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1 ARTIGO CIENTIFICO

AVALIACAO DO EFEITO DA AUTOFAGIA NA MIGRACAO DE MACROFAGOS
INFECTADOS POR Leishmania spp.

EVALUATION OF THE EFFECT AUTOPHAGY ON MACROPHAGE MIGRATION
AFTER Leishmania spp. INFECTION

Michele Santiago dos Santos Ferreiral; Gustavo Lima Nery?; Beatriz Rocha Simdes
Dias?; Edgar Marcelino de Carvalho Filho2; Paulo Roberto Lima Machado?®; Nicolaus
Albert Borges Schriefer?; Patricia Sampaio Tavares Veras?; Juliana Perrone Bezerra de
Menezes?

! Escola Bahiana de Medicina e Satide Pblica, Salvador/BA, Brasil

2 Instituto Gongalo Moniz — Fundagdo Oswaldo Cruz (IGM/FIOCRUZ)
3 Universidade Federal da Bahia (UFBA)

RESUMO:
A autofagia € um processo celular que gera energia, a partir de organelas e componentes

celulares, quando a célula se encontra em estado de inanicdo. A via autofagica se comunica
com a via endocitica, podendo regular a disposicao de diversas moléculas, inclusive aquelas
que participam da adeséo celular, como integrinas. A forma com que a autofagia interage com
0s processos de adesdo e migracdo celular ainda é pouco compreendida. Entretanto, ja foi
mostrado que a autofagia é um fator importante nesses processos celulares, principalmente na
formacdo dos complexos de adesdo. Estes complexos sdo formados por diversas proteinas,
como paxilina, talina e FAK, constituindo estruturas responsaveis pela importante interagdo e
adesdo da célula com a matriz extracelular. Esta interacdo é fundamental para o processo de
adesdo celular propriamente dito, mas também para o processo de migracdo. Estudos sugerem
que a inducdo de autofagia favorece a sobrevivéncia intracelular de Leishmania e que este
patdgeno €é capaz de inibir a migracdo de macréfagos infectados. Entretanto, ndo se conhece a
contribuicdo do processo autofagico na reducdo da migracdo de células infectadas por
Leishmania. Desta forma, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito da autofagia na migragéo
de macréfagos infectados por diferentes espécies de Leishmania. Observamos que a inducéo da
autofagia aumenta a migracdo de macrdfagos infectados tanto por Leishmania amazonensis,
Leishmania braziliensis e isolados, Leishmania infantum. Entretanto, ao inibirmos o processo
autofagico, a migragdo das células infectadas é reduzida. Este estudo permitira uma melhor
compreensdo do papel da autofagia na migracdo de macrofagos infectados por Leishmania,
contribuindo assim para o entendimento dos mecanismos envolvidos na disseminagdo da
doenca.

Palavras chaves: Leishmania, autofagia, migragéo celular.



INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca causada pelo protozoario do género Leishmania, da
familia Trypanosomatidae, que, atualmente, acomete cerca de 350 milhdes de individuos em
98 paises ao redor do mundo (OMS, 2018). S&o relatados 1,3 milh&o de novos casos da doenca
por ano, dos quais cerca de 30.000 sdo fatais. Esta doenca é considerada a terceira doenca
parasitdria mais comum no mundo, ficando atras apenas da esquistossomose e maléria
(ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).

A leishmaniose pode apresentar manifestacdes clinicas bastante distintas, se dividindo
em dois grandes grupos: leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral. Dentro das
leishmanioses cutaneas existe a leishmaniose cuténea localizada (LCL), que atinge a pele do
hospedeiro e é caracterizada por papulas que evoluem para nédulos e ulceram no centro; a
leishmaniose disseminada (LD) que é caracterizada por vérias lesdes que se encontram por todo
0 corpo do paciente; e a muco-cutanea, que se estende até as mucosas. A leishmaniose visceral
que é a forma mais grave da doenca e atinge os 6rgdos internos, principalmente baco e figado,
podendo ser fatal (DESJEUX, 2004).

