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Apoptose e mimetismo apoptotico
em Leishmania: estratégias para uma
infeccao bem sucedida
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Resumo. A apoptose é um processo essencial nos organismos multicelulares, importante
na remocdo de células indesejadas e na regulacdo do nimero de células do organismo. As
células em apoptose nao induzem atividade inflamatéria e sdo removidas de forma silenciosa
pelos fagocitos. A apoptose também ocorre em organismos unicelulares e parece apresentar
as mesmas caracteristicas encontradas em metazodrios. Estudos em Leishmania mostraram
gue este parasita é capaz de mimetizar e utilizar um dos fenébmenos observados na apoptose,
a exposicao de fosfatidilserina (PS), como um dos mecanismos adaptativos para estabelecer
a infeccao em mamiferos. Apresentamos nesta revisdo as estratégias associadas a apoptose
utilizadas pela Leishmania que a tornam capaz de burlar a resposta imune do hospedeiro,
resultando na sobrevivéncia e proliferacao dos mesmos.

Palavras-chave. Morte celular programada, apoptose, mimetismo apoptético, Leishmania,
fosfatidilserina.

Abstract. Apoptosis is an essential process for multicellular organisms, important for removing
unwanted cells and regulating the number of cells in the organism. The cells in apoptosis do
not induce an inflammatory reaction and are silently removed by phagocytes. This type of cell
death also occurs in unicellular organisms and appears to have the same features found in
metazoans. Studies in Leishmania have shown that this parasite is able to mimic and use one
of the phenomena observed in apoptosis, phosphatidylserine (PS) exposure, as an adaptive
mechanism to establish infection in mammals. We show in this review the strategies associated
with apoptosis used by Leishmania that enable them to evade the host immune response
resulting in their survival and proliferation.
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Apoptose

O termo “morte celular programada” (MCP) foi pro-
posto em 1965 para designar um tipo de morte celular
que ocorre de forma nao acidental (Lockshin e Williams,
1965). Em 1972, Kerr e colaboradores descreveram os
diferentes aspectos das células na morte programada e na
patoldgica e, para diferencid-las, batizaram a morte pro-
gramada de “apoptose’, em oposi¢do a necrose. Em grego
arcaico, a palavra apoptose significa “o ato de cair”, como
caem as pétalas das flores e as folhas das drvores no outo-
no. O termo foi expandido para o contexto celular porque
sugere que a morte celular é benéfica e necessaria ao bom
funcionamento do organismo. Trata-se de um mecanismo
fisiologico, geneticamente programado, essencial a sobre-
vivéncia por remover células indesejadas e, portanto, reg-
ular o nimero de células de um organismo multicelular
(Kerr e col., 1972). A apoptose ocorre nas mais diversas
situagdes: na organogénese, na hematopoiese normal e
patoldgica, na atrofia dos 6rgaos, na reposi¢io fisiologica

de certos tecidos maduros, na resposta inflamatéria e na
eliminag¢do de células apds dano por agentes genotoxicos
(Ranganath e Nagashree, 2001). Este tipo de MCP tam-
bém ja foi descrito para organismos unicelulares (Barcin-
ski e DosReis, 1999).

Os eventos apoptoticos iniciam-se na mitocdndria,
com perda de potencial de membrana e liberagdo de ci-
tocromo e a conseqiiente ativagdo de cisteino-proteinases
conhecidas como caspases (Cysteinyl ASPartate-specific
proteinASE). Estas enzimas tem um residuo de cisteina
e sdo capazes de clivar outras proteinas depois de um re-
siduo de acido aspartico (Donnelly e col., 2000).

Uma vez desencadeada, a apoptose evolui com ex-
posicdo de fosfatidilserina (PS), redugdo no volume ce-
lular, condensagio da cromatina, formagdo de prolonga-
mentos (blebs) na membrana celular, desintegraciao do nu-
cleo e clivagem do DNA por endonucleases, resultando em
fragmentos de 180-200pb ou multiplos deles (Koopman,
1994; Shaha, 2006). Os prolongamentos da membrana
celular aumentam de nimero, de tamanho e se rompem,
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originando estruturas contendo o contetdo celular, de-
nominadas de corpos apoptdticos (Figura 1). Os corpos
apoptdticos sdo rapidamente fagocitados por macréfagos
e removidos sem causar um processo inflamatério (Fadok
e col., 2000; De Freitas Balanco e col., 2001; Moreira e Bar-
cinski, 2004; Ziegler e Groscurth, 2004; Wanderley e col.,
2005).

