

Ascite foi induzida em camundongos CBA/J por injeção intraperitoneal de 

3,0 mL de tioglicolato a 3% (SIGMA), maturado por pelo menos 30 dias. Após 4 

dias da injeção de tioglicolato, os animais foram submetidos a eutanásia e os 

macrófagos perifoneáis de exsudado inflamatorio foram obtidos através de 

lavagens da cavidade peritoneal dos camundongos com uma solução gelada 

(4°C) de salina com heparina sódica (DISOTRON) em uma concentração de 20 

UI/mL. Em seguida, após centrifugação de 100Xg a 4°C por 10 minutos, houve 

quantificação do número de células obtidas por contagem em câmara de 

Neubauer. Posteriormente, foi feito o plaqueamento das células, em placas de 24 

poços na concentração de 2 x 10^ macrófagos por poço em meio Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM) completo [DMEM suplementado com 10% de 

soro bovino fetal inativado (GIBCO), 2 g/L de bicarbonato de sódio (SIGMA), 

25mM de HEPES (SIGMA), ImM de glutamina (SIGMA) e 0,2% de ciprofioxacina 

(CLARIS)]. As culturas foram mantidas por 18 horas a 37°C em estufa 

suplementada com 5% de CO2.
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2.3.2 MACRÓFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES

Macrófagos peritoneais residentes foram obtidos a partir de lavagens da 

cavidade peritoneal dos camundongos com uma solução gelada (4°C) de salina 

com heparina sódica (DISOTRON) em uma concentração de 20 UI/mL. Em 

seguida, os macrófagos foram contados e plaqueados em meio DMEM completo 

na concentração de 2 x 10  ̂ por poço, em placas de 24 poços e cultivados por 18 

horas a 37°C em estufa suplementada com 5% de CO2.

2.3.3 MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MEDULA ÓSSEA

Camundongos foram submetidos à eutanásia e tiveram as patas traseiras

removidas. Após retirada e limpeza do fêmur e da tíbia do camundongo, as duas 

epífises foram seccionadas e com a seringa de 10 mL, conectada a uma agulha 

de 21 g ou 22g foi injetado meio RPMI completo [RPMI suplementado com 20mM 

de Hepes, 2 g/L de bicarbonato, 20% de soro bovino fetal inativado (GIBCO), 

ImM de glutamina (SIGMA) e 0,2% de ciprofioxacina (CLARIS)] para retirar a 

medula óssea. As células foram armazenadas em tubos de 50 mL, 

homogeneizadas e centrifugadas a 225Xg por 5 minutos a 4°C. Foram então 

ressuspensas em RPMI completo e passadas na seringa conectada a uma agulha 

de 19g, em volume final de 10 mL por placa. Após 24 horas, foram recuperados 

os precursores de macrófagos derivados de medula óssea (BMMO), lavando as 

placas com o próprio meio de cultura e transferindo o sobrenadante contendo 

células precursoras para um tubo de 50 mL. As células foram centrifugadas por 5 

minutos a 225Xg a 4°C, após desprezar o sobrenadante, as células foram 

ressuspensas em meio RPMI completo com 30% de sobrenadante de células 

L929, em volume final de 10 mL por placa. No 4° dia de cultura, foi adicionado 

mais 5 mL de meio RPMI completo com 30% de sobrenadante de L929 (somando
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15 mL por placa). No 5° dia de cultivo, foi coletado o meio de cultura envelhecido. 

Em seguida, foi feita uma lavagem rápida, a fim de retirar as células não 

aderentes. Na placa contendo os macrófagos aderidos, foi adicionado 5 mL de 

PBS-EDTA 5mM (SIGMA) gelado (4°C) e mantidos em gelo por 10 minutos. 

Posteriormente, as placas foram lavadas com jatos vigorosos de PBS-EDTA 5 

mM gelado (4°C), sempre colocando o lavado em tubo de 50 mL. Por fim, as 

células foram centrifugadas por 10 minutos a 225xg a 4°C e ressuspensas em 

DMEM completo, contadas e plaqueadas em DMEM completo na concentração 

de 2 X 10  ̂ por poço, em placas de 24 poços e cultivadas por 18 horas a 37°C em 

estufa suplementada com 5% de CO2.

2.4 INDUÇÃO FISIOLÓGICA OU FARMACOLÓGICA DE AUTOFAGIA EM 

MACRÓFAGOS

Para indução de autofagia os macrófagos foram incubados em meio pobre 

em nutrientes EBSS -  Earl's Balanced Salt Solution - SIGMA -  em estufa 

suplementada com 5% de CO2 para indução de autofagia por privação de 

aminoácidos (Starvation), descrita como indução fisiológica de autofagia 

(MUNAFO & COLOMBO, 2001). Para indução farmacológica de autofagia, 

macrófagos foram incubados em meio rico em nutrientes (DMEM completo) em 

presença de 50 ^g/mL de rapamicina (SIGMA), droga que inibe a atividade da 

cinase mTOR (NODA & OHSUMI, 1998) e induz o processo autofágico mesmo 

em presença de nutrientes.

Em alguns ensaios macrófagos foram incubados em meio pobre em 

nutrientes EBSS e induzido à autofagia fisiológica, mas em presença de
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wortmanina 100 nM (SIGMA), droga que inibe a atividade de PI3K e, 

conseqüentemente, a maturação dos autofagossomos em autofagolisossomos 

(ESKELINEN, et a i, 2002; BLOIVIIVIAART et a i, 1997).

2.5 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA AUTOFAGIA SOBRE O CURSO DA INFECÇÃO 

DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS INFLAMATORIOS DE CAMUNDONGOS 

CBA/J POR L. amazonensis

Para avaliar o efeito da indução de autofagia em macrófagos peritoneais 

inflamatórios de camundongos CBA/J infectados, in vitro, por L. amazonensis, 

macrófagos foram infectados com promastigotas em fase estacionária na 

proporção de 10 parasitos por célula (10:1) e reincubados por 6 horas a 37°C em 

estufa suplementada com 5% de CO2. Após esse período, as células foram 

lavadas com solução salina para retirada das promastigotas não internalizadas. 

Em seguida, macrófagos foram induzidos à autofagia fisiológica e farmacológica 

(como descrito no item 2.4). Em paralelo, um grupo induzido à autofagia 

fisiológica foi incubado em presença de wortmanina (como descrito no item 2.4). 