Em todas as formas clinicas da doenca, a transmissdo do protozoéario para o hospedeiro
mamifero ocorre apds a inoculacéo de formas promastigotas do parasito na pele do hospedeiro
durante o repasto sanguineo de diferentes espécies de flebotomineos (PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015). Devido a proliferacdo do parasito no interior dos fagocitos primarios,
pode ocorrer a lise da célula infectada, permitindo, assim, a infeccdo de outras células pelo
parasito e disseminacdo deste para diferentes tecidos do hospedeiro. Entretanto, o processo de
disseminacdo da doenca e homing de células infectadas ainda €é pouco conhecido
(STEVERDING, 2017).

O movimento e migracdo de macrofagos podem ser divididos em diferentes etapas:
protusdo do lamelipddio ou filopddio na parte anterior da célula, adesao da area de protusao ao
substrato por complexos focais, contracdo da actomiosina citoplasmatica e liberacdo dos
complexos focais na parte posterior da célula. Esse processo envolve diversos eventos
moleculares integrados, sendo mediado principalmente por filamentos de actina presentes no
citoplasma, a partir da acdo das moléculas Rho GTPases, como Rho, Rac, Cdc42 e arp 2/3
(ALLEN et al., 1998; KENIFIC; WITTMANN; DEBNATH, 2016; SIT; MANSER, 2011;
WIESNER et al., 2014).



A adesdo da célula ao substrato ocorre por estruturas conhecidas como contatos focais
ou adesdes focais (JONES; BRUNTON; FRAME, 2000). Em macréfagos, essas estruturas de
contato podem ser de duas formas: complexos focais, que sdo estruturas semelhantes a contatos
focais, mas sem fibras de estresse (ALLEN et al., 1997) ou podossomos, que sdo estruturas
circulares restritas a linhagem mieloide (CORREIA et al., 1999; DEFIFE et al., 1999). Os
complexos focais sdo formados por proteina quinase de adeséo focal (FAK), cinases, ativadores
e efetores de pequenas GTPases e a paxilina que é uma proteina que se associa a diversas
proteinas de sinalizacdo (BROWN; TURNER, 2004; TACHIBANA et al., 1995; TURNER;
GLENNEY; BURRIDGE, 1990). Estudos anteriores mostram que a infeccdo por Leishmania
altera a funcdo de moléculas envolvidas em adesdo, como VLA-4, uma das moléculas
relevantes para a migracdo macrofagica nos tecidos e que compdem sinapses imunologicas
(CARVALHAL et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006). Além da migracdo, outro importante
mecanismo celular bastante estudado na interacdo parasito-hospedeiro é a autofagia.

A autofagia é um processo celular constitutivo e conservado evolutivamente, que em
condicdo de privacao de nutrientes, ou estresse celular, degrada grandes componentes celulares
como: organelas e agregados proteicos, que podem ser reutilizados no metabolismo celular
(LAMB; YOSHIMORI; TOOZE, 2013; RABINOWITZ; WHITE, 2010). Além de ter a funcéo
basal de housekeeping que mantém a homeostase celular, degrada estruturas em processo de
envelhecimento e prejudiciais para a celula (RABINOWITZ; WHITE, 2010). A autofagia se
divide em processos distintos que sdo controlados por um conjunto de genes relacionados a
autofagia (Atg) (TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2005).

A primeira etapa da autofagia é a inducdo, onde ocorre a formagdo de uma membrana
dupla lipidica, denominada fag6foro e diversas proteinas estdo envolvidas na formacgdo dessa
estrutura, incluindo a P13K Il (fosfatidilinositol-3-cinase de classe 3), VPS34, mAtg6,
mAtgl4L, dentre outras (YAN; BACKER, 2007). O segundo processo é o elongamento da
membrana autofagica que é mediada pela interacdo de diversas Atgs, formando o complexo
Atgl2-Atg5-Atg 16, e 0 Atg 10 é muito importante para o recrutamento da LC3 (Atg8)
auxiliando, assim, a expansdo do fag6foro, sendo fundamentais nessa etapa (LYSTAD;
SIMONSEN, 2019). A LC3 é uma proteina que se apresenta de duas formas: LC3-I encontrada
no citosol e a LC3-11 que fica localizada na membrana do fagdforo, sendo essa, utilizada como
marcador de autofagossomo (GLICK; BARTH; MACLEOD, 2010). Por fim, os
autofagossomos se fundem com os lisossomos dando origem ao autolisossoma para degradar
produtos do citoplasma (DERETIC; SAITOH; AKIRA, 2013).
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A via autofagica esta conectada com a via endocitica de forma que a autofagia regula a
disposicéo de proteinas transmembranas, denominadas integrinas, que tem papel importante na
adesdo e migracdo das células (MITRA; HANSON; SCHLAEPFER, 2005; TULOUP-
MINGUEZ et al., 2013). Um estudo recente demonstrou que a autofagia facilita a montagem e
desmontagem de aderéncias focais da matriz extracelular, favorecendo a migracdo celular
(KENIFIC et al., 2016). Adicionalmente, outros trabalhos também demostraram que a inibicéo
da autofagia reduz a motilidade de células tumorais (SHARIFI et al., 2017).

