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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada, causada por protozoarios do género
Leishmania. Parte do ciclo de vida de Leishmania (L.) amazonensis envolve sua interacao
com o hospedeiro vertebrado, que é iniciada pela picada de dipteros flebotomineos infectados.
Nele, formas promastigotas do parasita sao fagocitadas por macréfagos. Nesse momento, para
sua sobrevivéncia, o protozodrio manipula os mecanismos moleculares de resposta imune,
mediada pelos macréfagos, passando assim a fase amastigota intracelular, onde inicia a
proliferacdo, rompimento da célula e infeccdo de outros macréfagos. Os parasitas da familia
Trypanosomatidae ndo possuem vias completas de biossintese e degradacdo de lipidios,
precisando assim adquirir essas moléculas dos hospedeiros. Este trabalho tem como objetivo
caracterizar as alteracdes no metabolismo lipidico de macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c induzidas pela infeccdo por Leishmania (L.) amazonensis. Para determinar tais
alteracdes, foi feito 0 ensaio de incorporagdo de acido graxo radioativo (4cido palmitico-*H)
comparando células controle (ndo-infectadas) com células infectadas. Apds a interacdo de
Leishmania (L.) amazonensis com macréfagos, as células foram incubadas até 48 horas em
4cido palmitico-*H complexados & albumina sérica bovina. Subsequentemente, os macréfagos
foram submetidos a extracdo de lipidios e as diferentes classes lipidicas separadas por
cromatografia de camada fina (TLC) e cromatografia gasosa (GC/MS). A radioatividade
associada (a TLC) foi determinada por contagem de cintilacdo liquida. Os resultados
indicaram absorcéo significativa do 4cido palmitico-*H nos lipidios totais de macréfagos
infectados em comparacdo ao grupo controle. Classes lipidicas como acido graxo livre,
triacilglicerol, e colesterol esterificado obtiveram as alteracGes mais significativas (p < 0,05)
utilizando o teste t de Student ndo pareado. Corroborando, a analise de lipidios por GC/MS
em macrofagos infectados mostrou maior quantidade e diversidade de acidos graxos, dentre
eles se destacam o &cido estearico (C18:0), o acido araquidénico (C20:4n6), o acido
4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (C22:6n3), o &cido palmitico (C16:0), o acido oleico
(C18:1n9c) e o &cido linoleico (C18:2n6c). Portanto, Leishmania (L.) amazonensis € capaz de
manipular o metabolismo lipidico dos macr6fagos murinos em beneficio proprio, certamente
incorporando esses lipidios para sua sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo do

hospedeiro.

Palavras-chave: &cidos graxos; interacdo parasita hospedeiro; leishmaniose cuténea;

macrofagos murinos; metabolismo lipidico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by protozoa of the genus Leishmania.
Part of the life cycle of Leishmania (L.) amazonensis involves itself interaction with the
vertebrate host, which is initiated by the bite of infected phlebotomine dipterans. In the
vertebrate host, extracellular promastigote forms of the parasite are phagocytosed by
macrophages. In this moment, for itself survival, the protozoan manipulates the molecular
mechanisms of the immune response of the macrophages, passing to the intracellular
amastigote phase, where it initiates proliferation, cell disruption and infection of other
macrophages. It has been described that parasites of the Trypanosomatidae family don’t have
complete pathways of biosynthesis and lipid degradation, thus it need to acquire such
molecules from its hosts, even though the literature isn’t as comprehensive on the subject.
This work aims to characterize the changes in the lipid metabolism of peritoneal macrophages
of BALB/c mice induced by Leishmania (L.) amazonensis infection. To determine such
changes, a labelling radioactive fatty acid (*H-palmitic acid) assay was performed comparing
control (uninfected) cells with infected cells. After the infection of Leishmania (L.)
amazonensis with macrophages, cells were incubated for up to 48 hours in *H-palmitic acid
complexed with bovine serum albumin. Subsequently, macrophages were subjected to lipid
extraction and the different lipid classes separated by thin layer chromatography (TLC) and
gas chromatography (GC/MS). The associated radioactivity was determined by liquid
scintillation counting. The results indicated a higher uptake of *H -palmitic acid in the total
lipids of infected macrophages compared to the control group. Lipid classes like free fatty
acid, triacylglycerol, and esterified cholesterol were the most significant changes using the
unpaired t-Student test, p<0,05. In infected macrophages showed a greater quantity and
diversity of fatty acids, among them stearic acid (C18: 0), arachidonic acid (C20: 4n6), acid
4,7, 10,13,16,19-docosahexaenoic acid (C22: 6n3), palmitic acid (C16: 0), oleic acid (C18:
1n9c) and linoleic acid (C18: 2n6c). Ergo, Leishmania (L.) amazonensis is able to manipulate
the lipid metabolism of murine macrophages to their own benefit, certainly incorporating

these lipids for their survival, differentiation and proliferation in the host.

Key words: cutaneous leishmaniasis; fatty acids; lipid metabolism; murine macrophages;

host-parasite interaction.
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1. INTRODUCAO
1.1. As leishmanioses

1.1.1. Biologia

As leishmanioses sdo causadas por protozodarios unicelulares pertencentes a Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanossomatidae, definidos pela presenca de um flagelo e o
cinetoplasto, organela rica em DNA mitocondrial. O género Leishmania, é subdividido em
dois subgéneros, Leishmania e Viannia (STEVERDING, 2017). Conforme Shaw (2006), as
trés principais espécies encontradas no Brasil sdo a Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e a Leishmania (Viannia) brasiliensis.

Quanto a morfologia Leishmania possui duas formas principais: a forma amastigota
caracterizada como celulas ovodides, imoOveis e sem flagelo aparente encontradas em
macréfagos de mamiferos e a forma promastigota percebida por células alongadas, flageladas
com grande mobilidade e é encontrada no intestino do vetor. A forma promastigota pode ser
dividida em: prociclica, que € a fase proliferativa; e metaciclica, que é a forma mais conhecida
caracterizar a fase infectiva no ciclo do parasita e pode ser mantida sob condicdes artificiais
em meios de culturas especiais para manter a infectividade (Figura 1) (SACKS, 1989;
BATES, 1994).

Amastigota
g@\’
=

Promastigota prociclico

e~

Promastigota metaciclico

Figura 1. Representacdo dos principais estdgios do desenvolvimento de Leishmania (L.) amazonensis
(TEIXEIRA, 2013).

Os parasitas do género Leishmania sdo transmitidos através da picada do vetor

ZEm

(fémea), um inseto pertencente a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia

Phlebotominae, géneros Phlebotomus, Lutzomyia, dentre outros. A Subfamilia caracteriza o
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nome comum flebotomineo, ja o género Phlebotomus, o termo fleb6tomo, que também é
utilizado como nomenclatura ao referir-se a espécies contidas na Subfamilia Phlebotominae.

