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Sumario

A autofagia € um processo catabdlico, caracterizada pela digestdo intracelular de
organelos e estruturas da prépria célula. Assim, podem ser eliminados organelos que
deixaram de ser essenciais a atividade celular. Apesar da autofagia ser usualmente
considerada um mecanismo de sobrevivéncia, nos ultimos anos tem sido implicada em
numerosos outros aspetos bioldgicos, tais como, defesa do hospedeiro, imunidade inata
e adaptativa, remodelacdo celular e até mesmo em cenérios clinicos, como doencas

neurodegenerativas, doencas infecciosas, neoplasias, entre outras.

Nesta revisdo serdo descritos 0os mecanismos moleculares, regulacdo e fungdes
imunologicas da autofagia, bem como implicacdes patologicas da desregulagdo do

mecanismo autofagico.
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Abstract

Autophagy is a catabolic process, characterized by the digestion of intracellular
organelles and cell structures, resulting in elimination of organelles that are no longer
essential for cellular activity. Autophagy is usually regarded as a survival mechanism.
Nevertheless, in recent years autophagy has been implicated in several other biological
processes, such as host defense, innate and adaptative immunity, cellular remodeling
and even in clinical settings, such as neurodegenerative disorders, infectious diseases

and neoplasias.

In this review, the molecular mechanisms of autophagy, its regulation and immune
functions will be described. It will also be adressed how autophagy deregulation may
lead to pathology.
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Introducao

Este trabalho de revisao bibliogréafica surgiu com o intuito de perceber e estabelecer a
importancia da autofagia, expondo os seus mecanismos e funcdes, particularmente as
suas funcBes na imunidade. Pretendeu-se também descrever o papel da autofagia em
determinadas patologias e, assim, em potenciais aplicacGes terapéuticas.

Esta revisdo baseou-se na pesquisa de informacdo cientifica que permitisse a
compreensdo do tema e seus fundamentos tedricos. Para tal, foi realizada uma extensa
busca de artigos cientificos experimentais e de revisdo para que a dissertacéo refletisse o

atual estado da arte.

Assim sendo, esta dissertacdo inicia-se com uma abordagem ao conceito inicial da
autofagia. Posteriormente, serdo avaliados os mecanismos moleculares, sua regulacéo,
suas vias e fungbes. Por ultimo, e ndo menos importante, serdo abordadas as suas
funcbes na imunidade, de que forma a autofagia confere protecdo contra determinadas

bactérias (como, Mycobacterium tuberculosis) e a sua relevancia clinica.

Finalizando, o conhecimento dos processos e funcdes da autofagia é de extrema
importancia, pois ¢ uma via central que interfere com inUmeros processos celulares e
particularmente com a imunidade, estando envolvida em processos de inflamacao e
infecdo. Como tal, a autofagia apresenta um elevado potencial interesse terapéutico,

sendo atualmente alvo de intensos estudos.
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Desenvolvimento

Capitulo I — As vias da autofagia

1.1 Conceito

O termo Autofagia € derivado do grego "Auto™ (auto) e "fagia™ (comer) e refere-se a via
de degradacdo lisossomica que é essencial para a sobrevivéncia, desenvolvimento,
diferenciacdo e homeostase. Foi em 1963, que Christian de Duve (vencedor do Prémio
Nobel de Fisiologia e Medicina, em 1974) “inventou” a palavra autofagia, com a
descoberta de lisossomas em células eucaridticas e o envolvimento destes na reciclagem
celular (Klionsky 2008).

A autofagia € uma via catabolica essencial que degrada componentes celulares dentro
do lisossoma, onde os organelos celulares que j& ndo se encontram funcionais sao
abrangidos por uma membrana, sendo decompostos. Existem trés vias principais de
degradacdo, as quais diferem essencialmente nos meios de entrega de carga para o
lisossoma, que sdo: macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperones
(CMA) (Murrow & Debnath 2013).
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1.2 Macroautofagia

A macroautofagia (vulgarmente conhecida por autofagia) é iniciada pela formacéo de
uma membrana em torno de proteinas e organelos, designada de fagéforo. Este pode ser
originado a partir da membrana citoplasmatica, do reticulo endoplasméatico ou da
membrana mitocondrial externa. A fusdo das extremidades do fagdéforo origina a
formacdo de uma estrutura fechada com dupla membrana, o autofagossoma. A
membrana exterior do autofagossoma funde-se com um lisossoma, originando o
autolisossoma. O seu contetdo, é posteriormente degradado por enzimas lisossomais
(Van Limbergen et al. 2009).

1.3 Microautofagia

A microautofagia, € uma via conservada desde leveduras a mamiferos, tal como a
macroautofagia. Na microautofagia, 0s componentes citosdlicos sdo incorporados
diretamente em lisossomas através de invaginacfes da membrana lisossomal (Van
Limbergen et al. 2009).

1.4 Autofagia mediada por chaperones

A autofagia mediada por chaperones (CMA), apenas é observada em células de

mamiferos. Esta € mediada por chaperones especificas, que permitem a translocacdo de
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determinadas proteinas para o limen lisossomal através da membrana, por interacao
com o recetor LAMP-2A, resultando no desenrolamento das proteinas e sua degradacdo
(Valdor & Macian 2012).

/ Microautophagy

Chaprone-mediated
Macroautophagy

9 G
Om o
©0, B Macroautophagy % -
Phagophore Autophagosome Autophagolysosome

Figura 1 - Diferentes processos autofagicos. a) Macroautofagia b) Micoautofagia c) Autofagia

mediada por chaperones. Adaptado de (“Human autophagy database - HADb", online).
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Capitulo Il - Mecanismos moleculares da autofagia

Os mecanismos moleculares da Autofagia foram preservados ao longo do tempo,
existindo no genoma de diversos organismos, um conjunto de genes, primeiramente
descritos em leveduras e denominados de Atg (autophagy), envolvidos no mecanismo
de autofagia (Tsujimoto & Shimizu 2005). Os homologos dos Atg em mamiferos serdo
designados mAtg.

A Autofagia divide-se em trés processos distintos, tais como, inducéo, alongamento e

maturacao, controladas pelos produtos dos genes Atg (Dwivedi & Ahnn 2009).