Nestes experimentos, macrófagos incubados em meio DMEM completo durante 

todo o curso da infecção foram considerados como grupo controle. Em seguida, 1 

hora e meia, 3 horas e 6 horas após a indução de autofagia, as células foram 

fixadas, coradas por H&E e ao menos 400 células foram contadas ao microscópio 

óptico. Foram determinados o percentual de células infectadas e o número de 

parasitos por macrófago.
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2.6 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA AUTOFAGIA SOBRE A CARGA PARASITÁRIA 

DE L  amazonensis EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS INFLAMATORIOS DE 

CAMUNDONGOS CBA/J INFECTADOS

O efeito da indução de autofagia sobre a carga parasitária de macrófagos 

peritoneais inflamatórios de cannundongos CBA/J infectados por L. amazonensis 

foi avaliado. Macrófagos foram infectados com promastigotas em fase 

estacionária na proporção de 10 parasitos por célula (10:1) e reincubados por 6 

horas a 37°C em estufa suplementada com 5% de CO2. Após esse período, as 

células foram lavadas com solução salina para retirada das promastigotas não 

internalizadas. Em seguida, macrófagos foram induzidos a autofagia fisiológica e 

farmacológica (como descrito no item 2.4). Em paralelo, um grupo foi induzido à 

autofagia fisiológica em presença de wortmanina. Nestes experimentos, após a 

infecção macrófagos foram reincubados em meio DMEM completo e utilizados 

como grupo controle não tratado. Em seguida, 1 hora e meia, 3 horas e 6 horas 

após a indução de autofagia, as células tiveram o meio trocado por meio 

Schneider completo e foram reincubadas em estufa BOD a 24°C. Após 3 dias de 

cultura foi determinada a carga parasitária a partir de contagem das 

promastigotas em câmara de Neubauer (adaptado de RIBEIRO-GOMES et ai,

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

MACRÓFAGOS MURINOS

Para avaliar o efeito in vitro da indução de autofagia sobre a capacidade 

fagocítica de macrófagos murinos, as células foram induzidas à autofagia 

fisiológica e farmacológica (como descrito no item 2.4) e incubadas por 2 horas a 

37°C em estufa suplementada com 5% de CO2. Células controle foram incubadas 

durante as 2 horas apenas em meio DMEM completo. Em seguida, as células 

foram Infectadas com promastigotas de L  amazonensis em fase estacionária na 

proporção de 10 parasitos por célula (10:1), ou expostas a levedo morto 

{Sarccharomyces cerevisae - SIGMA) na proporção de 10 partículas por 

macrófago (10:1), por 15, 30 e 60 minutos. Após a infecção ou adição de 

partículas, as células foram fixadas, coradas por H&E e ao menos 400 células 

foram contadas ao microscópio óptico. Foi determinado o percentual de 

fagocitose e o número de parasitos ou partículas por macrófago.

2.8 AVALIAÇÃO ULTRA-ESTRUTURAL DE MACRÓFAGOS EM AUTOFAGIA

Para avaliar aspecto ultra-estrutural de macrófagos induzidos à autofagia, 

antes ou após a infecção, ou exposição a partículas de levedo, os macrófagos 

foram distribuídos em placas de 6 poços na concentração de 2 x 10® por poço. Ao 

final dos experimentos, as células foram fixadas em glutaraldeído a 2,5% em 

tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2, pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% 

em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, ferrocianeto de potássio 0,8% e cloreto de 

cálcio 5mM ao abrigo da luz por 40 minutos em temperatura ambiente. A seguir.
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as células foram lavadas no mesmo tampão e desidratados em concentrações 

crescentes de acetona (30 -  100%) por 10 minutos. As amostras foram 

emblocadas em resina epoxi Polybed (POLYSCIENCES). Após polimerização, 

cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrótomo e coletados em grades de cobre 

de malha 400. Os cortes contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo 

foram observados ao microscópio eletrônico de transmissão (Zeiss EM 109 a 80 

kV), e foi feita a análise ultra-estrutural dos macrófagos em autofagia.

2.9 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA REVERSÃO DA AUTOFAGIA SOBRE A 

FAGOCITOSE DE PARTÍCULAS POR MACRÓFAGOS

Para avaliar o efeito da reversão de autofagia sobre a capacidade 

fagocítica de macrófagos expostos in vitro a levedo, macrófagos perifoneáis 

inflamatórios foram induzidos à autofagia fisiológica (como descrito no item 2.4) e 

incubados por 2 horas a 37°C em estufa suplementada com 5% de CO2. O grupo 

controle foi incubado em meio DMEM completo durante todo 0 experimento a 

37°C em estufa suplementada com 5% de CO2. Em seguida, as células foram 

incubadas em presença de levedo morto (S. cerevisae) na proporção de 10 

partículas por macrófago (10:1) por 1 hora. Após esse período, um grupo de 

macrófagos que estava em meio pobre em nutrientes foi reincubado em meio rico 

em nutrientes, e um segundo grupo mantido durante todo 0 experimento em meio 

pobre em nutrientes. Após o período de 1 hora adicional de incubação, as células 

foram fixadas, coradas por H&E e ao menos 400 células foram contadas ao 

microscópio óptico. Foi determinado o percentual de fagocitose e o número de 

partículas por macrófago.
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2.10 AVALIAÇÃO DA CO-LOCALIZAÇÃO DE ZIMOSAN COM TAÇAS DE 

ACTINA EM MACRÓFAGOS MURINO EM AUTOFAGIA

Foi feita avaliação da co-localização de partículas de zimosan com taças 

de actina em macrofagos submetidos à autofagia. Macrófagos perifoneáis 

inflamatorios foram induzidos à autofagia fisiológica ou farmacológica (como 

descrito no item 2.4) e incubadas por 2 horas a 37°C em estufa suplementada 

com 5% de CO2. Em paralelo, como controle positivo, um grupo foi incubado em 

DMEM completo por 2 horas, mas em presença de wortmanina lOOnM. A 

wortmanina promove inibição da atividade de PI3K, 0 que impede a etapa de 

Internalização no processo fagocítico, contudo não inibe a etapa de ligação da 

partícula com a célula (PAUL, 2003; ARAKI et a i, 1996). Neste grupo teremos a 

interação da partícula com a célula sem que haja fagocitose. Células controle 

foram incubadas durante as 2 horas apenas em meio DMEM completo. Logo em 

seguida foi feita a adição de zimosan-FITC (SIGMA) na proporção de 10 

partículas por macrófago (10:1), e as placas foram centrifugadas a 4°C por 5 

minutos a 500Xg e incubadas a 4°C por 10 minutos. Esse procedimento permite 

que ocorra a interação sem haver internalização das partículas. Após esse 

período, foi feita a lavagem para retirada de partículas não aderidas, e as células 