A necrose também ¢ um tipo de morte celular, mas
difere da apoptose por resultar em aumento do volume
celular, agregacdo da cromatina, desorganizagio do ci-
toplasma, perda da integridade da membrana e ruptura
celular (Figura 1). Durante a necrose o conteudo celular é
liberado, causando danos as células vizinhas e reacio in-
flamatéria local (Ziegler e Groscurth; 2004).

A exposi¢do de PS, um outro evento caracter-
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas da apoptose e da necrose
(Grivicich e col., 2007).

istico de apoptose, depende da presenca de calcio no meio
extracelular (Hampton e col., 1996; Uthaisang e col., 2003).
O reconhecimento da PS induz nos macréfagos (fagoci-
tos) a sintese das citocinas anti-inflamatdrias TGF-b (fator
de crescimento transformador-beta) e IL-10 (interleuci-
na-10), e inibe a sintese da citocina pro-inflamatéria TNF-
a (fator-alfa de necrose tumoral). A intera¢do da PS com
um receptor (PSR) tem por conseqiiéncia a internaliza¢ao
e a eliminagdo das células apoptdticas (McDonald e col.,
1999).

Estudos sobre apoptose revelaram que endopro-
teases intracelulares sdo as principais efetoras neste pro-
cesso (Li e Yuan, 2008). Os primeiros estudos apontam
para a importancia das caspases como mediadores da fase
de execugdo do processo apoptotico (Miura e col., 1993;
Zou e col., 1997; Gross e col., 1999; Fritz e col., 2006). Cas-
pases podem ser classificadas com base nas suas fung¢des
principais em duas subfamilias: caspases pro-apoptoticas
e caspases pro-inflamatorias. Caspases prd-apoptdticas
(caspase-2, -3, -6, -7, -8,-9, -10) sdo conhecidas por serem
principalmente envolvidas na mediagdo da morte celular
e pela produgido de sinalizadores, enquanto que as pro-
inflamatdrias (caspase-1, -4, -5, -11, -12) regulam a matu-
racdo das citocinas durante a inflamac¢io. A ativa¢do das
caspases pro-inflamatorias pode também induzir a apop-
tose (Li e Yuan, 2008).

Metacaspases (MCAs) sao formas evolutivas distan-
tes das caspases de metazodrios e parecem estar restritas
as plantas, fungos e protozoarios. Sdo cisteino peptidases
com uma cisteina catalitica conservada e uma diade de
histidinas considerada essencial para a atividade da enz-
ima (Ambit e col., 2008). Em termos de seqiiéncia, MCAs
tem pouca similaridade com as caspases, mas predicdes
de estrutura secundaria indicam que as MCAs possuem
dobramentos similares a caspase-3 e caspase-1 (Uren e
col., 2000). Em termos de fungio e atividade observam-se
grandes diferencas entre MCA e caspases. Enquanto cas-
pases apresentam especificidade por substratos com um
acido aspartico na posi¢ao P1, MCAs de algumas plan-
tas possuem especificidade por substratos com arginina/
lisina (Vercammen e col., 2004; Vercammen e col., 2006).
Recentemente foi mostrado também para MCA de L. ma-
jor especificidade por arginina (Gonzalez e col., 2007).

Comparagdes entre genomas revelaram que a maior
parte das proteinas envolvidas na apoptose de mamiferos
aparentemente nio é codificada no genoma de Leishma-
nia ou de outros protozoarios relacionados (Ivens e col.,
2005). Além disso, pouco se sabe sobre as vias de apoptose
nesses 0rganismos.

Ciclo Biologico da Leishmania

As Leishmania ssp. sdo protozoarios parasitas trans-
mitidos a vertebrados pela picada de fémeas de insetos fle-
botomineos. Apresentam duas formas principais: promas-
tigotas e amastigotas. As formas promastigotas metaci-
clicas (formas infectivas do parasita) sdo inoculadas no
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo do
inseto. Essas formas ligam-se a diversos receptores dos
macrofagos, sendo fagocitadas e encapsuladas no vactiolo
parasitéforo que se funde com os lisossomos formando o
fagolisossoma (Brodskyn e col., 2003). No fagolisossoma
as formas metaciclicas diferenciam-se em amastigotas,
formas intracelulares obrigatdrias que se multiplicam por
fissdo bindria (Alexander e Russell, 1992; McConville e
Handman, 2007) e que sdo adaptadas a temperatura cor-
poral dos mamiferos e ao meio 4cido dos fagolisossomos
(Brodskyn e col., 2003). Os amastigotas sdo liberados dos
macrofagos por um mecanismo ainda ndo totalmente
caracterizado (Ritting e Bogdan, 2000; Handman e Bul-
len, 2002; McConville e Handman, 2007) e podem inva-
dir células dendriticas, fibroblastos e novos macroéfagos.
Durante um novo repasto sanguineo o flebotomineo in-
gere os macrofagos infectados com a forma amastigota.
No periodo de quatro a cinco dias no intestino do inseto
vetor as formas amastigotas de Leishmania diferenciam-
se na forma promastigota prociclica, ndo infectante, que
se multiplica por fissdo binaria. Posteriormente ocorre a
diferencia¢ido em promastigotas metaciclicos, que migram
para a regiao anterior do tubo digestivo do vetor atingindo
o aparelho picador sugador, a partir do qual podem ser
transmitidos (Sacks e Perkins, 1985; Bates e Rogers, 2004).