Inducdo/Iniciacdo

Conforme referido acima, o inicio da inducdo engloba a formacdo de uma estrutura
inicial, uma membrana lipidica dupla de isolamento, denominada fagéforo (Van
Limbergen et al. 2009).

O fagoforo inicia-se com uma estrutura denominada PAS (“Phagophore Assembly
Site””). Em mamiferos, as proteinas envolvidas nesta etapa inicial séo a PI3K Il
(fosfatidilinositol 3-cinase de classe 111) também designada Vps34, beclina 1 (mAtg6),
p150 (subunidade reguladora da Vps34 (Yan & Backer 2007)) e mAtgl4L, entre outras.
O complexo formado pelas proteinas beclina 1, p150, Vps34 e Atgl4L leva a formacgéo
de fosfatidilinositol-3-fosfato, o que resulta no local de nucleacdo do fagoforo
(formacdo do PAS) (Murrow & Debnath 2013). A partir do PAS, ocorre
reconhecimento dos materiais a incluir no fagéforo e segue-se a fase de alongamento
(Ravikumar et al. 2010).
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O posicionamento do complexo beclina-1-p150-Vps34-Atgl4L estd sob o controlo de
Ulk-1/-2 (mAtgl), mAtgl3 e FIP200 (Murrow & Debnath 2013). A proteina mTOR,
que se descrevera abaixo, é um regulador da fase de iniciacdo. mMTOR € um inibidor da
autofagia quando na forma ativada. Porém, em condi¢Ges de auséncia de nutrientes,
mTOR ¢ inibida, permitindo deste modo a ativacdo da proteina Ulk 1, o que conduz ao
inicio do processo de autofagia (Deretic 2010).

Alongamento

A expansdo da membrana autofagica € mediada pela interacdo inicial de Atg5 com
Atgl2, a qual de seguida interage com Atgl0 e Atg7, conduzindo a formacdo do
complexo Atgl6L1. A Atg7 e Atgl0, sdo também importantes para o recrutamento de
outras proteinas para a membrana, tal como a LC3 (equivalente ao Atg8) (Z. Liu &
Lenardo 2007).

Esta proteina (LC3) existe em duas formas, a LC3-l (citosol) e a sua derivada
proteolitica LC3-11 (membrana do fagoforo). A LC3 € inicialmente processada a pro-
LC3 e alterada posteriormente pela Atg4 a sua forma madura, LC3-1. Esta é processada
por uma protease de cisteina (Atg4) deixando um residuo de glicina exposto para uma
posterior conjugacdo com fosfatidiletanolamina (PE), e processar LC3-I1 (C. Liu et al.
2010; J. Wu et al. 2006).

A LC3 é a Unica proteina Atg que se encontra em células eucariontes associada ao
autofagossoma maduro. A Atg8 tem varios paralogos (originados por duplicacdo antes
ou depois da especiacdo) em mamiferos, denominadas LC3A, LC3, GABARAP,
GABARAPL1, GABARAPLZ2, codificadas em cromossomas diferentes, excepto LC3 e
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GABARAPL2, que estdo associadas ao cromossoma 16 no genoma humano (Van
Limbergen et al. 2009).

A quantificagdo da LC3-1I é normalmente utilizada para estimar a abundancia de
autofagossomas. Apos a fusdo do autofagossoma com o lisossoma, esta proteina é
degradada (Glick et al. 2010).

Maturacao

Nesta fase, os autofagossomas movem-se ao longo de microtubulos por meio do centro
organizador dos mesmos, designado de MTOC (“microtubule organizing center”),
responsavel pela organizacdo e dire¢cdo dos microtdbulos, e movimento axonal, de
vesiculas e organelos. Sendo através da proteina motora - dineina, que este transporte se

realiza (Ravikumar et al. 2010).

Os autofagossomas, formados aleatoriamente no citoplasma, fundem-se com organelos
endossomais e lisossomais ou recebem intermediarios produtores de lisossomas para
formar um estado denominado anfissoma que, eventualmente, torna-se num organelo
pleno de atividade litica denominado autolisossomas. Autolisossomas sao delimitados
por uma unica membrana que contém produtos degradados de alvos capturados (Deretic
2010).

Os autofagossomas fundem primeiro com endossomas e depois com lisossomas. A
fusdo ocorre por atuacdo de diversas proteinas, tais como Rab7, SNARES (“soluble NSF
attachment protein receptors”), ESCRT (“endosomal sorting complex required for
transport™) e proteinas Vps (“vacuolar protein sorting”) classe C. A proteina UVRAG

recruta proteinas Vps da classe C e por via dessa interacdo ativa Rab7, promovendo a
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fusdo com endossomas tardios e lisossomas. Na fusdo também esta envolvida Rubicon,

uma proteina que interage com Becl. (Ravikumar et al. 2010).

| Initiation Il Cargorecognition Il Elongation Iv Enclosure
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Figura 2 - Etapas gerais da autofagia. i) Iniciagdo ii) Reconhecimento de Carga iii) Alongamento iv)
Finalizacdo do autofagossoma v) Maturacdo a) Iniciagdo: Ulk e complexo PI3K classe Il b)
Alongamento: maquinaria de conjugacdo do tipo ubiquitina ¢) Maturacdo. Adaptado de (Murrow &
Debnath 2013).
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Capitulo 111 - Regulacao da autofagia

Diversos estimulos podem induzir o processo da autofagia, como uma diminui¢do dos
niveis normais dos nutrientes e, fatores de crescimento, entre outros (Van Limbergen et
al. 2009).

O estudo da regulacdo molecular da autofagia avangou com a identificacdo da proteina
TOR (“Target of Rapamycin”) ou mTOR (o seu equivalente em mamiferos). A
rapamicina sendo inibidor da mTOR, atua como indutor na autofagia (Van Limbergen
et al. 2009).

Proteina mTOR / PI3K

A proteina mTOR pertence a familia das proteinas TOR, sendo uma serina/treonina
cinase, pertencente ao grupo das PI3K. As enzimas PI3ks sdo compostas por uma
subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p50a, p55a, p55y, p85a ou
p85pP), apresentando varias isoformas. Esta familia de enzimas PI3ks esta dividida em 3
classes (I a Ill), consoante a sua especificidade de substrato in vivo, regulacdo e
estrutura (Hiles et al. 1992).