foram fixadas com paraformaldeido 4% (SIGMA) por 20 minutos. As células então 

foram coradas com DAPI (VECTARSHIELD), que marca núcleo em azul, e com 

faloidina 0,16 jag/mL (SIGMA) que marca actina polimerizada em vermelho. Em 

seguida, as células foram analisadas ao microscópio de fluorescência (Olympus 

BX51) acoplado a um sistema de câmera (Olympus 0-Colors). Foram 

fotografados 5 campos de cada grupo e as imagens foram e montadas utilizando
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O programa Image-Pro Plus 6.0. A avaliação da co-localização foi feita por 

contagem de pelo menos 600 células nos 5 campos fotografados utilizando o 

Image-Pro Plus 6.0. Foi determinado o percentual células marcadas em vermelho 

que co-localizaram com zimosan-FITC em verde. Que podemos inferir como 

etapa da fagocitose de ligação da partícula com a célula. Etapa na qual as taças 

de actina já foram formadas (PAUL, 2003).

2.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os gráficos e a análise estatística foram feitos utilizando o programa 

GraphPad Prism, versão 5.00 - GraphPad Software Incorporate. Os gráficos em 

barra representam as médias ± SD (desvio padrão) ou SE (erro padrão) dos 

grupos dentro de um experimento ou do conjunto de experimentos, 

respectivamente. Todos os experimentos foram feitos pelo menos em triplicata e 

repetidos quatro vezes. Para comparação entre os grupos foi utilizado One-way 

ANOVA e o pós-teste de Tukey. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas quando o valor de p < 0,05.
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3.1 EFEITO DA INDUÇÃO DE AUTOFAGIA SOBRE O CURSO DA INFECÇÃO 

DE MACRÓFAGOS DE CAMUNDONGOS CBA/J POR L  amazonensis

Macrófagos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis por 6 

horas. Em seguida foi feita a lavagem das células para retirada dos parasitos não 

internalizados e foi feita a indução de autofagia. Macrófagos foram reincubados 

em meio EBSS para indução fisiológica de autofagia em ausência (Starvation) ou 

presença de wortmanina (Wortmanina). Em paralelo, outro grupo foi induzido 

farmacológicamente à autofagia (Rapamicina). E o grupo controle foi reincubado 

apenas em meio DMEM completo (Controle). Posteriormente, em diferentes 

momentos (Fig. 3), as células foram fixadas e o percentual de células infectadas e 

o número de parasitos por célula foi determinado. Além disso, em um segundo 

instante as células ao invés de serem fixadas tiveram o meio de cultura trocado 

por meio Schneider completo e foram reincubadas. Após três dias, foi feita a 

contagem dos parasitos liberados no meio de cultura para determinar a carga 

parasitária.

Em todos os tempos avaliados, após a indução de autofagia, não foi 

observada alteração no percentual de macrófagos infectados (Fig. 3A, p > 0,05) e 

no número de parasitos por célula (Fig. 3B, p > 0,05) em células infectadas por L. 

amazonensis. Entretanto, a indução fisiológica de autofagia em macrófagos 

infectados por L  amazonensis promoveu aumento da carga parasitária (Fig. 4). A 

partir de três horas após a indução de autofagia, houve aumento de 60% da carga 

parasitária em comparação com o grupo controle (p < 0,05). Entretanto, a indução
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farmacológica promoveu redução acentuda da carga parasitária (Fig. 4, p < 0,05). 

A adição de wortmanina em células em autofagia fisiológica reverteu 

discretamente o efeito induzido pela incubação em meio pobre em nutrientes, e 

promoveu no tempo de 6 horas redução de 30% na carga parasitária (Fig. 4, p < 

0,05).
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Figura 3 -  A indução de autofagia não altera o percentual de macrófagos infectados por L. 

amazonensis. Macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram 

infectados com promastigotas de L  amazonensis (10;1). Após 6h, as células foram lavadas para 

retirada de promastigotas não internalizadas e reincubadas em DMEM completo em ausência 

(Controle) ou em presença de rapamicina 50 ng/mL para indução farmacológica de autofagia 

(Rapamicina). Em paralelo, células foram incubadas em meio BBSS para indução de autofagia 

fisiológica em ausência {Starvation) ou em presença de wortmanina 100 nM (Wortmanina). 
Diferentes momentos após fixação, foram determinados o percentual de macrófagos infectados 

por L  amazonensis (A) e o número de parasitos por macrófago (B). As barras correspondem à 

média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata ± SE (ANOVA, p > 

0,05).
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Figura 4 -  A indução de autofagia fisiológica promove aumento da carga parasitária de L. 

amazonensis em macrófagos infectados. Macrófagos peritoneais inflamatórios de 

camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram infectados com promastigotas de L. amazonensis (10:1). 

Após 6h, as células foram lavadas para retirada de promastigotas não internalizadas e 

reincubadas em DMEM completo em ausência (Controle) ou em presença de rapamicina 50 

(ig/mL para indução farmacológica de autofagia (Rapamicina). Em paralelo, células foram 

incubadas em meio BBSS para indução de autofagia fisiológica em ausencia (Starvation) ou em 

presença de wortmanina lOOnM (Wortmanina). Diferentes momentos após a indução de autofagia 

as células tiveram o meio de cultura trocado por meio Schneider completo e foram reincubadas. 

Após três dias de cultura foi feita a contagem dos parasitos e determinada a carga parasitária. As 

barras correspondem à média de um experimento realizado em quintuplicata ± SD (ANOVA, * p <

0,05; ** p < 0,01 ; * * * p <  0,001).



3.2 EFEITO DA INDUÇÃO DE AUTOFAGIA SOBRE A CAPACIDADE 

FAGOCÍTICA DO MACRÓFAGO MURINO

Macrófagos foram submetidos à Indução de autofagia fisiológica 

(Starvation) ou farmacológica (Rapamicina), conforme descrito em material e 

métodos (item 2.4). Após duas horas, as células foram infectadas por L. 

amazonensis. Diferentes momentos após a infecção, as células foram fixadas e 

tiveram o percentual de fagocitose e número de parasitos por células 

determinados.

Foi observado que a prévia indução de autofagia inibiu a fagocitose de L. 

amazonensis a partir de 30 minutos em uma proporção crescente que chegou a 

50% em 60 minutos (Fig. 5A, p < 0,05). Similarmente, a partir de 30 minutos, 

houve redução de 25% no número de parasitos internalizados por macrófago (Fig. 