Sdo exemplos de vetores endémicos no Brasil Lutzomyia longipalpus, Lutzomyia
umbratilis, Lutzomyia flasvicutellata e Lutzomyia whitmani (TEIXEIRA, 2013). Conforme
Bates (2017), a disseminacdo das leishmanioses depende das caracteristicas das espécies de
parasitas, das caracteristicas ecologicas locais dos locais de transmissdo, da exposigdo atual e
passada da populacdo humana ao parasita e do comportamento humano. Segundo World
Health Organization (WHO, ou Organizacdo Mundial de Saude, OMS) cerca de 70 espécies
de animais, incluindo humanos, foram encontrados como hospedeiros naturais de parasitas
como Leishmania.

Normalmente durante a alimentacdo, os flebotomineos ndo infectados obtém sangue
através da proboscide, que passa da faringe ao intestino médio através da valvula cibarial ou
estomodeal, onde é digerido. A infeccdo do vetor ocorre durante o repasto sanguineo, quando
a fémea do fleb6tomo (hematdéfaga) pica um hospedeiro infectado e ingere o plasma
sanguineo que contém especialmente macréfagos infectados, e consequentemente formas
amastigotas de Leishmania. Apds o repasto sanguineo do vetor, ocorre 0o rompimento da
membrana dos macrofagos ingeridos que ainda ndo tinham sofrido lise no corpo do
hospedeiro. Em flebotomineos infectados parasitos como Leishmania se ligam a valva
estomodeal e na regido anterior do intestino, ocorre a diferenciagcdo das formas amastigotas
em promastigotas prociclicos no interior da matriz peritrofica. Para 0s promastigotas
migrarem até o epitélio do trato digestério, rompem a matriz peritréfica, com finalidade de
multiplicacdo e aderéncia (pelo flagelo). Logo apds a proliferacdo, migram para da regido
anterior do intestino até a valvula estomodeal, onde se aglomeram e sofrem um processo de
diferenciacdo, denominado metaciclogénese. Ao mesmo tempo, secretam proteofosfoglicano
filamentoso (fPPG) que se condensa para formar o gel de secrecdo de promastigotas (PSG)
que obstrui o intestino médio e faringe. O bloqueio de PSG forca a valvula estomodeal a abrir,
permitindo que parasitos (e gel) atinjam a faringe e o intestino anterior, permitindo que o
sangue se misture com PSG durante o repasto sanguineo e levado de volta a faringe. Como a
PSG é altamente solUvel, quando o sangue € eventualmente sugado desobstrui a barreira de
parasitos (e gel). Uma proporcdo de parasitas do intestino médio e PSG sédo regurgitadas por
refluxo no interior da derme e/ou bolha de sangue no hospedeiro vertebrado. (Figura 2, dos
passos 1 até 7) (ROGERS, 2012; SACKS & PERKINS, 1984; SCHLEIN, 1992).
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Fases no inseto vetor

5

Segundo Rogers (2009) a infeccdo nos hospedeiros vertebrados acontece no momento
em que fleb6tomo fémea infectada pica o mamifero, inoculando as formas promastigotas
metaciclicos (forma infectiva) durante o repasto sanguineo. Bates (2018) afirma que durante
os primeiros dias de infecgdo, 0 parasita esta mais vulneravel as respostas imunes inatas do
hospedeiro e a picada de flebotomineos. Isso € um impasse para os flebotomineos, uma vez
que eles causam mais danos a pele ao dilacerar capilares da derme superior com sua
proboscide em forma serrilhada para se alimentar numa bolha de sangue. Isso significa que o
PSG e a saliva do vetor operam em um local que receberd uma resposta inflamatéria na

tentativa de reestabelecer a homeostase no tecido. Conforme Rogers (2012) foi descoberto
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que o PSG foi capaz de influenciar fortemente o recrutamento de macréfagos por neutréfilos
em conjunto com a saliva. Desde entdo percebe-se que Leishmania spp trabalha de forma
sinérgica para localizar a célula hospedeira potencial da infeccdo com auxilio da propria
picada do flebotomineo, saliva e PSG do parasita. Conforme Teixeira (2013) formas
promastigotas metaciclicos sdo primitivamente fagocitadas pelos neutrofilos e macrofagos e
no interior do vacuolo parasitdéforo € iniciada a diferenciagdo em formas amastigotas na
membrana interna do vactolo. Em células como macrofagos, amastigotas se multiplicam por
divisdo binaria tomando grande parte do citoplasma. Ja em neutréfilos, amastigotas ndo se
multiplicam em seu interior. Apds sucessivas replicagdes das formas amastigotas, as
membranas do vacuolo parasitéforo e macrofago se rompem liberando os amastigotas que
poderdo ser fagocitados por outros macréfagos ou serem sugados por uma nova fémea de
flebotomo durante o repasto sanguineo (Figura 2, dos passos 7 até 16). Conforme Bates
(2018) a partir da segunda busca por ingestdo de sangue ocorre um novo ciclo de
multiplicacdo que leva a uma popula¢do substancialmente aumentada de promastigotas

metaciclicos e promastigotas prociclicos, ambos contribuindo para o aumento da transmisséo.
1.1.2. Epidemiologia

As leishmanioses estdo entre as doengas mais negligenciadas do mundo que afetam os
humanos. No continente americano, o Brasil € o pais com a maior incidéncia estimada de
leishmanioses nas formas visceral e cutaneas (PAHO WHO Brazil, 2017).

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios parasitas de mais de 20 espécies de
Leishmania. Sabe-se que mais de 90 espécies de fleb6tomos transmitem as leishmanioses.
Conforme WHO (2018) existem quatro principais formas de manifestacdo da doenca:
visceral, cutanea, cutanea difusa e mucocutanea (Tabela 1). Corroborando, a Tabela 1 mostra
que dentre as principais especies de Leishmania, para cada uma das especies ha associacdo
direta a um quadro clinico diferente, mas segundo Kaye & Scott (2011) pode-se considerar a
existéncia de, pelo menos, cinco formas clinicas diferentes causadas pelas principais espécies
brasileiras, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, como as formas cutaneas, mucocutanea, cutanea
difusa, visceral (ou Calazar) e lesdo dérmica pos-calazar. Ja a figura 3 mostra a distribuicdo

geografica da leishmaniose cutanea e mucocutanea em todo o mundo (WHO, 2015).
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Tabela 1. Distribuicdo das principais espécies de Leishmania em correlagdo ao tipo de doenca. Conteldo
adaptado de WHO (2018) e Teixeira (2013).

Subgéneros =

Leishmania

Viannia

As leishmanioses

Eurasia e
Africa

Ameéricas

Ameéricas

Visceral

Acentuado tropismo do parasito
pelas visceras. Também conhecida
como Calazar, pode ser fatal. E
caracterizada por crises irregulares
de febre, perda de peso, aumento do
baco e do figado e anemia. A
maioria dos casos de leishmaniose
visceral ocorre no Brasil, na Africa
Oriental e no Sudeste Asiatico. A
incidéncia anual de leishmaniose
visceral esta entre 50 mil a 90 mil
novos casos em todo o mundo.