A proteina mTOR regula as principais vias de sinalizacdo intracelular e esta envolvida
na homeostase, no crescimento e proliferacdo celulares, participando na regulacdo da
transcricdo e da traducdo do mRNA, na resposta a concentracdes intracelulares de
nutrientes, incluindo aminoécidos, na reorganizacdo do citoesqueleto e biogénese
ribossomal (Machin et al. 2006).
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A mTOR forma duas subunidades funcionais: mMTORC1 e mTORC2. A mTORC1 é um
complexo mTOR sensivel a rapamicina, que regula a autofagia e o crescimento celular,
e é formado pelas proteinas mTOR, Raptor (complexo de mTOR sensivel a
rapamicina), GBL (ou mLST8) e PRAS40 (inibidor da mTOR). A segunda subunidade,
a mTORC2 ndo € sensivel a rapamicina (liga-se a Rictor — complexo de mTOR
insensivel a rapamicina) e ainda se desconhece a sua agdo (Ravikumar et al. 2010).

O principal regulador da via de sinalizacgdo mTOR é o complexo TSC, constituido por
TSC1 (hamartina) e TSC2 (tuberina). O complexo TSC1 — TSC2 (TSC) contém um
dominio ativador GTPases (GAP), resultando na conversdo da pequena GTPase Rheb
(“Ras homolog enriched in brain”) na sua forma inativa (ligada a GDP). Através da
inativacdo da Rheb o complexo TSC atua inibindo mTORC1 (J & B 2008; Machin et al.
2006). Em condicdes de nivel energético celular normal, o TSC1 € inibido pela proteina
Akt e o TSC2 é inibido (fosforilado) pela enzima AMPK (quando ATP/AMP ¢
elevada). Esta dupla inibicdo resulta na manutencdo da Rheb (e consequente da mTOR)

nas suas formas ativas (Ravikumar et al. 2010).

A inibicdo da autofagia pelo mTOR ocorre por inibicdo da Atgl em leveduras, ou Ulk1
em mamiferos. Nas leveduras a atividade de cinase Atgl (ap0s interacdo com Atgl3 e
Atgl7) é fundamental para a inducdo da autofagia, através do recrutamento de outras

proteinas Atg para os autofagossomas (Van Limbergen et al. 2009).

Proteina Bcl2

A Bcl2 pertence a familia de proteinas BH3 (“Bcl2 homology 3”), que possui membros
anti-apoptoticos e membros pro-apoptéticos. As Bcl2 sdo reconhecidas como

mediadores anti-apoptoticas, no entanto, a funcdo citoprotectora de proteinas Bcl2

10
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provém da sua capacidade para antagonizar Bax e Bak (pré-apoptoticas), e, assim,

prevenir a apoptose. (Gross et al. 1999).

Estas proteinas, Bax e Bcl2 possuem capacidade de formar heterodimeros (Bcl2/Bax)
ou homodimeros (Bax/Bax ou Bcl2/Bcl2), estando o balango antiapoptético ou pré-
apoptédtico dependente do equilibrio destes heterodimeros e homodimeros (Petros et al.
2004).

A proteina Becl, classificada como uma proteina BH3-only, interage com a Bcl2. Esta
interacdo inibe a autofagia dependente da Becl, mas néo inativa o efeito antiapoptético
de Bcl2. Em condicdes habituais, Becl € inibida e ligada pela Bcl2, no entanto, para
ocorrer autofagia € necessario dar-se a dissociacao entre Becl e Bcl2 (Ciechomska et al.
2009).

Por fim, em ceélulas deficientes de Becl a expressdo de mutantes de Becl que ndo se
ligam a Bcl2 além de induzir mais autofagia também promovem morte celular, ao
contrario da expressdao de Becl selvagem. Assim, Bcl2 além de atuar como uma
proteina antiapoptética também funciona como uma proteina antiautofagica, onde tem
um papel ativo na manutencdo da autofagia compativel com a sobrevivéncia celular
(Pattingre et al. 2005).

Proteina p62

Embora a autofagia seja sobretudo um processo inespecifico, a ligacdo especifica de
certas moléculas a membrana dos autofagossomas pode levar a sua inclusdo para
degradacdo. E o caso do p62, sendo a sua degradacdo por autofagia de extrema

importancia visto a acumulagédo de p62 ser toxica (Itakura & Mizushima 2011).

11
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A p62, sendo um recetor de carga ou adaptador, atua também como seletor de
substratos, sendo uma proteina reguladora da entrega de organelos disfuncionais,
proteinas agregadas ou enroladas de forma incorreta e proteinas ubiquitinadas para a
eliminacdo através da autofagia (Itakura & Mizushima 2011).

Assim, a p62 pode ser um elemento fulcral no mecanismo de controlo para a eliminagéo
de componentes toxicos (Moscat & Diaz-Meco 2009), desempenhando também funcdes
na carcinogénese, no metabolismo 6sseo, na formacdo de corpos de inclusdo e na,

ativacdo da via das caspases (Itakura & Mizushima 2011).

A p62 liga-se diretamente a mAtg8/LC3 (presentes na membrana externa e interna do
autofagossomas) atraves da regido de interagdo LC3 também denominada por,
sequéncia de reconhecimento LC3 (LRS — “LC3 recognition sequence”). Esta ligagcdo
da p62 com mAtg8/LC3 permite que as “cargas” sejam fechadas pelos autofagossomas.
A localizacdo da LC3 no autofagossoma depende da formacdo de LC3-11 ou da
conjugacdo de LC3 com a fosfatidiletanolamina, necessitando da Atg3 e da enzima
especifica de conjugacdo E2-like. Assim, em células Atg3 KO (knockout), a formacéo
de LC3 e de LC3-11 ficam inibidas (Itakura & Mizushima 2011).
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Figura 3 — Vias de regulacdo da autofagia. Sdo mostradas as principais proteinas envolvidas no processo
autofagico, assim como a sua ativacdo (seta) e inibicdo (seta fechada). Obtido de:
http://www.cellsignal.com/pathways/autophagy-signaling.jsp.
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Capitulo IV — Funcbes da Autofagia

4.1 Funcao inicial
Como referido acima, a autofagia é um importante processo de renovacao continua.

Esta renovacdo continua estd presente em diversos organismos eucariotas, sendo
essencial para que as células possam obter a energia necessaria para exercer as suas
fungdes em processos bioldgicos vitais, tais como, desenvolvimento, diferenciagéo,

imunidade inata e adaptativa, envelhecimento e morte celular (Wirawan et al. 2012).