Estudos avaliando o papel da autofagia na infeccdo por Leishmania mostram que este
parasito induz a autofagia de macrofagos (DIAS et al., 2018) e apontam que a autofagia teria
um efeito pré-patdgeno, sendo benéfico a sobrevivéncia intracelular desse parasito (CYRINO
etal., 2012). Entretanto, pouco se sabe sobre a relacdo da autofagia com o processo de migracéo
celular. Deste modo, estudos relacionando a autofagia com a migracédo de células infectadas por
Leishmania ainda é pouco explorada.

O entendimento de como a autofagia interfere no processo de migracdo de células
infectadas e disseminacdo do parasito no hospedeiro vertebrado podem contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e de prevencdo da leishmaniose. Com isso,
0 presente estudo busca analisar o papel da autofagia na migragdo de macréfagos infectados
por diferentes espécies de Leishmania.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Os animais utilizados foram camundongos da linhagem BALB/c, fémeas ou machos
com faixa etaria entre 6 e 8 semanas, obtidos e mantidos no Biotério do Instituto Gongalo
Moniz, Salvador, Bahia. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/IGM-Fiocruz), protocolo 010/2018.

Obtencéo de macrofagos derivados da medula 6ssea

Células precursoras de medula 6ssea foram obtidas a partir da lavagem da cavidade
Ossea do fémur e da tibia dos camundongos Balb/c, seguindo os protocolos do laboratério. Em
seguida, as células foram cultivadas em placas de Petri contendo meio RPMI suplementado
com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) inativado, 30% de sobrenadante de células L929, L-
Glutamina (200 mM) e ciprofloxacina (10 pg/mL). Essa cultura foi incubada na estufa a 37 °C

com 5% de COz por sete dias para que ocorresse a diferenciacdo das células precursoras em
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macrofagos (BMM®). Depois deste periodo, os macrofagos aderidos foram recuperados da
placa utilizando solugéo de PBS contendo 1 mM de EDTA, centrifugados a 1.200 rpm, 4 °C
durante 10 minutos, ressuspendidos e plaqueados para a utilizacdo no experimento.

Cultivo de Leishmania

A L. amazonensis foi isolada de linfonodo da pata de camundongos resistentes
C57BL/6, a L. braziliensis foi isolada de linfonodo da pata de camundongos Balb/c e a L.
infantum foi isolada do bago de hamsters Golden Syrius. Adicionalmente isolados da espécie
leishmania braziliensis, de pacientes com leishmaniose cutanea localizada (LCL) e
leishmaniose disseminada (LD) foram gentilmente fornecidos pelo Dr. Albert Schriefer do
Hospital Universitario Professor Edgar Santos (HUPES), de pacientes do posto de salde de
Corte de Pedra, Bahia.

Promastigotas de L. amazonensis (MHOM/Br88/Ba-125), L. braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) e L. infantum (MCAN/BR/89/BA262), derivadas de amastigotas
foram mantidas em meio agar-sangue NNN (Novy-Nicolle-MacNeal) suplementado com 3 mL
de meio Schneider completo [Schneiders Insect Medium (Sigma) suplementado com
gentamicina (Sigma) (50 ug/mL), 10% de SBF inativado (Gibco) para L. amazonensis, 20%
para L. braziliensis e 11% meio HOMEM para L. infantum, em garrafa de cultura de 25 cm?
em estufa B.O.D. a 24 °C.

Posteriormente, as formas promastigotas dos parasitos foram cultivadas em 5 mL dos
seus respectivos meios. Para acompanhamento do crescimento das culturas, foi quantificado o
numero de parasitos diariamente, utilizando camara de Neubauer. Apos a cultura atingir a fase

estacionaria de crescimento, os parasitos foram utilizados para realizacdo dos experimentos.