L. donovani

L. infantum

L. infantum
chagasi

Cutanea

Lesdo cuténea principalmente Ulce-
ras, em partes expostas do corpo.
Com maior incidéncia nas Améri-
cas, na bacia do Mediterraneo, no
Oriente Médio e na Asia Central.
Estima-se que ocorram 1 milh&o de
novos casos de leishmaniose cuta-
nea anualmente. A epidemiologia
nas Americas é muito complexa,
com variagdes nos ciclos de trans-
missdo, hospedeiros vertebrados,
vetores flebotomineos, manifesta-
¢Oes clinicas, resposta a terapia, e as
maltiplas espécies de Leishmania
circulantes numa mesma area.

L. major
L. tropica

L. aethiopica

L. infantum
chagasi

L. pifanol

L. mexicana

L. amazonensis

L. braziliensis
L. guyanensis
L. panamensis
L. peruviana
L. lainsoni

L. naiffi

L. lindenberg

L. shawi

Cuténea difusa

LesBes cronicas e disseminadas que
se assemelham a lepra. Ndo ha cura
diponivel.

L. aethiopica

L. mexicana

L. amazonensis

Mucocutanea

Destruicdo parcial ou total das
membranas mucosas do nariz, boca
e garganta. Mais de 90% dos casos
de leishmaniose = mucocutanea
ocorrem na Bolivia, no Brasil, na
Etiopiae no Peru

L. braziliensis

L. panamensis
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B Paises que relataram casos de Leish. Cutanea
B Paises que relataram coletivamente 90% dos casos de Leish. Cutanea
Bl Paises que relataram casos de Leish. Mucocutanea

Figura 3. Situagdo epidemiolégica da Leishmaniose Cutdnea e Mucocutanea, 2015. Adaptado de: WHO
<http://lwww.who.int/leishmaniasis/Unveiling_the_neglect_of leishmaniasis_infographic.pdf?ua=1>.

No Brasil sdo relatadas altas taxas de coinfeccdo por Leishmania e pelo Virus da
imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus, HIV). As pessoas coinfectadas
com Leishmania e HIV tém alta chance de desenvolver a doenca clinica completa o que
agrava a ocorréncia de recaida e mortalidade. O tratamento antirretroviral reduz o
desenvolvimento da doenca, diminui as recaidas e aumenta a sobrevida dos pacientes
coinfectados (WHO, 2018; ALVES, 2015).

1.2. Modelos murinos e sua importancia para o estudo das

leishmanioses

Com intuito de compreender infeccdes com as quais 0s humanos sdo acometidos e
assim investigar mecanismos imunologicos, bioquimicos e genéticos de resisténcia frente aos
parasitas intracelulares como Leishmania, sdo utilizados modelos de interacfes parasitarias
experimentais inoculadas em diferentes linhagens de camundongos - seja in vitro ou in vivo.
As diferentes linhagens utilizadas sdo capazes de mimetizar a infeccdo em humanos
(CONRAD, 2007; SCOTT & SCHARTON, 1994).
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Quando camundongos da linhagem BALB/c
(Figura 4) foram infectados com Leishmania (L.) major,
eles apresentaram doenca progressiva e cronica, pois sao
mais suscetiveis a infeccdo (SCOTT & SCHARTON,

=

1994; FONSECA, 2003). Entretanto, camundongos das *’ :

linhagens C57BL/6, C3H/HeJ e CBA sdo mais resistentes Yoo -,
a

e podem contornar a infeccdo por Leishmania (L.) major
(FONSECA, 2003). O perfil de resisténcia a infeccao por

Leishmania (L.) major esta associado ao desenvolvimento Figura 4. Foto representativa de um

camundongo (Mus musculus) sadio

de uma resposta tipo Thl, enquanto o padrdo de da linhagem de BALBYc.

susceptibilidade é decorrente de uma resposta Th2. Assim
0 uso de camundongos da linhagem BALB/c é um
modelo experimental mais fiel a futuros estudos em Homo
sapiens sapiens.

Os trabalhos de Conrad (2007), Fonseca (2003) e Scott & Scharton (1994) certamente
serviram de base para pesquisas aplicadas como a vacina desenvolvida por Martins e
colaboradores (2016), o estudo mostra que uma nova vacina baseada em epitopos especificos
de células T em BALB/c foi capaz de induzir protecdo contra a infeccdo por Leishmania (L.)

amazonensis para a mesma linhagem de camundongos.

1.3. Metabolismo de lipidios

1.3.1. Estrutura e funcéo dos lipidios

Os lipidios agregam inimeras formas de compostos quimicos, e sdo unidos/definidos
por sua hidrofobicidade. Os lipidios podem ser classificados quanto a funcionalidade, como
armazenamento (acidos graxos, glicerolipidios e ésteres), estrutura de membranas
(glicerofosfolipidios, esfingolipidios e esterdis), sinalizacdo e cofatores (fosfatidilinositais,
eicosanoides, esteroides e vitaminas).

O éacido graxo (FA, do inglés Fatty Acid) é encontrado no sangue complexado a
abulmina, no interior de células dentro goticulas lipidicas e também como componente de
lipidios mais complexos. Os glicerolipidios sdo compostos de um a trés acidos graxos, cada
um em ligacdo éster com uma molécula de glicerol, como o monoacilglicerol (MAG), o

diacilglicerol (DAG) e o triacilglicerol (TAG) que em sua maioria serve como depdsito de
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energia. Os esterdis tém um sistema de anel tetraciclico, com uma ligagdo dupla em um dos
anéis e um grupo hidroxila livre. Encontram-se tanto como colesterol livre (CHO), onde tem
um papel essencial na manutencdo da fluidez da membrana, quanto na forma de colesterol
esterificado (CHOE) que é armazenado intracelularmente. Esses esterdis circulam pela
corrente sanguinea em carreadores proteicos como lipoproteinas. (BAYNES, 2010; NELSON
& COX, 2014).
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Acido graxo Triacilglicerol Colesterol esterificado

Figura 5 Representacdo esquematica de um &cido graxo, um triacilglicerol e um colesterol esterificado
(LipidMaps.org).

1.3.2. Metabolismo lipidico em macrofagos murinos e

Leishmania

Para a sobrevivéncia do parasito, Leishmania (L.) amazonensis, sdo manipulados 0s
mecanismos moleculares da resposta imune dos macrofagos para que esse consiga subsistir no
hospedeiro vertebrado (GOMES, 2015; ALVES, 2015).