5B ,p<0,05).
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Figura 5 -  A indução prévia de autofagia inibe a fagocitose de L. amazonensis por 
macrófagos peritoneais inflamatorios de camundongos CBA/J. Macrófagos peritoneais 
inflamatórios de camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram incubados em meio EBSS para indução 
fisiológica de autofagia (Starvation), ou incubados em DMEM completo em ausência (Controle) 

ou presença de rapamicina 50 ng/mL para indução farmacológica de autofagia (Rapamicina). 
Duas horas após, as células foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis (10:1). Em 
diferentes tempos após a infecção, as células foram fixadas e foi determinado o percentual de 
macrófagos infectados por L. amazonensis (A) e o número de parasitos por macrófago (B). As 
barras correspondem à média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata 
± SE (ANOVA, * p < 0,05; ** p < 0,01).



Posteriormente, foi avaliado se o efeito inibitório da indução prévia de 

autofagia é um mecanismo específico para fagocitose de Leishmania. Assim, 

macrófagos perifoneáis inflamatórios de camundongos CBA/J foram previamente 

induzidos à autofagia por 2 horas. Em seguida, foi adicionado às culturas 

partículas de levedo. Foi observado que a prévia indução de autofagia inibiu a 

fagocitose de levedo a partir de 15 minutos em uma proporção crescente que 

chegou a 70% com 60 minutos (Fig. 6A, p < 0,05). Adicionalmente, já em tempo 

precoce, houve redução de 25% no número de partículas internalizadas por 

macrófago (Fig. 6B, p < 0,05).

Foram feitas análises morfológicas tanto em microscopía óptica quanto 

eletrônica dos macrófagos em autofagia e do grupo de células controle incubado 

em meio DMEM completo. Em microscopía óptica observaram-se, em macrófagos 

em autofagia, partículas associadas às células com um número reduzido de 

partículas internalizadas (Fig. 7). Na análise por microscopía eletrônica, nos 

grupos induzidos à autofagia, observa-se citoplasma menos eletro-denso e a 

presença de inúmeros vacúolos nascentes com dupla membrana, características 

de autofagossomos (Fig. 8).
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Figura 6 -  A indução prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macrófagos 
peritoneais inflamatorios de camundongos CBA/J. Macrófagos peritoneais inflamatórios de 

camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram induzidos a autofagia fisiológica (Starvation) ou 

farmacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM 

completo (Controle). Duas horas após, as células foram incubadas em presença de levedo (10:1). 

Em diferentes tempos após a adição de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o 

percentual de fagocitose de levedo (A) e o número de levedo por macrófago (B). As barras 

correspondem à média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata ± SE 

(ANOVA, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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Figura 7 -  Análise por microscopia óptica de macrófagos induzidos à autofagia. Macrófagos 
peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram induzidos à autofagia 
fisiológica {Starvation) ou fannacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo 
controle foi incubado em DMEM completo (Controle). Duas horas após, as células foram 
incubadas em presença de levedo (10:1) por diferentes tempos. Em seguida, as células foram 
fixadas e coradas por H&E e o aspecto da cultura avaliado por microscopia óptica. As setas 
vermelhas indicam macrófagos que tem partículas de levedo associadas à superfície celular. 
Observa-se no grupo controle partículas de levedo no interior de vacúolos (cabeças de setas 
azuis). As imagens estâo em aumento de 500x. Resultado ilustrativo de um experimento.
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Figura 8 -  Análise ultra-estrutural de macrófagos induzidos à autofagia. Macrófagos 
peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram induzidos à autofagia 
fisiológica (Starvation) ou fannacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo 
controle foi incubado em DMEM completo (Controle). Duas horas após, as células foram 
incubadas em presença de levedo (10:1) por 30 minutos. Em seguida, as células foram fixadas e o 
aspecto intracelular avaliado por microscopía eletrônica. Resultado ilustrativo de um experimento. 
Os asteriscos indicam partículas de levedo e as setas autofagossomos nascentes. As imagens 
estâo em aumento de 20.000x.



Em seguida, foi feita uma avaliação para determinar se o efeito induzido 

pela autofagia sobre a capacidade fagocitica seria um fenômeno restrito ao 

modelo do macrófago peritoneal inflamatorio de camundongos da linhagem 

CBA/J. Primeiramente, macrófagos perifoneáis residentes e macrófagos 

derivados de medula, de camundongos CBA/J, foram previamente induzidos à 

autofagia por 2 horas. Em seguida, às culturas foram expostas a partículas de 

levedo. Assim como no modelo do macrófago peritoneal inflamatório, a indução 

de autofagia alterou a capacidade fagocitica desses tipos celulares. Há redução 

de 80% do percentual de fagocitose e de 40% do número de levedo por célula em 

macrófagos residentes (Fig. 9, p < 0,05), enquanto que em macrófagos derivados 

de medula (Fig. 10) a redução é de 60 e 20% respectivamente, em todos os 

tempos avaliados (p < 0,05).

Posteriormente, foi avaliado se redução da capacidade fagocitica 

promovida pela prévia indução de autofagia seria uma peculiaridade do 

background genético do camundongo CBA/J. Para isso, macrófagos perifoneáis 

inflamatórios de camundongos BALB/c e C57BL/6 foram previamente induzidos à 

autofagia por 2 horas. Em seguida, às culturas foram expostas a partículas de 

levedo. Similarmente, a autofagia promoveu a redução da capacidade fagocitica, 

havendo redução de 25% em macrófagos de BALB/c (Fig. 11B, p < 0,05) e de 

30% em macrófagos de C57BL/6 (Fig. 12A, p < 0,05). Em ambos os tipos 

celulares o número de partículas por célula foi 15% menor do que no grupo 

controle (Fig. 11B e 12B, p < 0,05).
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Figura 9 -  A indução prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macrófagos 
peritoneais residentes de camundongos CBA/J. Macrófagos peritoneais residentes de 

camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram induzidos à autofagia fisiológica {Starvation) ou 

farmacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM 

completo (Controle). Duas horas após, as células foram incubadas em presença de levedo (10:1). 