Modulagéo do processo autoféagico

Para a modulacdo da autofagia, as células foram tratadas com indutores ou inibidores
farmacoldgicos. Para a inducdo da autofagia foi utilizada a rapamicina (SIGMA - 10 pg/mL) e
para a inibicdo do processo autofagico, os macréfagos foram tratados com VPS34-IN1 (SHN -
1 uM). Essa modulacdo ocorreu apds os macrofagos serem plagueados na concentragdo de

5x10* e infectados.

Avaliacdo da migracgdo de macrdfagos infectados por Leishmania
BMM® foram plaqueados na concentracio de 5x10* em camaras Transwell. As células

foram infectadas por L. amazonensis (10:1), L. braziliensis (50:1) ou L. infantum (20:1) por um
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periodo de 4 horas. Foram utilizados grupos controles, nos quais as células ndo estavam
infectadas, mas foi induzido e inibido a autofagia, e o grupo infectado que seguiu 0 mesmo
padrdo do grupo controle e essas células foram tratadas durante 2 horas. Posteriormente, foi
avaliada a migracdo de macrofagos na presenca de um quimioatrator (MCP-1) durante 5 horas.
Por fim, as membranas dos insertos foram montadas em laminas de vidro com ProLong Gold
antifade contendo DAPI, para posterior visualizacdo do nucleo das células. A andlise da
migracao dos macrofagos foi realizada atraves de microscopia de fluorescéncia convencional,
sendo feita a contagem das células, 10 campos, que atravessaram a membrana da camara

Transwell.

Anélise estatistica

Os experimentos foram realizados apenas uma vez. Os dados foram analisados
utilizando o programa GraphPad Prism® 5.02 e submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. A comparacdo dos parametros entre dois grupos com
distribuicdo normal foi realizada pelo teste t de Student. Para os dados ndo paramétricos, foi
utilizado teste de Mann-Whitney (teste U) considerando as diferencas como significantes

quando p <0,05.

RESULTADOS

Avaliacdo da migracdo de macrofagos infectados por L. amazonensis, L. braziliensis, L.
infantum apds modulagdo do processo autofagico

Para avaliar o efeito da inducéo e inibicao da autofagia na migracdo da célula hospedeira
durante a infeccdo por diferentes espécies de Leishmania, macréfagos foram infectados e
plaqueados em camaras Transwell na presenca de um quimioatrator (MCP-1) e analisados no
microscopio de fluorescéncia convencional. Os resultados mostram que a infeccéo tanto por L.
amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum, modula a migragéo celular. Observa-se que no
grupo controle ndo infectado ha uma maior migracdo do que as celulas do grupo controle
infectado. Apds a inducéo da autofagia, ha uma redugdo na migracdo das células no grupo néo
infectado, e a inibicdo a célula tem o seu processo migratério aumentado. Interessantemente,
no grupo de macrdfagos infectados, observamos um aumento da migragdo apds a indugédo da

autofagia e a inibicdo diminui o processo autofagico (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1. Migragao direcional de macrdéfagos infectados por Leishmania amazonensis na inducéo e inibi¢ao
da autofagia. Macrofagos foram infectados por Leishmania amazonensis na proporcéo de dez parasitos por célula
(10:1) por um periodo de 4 horas e tratados com rapamicina (10 pg/mL) para indugdo do processo autofagico ou
VPS34-IN1 (1 uM/mL) para inibicdo desse processo. As membranas dos insertos foram montadas em laminas de
vidro com ProLong Gold antifade contendo DAPI, e a visualizagdo foi feita em um microscdpio de fluorescéncia.
****  <0,0001; * p <0,0150; ** p <0,0068 (teste t de Student).
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Figura 2. Migragéo direcional de macrofagos infectados por Leishmania braziliensis na indugéo e inibigéo
da autofagia. Macréfagos foram infectados por Leishmania braziliensis na proporcéo de cinquenta parasitos por
célula (50:1) por um periodo de 4 horas e tratados com rapamicina (10 pug/mL) para inducdo do processo autofagico
ou VPS34-IN1 (1 pM/mL) para inibigdo desse processo. As membranas dos insertos foram montadas em laminas
de vidro com ProLong Gold antifade contendo DAPI, e a visualizagdo foi feita em um microscépio de
fluorescéncia. **** p <0,0001, * p <0,0161, *** p < 0,0006 (teste t de Student).
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Figura 3. Migracéo direcional de macrofagos infectados por Leishmania infantum na inducéo e inibicéo da
autofagia. Macrdfagos foram infectados por isolados de Leishmania infantum na proporcéo de vinte parasitos por
célula (20:1) por um periodo de 4 horas e tratados com rapamicina (10 pug/mL) para inducéo do processo autofagico
ou VPS34-IN1 (1 pM/mL) para inibi¢do desse processo. As membranas dos insertos foram montadas em laminas
de vidro com ProLong Gold antifade contendo DAPI, e a visualizagdo foi feita em um microscépio de
fluorescéncia. **** p <0,05; ** p <0,0031 (teste t de Student).