Parasitas do género Leishmania, dentre outros da Familia Trypanosomatidae, ndo
possuem vias completas de biossintese e degradacao de lipidios, portanto, necessitam adquirir
essas macromoléculas dos hospedeiros. Embora na literatura seja demonstrada a endocitose
de metabdlitos externos do hospedeiro, ndo sao descritos todos os meios moleculares de como
ocorre essa captacdo dentre a ampla pluralidade de classes lipidicas. Assim como ndo é
caracterizado em que momentos do ciclo de vida de Leishmania spp. ocorre maior indugéo a
mobilidade de lipidios (DE CICCO, 2014; CUNHA-E-SILVA NL., 2002; FURLONG, 1989;
BERMAN, 1984; MORITA, 2000).

Foi afirmado por Spath (2003) que em Leishmania faz a sintese de
glicosilfosfatidilinositol, incluindo lipofosfoglicanos ancorados, importantes para a
especificidade do hospedeiro e sobrevivéncia do parasita no flebotomineo vetor, e também é
sugerido que isso module a interagéo inicial com o hospedeiro vertebrado.

Foi demonstrado por Henriques (2003) que os fosfolipidios de macréfagos derivados
da medula 6ssea de camundongos suicos sdo transferidos para o vacuolo parasitéforo
contendo Leishmania (L.) amazonensis, em especial fosfolipidios como a lisofosfatidilcolina,
proveniente da quebra da fosfatidilcolina, justapostas aos fagolisossomos, para que o vacuolo
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parasitoforo seja formado. Além disso, ao analisar a composicdo lipidica da membrana
plasmatica isolada dos macr6fagos murinos foram encontrados em maioria classes de
fosfolipidios como a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina. Leishmania spp induz a
presenca de lipases tais como a fosfolipase A, que promove a quebra da fosfatidilcolina em
lisofosfatidilcolina e &cido araquiddnico, que é precursor da prostaglandina E, Assim esse
aumento dos niveis de fosfatidilcolina reflete indiretamente sobre a fosfolipase A, dos
macrdfagos para assim equilibrar a producéo prostaglandina E; e ceder lipidios ao vacuolo
parasitoforo. Apoiando a vertente de que o parasita modula o metabolismo de lipidios do
hospedeiro em prol da sua sobrevivéncia.

Lecoeur (2013) mostrou através de micrografias que leucécitos dendriticos mieloides
de camundongos C57BL/6 parasitados por formas amastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis tiveram maior captacdo de acido oleico em seus corpusculos lipidicos em
comparacdo a celulas controle. Além disso, tanto leucdcitos das linhagens de camundongos
C57BL/6 e DBA/2 infectados por Leishmania (L.) amazonensis tiveram modulagdes em suas
assinaturas transcricionais, correlacionadas a regulacao positiva de Receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomos (do inglés, Peroxisome Proliferator Activated Receptor
Gamma, PPARy) — que possui trés isoformas conhecidas a, /0 ¢ y — e essa é de particular
relevancia para a biologia dos adipdcitos, pois é o regulador chave da adipogénese e do
processo de lipogénese em adipocitos maduros. Também foi visto aumento na transcrigdo de
enzimas como Fosfatase acido fosfatidica 2B (do inglés, phosphatidic acid phosphatase type
2B, PPAP2Db) Acil-CoA: colesterol aciltransferase (do inglés, acetyl-CoA acetyltransferase 2,
ACAT 2), Acil-CoA: diacilglicerol aciltransferase 1 (do inglés, diacylglycerol O-
acyltransferase 1, DGAT1), e Acil-CoA: diacilglicerol aciltransferase 2/3 (do inglés,
diacylglycerol O-acyltransferase 2-like 3, DGAT2/3), que em conjunto promovem a sintese
de triacilglicerol e colesterol esterificado. Conforme suas analises, a geracdo desses lipidios
tende a ocorrer de forma peculiar porque ndo derivaram de enzimas da sintese de novo, mas
do aumento da importacdo de constituintes-chave, como &cidos graxos e colesterol, do meio
extracelular, e a modulacdo positiva de transcritos envolvidos em sua (re) esterificacdo, como
triacilglicerol e colesterol esterificado.

Rabhi (2016) fornece novas abordagens sobre a origem das goticulas lipidicas que séo
direcionadas para a proximidade de parasitas de Leishmania spp. Sugere-se que a formagéo de
goticulas lipidicas é de origem celular, dependente de estimulo. Foi demonstrado que tanto os
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parasitas podem captar goticulas de lipidios do macréfago, como podem eles mesmos
produzir no interior do vacuolo parasitoforo.

Segundo Rodriguez (2017), os macrofagos derivados da medula éssea da linhagem de
camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania (L.) infantum apresentam maior nimero
de corpusculos lipidicos totais em relacdo aos macréfagos nao infectados. Inclusive os
maiores corpusculos lipidicos foram vistos principalmente dentro de vacuolos parasitéforos.
Esses resultados contrastam com os de macréfagos BALB/c infectados por Leishmania (L.)
infantum, nos quais os Unicos corpusculos lipidicos sdo derivados de parasitas, € ndo de
origem de macréofagos (ARAUJO-SANTOS, 2014 apud RODRIGUEZ, 2017). Visto isso, seu
estudo apoia um modelo em que a expressdo e o papel dos corpusculos lipidicos na infeccéo,

dependem da combinacdo especifica de interacdes parasito versus hospedeiro.
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que espécies contidas no género Leishmania possuem singularidades ao
manifestar distintas formas de manipulacdo do hospedeiro vertebrado para sucesso na
disseminacéo da infecgdo (aguda ou cronica).

Os principais modos de atuacdo no combate as leishmanioses estdo com foco no
controle do diptero flebotomineo vetor, pelo uso de inseticidas, e eutanasia de hospedeiros
reservatorios como cdes (Canis lupus familiaris), mesmo sendo amplamente aceita a vacina
para a leishmaniose canina.

Os lipidios sdo protagonistas em func¢des primordiais nas células, visto que, compdem
as membranas celulares, armazenam energia sob a forma de triacilglicerol e colesterol
esterificado em lipoproteinas e goticulas lipidicas, sdo essenciais na geracdo moedas
energéticas via B-oxidacdo de acidos graxos, sdo precursores de importantes horménios
esteroides e podem participar como de vias sinalizacédo celular.

No geral os protozoarios dependem de lipidios, e ndo possuem vias completas de
conversdo em lipidios mais complexos. Assim precisam subsistir num hospedeiro para que
ocorra seu desenvolvimento e multiplicacdo. Mesmo com possibilidade de sintetizar a maioria
de seus lipidios, ha uma tendéncia nesses parasitas em captarem lipidios de seu hospedeiro ou
manipular as vias de biossintese e/ou degradacdo de lipidios para adquiri-los. Apesar disso, s6
foram percebidas nuances dos mecanismos que governam essa manipulacdo do metabolismo
de lipidios do hospedeiro.