Em diferentes tempos após a adição de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o 

percentual de fagocitose de levedo (A) e o número de levedo por macrófago (B). As barras 

correspondem à média de um experimento realizado em quintuplícate ± SD (ANOVA, * p < 0,05; ** 

p < 0,01 ; * * * p <  0,001).
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Figura 10 -  A indução prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macrófagos 
derivados de medula óssea de camundongos CBA/J. Macrófagos derivados de medula óssea 

de camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram induzidos à autofagia fisiológica {Starvation) ou 

farmacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM 

completo (Controle). Duas horas após, as células foram incubadas em presença de levedo (10:1). 

Em diferentes tempos após a adição de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o 

percentual de fagocitose de levedo (A) e o número de levedo por macrófago (B). As barras 

correspondem à média de um experimento realizado em quintuplicata ± SD (ANOVA, * p < 0,05; ** 

p < 0,01 0,001).
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Figura 11 -  A indução prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macrófagos 
peritoneais inflamatórios de camundongos BALB/c. Macrófagos peritoneais inflamatórios de 

camundongos BALB/c (2 x 10®/mL) foram induzidos à autofagia fisiológica (Starvation) ou 

farmacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM 

completo (Controle). Duas horas após, as células foram incubadas em presença de levedo (10:1). 

Em diferentes tempos após a adição de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o 

percentual de fagocitose de levedo (A) e o número de levedo por macrófago (B). As barras 

correspondem à média de um experimento realizado em quintuplicata ± SD (ANOVA, * p < 0,05; ** 

p < 0,01 ; * * * p <  0,001).
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Figura 12 -  A indução prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macrófagos 
peritoneais inflamatórios de camundongos C57BL/6. Macrófagos peritoneais inflamatórios de 

camundongos C57BL/6 (2 x 10^/mL) foram induzidos à autofagia fisiológica (Starvation) ou 

farmacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM 

completo (Controle). Duas horas após, as células foram incubadas em presença de levedo (10:1). 

Em diferentes tempos após a adição de levedo, as células foram fixadas e foi determinado o 

percentual de fagocitose de levedo (A) e o número de levedo por macrófago (B). As barras 

correspondem à média de um experimento realizado em quintuplicata ± SD (ANOVA, * p < 0,05; ** 

p<0 ,01 ;  ***p< 0,001).



Por fim, foi determinado o tempo mínimo de indução de autofagia capaz de 

interferir sobre a capacidade fagocítica do macrófago murino (Fig. 13). Dessa 

forma, macrófagos inflamatorios de camundongos CBA/J foram induzidos à 

autofagia em diferentes momentos, desde 120 minutos antes até indução 

simultânea à exposição às partículas de levedo (tempo 0). As células foram 

reincubadas e 30 minutos após a exposição foram fixadas e foi determinado o 

percentual de fagocitose e o número de levedo por célula. Foi observado que a 

indução de autofagia farmacológica mostrou-se eficiente em alterar a capacidade 

fagocítica em todos os tempos avaliados, promovendo uma redução de 60% no 

percentual de fagocitose (Fig. 13A, p < 0,05). Entretanto, a indução fisiológica de 

autofagia mostrou-se eficiente em reduzir em 60% (p < 0,05) a fagocitose em 120 

minutos de incubação, tendo também redução de 20% (p < 0,05) em 30 minutos e 

de 25% (p < 0,05) no tempo 0, quando comparada com o grupo controle (Fig. 

13A). Porém, quando se compara a eficácia das duas formas de indução de 

autofagia em inibir a fagocitose, observam-se diferenças significativas entre os 

grupos, sendo a indução farmacológica mais eficiente. A incubação de células em 

DMEM completo em presença de rapamicina reduz 40% mais a fagocitose de 

levedo do que a indução fisiológica de autofagia em todos os tempos avaliados 

(Fig. 13A, p < 0,05). Adicionalmente, ambas as formas de indução de autofagia 

mostraram-se eficientes em reduzir o número de levedo por célula. Em todos os 

tempos analisados a redução da fagocitose variou de 20 a 30% na Indução de 

autofagia farmacológica e na fisiológica (Fig. 13B, p < 0,05).
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Figura 13 -  A indução prévia de autofagia inibe a fagocitose de levedo por macrófagos 
peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J independente do tempo de indução de 
autofagia. Macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J (2 x 10^/mL) foram 

induzidos à autofagia fisiológica (Starvation) ou farmacológica (Rapamicina) como descrito na 

figura 5. O grupo controle foi incubado em DMEM completo (Controle). A indução prévia de 

autofagia foi feita em diferentes momentos, desde 120 minutos antes até o mesmo instante em 

que as células foram incubadas em presença de levedo (10:1). Trinta minutos após a adição de 

levedo, as células foram fixadas e foi determinado o percentual de fagocitose de levedo (A) e o 

número de levedo por macrófago (B). As barras correspondem à média de quatro experimentos 

independentes realizados em quadruplicata ± SE (ANOVA, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).



3.3 EFEITO DA REVERSÃO DA AUTOFAGIA SOBRE A CAPACIDADE 

FAGOCÍTICA DO MACRÓFAGO

Com o objetivo de avaliar se o mecanismo inibitório da prévia indução de 

autofagia sobre a fagocitose de partículas é um processo reversível, macrófagos 

peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J foram induzidos à autofagia 

fisiológica por 2 horas. Em seguida, as células foram incubadas em presença de 

levedo por 1 hora. Após a incubação por 1 hora, as culturas foram lavadas e um 

grupo de células que estava em autofagia fisiológica sofreu reposição de 

nutrientes através da reincubação em meio DMEM completo (Reposição). O 

controle positivo para indução de autofagia foi mantido em meio EBSS 

{Starvation) todo o tempo de incubação e o grupo controle foi mantido todo tempo 

em meio DMEM completo (Controle). Após 1 hora da reposição do meio as 

células foram fixadas e foi determinado o percentual de fagocitose e o número de 

partículas por célula.