E atualmente aceite que a fome, o stress e o exercicio fisico sdo fortes indutores de

autofagia, levando a reciclagem celular.
4.2 Stress

A autofagia é um processo fisioldgico, consistindo num componente fulcral da resposta

ao stress integrado (Guido Kroemer et al. 2010).

Existem diversas condicBes externas, tais como, pH, temperatura, concentracao, luz
ultravioleta, entre outros, que condicionam as células eucarioticas, provocando uma
adaptacdo destas. Quando estas condicdes atingem um valor superior ao terapéutico,
atinge-se o stress, levando a uma resposta celular com vista a sua sobrevivéncia.
Durante esta resposta, as células passam por mudancgas rapidas para adaptar o seu

metabolismo e se proteger contra possiveis danos (Guido Kroemer et al. 2010).
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A autofagia tornou-se num mecanismo de sobrevivéncia, atraves do qual as células se
defendem contra agressdes ambientais/externas, nomeadamente stress oxidativo, stress
do reticulo endoplasmatico e fome. Esta constatacdo, baseia-se na necessidade que 0s
organismos apresentam em se adaptarem a ambientes desfavoraveis, onde em resposta a
esta necessidade precisam dos genes Atg. A transcricdo destes genes € aumentada na
presenca de agressdes externas, codificando proteinas essenciais a regulacéo e execucao
da autofagia (H. Wu et al. 2009).

O reticulo endoplasmatico € o compartimento onde ocorre o enrolamento de proteinas
antes do transporte destas para a superficie intracelular ou extracelular. Situacfes de
stress celular originam uma acumulacdo de proteinas incorretamente enroladas ou
desenroladas no lumen do reticulo endoplasmatico (Ogata et al. 2006). Uma
acumulacdo destas proteinas desencadeia uma resposta (UPR — “unfolded protein

response”), para impedir que ocorra dano celular (R. C. Wang & Levine 2010).

Para alem da UPR, recentemente demonstrou-se que também a autofagia era induzida
para a destruicdo das proteinas disfuncionais, através da atuacdo de um recetor do
reticulo endoplasmatico, IREla, responsavel pela transducdo do sinal de stress do
reticulo (Ogata et al. 2006; R. C. Wang & Levine 2010).

Além de IREla, existem outros dois recetores do reticulo endoplasmatico, designados
por PERK e ATF6. PERK, esta envolvido na diminuicdo da transcri¢do, para aliviar a
atividade do RE. Assim, a ativacdo da PERK na UPR resulta numa diminuicdo do
ATF6 sdo fatores de transcricdo de chaperones do RE, que vdo colaborar no correto

enrolamento proteico (Harding et al. 2001; Ogata et al. 2006).
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Por ultimo, o reticulo endoplasmatico, por ser um local de armazenamento de célcio

intracelular, pode despoletar a autofagia através da ativacdo CaMKK}p (dependente de

AMPK) (R. C. Wang & Levine 2010).

4.3 Exercicio Fisico

O exercicio fisico apresenta inimeros efeitos benéficos sobre a satide humana, incluindo
protecdo contra doengas metab6licas. O musculo-esquelético é o tecido mais abundante
nos mamiferos e o principal deposito de aminoacidos no organismo, portanto o seu

estado fisiologico desempenha um papel muito importante na saude (He et al. 2012).

O exercicio fisico induz as células a degradarem proteinas indesejadas para produzir
mais energia, protegendo contra diversas patologias e impedindo distdrbios
metabolicos, tais como, a diabetes. Neste caso, o exercicio fisico induz a autofagia,

sendo a Bcl2 um regulador essencial do exercicio (He et al. 2012).

Assim sendo, foi feito um estudo por (He et al. 2012), onde foi avaliado o papel da
autofagia induzida pelo stress provocado pelo exercicio fisico. Este estudo, foi realizado
em ratinhos transgénicos nos quais a Bcl2 sofre fosforilagdo defeituosa ligando-se a
Becl. A ligacdo permanente de Becl a Bcl2 impede a inducdo da autofagia em resposta
ao stress ocorrido no tecido adiposo, musculo cardiaco e musculo-esquelético (He et al.
2012; Klionsky & Saltiel 2012).

Os resultados obtidos mostram diminuicdo na resisténcia e na capacidade da pratica de
exercicio fisico pelos ratinhos transgénicos, no entanto, mostram que estes apds o

exercicio fisico apresentam niveis elevados de insulina e de glicose no plasma em
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comparagdo com ratos normais. Estes resultados, em ratinhos transgénicos e selvagens,
indicam que o aumento de peso derivado de uma alimentacéo a base de gorduras, pode
ser alterado pela prética de exercicio fisco, melhorando o peso, mas também reduzindo
os niveis de colesterol, triglicerideos e de insulina (He et al. 2012; Klionsky & Saltiel
2012).

Por ultimo, foi também verificado que a enzima AMPK, reguladora da homeostase
energética e reguladora positiva da autofagia, é ativada durante o exercicio fisico devido
ao aumento da razdo AMP/ATP, causando inibicdo da via mTORC1 e ativacdo de
ULK1 cinase. A ativacdo de AMPK o0 que leva a estimulacdo da oxidacdo de acidos
gordos e inibicdo das enzimas que catalisam os processos anabdlicos (Klionsky &
Saltiel 2012).
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Capitulo V- Funcbes imunoldgicas

Este capitulo ird analisar as funcBes da autofagia na regulacdo das fungdes
imunologicas, atraves da atividade dos diferentes tipos de células envolvidas numa

resposta imunitaria (Valdor & Macian 2012).