Em posse desses argumentos, este trabalho se faz imprescindivel em esforgcos pelo
entendimento do metabolismo de lipidios neutros, em especial os lipidios envolvendo &cidos
graxos em sua composi¢do. A fim de reportar indagacGes sobre o que acontece com 0
metabolismo lipidico de células do sistema imune do hospedeiro vertebrado quando é

submetido a interacdo parasitaria por Leishmania (L.) amazonensis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar o metabolismo de lipidios em macréfagos peritoneais de camundongos

BALB/c durante a infeccdo com Leishmania. (L.) amazonensis.

3.2. Objetivos Especificos

¢ Determinar a biossintese de lipidios a partir de acido palmitico-3H
¢ Analisar os lipidios sintetizados pelos macréfagos infectados;

¢ Determinar a composicao de &cidos graxos em macréfagos infectados.
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4. MATERIAL & METODOS
4.1. Cultivo e manutencdo do modelo experimental

4.1.1. Animais

Camundongos BALBI/c entre 8-12 semanas de idade foram mantidos no laboratorio de
Imunologia Veterinaria (LIV) do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (IV-UFRRJ) e seu uso aprovado conforme as normas do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) pela CEUA (Comissdo Etica de Uso
Animal) — IV n° 5306180618.

4.1.2. Obtencédo de macrofagos murinos

Camundongos BALB/c foram inoculados com 1,5mL de tioglicolato a 3%. Apds trés
dias, os macréfagos peritoneais foram obtidos através da lavagem da cavidade peritoneal com
meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) e plaqueados em laminulas de
vidro redondas de 13 mm? em placas de 24 pocos (2,0 x 10°/pogo) e incubados a 35°C/5%
CO? por 2 horas. As células ndo aderentes foram removidas pela lavagem dos pogos com
tampéo fosfato-salino (phosphate buffered saline, PBS) e incubadas por 24 horas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
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4.2. Protocolo experimental — Interacdo parasitaria em

macréfagos murinos

Macroéfagos estimulados com tioglicolato de camundongos BALB/c foram obtidos
conforme descrito acima. As células foram infectadas com formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis em fase estacionaria de crescimento, em uma propor¢do de
10p:1m por 2 horas a 35°C/5% COZ? Ap6s esse periodo, as células foram lavadas duas vezes
com PBS para a retirada dos parasitas livres e incubadas novamente nas mesmas condi¢cfes
acima. Foi aguardado até 48 horas de interacdo parasitaria — momento em que ocorre a
méaxima expansdo do vaclolo parasitéforo nos macréfagos — para a coleta das amostras
(Figura 6).
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Figura 6. Esquema da interacdo parasitaria in vitro entre macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c e
Leishmania (L.) amazonensis. Lé-se: M@ = macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c; M@ + La =
infeccdo 10p:1m (10 parasitas para cada 1 macrdfago) ou momento em que os macréfagos sdo infectados por
Leishmania (L.) amazonensis (La). Representacfes de macréfagos adaptadas de Teixeira (2013).
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4.3. Desenho experimental — Incubacdo com precursor

lipidico acido palmitico 3H

As amostras foram obtidas conforme o item 4.2, plaqueadas em placas de cultivo
celular de 24 pocos. Como controle foram reservados trés pocos contendo apenas macrofagos
peritoneais, para o ensaio experimental foram reservados também trés pocos, que sofreram
interacdo parasitaria. O volume de meio de cultura/poco foi de 300 pL.

Ao alcancar o tempo de 24 horas de interacdo parasitaria foi incubado nos pogos —
experimentais e controles — aproximadamente 1uCi de 3H-palmitato (3H-FA, acido graxo
(4cido palmitico/palmitato), palmitic acid 16:0 [9,10-°H(N)], PerkinElmer, Boston, MA,
USA) complexado a 10 pL de albumina livre de acidos graxos 0,01g% (BSA-FFA, Sigma)
por pogo, cerca de 50 mil DPM. Foi aguardado até 48 horas de interacdo parasitaria, momento
em gue ocorre a maxima expansao do vacuolo parasitéforo nos macréfagos, para a coleta das

amostras (Fig. 7).

M@ MJ + La Amostras
Estabelecimento Interagio coletadas
invitro 10p:1m ‘AR

I I I I

I [ I I
24h Oh 24h 48h
Antes

+
SH-FA-BSA

Figura 7. Esquema da incubacéo com precursor lipidico &cido palmitico-H (*H-FA) complexado a albumina
livre de 4&cidos graxos (BSA-FFA), complexo 3H-FA-BSA. Lé-se: M@ = macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c; M@ + La = infeccdo 10p:1m (10 parasitas para cada 1 macr6fago) ou momento em que
o0s macrdfagos sdo infectados por Leishmania (L.) amazonensis (La).
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4.4.  Analise de lipidios

4.4.1. Extracdo de lipidios

Apols as respectivas incubacles, todo o conteddo de ceélulas precipitadas (ou
sobrenadante separado) foi submetido a extracdo de lipidios com adaptacfes do método Bligh
e Dyer (1959), do seguinte modo: amostras foram dispostas em tubos conicos de vidro e
adicionados 1,9 mL da solucdo de solventes para extracdo de lipidios,
metanol:cloroférmio:dgua (1:0,5:0,4 v/v). As amostras foram agitadas com duracdo de
agitacdo de 5 segundos a cada 5 minutos, até que completasse uma hora. Apds o periodo de
agitacdo intermitente, as amostras junto a solucdo de extracdo foram centrifugadas por 20
minutos a 3.000 rpm. Assim foi coletado o sobrenadante contendo os lipidios, e reservado
num 2° tudo. O precipitado do 1° tubo passou pela extracéo de lipidios novamente, 1,9 mL da
mesma mistura de solventes, procedendo a agitacdo intermitente por mais uma hora, e
mesmas condicdes de centrifugacdo. Os sobrenadantes das duas extracdes foram unificados
no 2° tubo e neles colocados 1 mL de agua destilada e 1 mL de cloroformio. Apos 10
segundos de agitacdo, o material foi centrifugado em 3.000 rpm por 30 minutos e a fase
inferior, organica, que contém os lipidios, foi separada com auxilio de seringa de vidro de 15
mL e disposta num 3° tubo conico de vidro. O solvente foi evaporado por arraste de

nitrogénio gasoso (N?). Os lipidios totais foram ressuspendidos em 50 pL de cloroférmio.
4.4.2. Lipidios totais marcados com acido palmitico-*H

Apos a extracdo de lipidios dos macréfagos peritoneais previamente marcados com
*H-FA-BSA, 0s mesmos foram concentrados, ressuspendidos em 50 pL de cloroférmio, e
utilizado 10% do volume total da amostra (5 puL) para fazer a estimativa da quantidade do
complexo *H-FA-BSA se manteve dentro das células controle ou experimental.

A aliquota de 10% da amostra foi inserida em tubos (Pico Pro Vial, 4 mL,
PerkinElmer) junto a 1 mL de coquetel de cintilacdo (Optiphase Hisafe 3 - PerkinElmer). A
radioatividade associada aos lipidios foi determinada por cintilagdo liquida utilizando o
cintilador PerkinElmer TriCarb (Figura 8).