Internalizagao da Leishmania nas células fagoci-
tarias
A fagocitose é uma importante estratégia de de-
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fesa do hospedeiro, componente do sistema imune inato.
E realizada por “fagécitos profissionais” que fagocitam
microrganismos, eliminando-os no seu interior (Fadok
e col., 2001). Entretanto, Leishmania spp. desenvolveram
mecanismos para burlar a atividade microbicida dos mac-
réfagos, sendo capazes de sobreviver e se multiplicar no
seu interior.

A internalizagdo dos promastigotas ocorre por
um processo classico de fagocitose tipo ziper, mediado
pelo reconhecimento receptor/ligante. Nesse processo
geralmente participam os receptores para complemento
CRI1 e CR3 dos macroéfagos, além de outros. As moléculas
do complemento C3b e C3bi fixadas nas formas promas-
tigotas de Leishmania ligam-se aos receptores de macrofa-
gos CR1 e CR3, respectivamente, mostrando o importante
papel do receptor de complemento na internalizagdo do
parasita na célula hospedeira (Robledo e col., 1994). A
protease gp63, presente na superficie dos promastigotas,
pode converter C3b em C3bi, que é entdo reconhecida
pelo CR3 (Brittingham e Mosser, 1996).

Os promastigotas exploraram a opsonizagdo pelo
complemento para auxiliar na entrada e na sobrevivéncia
do parasita no macroéfago. Este método confere vantagem
de sobrevivéncia do parasita, uma vez que o CR1 e CR3
promovem a fagocitose sem acionar o “burst” respiratério
(Mosser e Edelson, 1987; Mosser e col., 1987). Além disso,
o receptor CR3 ¢ capaz de inibir a resposta imune celular
mediada por IL-12, citocina pré-inflamatdria que ativa as
células fagocitarias (Marth e Kelsall, 1997; Descoteaux e
Turco, 1999).

O “burst” respiratoério, caracterizado pelo au-
mento acentuado no consumo de oxigénio, ocorre em cé-
lulas fagociticas como macrofagos e neutréfilos. Esse au-
mento resulta na ativagdo da NADPH oxidase que catalisa
a redugdo do oxigénio a dnion superéxido (O,") tendo
como doador de elétrons o NADPH. O O, é convertido
a peroxido de hidrogénio (H,0,) pela agio da enzima su-
perdxido dismutase (SOD), e tanto o O,”quanto o H,0,
destroem os patdgenos fagocitados (Curnutte, 2004).

Além de CR1 e CR3, existem outros receptores no
macrofago que facilitam a entrada das formas promastigo-
tas: CR4 (Alexander e col., 1999), receptor para moléculas
glicosiladas (Mosser e col., 1987), receptor para proteina
C-reativa (Culley e col., 1996), receptor para fibronectina
(Rizvi e col., 1988), receptor para fucose-manose (Russel e
Wilhelm, 1986; Channon e col., 1984) e receptor para Fc
(Chang, 1981).

O lipofosfoglicano (LPG) ¢ o glicoconjugado
mais abundante presente na superficie dos promastigotas
prociclicos e metaciclicos. Nas formas metaciclicas a es-
trutura da LPG impede o acesso e a inser¢do do complexo
C5b-9 na membrana, protegendo-as da lise pelo comple-
mento (Puentes e col., 1990; McConville e col., 1992).

Formas amastigotas também utilizam receptor CR3
e receptor de fucose-manose para entrada no macréfago
(Alexander e col., 1999). Amastigotas de L. (L.) major e L.
(L.) mexicana utilizam a opsoniza¢do por imunoglobuli-
nas como um meio de entrar no macréfago através do re-
ceptor Fc (Guy e Belosevic, 1993; Peters e col., 1995). LPG
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Figura 2. Reconhecimento de PS nos amastigotas e nas célu-
las apoptdticas. Células apoptéticas e formas promastigotas de
Leishmania que expdem PS sdo sempre destinadas a morte, en-
quanto que formas amastigotas que expdem PS sobrevivem no
interior dos macréfagos (Mimetismo Apoptético). A sintese de
TGF-K inibe os mecanismos microbicidas do macréfago, favore-
cendo a proliferagdo de amastigotas (Costa e col., 2009).