O sistema imunologico € constituido por tecidos e 6rgdos que tém como tarefa
identificar agentes agressores e defender o organismo contra as agressdes destes. E
constituido por varios tipos de células e proteinas, tais como, leucocitos e
imunoglobulinas, respetivamente. Onde os leucdcitos apresentam fungdes especificas,
dividindo-se em linfdcitos, eosindfilos, neutréfilos, mondcitos e basofilos (Margarida et
al. 1995).

Os monocitos quando presentes nos tecidos, diferenciam-se em macrofagos. Estes
digerem os elementos invasores, células mortas e libertam compostos quimicos que

atraem outras células ao local de infecdo (Margarida et al. 1995).

Por outro lado, existem dois tipos de linfocitos: os linfécitos B e os linfécitos T. Os
linfocitos B apresentam na sua superficie recetores especificos para antigénios e sao
responsaveis pela imunidade humoral, diferenciando-se em plasmdcitos, células
especializadas na producdo de anticorpos, na acdo contra agentes invasores. Os
linfocitos T diferenciam-se em linfocitos T4 (células CD4) e linfocitos T8 (células

CD8), sendo responsaveis pela imunidade celular (Margarida et al. 1995).

A acdo conjunta de todas as células do sistema imunitario, provoca uma acao rapida no

combate ao agente agressor (Margarida et al. 1995).
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A autofagia atua em diversos aspetos da imunidade, tais como, captacdo de antigénios
de localizagdo citoplasmaética, envio de elementos patogénicos para a degradagdo
lisossomal, eliminacdo de virus, parasitas e bactérias e fornecimento de antigénios para
0 complexo major de histocompatibilidade (MHC) de classes | e Il, desempenhando um
importante papel na apresentacdo de antigénios aos linfocitos T por macréfagos e
células dendriticas (Ravikumar et al. 2010).

A ligacdo de antigénios microbianos a recetores TLR, bem como a liga¢do de citoquinas
como IFN-y induz mobilizacdo de Becl, Atg5 e Atg7 para o fagossoma, conduzindo a
ativacdo da autofagia (Ravikumar et al. 2010).

Num estudo realizado com o objetivo de melhorar a eficacia da vacina BCG contra a
tuberculose foi demonstrado que a a¢do da vacina pode ser melhorada se for combinada
com a presenca de antigénios produzidos por autofagia em APCs, ocorrendo uma

resposta imune mais rapida (Ravikumar et al. 2010).

A comprovada importancia da autofagia na funcdo imunoldgica, torna-a num

importante alvo para o desenvolvimento de novas terapias (Valdor & Macian 2012).
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Capitulo VI - Autofagia na imunidade inata e

adaptativa

A autofagia atua em resposta a diversos estimulos, desempenhando um papel
fundamental na imunologia. Esta envolvida na degradacdo de elementos patogénicos, na
inflamacdo, na apresentacdo de antigénios, entre outros. (Deretic & Levine 2009).

Autofagia na imunidade inata

O sistema imunologico inato depende de um conjunto diverso de recetores, entre 0s
quais 0s recetores de reconhecimento de padrdes - PRR (“pattern recognition
receptors’), que reconhecem estruturas moleculares comuns a varios microrganismos e
existem principalmente em macrdfagos e células dendriticas (Hussey et al. 2009). Estes
receptores medeiam a producdo de quimiocinas e citocinas apos reconhecimento de

elementos patogénicos e estimulacdo da resposta imune contra estes (Xu & Eissa 2010).

Uma classe de PRR s@o os TLRs (“toll-like receptors™), que consistem em proteinas
transmembranares localizadas na superficie da célula, que interagem com a molécula

adaptadora TIR (“Toll-IL-1 receptor™) localizada no citosol (Hussey et al. 2009).

A autofagia é desencadeada por LPS (lipopolisaccarideo) apos ativacdo de TLR4. A
ligacdo de TLR aos seus ligandos leva ao recrutamento do dominio TIR de moléculas
adaptadoras, tais como, TRIF (“TIR domain containing adaptor protein inducing
interferon IFN-B”), MyD88 (“myeloid differentiation primary response protein 88”),
TIRAP (“TIR domain containing adaptor protein”) e TRAM (“TRIF related adaptor
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molecule”) (Hussey et al. 2009; Xu et al. 2008). Este recrutamento de proteinas
adaptadoras, dispara a cascata da via de sinalizacdo e leva a ativacdo de fatores de
transcricéo, tais como, IRF (“IFN regulatory factor”) e NF-kB (“nuclear factor kB*’) (Xu
& Eissa 2010).

A proteina adaptadora MyD88 interage com Becl, resultando na diminuicdo da sua
ligacdo a Bcl2 e promocéo da autofagia. Os estudos de Xu e colaboradores (Xu & Eissa
2010) indicam que para desencadear uma resposta autofagica, os TLRs séo suficientes,
visto apds a estimulagdo por LPS na linha celular RAW264.7 forma-se grande numero
de autofagossomas, e, inibindo o TLR4 da-se uma reducéo nos autofagossomas (Hussey
et al. 2009).

Autofagia na imunidade adaptativa

No sistema imunitario, a imunidade adaptativa atua no desenvolvimento de memoria
imunologica, baseada na ligacdo antigenio-anticorpo. O que se traduz numa resposta
mais rapida e eficaz num posterior encontro com o agente patogénico. A imunidade
adaptativa € mediada por linfocitos T e linfocitos B apds exposicdo a um antigénio
especifico. (Forte 2007).

A autofagia tem vindo a ser implicada na entrega de péptidos antigénicos aos
lisossomas, na apresentacdo de antigénios pelo MHC de classe I, mas também na
homeostase das células de Paneth, linfocitos T e linfocitos B. Apds diversos estudos, foi
descoberto que todo o processo da autofagia pode ser modulado por fatores que alteram
a resposta imune, como € o caso das citocinas produzidas por linfocitos Thl ou Th2. As
citocinas sdo responsaveis pela ativacdo da resposta inata e pelo aumento da resposta
imunologica humoral (Forte 2007; Xu & Eissa 2010).
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Enquanto os linfécitos Thl (que produzem IFN-y) regulam a autofagia, IL-4 e IL-13
(produzidas por linfécitos Th2) inibem esta. Esta inibicéo resulta da estimulacdo da via
P13k-1, que posteriormente ativa o principal inibidor da autofagia, o0 TOR. Sendo assim,
Th2 funciona como supressor da autofagia, protegendo os elementos patogénicos da sua
eliminacdo pela autofagia. Inversamente, apds inducdo por Thl, a autofagia leva a
eliminacdo dos elementos patogénicos (Deretic & Levine 2009; Xu & Eissa 2010).