O contador de cintilacdo liquida quantifica a radiacdo estabelecendo a estimativa do
guanto a amostra cintila em comparacao aos seus padrdes internos de cintilacdo - seja para

radiacdo alfa, beta ou alfa e beta - emitida por isétopos como: carbono-14 (**C), fésforo-32
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(*?P), e o utilizado no presente trabalho, o tritio (*H). Portanto gera o resultado em Contagens
por minuto (CPMA) de radiacdo que compBe determinada amostra. Como a quantidade de
CPMA depende da precisdo do aparelho utilizado, em razdo disso € necessario que ocorra
uma conversdo para uma unidade de radiagdo universal. Por conseguinte, os resultados em
CPMA foram convertidos em Desintegraces por minuto (DPM) com auxilio de um padrédo

externo de contagem, a Curva de Quench para Tritio (Packard/PerkinElmer).

Lipidios totais

10% s
Extracdo de —
lipidios - TLC —
o !ar% = ‘
Metanol: 90% o~ L |
Cloroférmio: - CPMA

Agua — =
(1:0,5:0,4v/v) ’

Separacao de classes lipidicas DPM

Figura 8. Otimizacao dos lipidios de amostras marcadas com *H-FA-BSAe andlises realizadas.
Em posse dos resultados em CPMA, a coluna do Indice Espectral convertido devido

ao Padréo Externo (transformed Spectral Index of the External Standard - tSIE) das amostras
foi interpolada a t-SIE da Curva de Quench que estava pareada ao percentual de eficiéncia da
curva, com o auxilio do programa GraphPad Prism (v. 6.1, GraphPad Inc., CA, EUA). O
programa gerou o percentual de eficiéncia das amostras (%Eficiénciaa). Assim a amostra foi
corrigida:

CPMA,
% Eficiéncia, X 100

DPM, =

4.4.3. Cromatografia em camada fina (TLC)

Com os lipidios dos macréfagos peritoneais previamente marcados com 3H-FA-BSA,
ja extraidos e ressuspendidos em 50 pL de cloroférmio, foi utilizado 90% do volume total da
amostra (45 pL) para fazer o ensaio de cromatografia em camada fina (TLC) em placa de
silica (Silica Gel, 60F;s4, Merck KGaA., Frankfurt, DS, Alemanha), com suporte de aluminio,
20 x 20 cm.

Foi utilizado 0 método para separacdo de lipidios neutros, e o conjunto de solventes
foi hexano:dietil éter:acido acético (60:40:1 v/v) (VOGEL et al., 1962). Os lipidios foram
designados em comparagdo com 0s seguintes padrdes comerciais em concentracfes de 25,0
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pg aplicados na TLC (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, EUA): monoacilglicerol; 1,3 e
1,2  diacilglicerol;  triacilglicerol;  colesteril-oleato/colesteril-palmitato; e  &cido
oleico/palmitico.

A TLC foi corada por vapor de iodo (Merk) e os spots de lipidios correspondentes a
classes de lipidios como ésteres de colesterol, monoacilglicerol, diacilglicerdis, triacilglicerol,
e acidos graxos livres foram raspadas, a silica coletada e armazenada em tubos (Pico Pro Vial,
4 mL, PerkinElmer) junto a 1 mL de coquetel de cintilacdo Optiphase Hisafe 3 (PerkinElmer).
A radioatividade associada aos lipidios foi determinada por cintilagdo liquida, conforme no
item 4.3.2. Foi feita uma equivaléncia em do valor em DPM 90% para 100%, e gerada a

figura 10.

4.4.4. Cromatografia gasosa com Espectrometria de Massa
(GC/MS)

Para andlise da composicao de acidos graxos, foi utilizada a técnica Cromatografia
Gasosa com Espectrometria de Massa (GC/MS). As amostras foram obtidas conforme o
tépico 4.2, a quantidade de células utilizadas foi de 1,0 x 10° macréfagos peritoneais, em
frasco de cultivo celular de 25 cm® Foi reservado um frasco de cultivo celular para
macrofagos controle, e outro para macrdfagos infectados que detinha formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis em fase estacionaria de crescimento, em uma propor¢do de
10p:1m. O volume de meio de cultura em ambas as garrafas foi de 6 mL, além de terem sido
mantidas na horizontal para melhor estabilidade no cultivo das células. Foi separado pellet
contendo as células (lisado celular) e o sobrenadante (meio de cultivo celular do ensaio) das
mesmas. Os lipidios totais foram extraidos os lipidios (vide topico 4.4.1).

Os lipidios totais foram secos com N?, ressuspendidos em tolueno (1 mL) num tubo
conico de vidro, e foi adicionado &cido sulfurico 1% em metanol (2 mL). A mistura foi
vedada e deixada overnight a 50 ° C. Foi adicionado 1 mL de cloreto de sodio 5% e o0s ésteres
necessarios foram extraidos duas vezes com 2 mL de hexano utilizando pipetas Pasteur para
separar as camadas. O solvente foi removido numa corrente de azoto. O &cido nonadecadico
(C19:0), padrdo interno, e o0 FAME (mistura de padrdes de &cidos graxos, Supelco 37
Component FAME Mix, Sigma-Aldrich), padrdo externo, seco e ressuspenso em 50 pL de
hexano. A anélise por GC/MS foi realizada num sistema Shimadzu GCMS-QP2010 Plus,
utilizando HP Ultra? (5% fenilmetilpolisiloxano), Agilent (25 m x 0,20 mm x 0,33). O injetor
foi ajustado a 250°C. A temperatura da coluna foi programada de 40 a 160°C a 30°C/min,
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160-233°C a 1°C/min, 233-300°C a 30°C/min e mantida a 300°C por 10 min. O gas hélio foi
utilizado como gas carreador com velocidade linear de 36,0 cm s™. Um volume de 1 uL de
amostra foi injetado no cromatdgrafo. A ionizacdo de elétrons (EI-70 eV) e um analisador de
massa quadruplo, operaram em varreduras de 40 a 440 um para a fracdo de acidos graxos de
cadeia longa. A interface foi ajustada a 240°C e a fonte de ions a 240°C para a fraccdo de
acidos graxos de cadeia longa. Os componentes foram identificados comparando seus
espectros de massa com os da biblioteca NISTO5 contida no computador do espectrometro de
massa. indices de retencdo também foram usados para confirmar a identidade dos picos no
cromatograma pela Supelco 37 Component FAME Mix (Sigma-Aldrich).

Os lipidios foram identificados através de comparacdo com os controles enddgenos
para acidos graxos de cadeia longa (C19:0), estes sdo padrdes comerciais em concentraces
de 1,0 mg/mL (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, EUA) (Tabela 2):

Tabela 2 — Padrdes comerciais para lipidios que sofreram a insercdo de um éster de metila (nome sistematico). A
identificacdo foi feita através de comparagdo com os controles enddgenos para acidos graxos de cadeia longa, 0s
respectivos tempos de retencdo em minutos versus intensidade, cujos espectros ficam armazenados no banco de
dados digital do aparelho. (*) padréo interno.