estd envolvido na invasdo em ambas as formas promasti-
gotas e amastigotas, porém, na forma amastigota, por ser
menos abundante e até ausente em L. (L.) donovani, é um
ligante menos importante (Handman e Bullen, 2002). As
moléculas que predominam na superficie dos amastigotas
sdo os glicoinositolfosfolipidios (GIPLs) (Alexander e col.,
1999), que podem também estar envolvidos na invasdo
nos macréfagos e na modulagio da sintese de 6xido nitri-
co (NO) e do “burst” respiratdrio (Suzuki e col., 2008).

Além das estratégias acima descritas, amastigota e
promastigota desenvolveram outro mecanismo capaz de
modular a internalizagdo e a ativagdo macrofdgica por
meio da exposi¢do e consequente reconhecimento da PS
(Balanco e col., 2001; Tripathi e Gupta, 2003).

Exposicao de PS e a sobrevivéncia da Leishmania
no macrofago

Parasitas do género Leishmania exploraram a apop-
tose como forma de reduzir a resposta inflamatéria do
macroéfago e proliferarem no hospedeiro (Shaha, 2006).
As formas apoptdticas de promastigotas sio sempre des-
tinadas a morte (van Zandbergen e col., 2006; Wanderley
e col., 2009), e provocam a sintese de TGF-p pelo mac-
réfago, inibindo sua atividade inflamatdria e colaborando
para a sobrevivéncia dos parasitas nao apoptoticos (Figura
2) (van Zandbergen e col., 2006). De fato, um indculo de
promastigotas viaveis sem exposi¢cdo de PS ndo minimiza
a sintese de NO pelo macrofago e com isto os parasitas sdo
destruidos, ndo havendo geragdo e multiplicagdo de amas-
tigotas e progressao da doenca (Wanderley e col., 2005).
A exposi¢do de PS contribui assim para a infectividade
dos promastigotas, e é mais elevada na fase estacionaria,
onde ha maior quantidade de promastigotas metaciclicos
(forma infectiva) (Tripathi e Gupta, 2003).

Além dos promastigotas, as formas amastigotas
também sdo capazes de suprimir a resposta inflamatdria,



Revista da Biologia (2011) 6b 35

induzindo secre¢do de TGF-f e reduzindo a sintese de NO
(Wanderley e col., 2005). Diferentemente do que ocorre
nos promastigotas, as formas amastigotas ao expor PS na
superficie ndo necessariamente sofrem morte por apop-
tose, e por isso esse processo foi denominado de Mime-
tismo Apoptdtico (Figura 2) (Balanco e col., 2001; Moreira
e Barcinski, 2004; Wanderley e col., 2005). Nesta situagao,
duas hipoteses foram aventadas: ou a exposi¢ao de PS nado
corresponde a uma etapa da apoptose, ou pode ocorrer
nos amastigotas um resgate da morte celular por apoptose
por um mecanismo ainda desconhecido, permitindo a in-
ternalizagdo e a sobrevivéncia intracelular desses parasitas
(Wanderley e Barcinski, 2010).

Exposic¢ao de PS em outros patogenos

Mecanismo semelhante parece ocorrer em ou-
tras infecgdes causadas por parasitas, como em Toxoplas-
ma gondii (Seabra e col., 2004) e formas tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi (DaMatta e col., 2007). Em ambos
0s casos a exposi¢do de PS pelo parasita inibe a sintese de
NO pelos macréfagos durante a infecgdo parasitaria. Além
disso, alguns virus utilizam um mecanismo semelhante
para serem internalizados por células hospedeiras, como
o virus da Hepatite B (Vanlandschoot e Leroux-Roels,
2003) e o Citomegalovirus (Soares e col., 2008). Células
tumorais também expdem PS sem evoluir para a apop-
tose, o que contribui para a progressio da doenga, ja que
essa exposi¢ao inibe a resposta inflamatodria, levando a um
estado de imunossupressdo com a liberagao de TGF-b, um
importante mediador na progressdo de tumores malignos
(Lima e col., 2009).

Podemos concluir, portanto, que alguns patd-
genos intracelulares, dentre eles os parasitas do género
Leishmania, foram capazes de induzir uma resposta anti-
inflamatoéria, utilizando-se das caracteristicas de células
apoptdticas, conseguindo burlar e inativar os mecanis-
mos microbicidas das células hospedeiras. Com isso, esses
parasitas sdo capazes de proliferar, podendo desencadear,
nesse caso, a leishmaniose nas suas mais variadas formas
clinicas.
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