Como esperado, a indução de autofagia, após 2 horas de incubação em 

meio pobre em aminoácidos, inibiu a fagocitose de levedo em 75% quando 

comparada com o grupo controle (Fig. 14A, p < 0,05). Quando os macrófagos 

foram reincubados em meio rico em nutrientes, 45% das células fagocitaram 

levedo em comparação com 80% das células controle, mas apresentaram, em 

relação às células em autofagia durante todo o período de incubação, 50% a mais 

no percentual de fagocitose (Fig. 14A, p < 0,05). Similarmente, o número de 

partículas internalizadas em células em autofagia foi de 1,6 e passou para 3 

partículas por macrófago, após a reposição em meio rico em nutrientes para esta 

cultura de células (Fig. 14B, p < 0,05). Essa recuperação foi parcial, pois as
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células controle fagocitaram, em média, 4,5 partículas por macrófago. Entretanto, 

esta diferença no percentual de fagocitose não foi significativamente diferente no 

grupo de células que permaneceu todo tempo em autofagia (Fig. 12B -  p > 0,05).
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Figura 14 -  A inibição da fagocitose de partículas pela autofagia é um mecanismo 
reversível. Macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram 

induzidos à autofagia fisiológica (Starvation) como descrito na figura 5. O grupo controle foi 

incubado em DMEM completo (Controle). Duas horas após, as células foram incubadas em 

presença de levedo (10:1) por uma hora adicional. Em um grupo de células induzidas à autofagia 

fisiológica, os nutrientes foram repostos no meio de cultivo (Reposição) e um outro grupo foi 

mantido sob privação de aminoácidos. Após uma hora, as células foram fixadas e foi determinado 

0 percentual de fagocitose de levedo (A) e o número de levedo por macrófago (B). As barras 

correspondem à média de quatro experimentos independentes realizados em quadruplicata ± SE 

(ANOVA, * p < 0,05; *** p < 0,001).



3.4 EFEITO DA INDUÇÃO DE AUTOFAGIA SOBRE A INTERAÇÃO DE 

PARTÍCULAS DE ZIMOSAN A TAÇAS DE ACTINA EM MACRÓFAGOS 

INDUZIDOS A AUTOFAGIA

Macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J foram 

induzidos à autofagia fisiológica (Starvation) ou farmacológica (Rapamicina), 

como descrito em material e métodos (item 2.4). Em paralelo, um grupo de 

células foi incubado em DMEM completo em presença de wortmanina lOOnM, 

conhecida por inibir a fagocitose (Wortmanina). O grupo controle foi incubado em 

DMEM completo (Controle). Após 2 horas, as células foram incubadas em 

presença de partículas de zimosan-FITC por 10 minutos a 4°C. Esse 

procedimento permite que ocorra a interação sem haver internalização das 

partículas. Em seguida, as células foram fixadas e incubadas em presença de 

0,16 ng/mL de faloidina, conhecida por marcar actina polimerizada (Fig. 15). A co- 

localização (em amarelo) de células marcadas com faloidina em vermelho com o 

zimosan-FITC em verde foi usado para quantificar as partículas que estavam 

ligadas as células, nas regiões da membrana ricas em actina polimerizada, sem 

terem sido internalizadas.

Como esperado as células em autofagia apresentaram redução da 

fagocitose, entretanto, a indução de autofagia não promoveu diferença no 

percentual de co-localização (Fig. 16A). Foi observado um percentual de co- 

localização de 30% no grupo de células induzidas à autofagia fisiológica, de 12% 

em macrófagos induzidos à autofagia farmacológica em comparação ao grupo de 

células controle em que a co-localização foi de 25%, não havendo diferenças 

significativas entre os grupos analisados (Fig.14B -  p > 0,05). Similarmente, não

64



65

foram evidenciadas diferenças significativas em relação ao número de partículas 

co-localizadas por célula entre os grupos analisados (Fig.16B, p > 0,05).
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Figura 15 -  Avaliação do efeito da indução prévia de autofagia sobre a co-localização de 
zimosan com células marcadas com faloidina. Macrófagos peritoneais inflamatórios de 
camundongos CBA/J (2 x 10®/mL) foram induzidos a autofagia fisiológica {Starvation) (B) ou 
farmacológica (Rapamicina) (C) como descrito na figura 5. Em paralelo, um grupo foi incubado 
em DMEM completo em presença de wortmanina lOOnM (Wortmanina) (D). O grupo controle foi 
incubado em DMEM completo (Controle) (A). Duas horas após, as células foram incubadas por 
10 minutos a 4°C em presença de zimosan-FITC (VERDE, cabeça de seta verde) (10:1) para 
promover a interação sem haver intemalizaçâo das partículas. Em seguida, os macrófagos foram 
fixados e o núcleo marcado com DAPI (AZUL), e os filamentos de actina polimerizada marcados 

com faloidina 0,16 ng/mL (VERMELHO, cabeça de seta amarela). Foi entâo determinado o 
percentual de interação das células com as partículas. AMARELO (seta branca) demonstra a co- 
localização entre a partícula e as células com actina polimerizada marcada. As imagens estão em 
aumento de 400x. Resultado ilustrativo de um experimento.
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Figura 16 -  A indução prévia de autofagia não altera a ligação de partículas. Macrófagos 

peritoneais inflamatórios de camundongos CBA/J (2 x 10^/mL) foram induzidos à autofagia 

fisiológica (Starvation) ou farmacológica (Rapamicina) como descrito na figura 5. Em paralelo, 

um grupo foi incubado em DMEM completo em presença de wortmanina lOOnM para inibir a 

internalização sem alterar a ligação de partículas (Wortmanina). O grupo controle foi incubado em 

DMEM completo (Controle). Duas horas após, as células foram incubadas por 10 minutos a 4°C 

em presença de zimosan-FITC (10:1) para ocorrer a interação sem haver internalização das 

partículas. Em seguida, as células foram fixadas, foi feita a marcação das células como descrito na 

figura 15. Posteriormente, foi determinado o percentual de co-localização de células marcadas 

com faloidina em vermelho com as partículas de zimosan-FITC marcadas em verde (A) e o 

número de partículas co-localizadas com células marcadas (B). As barras correspondem à média 

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



O presente trabalho demonstrou que a indução fisiológica de autofagia 

promoveu aumento da carga parasitária de L. amazonensis em macrófagos 

infectados, in vitro. Além disso, foi observado pela primeira vez que a prévia 

indução de autofagia reduz a capacidade fagocítica do macrófago murino.

Em uma primeira etapa, foi avaliado o efeito da autofagia sobre o curso da 

infecção de macrófagos por L. amazonensis. Foi observado que a indução de 

autofagia, seja fisiológica ou farmacológica, não alterou significativamente o 

percentual de macrófagos infectados (Fig. 3A) nem o número de parasitos por 

célula (Fig. 3B). Entretanto, a indução fisiológica de autofagia aumentou 

significativamente a carga parasitária de L. amazonensis em macrófagos 

infectados (Fig. 4). Adicionalmente, o tratamento com wortmanina, que inibe a 

maturação dos autofagossomos reverteu este efeito da autofagia sobre a carga 

parasitária, no tempo de 6 horas após a infecção (Fig. 4). Similarmente, Pinheiro e 

colaboradores (2009) mostraram que a indução de autofagia favorece a infecção 

de macrófagos peritoneais inflamatórios de camundongos BALB/c por L. 

amazonensis. Também demonstraram que o tratamento com wortmanina ou 3- 

metiladenina, anula o favorecimento da infecção pela autofagia (PINHEIRO et ai., 

2009). Estes dados mostram que o efeito induzido pela autofagia após o 

estabelecimento da infecção por L. amazonensis, neste e no nosso modelo, é 

dependente do estímulo autofágico.