Composto
Tempo de | Esqueleto
retencéo de Nome sistematico Nome comum
(min) carbono
10.817 |[C12:0 Dodecanoic acid, methyl ester Acido laurico
25.900 |[C16:0 Hexadecanoic acid, methyl ester Acido palmitico

9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-,

methyl ester Acido linoleico

36.342 | C18:2n6c

36.817 |C18:1n9¢c |9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester | Acido oleico

37.300 |C18:1n9t |9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- | Acido elaidico

38.700 |[C18:0 Octadecanoic acid, methyl ester Acido esteérico

*45.825 [*C19:0 *Nonadecanoic acid, methyl ester *Acido nonadecandico

5,8,11,14-Eicosatetraenoic acid, methyl

47.725 | C20:4n6 Acido araquidénico

ester, (all-2)
49125 |C20:3n6 8,11,14-Eicosatrienoic acid, methyl A_C|do 8_,11114-
ester eicosatriendico
. 4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid, | Acido 4,7,10,13,16,19-
61.742 | C22:6n3 methyl ester, (all-Z) docosahexaenoico

65.867 [C22:1n9 | 13-Docosenoic acid, methyl ester, (Z)- | Acido ertcico
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4.5, Andalise estatistica

Para ser empregada a analise estatistica foram utilizados ensaios com média de trés
replicatas técnicas de trés repeticGes sob as mesmas condicdes laboratoriais. Assim 0s
resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (S.E.M.). As analises
estatisticas dos dados foram realizadas por meio do software GraphPad Prism (v. 6.1,
GraphPad Inc., CA, EUA). Os valores para cada grupo foram comparados pelo teste t de
Student ndo pareado. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando

p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Aincorporacao de acido palmitico-3H

Para alcancar o objetivo de determinar a biossintese de lipidios a partir de acido
palmitico-3 em macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c induzida pela infeccdo por
Leishmania (L.) amazonensis, foi feito o ensaio de incorporacdo de acido palmitico-*H
comparando células controle (ndo infectadas) com células infectadas. Os resultados indicaram
uma absorc¢éo significativa do &cido palmitico-3H presentes nos lipidios totais de macrofagos
murinos infectados em comparacdo ao grupo controle (24.758,0 + 2.674,0 vs. 13.290,0 +
1.826,0 DPM, p = 0,0240).

Lipidios totais
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Figura 9. Lipidios totais marcados com &cido palmitico-*H em macréfagos murinos infectados com Leishmania
(L.) amazonensis. Os macr6fagos peritoneais (2,0x10°) foram infectados com Leishmania (L.) amazonensis
(10p:1m), incubados em RPMI com SFB 5%, na presenca de 1uCi de 3H-FA-BSA. Em 48 horas apés o inicio da
infeccdo, as células foram retiradas, extraidos os lipidios e analisadas aliquotas da amostra. A barra cinza indica
0s macrofagos controle (sem interacdo parasitaria) (n=3) e a barra preta indica 0os macréfagos infectados (n=3).
Os valores representam a média + erro padrdo. (*) representa o valor de p < 0,05 conforme o teste t de Student

ndo pareado.
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5.2. A captacdo e biossintese do acido palmitico-3H em

lipidios neutros mais complexos

Com o intuito de analisar os lipidios sintetizados pelos macrofagos infectados, lipidios
extraidos das amostras foram submetidos a TLC, pois na figura 9 houve maior captacédo de
acido palmitico-H nas células infectadas.

A figura 10 mostra, em DPM/2x10° células, as principais classes de lipidios neutros
marcadas com &cido palmitico-*H em macréfagos murinos controle e infectados com
Leishmania (L.) amazonensis em 48 horas de infec¢do. Assim, é possivel observar um
aumento expressivo da utilizacdo de acido palmitico-*H na biossintese em classes lipidicas
como triacilglicerol (3.590,0 + 524,3 vs. 1.092,0 £ 525,7 DPM, p = 0,0282) e colesterol
esterificado (1.919,0 + 214,3 vs. 623,3 + 186,6 DPM, p = 0,0103) em células infectadas frente
as células controles, respectivamente. E possivel perceber também o aumento significativo de
acidos graxos livres (9.208,0 £ 2.850,0 vs. 704,0 + 118,0 DPM, p = 0,0407) nas células
infectadas. Classes lipidicas como monoacilglicerol e diacilglicerol ndo apresentaram

diferenga significativa.
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Figura 10. Classes lipidicas marcadas com 4&cido palmitico-3H em macrdfagos murinos infectados com
Leishmania (L.) amazonensis. Os macr6fagos peritoneais (2,0x10°) foram infectados com Leishmania (L.)
amazonensis (10p:1m), incubados em RPMI com SFB 5%, na presenga de 1uCi de 3H-FA-BSA. Em 48 horas
apoés o inicio da infeccdo, as células foram retiradas, os lipidios foram extraidos e as classes lipidicas separadas
por TLC. As barras cinzas indicam os macréfagos controle (sem interagdo parasitaria) (n=3) e as barras pretas
indicam os macréfagos infectados (n=3). Os valores representam a média * erro padrdo. (*) representa o valor de

p < 0,05 conforme o teste t de Student ndo pareado.
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5.3. Caracterizacdo de acidos graxos de cadeia longa

Os acidos graxos livres tiveram destaque significativo nos macrofagos infectados em
relacdo aos controles (Fig. 10), apoiado nisso houve interesse em saber quais acidos graxos
compdem este modelo experimental. Como o conjunto de solventes utilizado na TLC nao
pode caracterizar totalmente os tipos de &cidos graxos — por apresentarem padrdo de corrida
muito semelhante — as amostras foram submetidas a GC/MS.

Ao final de 75 minutos de retencdo da amostra no aparelho, obtive os gréaficos
apresentados nas figuras 11 e 12. Na figura 11 vé-se os cromatogramas com 0s picos de
intensidade de area da massa durante o tempo de retencdo da amostra no aparelho que
caracterizam o perfil de acidos graxos no lisado celular de macréfagos murinos infectados por
Leishmania (L.) amazonensis e controles (ndo infectados), bem como o sobrenadante destas
condicBes que também foi analisado. J& na figura 12 estdo plotados os valores em pg de
lipidios/1x10° macréfagos murinos.