Avaliacédo da migracao de macréfagos infectados por LCL e LD

Com o objetivo de estudar o papel da autofagia na disseminacdo do parasito no
hospedeiro vertebrado, macréfagos foram infectados com isolados de L. braziliensis que
causam a forma cutanea localizada (LCL) e disseminada (LD). Inicialmente, para analisar a
migracdo de macrofagos infectados por esses isolados, foram realizados ensaios de migracao
direcional na presenca do quimioatrator (MCP-1), utilizando camaras Transwell.
Posteriormente a migracdo destas células foi analisada em microscopio de fluorescéncia
convencional, sem modulacdo autofagica. Os resultados mostram que ocorre uma reducao da
migracdo em células infectadas por ambos os isolados de L. braziliensis. Entretanto, o0s
macrofagos infectados por LD apresentaram uma migracdo celular maior quando comparados
ao grupo infectado por LCL (Figura 4). Em seguida, avaliamos a modulacao da autofagia nesses
isolados e observamos que houve uma reducdo da migracdo em macréofagos infectados tanto
por LCL quanto por LD. Entretanto, diferente do que havia sido observado anteriormente
(Figura 4), ndo foi observada uma maior migracdo nas células infectadas por LD.

Adicionalmente, observou-se que a inducdo da autofagia levou a uma redugdo da migracdo em
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células controle ndo infectadas, enquanto um aumento foi observado em macréfagos infectados

por LCL ou LD (Figura 5).
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Figura 4. Migracdo direcional de macrofagos infectados por isolados de Leishmania braziliensis.

Macrdfagos foram infectados por isolados Leishmania braziliensis causadores da leishmaniose cutanea localizada

(LCL) e leishmaniose cutanea disseminada (LD), na proporc¢do de cinquenta parasitos por célula (50:1) por um

periodo de 4 horas. As membranas dos insertos foram montadas em laminas de vidro com ProLong Gold antifade

contendo DAPI, e a visualizagdo foi feita em um microscopio de fluorescéncia. *** p <0,0001 (teste t de Student).
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Figura 5. Migragao direcional de macrofagos infectados por isolados de Leishmania braziliensis na inducéo

e inibicao da autofagia. Macrdfagos foram infectados por isolados de Leishmania braziliensis na proporcéo de

cinquenta parasitos por célula (50:1) por um periodo de 4 horas e tratados com rapamicina (10 pg/mL) para indugéao

do processo autofagico ou VPS34-IN1 (1 uM/mL) para inibigdo desse processo. As membranas dos insertos foram
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montadas em laminas de vidro com ProLong Gold antifade contendo DAPI, e a visualizacdo foi feita em um
microscépio de fluorescéncia. * p <0,0120; * p <0,0216; *** p <0,0003; **** p <0,0001 (Mann-Whitney).

DISCUSSAO

A leishmaniose € uma doenga que possui diferentes manifestacGes clinicas, podendo ser
causada por espécies distintas do parasito do género Leishmania. O ciclo da Leishmania no
hospedeiro vertebrado ja foi bastante estudado, porém ainda se conhece pouco sobre 0 processo
de disseminacdo da doenca nestes hospedeiros. Deste modo, o estudo da migracao de células
hospedeiras e 0os mecanismos envolvidos neste processo sdo de fundamental importancia para
o0 entendimento da disseminacao da doenca.