Pinheiro e colaboradores (2009) demonstraram que a indução fisiológica de 

autofagia não altera a infecção de macrófagos peritoneais inflamatórios de 

BALB/c por L. major, outra espécie de Leishmania. E adicionalmente, também
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demonstraram que este efeito da autofagia sobre a infecção por L. amazonensis é 

restrita a macrófagos peritoneais Inflamatórios da linhagem BALB/c, pois este 

efeito não ocorre em macrófagos de C57BL/6. Schaible e colaboradores (1999) 

demonstraram que na infecção por L. mexicana a sobrevivência intracelular do 

parasito pode ser favorecida pela autofagia. Em conjunto, esses dados apontam a 

autofagia como um mecanismo que a depender da espécie da Leishmania e do 

modelo experimental, pode favorecer ou não a infecção. Adicionalmente, os 

dados sugerem que apenas Leishmania do complexo mexicana se beneficie da 

interação com a via autofagia. Entretanto, mais estudos devem ser realizados com 

o objetivo de elucidar o papel do processo autofágico na infecção por Leishmania.

Em contraste ao favorecimento da indução fisiológica de autofagia em 

nosso e no trabalho desenvolvido por Pinheiro e colaboradores (2009), neste 

presente estudo a indução farmacológica de autofagia promoveu redução da 

carga parasitária de L. amazonensis (Fig. 4). Este efeito dependente da indução 

farmacológica de autofagia pode ser devido, em nosso modelo, ao fato de uma 

ação direta da rapamicina sobre o parasito. Não existem dados da literatura que 

sustentem esta hipótese. A realização de estudos ultra-estruturais mais 

detalhados serão conduzidos com o objetivo de testar esta hipótese e avaliar os 

efeitos da rapamicina sobre o parasito.

Similarmente ao efeito induzido pela autofagia na infecção de L. 

amazonensis em macrófagos de CBA/J por nós observado (Fig. 4) e de BALB/c 

por outros autores (PINHEIRO et al., 2009), foi recentemente demonstrado que a 

indução de autofagia favoreceu a infecção por C. burnetii (GUTIERREZ et aí.,

2005). Os autores sugerem que o favorecimento da proliferação intracelular de C. 

burnetii em células em autofagia depende da fusão entre o autofagossomo e o
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vacúolo parasitóforo, pois o tratamento com wortmanina reverteu este efeito 

(GUTIERREZ et al., 2005). Gutierrez e colaboradores (2005) sugerem que para 

determinados patógenos a interação dos vacúolos parasitóforos por eles 

induzidos com a via autofágica pode constituir-se em uma fonte permanente de 

nutrientes. Contrariamente a este dado, na infecção de macrófagos humanos por 

uma outra bactéria, M. tuberculosis, a fusão do fagossomo contendo o bacilo com 

autofagossomos reduziu a proliferação do patógeno (GUTIERREZ et a i, 2004). 

Esse dado evidencia que alternativamente ao que ocorre com C. burnetii, a fusão 

do vacúolo parasitóforo com a via autofágica pode ser um mecanismo protetor à 

infecção por M. tuberculosis. Em conjunto esses dados mostram que a depender 

do microrganismo a autofagia pode ser favorável ou não à sobrevivência 

intracelular do patógeno.

Em nosso estudo foi feita uma análise ultra-estrututral para evidenciar as 

alterações morfológicas induzidas pela autofagia em macrófagos perifoneáis 

inflamatórios previamente infectados por L. amazonensis. Os resultados 

mostraram que os macrófagos induzidos à autofagia, tanto fisiológica quanto 

farmacológica, apresentaram características autofágicas como a formação de 

figuras de mielina, vacúolos com dupla membrana e com porções de organelas 

(dado não mostrado). Este dado corrobora que os macrófagos se encontravam 

em um processo autofágico (dado não mostrado). Entretanto, a presença de 

parasitos em vacúolos com dupla membrana, característico de um autofagossomo 

não foi observada (dado não mostrado). Similarmente, em trabalho recente 

Pinheiro e colaboradores (2009) não evidenciaram a co-localização de L. 

amazonensis e vacúolos autofágicos em macrófagos perifoneáis inflamatórios de 

camundongos BALB/c previamente infectados e induzidos à autofagia. Schaible e
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colaboradores (1999) sugerem que, em macrófagos derivados de medula óssea 

de camundongos BALB/c infectados por L. mexicana, o favorecimento da 

sobrevivencia intracelular, induzida pela autofagia, se deve ao acesso a nutrientes 

no vacúolo parasitóforo por microautofagia. Similarmente ao nosso estudo e o de 

Pinheiro (2009), Schaible e colaboradores (1999) não observaram alterações nas 

características morfológicas dos vacúolos parasitóforos pela microscopía 

eletrônica e de florescencia. Em conjunto, os dados disponíveis até o presente 

momento (SCHAIBLE et al., 1999; PINHEIRO et al., 2008) sugerem que a 

autofagia parece ser favorável à infecção por L. amazonensis, por um mecanismo 

que independe da aquisição de características autofágicas pelos vacúolos 

parasitóforos. Mais estudos serão necessários para elucidar o mecanismo pelo 

qual a autofagia favorece a infecção por L. amazonensis.

Em urna segunda etapa foi avallada a influência da indução prévia de 

autofagia sobre a infecção por L. amazonensis. Os resultados mostram que a 

prévia indução de autofagia, seja fisiológica ou farmacológica, promove redução 

da capacidade de macrófagos perifoneáis inflamatórios de camundongos CBA/J 

em fagocitar L. amazonensis (Fig. 5). Em contraste, resultados anteriores 

mostraram que a prévia indução de autofagia não alterou a fagocitose de C. 

burnetti nem de Staphylococcus aureus mortos (GUTIERREZ et ai., 2005; 

ROMANO et al., 2009). Entretanto, nesses estudos foram utilizadas células CHO - 

célula de linhagem não macrofágica. É possível que estes resultados, 

aparentemente contraditórios aos nossos, se justifiquem pelos distintos tipos 

celulares utilizados em cada trabalho. É possível que a indução da autofagia só 

altere a capacidade fagocítica em fagócitos profissionais.