Por Gltimo, ainda estdo por explicar muitos mecanismos que relacionam autofagia e
imunidade. O conhecimento desses mecanismos levara a um melhor conhecimento da

imunologia na defesa contra elementos patogénicos (Deretic 2006).
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Capitulo VII - Autofagia e Apoptose

A morte celular programada (PCD) €é um sistema geneticamente controlado,
desencadeado por estimulos exdgenos e enddgenos, onde ocorre uma sequéncia de
fendmenos bioquimicos e moleculares. A autofagia e a apoptose sdo mecanismos
pertencentes a PCD (Castro et al. 2010). Esta apresenta 3 tipos, tais como, a PCD tipo |
(Apoptose), a PCD tipo Il (autofagica) e a PCD tipo Il (tipo de morte ndo lisossomal)
(Patricia Boya et al. 2005).

A apoptose consiste na morte celular, num mecanismo que elimina células lesadas ou
indesejadas, de uma forma irreversivel. Esta é o resultado da ativagdo de enzimas,
denominadas de caspases. As caspases reconhecem e clivam substratos que possuam
residuos de aspartato, pertencendo estas a familia das proteases da cisteina. A ativacao
das caspases depende do equilibrio entre as vias antiapoptoticas e pro-apoptoticas. A
sinalizagc@o que ativa as caspases e desencadeia 0s eventos que originam a apoptose da
célula pode ser de origem intracelular (via mitocondrial) ou extracelular (via dos
recetores). Estas duas vias diferem na regulacéo e inducdo, no entanto, ambas terminam

na ativacdo das caspases e posterior apoptose (Kumar et al. 2013).

A autofagia e a apoptose sdo dois mecanismos distintos, morfologicamente e
molecularmente, mas estdo interligados pelas vias de sinalizacdo compartilhadas. A
autofagia é caracterizada pela participacdo da familia Atg na coordenacdo do processo
autofagico, pelo aumento da granulosidade celular com fragmentacdo celular e
formacdo de vacuolos autofagicos, enquanto que, a apoptose é caracterizada pela

participacdo das caspases e da Bcl-2 no processo apoptoético, pela fragmentagédo nuclear,
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encolhimento nuclear e celular, blebbing da membrana, entre outros eventos (Patricia
Boya et al. 2005).

Um dos estudos sobre a relagdo entre a autofagia e a apoptose, utilizaram células HeLa
num contexto de privacdo de nutrientes e demonstraram que se artificialmente fosse
induzida a inibicdo da autofagia, podia conduzir a apoptose celular. Independentemente
da fase em que a autofagia sofria inibicéo, esta ia atingir uma via comum a apoptose,
atuando assim como um mecanismo pré-apoptético (Patricia Boya et al. 2005).

Sendo assim, pode ser prejudicial a estimulacdo da autofagia em células cancerigenas,
pois pode conduzir a uma diminuicdo da apoptose. No entanto, uma ativacdo constante

da autofagia pode conduzir a apoptose (Amaravadi et al. 2007).

Amaravadi e colaboradores (Amaravadi et al. 2007) demonstraram morte apoptdtica
apos inibicdo da autofagia em células de um linfoma resistente a apoptose, por indugéo
do oncogene c-Myc. Verificaram que a inibicdo da autofagia e de Atg5, conduziu as
células tumorais a morte induzida pela ativacéo de p53. Assim, este estudo adverte para
a possibilidade de combinar agentes inibidores de autofagia com agentes indutores de

apoptose, para um proveito terapéutico (Amaravadi et al. 2007).

As proteinas antiapoptoticas Bcl2 e Bcl-XL, participam em ambos 0s processos de
autofagia e apoptose, inibindo a autofagia por ligacdo a Becl (Maiuri et al. 2007).
Assim, Bcl2 atuando como molécula inibidora liga-se a Becl impedindo a sua acéo pro-
autofagica (P Boya & G Kroemer 2009). Estes dados indicam que a autofagia é inibida
pelo complexo Becl-Bcl2/Bcl-XL localizado no reticulo endoplasméatico (Maiuri et al.
2007). As proteinas BH3-only (como é o caso de Becl), atuam como sensores em

resposta a determinadas situacdes, tais como, exposi¢do a agentes lesivos do DNA ou

24



Autofagia: Mecanismos e Fungdes na Imunidade

privacdo de fatores de crescimento (Kumar et al. 2013). Assim sendo, a libertacdo de
Becl ap06s a sua inibicdo por Bcl2/Bcl-XL, resulta na ativacdo da autofagia (Maiuri et
al. 2007).
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Capitulo VIII - Autofagia na protecéo contra bactérias

Cada vez mais, os elementos patogenicos possuem aptiddo para invadir células
hospedeiras de modo a ficarem protegidos dos constituintes do sistema imunitario. No
entanto, estas células desenvolveram estratégias para eliminar 0s elementos
patogénicos, tais como a utilizacdo de protedlise ou de espécies reativas de oxigénio
(Campoy & Maria | Colombo 2009).

A autofagia atua na defesa da célula hospedeira contra os elementos patogénicos,
sobretudo se estes conseguem escapar do fagossoma ou impedem a sua fusdo com o
lisossoma. No entanto, alguns patogeneos inibem a maturacdo do autofagossoma com o
objetivo de impulsionar a replicacdo bacteriana, como exemplo temos a Mycobacterium
tuberculosis (Campoy & Maria | Colombo 2009; Cemma & Brumell 2012).

8.1 Mycobacterium tuberculosis

A Mycobacterium tuberculosis é um parasita intracelular facultativo, sendo o agente
responsavel pela tuberculose. A infecdo mais comum da tuberculose é a infecdo
pulmonar uma vez que os bacilos sdo inalados, atingindo os alvéolos pulmonares e
ocorrendo entdo, a fagocitose dos mesmos por macrofagos. No entanto, a tuberculose
pode estender-se a qualquer zona do organismo (Songane et al. 2012; Vergne et al.
2006).