A migracdo de células infectadas vem sendo estudada pelo nosso grupo. De Menezes e
colaboradores (2016) mostraram uma reducdo da migracdo de macrofagos apds a infeccéo por
L. amazonensis. No nosso laboratorio, foi mostrado ainda que a infec¢do por Leishmania leva
a inducdo da via autofdgica em macrdfagos, favorecendo a sobrevivéncia intracelular do
parasito (DIAS et al., 2018). Entretanto, apesar da relacdo entre autofagia e adesdo e migracéao
ja ter sido demonstrada (MITRA; HANSON; SCHLAEPFER, 2005; TULOUP-MINGUEZ et
al., 2013) néo se sabe se a autofagia tem algum papel na modulacéo do processo de migragéo
de células infectadas por Leishmania. Diante da necessidade de esclarecimento sobre a possivel
interacdo entre estes processos, 0 objetivo deste trabalho foi analisar o papel da autofagia na
migracdo de macrofagos infectados por diferentes espécies de Leishmania.

O presente estudo demonstrou que a inducdo da autofagia aumenta a migracdo de
macrofagos infectados por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum (Figuras 1, 2 e 3),
sugerindo que a autofagia estaria relacionada com o processo de migracdo celular. Em um
estudo conduzido por Dias e colaboradores (2018), foi descrito que a infecgdo por L.
amazonensis ou L. major leva a inducdo da autofagia em macrofagos. Adicionalmente, ja foi
demonstrado que a autofagia participa do processo de degradacdo de proteinas do complexo de
adesdo, como paxilina e FAK, degradacao de reguladores de tensdo, como RhoA e filamina A,
e reciclagem de integrinas, que sdo elementos fundamentais no processo de migracgéo celular
(KENIFIC; WITTMANN; DEBNATH, 2016). Recentemente, foi demonstrado ainda que
macrofagos infectados por L. amazonensis, tiveram a sua capacidade de migragdo reduzida e
que essa reducgdo independe da carga parasitaria, da expansdo do vacuolo parasitoforo e de
fatores sollveis liberados pelas células infectadas, mas envolve a modulagdo da expresséo de
moléculas sinalizadoras envolvidas em ades&o celular, tais como paxilina e sua fosforilacao,
além da fosforilacdo de FAK (DE MENEZES; SARAIVA; DA ROCHA-AZEVEDO, 2016).
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Deste modo, ¢ possivel que a inducéo do processo autofagico module a adesdo pela degradagédo
de moléculas envolvidas na adeséo ou expressao de integrinas, levando ao aumento da migragao
da célula hospedeira. Experimentos adicionais para avaliar esses mecanismos e o0 inducao do
fluxo autofagico antes e apds a infeccdo devem ser realizados para esclarecer essa interacdo
entre a via autofagica e o processo de migragéo celular.

Com o objetivo de melhor entender o papel da autofagia no processo de migragdo de
células hospedeiras e a disseminacdo do parasito no hospedeiro vertebrado, avaliamos ainda a
migracdo de macrdfagos infectados por diferentes isolado de L. braziliensis: LCL e LD.
Inicialmente, avaliamos apenas o efeito da infeccdo por esses isolados de L braziliensis na
migracdo de macrofagos. Os nossos resultados mostraram que macrofagos infectados pelo
isolado causador da leishmaniose disseminada (LD) apresenta maior migracdo quando
comparada as células infectadas pelo isolado causador da leishmaniose cutanea localizada
(LCL) (Figura 4), sugerindo um papel de macréfagos na disseminacdo do parasito no
hospedeiro. Posteriormente, partimos para avaliar o papel da autofagia neste processo.
Surpreendentemente, neste experimento, ndo observamos uma maior migracdo nas células
infectadas com LD (Figura 5), como observado anteriormente. Deste modo, como esses
experimentos foram realizados apenas uma vez, faz-se necessario que sejam repetidos para
avaliar melhor o efeito da migracdo de macréfagos infectados por estes isolados.

Os resultados obtidos neste trabalho até o0 momento sugerem que a inducédo da autofagia
favorece a migracdo de macrofagos infectados por Leishmania. Entretanto, devido aos
resultados serem apenas de um Unico ensaio, faz-se necessario a repeticdo dos experimentos
para confirmar os dados observados e os mecanismos envolvidos na possivel modulacdo da
migracdo induzida pela autofagia em células infectadas. Adicionalmente, o entendimento do
papel da autofagia na disseminacéo da doenca, utilizando os isolados como ferramenta, podem
contribuir no futuro para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a

leishmaniose.

CONCLUSAO

A inducdo da autofagia leva ao aumento da migracdo de macrofagos infectados por

Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania infantum.
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