Após a indução de autofagia, macrófagos foram incubados com partículas
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de levedo utilizadas em ensaios de fagocitose. Os resultados foram similares aos 

encontrados para fagocitose de L  amazonensis (Fig. 5 e 6), o que mostrou que a 

alteração da capacidade fagocítica do macrófago não é um mecanismo específico 

para Leishmania. Dessa forma, os resultados indicam que o efeito inibitório da 

autofagia ocorre sobre a capacidade fagocítica do macrófago e não está 

relacionada com a natureza da partícula em questão.

Paralelamente, os aspectos ultra-estruturais dos macrófagos inflamatórios 

induzidos à autofagia antes da exposição a partículas de levedo, foram 

analisados. Os resultados mostraram que as células que foram induzidas à 

autofagia possuem o citoplasma menos eletro-denso e observa-se também a 

formação de inúmeros vacúolos nascentes com dupla membrana, características 

de autofagossomos. Além disso, as células se apresentam mais vacuolizadas em 

comparação com o grupo controle com a presença de figuras de mielina e 

autofagossomos maduros contendo vestígios de organelas (Fig. 8). Como 

demonstrado anteriormente por Eskelinen (2005) estas características evidenciam 

que, em nosso sistema, os macrófagos encontram-se em autofagia. Este dado 

reforça nossa hipótese de que a alteração da capacidade fagocítica dos 

macrófagos está relacionada à indução de autofagia.

A alteração da capacidade fagocítica promovida pela prévia indução de 

autofagia é um mecanismo inerente à biologia do macrófago. Foi observada 

redução da capacidade fagocítica em outros tipos celulares macrofágicos (Fig. 9 e 

10) e em macrófagos de backgrounds genéticos diferentes (Fig. 11 e 12). Além 

disso, demonstramos que ao cessar a autofagia o macrófago recupera a 

capacidade fagocítica, o que reforça que a inibição da fagocitose é dependente do 

estímulo autofágico (Fig. 14). Adicionalmente, foi observado que a alteração da
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capacidade fagocítica do macrófago murino ocorre logo em seguida a indução de 

autofagia, o que indica ser um efeito precoce (Fig. 13). Estes dados sugerem que 

há uma comunicação entre as vias autofágica e fagocítica. Possivelmente, a 

existência de uma conexão entre as duas vias pode ser mediada por proteínas 

que participem tanto do processo autofágico quanto do fagocítico. 

Alternativamente, a indução de autofagia anterior à adição de partículas, 

desencadeie alguma via de sinalização que acabe por comprometer a regulação 

da fagocitose em alguma de suas etapas.

Ao se avaliar a influência da autofagia sobre a ligação de partículas com os 

macrófagos, foi observado que a indução de autofagia não altera o percentual de 

células que interagiram com zimosan (Fig. 15 e 16). Este dado corrobora 

observações feitas ao microscópio óptico, que em culturas de células submetidas 

à autofagia e, posteriormente, expostas a levedo, foram observadas partículas 

aderidas aos macrófagos sem que houvesse internalização (Fig. 7). Apesar do 

englobamento ter sido inibido, estas observações mostram que a capacidade de 

ligação e reconhecimento de partículas se manteve inalterada (Fig. 15 e 16). 

Estes dados indicam que o efeito da autofagia sobre a fagocitose ocorre em 

etapas posteriores ao binding (ligação) (PAUL, 2003).

Uma possível explicação para a alteração da capacidade fagocítica em 

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

PI3K. Esta enzima está envolvida diretamente na cascata sinalização das duas 

vias. Sua atividade é fundamental durante o processo de fagocitose de partículas 

por viabilizar o rearranjo do citoesqueleto e, conseqüentemente, o remodelamento 

da membrana durante o englobamento e a internalização (LINDMO & 

STENMARK 2006; GILLOOLY et al., 2008). Distintas classes de PI3K estão
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envolvidas na via fagocítica e na via autofágica. Na fagocitose PI3K classe I está 

relacionada com a formação inicial de fagossomos, enquanto que PI3K classe III 

está envolvida no processo de maturação fagossomal (VIEIRA et al., 2001). Por 

outro lado, na autofagia, PI3K classe III está relacionada com a formação dos 

autofagossomos e PI3K classe I envolvida na inibição da via autofágica pela 

ativação indireta da mTOR (PETIOT et a i, 2000). Dessa maneira, é possível que, 

em nossos experimentos de indução prévia de autofagia, as PI3K sejam 

recrutadas para a formação dos autofagossomos. A enzima recrutada estaria 

envolvida na sinalização que regula a autofagia. Como conseqüência, PI3K 

recrutada para participar do processo autofágico ficaria indisponível para mediar o 

processo de formação do fagossomo, e assim, inibição da fagocitose. Estudos 

complementares devem ser realizados para comprovação dessa hipótese e com o 

intuito de elucidar se existe conexão entre as vias autofágica e fagocítica e o 

possível papel da PI3K neste processo.

Alternativamente, a cinase mTOR poderia mediar a conexão entre a 

autofagia e a fagocitose. É descrito que a indução de autofagia, tanto fisiológica 

quanto farmacológica, envolve o bloqueio da atividade da cinase mTOR, enzima 

central para ativação do processo autofágico (BLOMMAART et al., 1995; NODA & 

OHSUMI, 1998). Entretanto, não há dados que correlacionem a atividade de 

mTOR ao processo de fagocitose. Por outro lado, estudos mostraram que a 

regulação desta enzima se relaciona a uma série de processos envolvidos 

desenvolvimento e homeostase celular (WULLSCHLEGER et al., 2006). Pouco se 

sabe a respeito da comunicação entre a via autofágica e a via fagocítica. 

Entretanto, muito recentemente, Shui e colaboradores (2008) sugeriram uma 

conexão entre estas duas vias a partir de análise da proteômica da membrana do
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fagossomo. Foi identificado nesta membrana a presença de LC3-II, um marcador 

específico de autofagossomos (KABEYA et al., 2000). Este dado reforça a 

existência de uma ligação que envolva a participação de proteínas que possam 

ter participação entre as duas vias.

Em conjunto, nossos dados apontam para a existência de uma 

comunicação entre a via fagocítica e autofágica. Estudos serão conduzidos para 

determinar os mecanismos envolvidos neste processo.
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5 CONCLUSÃO

-> A indução de autofagia reduz a capacidade fagocítica do macrófago 

murino.
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