A autofagia esta envolvida na defesa do hospedeiro contra Mycobacterium tuberculosis.
Onde, em resposta a invasdo bacteriana, o sistema imunitario induz a autofagia quando

a via de maturacao do fagossoma € bloqueada pela M. tuberculosis (Vergne et al. 2006).
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Segundo o estudo de (Gutierrez et al. 2004) a citocina IFN-y confere protecéo contra a
tuberculose, sendo um processo dependente da autofagia. Estes verificaram que apds a
estimulacdo da autofagia, a bactéria encontra-se dentro de um vacuolo rodeado por uma
membrana dupla contendo LC3. IFN-y atua nos macréfagos, originando a expressao de
IRGM1 (LRG47) e NOS-2 (“Nitric-oxide synthase”) (Gutierrez et al. 2004; Songane et
al. 2012). Esta ultima enzima, gera RNI (“Reative Nitrogen Intermediates”), que inativa
o fator de viruléncia do bacilo (TDM — “trehalose dimycolate™). Este fator retarda a
maturacdo do fagossoma, e a sua inativacdo leva posteriormente a formacdo do
fagolisossoma que resulta na morte da bactéria (Axelrod et al. 2008). Por outro lado,
IRGM1, uma GTPase, converte LC3-1 a LC3-1l. Assim, estimula a autofagia, induzindo
a formacdo do autofagossoma nos macrdéfagos. O IFN-y origina a maturacdo do
fagossoma, permitindo a sua fusdo com o lisossoma e induz autofagia, levando a morte
do bacilo da tuberculose (S. B. Singh et al. 2006).

8.2 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes € um parasita intracelular facultativo, que pode proliferar
dentro de macrofagos ou em outras células ndo fagociticas. Esta estd associada a
infecbes em grupos de risco, tais como recém-nascidos/criancas, gravidas e
imunodeprimidos. A L. monocytogenes encontra-se disseminada na natureza, existindo
no solo, agua e trato intestinal dos animais e homem, podendo contaminar alimentos.

Pode originar parto prematuro, aborto, septicémia e meningite (Ramnath et al. 2003).

Numa Listeriose, a imunidade humoral ndo atua, visto esta bactéria se multiplicar dentro
da célula, no entanto, a imunidade celular é fundamental para a eliminacdo deste

patogéneo, atraveés de macrofagos, neutréfilos, linfocitos T CD8+ e células NK.
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Também sendo o TNF-a e o IFN-y fundamentais para a defesa do hospedeiro (Bogdan
2012; Cruz et al. 2008).

A Listeria monocytogenes numa infecdo priméaria é endocitada formando um vactolo,
mas apos escapar do fagossoma, replica-se no citoplasma. Esta fuga do fagossoma por
parte da bactéria é dependente da formacdo de poros, secretados pela toxina LLO
(Listeriolysin O) e duas fosfolipases. A atividade desta toxina pode ser prejudicada pela
inducdo de Phox e NOS2 pela acio de O% e NO, sendo estes ltimos gerados pelo INF-
y. Posteriormente no citoplasma, a bactéria induz a polimerizagéo da actina sobre a sua
superficie com a intervencdo da proteina ACTa (“Actin assembly-inducing protein”),
para deslocacdo no citoplasma e posterior invasdo das ceélulas vizinhas (Bogdan 2012;
Campoy & Maria | Colombo 2009).

A toxina LLO e a permeabilizacdo do vacuolo, levam a ativacdo da autofagia, onde
verificando-se um aumento de LC3-1I/LC3-1, numa fase inicial da infecdo. Resultado
disso, é a degradacdo desta bactéria pela autofagia, imediatamente ap6s a saida desta do
fagossoma mas antes da sua proliferacdo no citoplasma (Campoy & Maria | Colombo
2009).
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Capitulo IX - Autofagia em potenciais aplicagoes

terapéuticas

A autofagia, como desempenha um papel fundamental no controlo de diversos
processos Vvitais, estd associada a inUmeras patologias, podendo ser um campo de
desenvolvimento de aplicacdes terapéuticas (Deretic & Klionsky 2008).

9.1 Doenca inflamatoria intestinal — Crohn

A Doenca inflamatoria intestinal ¢ uma patologia que compreende dois tipos de
desordens intestinais inflamatorias, a colite ulcerosa (CU) e a doenga de Crohn (DC)
(Khor et al. 2011).

A doenca de Crohn € uma patologia cronica, que manifesta uma inflamacao intestinal.
Geralmente atinge o colon e o ileo, mas pode afetar qualquer zona do trato

gastrointestinal (Van Limbergen et al. 2009).

A DC manifesta-se principalmente na infancia/adolescéncia ou no inicio da idade
adulta, atingindo tanto homens como mulheres (Van Limbergen et al. 2009). As
manifestacdes clinicas sdo varias, tais como, diarreia crénica (mais de 6 semanas), dor
abdominal, emagrecimento, febre e mal-estar geral. No entanto, a DC pode ser
confundida com outra patologia, e por isso mesmo € fundamental proceder a uma
completa anamnese, para ser verificada a evolucdo da doenca, inicio dos sintomas,

fatores de risco, historico farmacoterapéutico e historico familiar (Stange et al. 2006).
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Os genes ligados a autofagia que apresentam risco de doenca de Crohn sdo o IRGM,
Atg5 e Atg16L1 (Van Limbergen et al. 2009).

O gene IRGM codifica uma proteina da autofagia com um papel fundamental na
imunidade contra patogénicos intracelulares, tais como Mycobacterium tuberculosis,
como j& referido. A variante ¢.313T, associada a um maior risco de desenvolver DC, é
uma mutagdo sindnima, ndo resultando numa proteina diferente. No entanto verificou-se
que os doentes com DC possuem uma expressdo aumentada de um microRNA, miR-
196, o qual apenas interage com a forma mutada (c.313T) e ndo com a ndo mutada
(c.313C), levando a uma inibicdo da atividade do IRGM, ou seja, inibindo a autofagia
apenas em doentes que expressam a variante de risco. Uma diminui¢do na atividade
autofagica da proteina IRGM leva a maior proliferacdo bacteriana, aumentando o risco
de DC (Brest et al. 2011).

O gene Atgl6L1 é importante para a autofagia, pois codifica a proteina Atgl6L1,
responsavel pela localizagdo intracelular da maquinaria fagocitaria e formacdo do
fagossoma (Cadwell et al. 2008). Uma mutacdo T300A (alteracdo do aminoacido
treonina da posicdo 300 por uma alanina) no dominio da proteina, aumenta o risco de
desenvolver DC (Khor et al. 2011).

Cadwell e colaboradores (Cadwell et al. 2008) fizeram um estudo, onde manipularam
geneticamente ratinhos, inserindo a mutacdo T300A do gene Atgl6Ll1 e depletando
Atg5. Demonstraram que Atgl6L1 e Atg5 (que faz parte do complexo de Atgl6L1), sdo
proteinas essenciais para a autofagia e para as células de Paneth, especializadas na
secrecdo de proteinas e granulos que alteram o meio intestinal. Os ratinhos revelaram

alteracdes na guantidade secretada de péptidos antimicrobianos endégenos, tamanho e
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quantidade dos granulos, aumento dos reagentes de fase aguda e duas adipocitocinas
(leptina e adiponectina) (Cadwell et al. 2008; VVan Limbergen et al. 2009).

9.2 Cancro

As neoplasias malignas, vulgarmente designadas cancro, consistem numa proliferacdo
anormal das células de um determinado érgdo, multiplicando-se até formarem uma
massa tumoral. Esta massa pode manter-se apenas no 6rgdo de origem ou sofrer
metastizacdo, tendo capacidade de invadir todo o organismo, formando colonias

tumorais a distancia (Bocchetta & Carbone 2004).

O cancro é uma patologia que surge em consequéncia de alteracbes epigenéticas e
genéticas. As alteracbes epigenéticas consistem em alteracdes a nivel da cromatina, que
apenas aumentam a probabilidade das mutacGes genéticas originarem em cancro. Por
outro lado, as alteracbes genéticas consistem em mutacdes no DNA podendo ser
adquiridas ou herdadas (Alberts et al. 2002).

As alteracOes genéticas afetam os genes supressores tumorais, inativando a capacidade
de eliminar alteragdes malignas, e 0s oncogenes, que sofrem ativacao, resultando em
aumento da proliferacdo celular e perda da capacidade de diferenciacdo (Alberts et al.
2002).

O cancro e a autofagia estdo interligados, visto a autofagia ser um mecanismo que
quando interrompido pode promover e acelerar a carcinogénese. O gene Becl €
considerado um gene supressor tumoral, bem como o p53. A Becl encontra-se

suprimida em cerca de 50% dos cancros, tais como, cancro da préstata, cancro da
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mama, entre outros. O gene p53 também parece ser importante na inducdo de autofagia
(Van Limbergen et al. 2009; Yang et al. 2011).

O processo autofagico atua como um mecanismo de supressdo tumoral, eliminando
organelos celulares e proteinas (por exemplo, mitocondrias) danificadas, que poderiam
alterar os processos celulares normais (Van Limbergen et al. 2009). O gene p53 é
também importante na codificacdo de uma fosfoproteina nuclear responsavel pela
interrupgdo do ciclo celular apds ocorrerem alteracfes na sequéncia de DNA (Elmore
2007).

Por outro lado, em resposta ao stress metabolico da-se uma acumulagdo da proteina p62
nas células, provocando alteracGes nas mitocondrias (Mizushima et al. 2010). Sendo as
mitocondrias responsaveis pela energia no interior da célula, produzem ROS (“reactive
oxygen species”) como sub-produto, o qual € mantido em niveis baixos por enzimas
antioxidantes. Em situacdo de inibicdo autofagica, mitocondrias envelhecidas ndo serdo
eliminadas, levando a uma maior producdo de ROS o que pode resultar em maiores
danos do DNA ou de proteinas que controlem o processo de replicacdo de DNA,

levando ao aparecimento de cancro (Van Limbergen et al. 2009).

Assim, a promocdo da apoptose pode ser um mecanismo pelo qual a autofagia pode
suprimir o cancro, através da limitacdo da proliferacdo e desenvolvimento das células

neoplasicas (Van Limbergen et al. 2009).

Por ultimo, o sucesso da manipulacdo da autofagia depende muito da compreensdo dos
seus mecanismos, mas também do estado e evolu¢do do cancro no organismo, sendo
importante para a prevencdo e desenvolvimento de novas terapias (Van Limbergen et al.
2009).
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Conclusao

Esta dissertacdo serviu para reunir uma variedade de informacdo relativamente ao tema,
no entanto, existe outros aspetos que poderiam ter sido abordados. Mas, sendo este, um
tema demasiado complexo e relativamente novo, tornou-se dificil restringir a elaboracéo
desta dissertacdo a um sé tema, tendo por isso sido feita uma redacdo da informacéo

mais relevante.

A autofagia degrada os componentes celulares deteriorados da propria célula, atuando
como uma via de “reciclagem”, onde constitui um mecanismo de sobrevivéncia para
conservar 0 metabolismo celular. Esta, através dos seus mecanismos moleculares tem

um papel fundamental no sistema imunolégico, no combate a elementos patogénicos.

Assim, depois de uma analise sobre a importancia e relevancia da autofagia no mundo
atual, conclui-se que esta constitui um alvo com diferentes potenciais terapéuticos.
Onde, a compreensdo e investigacdo de todos os mecanismos autofagicos requerem

paciéncia e dedicacdo para um total conhecimento destes.

Por ultimo, esta dissertacdo como trabalho final de mestrado integrado tem grande
importancia no enriquecimento curricular, e neste aspeto acho que fui bem-sucedida,
sendo esta uma mais-valia para o0 meu futuro enquanto profissional de saide. Como
Farmacéutica, o conhecimento acerca da autofagia € fulcral, visto a descoberta de novos
farmacos revolucionar o desenvolvimento de novas terapias. Onde, o conhecimento da
biologia da célula e os seus mecanismos moleculares, sdo fundamentais para estabelecer
uma relacdo entre a sobrevivéncia celular e 0s mecanismos para manipular e controlar

as vias patogénicas.
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