Nas figuras 11 e 12, é nitido que h&d maior quantidade e diversidade de acidos graxos
nas analises de macrofagos murinos infectados por Leishmania (L.) amazonensis, seja no
lisado celular (M@+La) ou no sobrenadante em que essas células se estabeleceram. No lisado
celular de macrofagos infectados sdo majoritarios acidos graxos como o estearico (18:0), o
acido araquidénico (C20:4n6), o acido 4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (22:1n9), o acido
palmitico (C16:0), e, os acidos oleico (C18:1n9c) e linoleico (C18:2n6). No lisado celular de
macrofagos murinos controles (ndo infectados), &cidos graxos como o esteérico (C18:0) e o
erucico (C22:1n9) sdo majoritarios.
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Figura 11. Cromatogramas referentes a caracterizacdo de acidos graxos em macrofagos murinos infectados por
Leishmania (L.) amazonensis e controles (ndo infectados). Apds macr6fagos murinos sofrerem 48 horas de
infecdo por Leishmania (L.) amazonensis foi retirado o sobrenadante das células e reservado, e as células foram
lavadas. Foi realizada a extracdo de lipidios das amostras, que passaram pela extracdo de acidos graxos. As setas
expressam os esqueletos de carbono: &cido laurico (C12:0), &cido palmitico (C16:0), acido linoleico (C18:2n6c),
acido oleico (C18:1n9c), &cido elaidico (C18:1n9t), &cido esteérico (C18:0), padrdo interno &cido nonadecandico
(C19:0), é&cido araquiddnico (C20:4n6), éacido 8,11,14-eicosatriendico (C20:3n6), acido 4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico (C22:6n3), acido erdcico (C22:1n9) e seus respectivos tempos de retencdo (em minutos), e
indicam os picos correspondentes. Os cromatogramas sao representativos de um experimento independente.
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Figura 12. Caracterizacéo de acidos graxos em macrofagos murinos infectados por Leishmania (L.) amazonensis
e controles (ndo infectados). Para melhor entendimento dos cromatogramas da figura 11 foi plotado o gréafico
barras com os dados em pg de lipidios/1x10® macréfagos murinos. As barras cinzas indicam os macréfagos
controle (sem interacdo parasitaria) e as barras pretas indicam os macréfagos infectados. (A) Acidos graxos que
compdem o lisado celular de macréfagos murinos infectados por Leishmania (L.) amazonensis e controles (ndo
infectados); (B) Acidos graxos que compdem o sobrenadante células no modelo in vitro de macr6fagos murinos
infectados por Leishmania (L.) amazonensis e controles (ndo infectados). O eixo das abscissas expressa 0s
esqueletos de carbono (vide figura 11). Dados representativos de um experimento independente.
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6. DISCUSSAQO

Os protozoarios do género Leishmania possuem particularidades ao manifestar
distintas formas de manipulacdo do hospedeiro vertebrado para sucesso na disseminacdo da
infeccdo seja ela cuténea, cutdnea difusa, mucocutanea ou visceral, que podem ocorrer de
maneira aguda ou cronica. Os principais modos de atuacdo no combate as leishmanioses estdo
com foco no controle do vetor flebotomineo, pelo uso de inseticidas. Assim se faz necessario
pesquisar os mecanismos de acdo de Leishmania spp para entdo desenvolver métodos mais
eficazes de combate a leishmaniose. (ALVES, 2015; GOMES, 2015; WHO, 2018).

Os lipidios desempenham fungdes primordiais em seres vivos. Os parasitas dependem
de lipidios, e ndo possuem vias completas de conversdo em lipidios mais complexos. Assim
necessitam permanecer num hospedeiro para que ocorra seu desenvolvimento e multiplicacéo.
Mesmo com possibilidade de criar a maioria de seus lipidios, hd& uma tendéncia nesses
parasitas em captarem lipidios de seu hospedeiro ou manipular as vias de biossintese e/ou
degradacéo de lipidios para adquiri-los. Embora na literatura seja demonstrada a endocitose
de metabolitos externos do hospedeiro, ndo séo descritos todos os meios moleculares de como
ocorre essa captacdo dentre a ampla pluralidade de classes lipidicas. Assim como nédo é
caracterizado em que momentos do ciclo de vida de Leishmania ocorre maior indugdo a
mobilidade de lipidios (BERMAN, 1984; CUNHA-E-SILVA, 2002; DE CICCO, 2014;
FURLONG, 1989; MORITA, 2000).

Na figura 12 deste trabalho foi possivel perceber uma maior captacdo do acido
palmitico-3H e sua internalizacdo nos macréfagos murinos, sendo significativamente maior
em macrofagos murinos que foram infectados por Leishmania (L.) amazonensis. Este
resultado corrobora com Henriques (2003) onde sugere que fosfolipidios captados pelos
macrofagos infectados por Leishmania (L.) amazonensis sdo transferidos aos parasitas.
Trabalhos similares como os de Henriques (2003), Lecoeur (2013), Rabhi (2016) e Rodriguez
(2017) também mostraram, sob diferentes abordagens, uma maior quantidade de corpusculos
lipidicos em macrdéfagos murinos infectados por parasitos do género Leishmania, além disso o
mesmo perfil foi observado por Mota (2014) em macréfagos murinos infectados por
Toxoplasma gondii. Demonstrando que a presenca de parasitos fagocitados por macréfagos
murinos podem modular o metabolismo dos macrofagos desde estimular uma maior captacdo

de metabdlitos do meio de cultura, e até encaminha-los ao interior do vacuolo parasitéforo.
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Os resultados da figura 10 mostram as alteracdes nas classes de lipidios neutros de
macréfagos murinos infectados por Leishmania (L.) amazonensis em compara¢do aos
macréfagos que ndo foram infectados. Ao separar os lipidios percebeu-se um aumento
significativo da biossintese classes lipidicas como triacilglicerol e colesterol esterificado a
partir do precursor &cido palmitico-3H, isto em células infectadas frente as células controles,
respectivamente. De Cicco (2014), demonstrou que formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis sao capazes de acumular colesterol total em seu citoplasma, além de esterificar o
colesterol livre derivado da lipoproteina de baixa densidade (LDL), uma prova da existéncia
da ACAT. Lecoeur (2013) e Rabhi (2016) mostraram através de tecnicas de analise
transcricional que ha aumento de transcricdo de ACAT e DGAT em leucdcitos e macrofagos
infectados por Leishmania, e também processos associados com um aumento na captacdo de
acidos graxos em C57BL/6 infectados por Leishmania (L.) amazonensis, mostraram
modulacdo de transcritos envolvidos na geracdo extracelular de acido fosfatidico e hidrélise
de monoacilglicerol, bem como a geracdo de acido graxo intracelular, captacéo e transporte.
Ent&o o colesterol esterificado aumentado pode ser proveniente da inducdo de Leishmania (L.)
amazonensis sobre o metabolismo de lipidios do macrofago, mas também pode ter sido
esterificado por enzimas dela mesma.

Em animais vertebrados, principalmente os adipocitos, armazenam grandes
quantidades de triacilglicerdis na forma de goticulas lipidicas que fornecem energia e
precursores biossintetizantes. Goticulas lipidicas compostas por glicerolipidios séo
observadas outras células de mamiferos, como macréfagos murinos e em maior quantidade
em macrofagos murinos infectados por Leishmania (L.) amazonensis (RABHI, 2016) e além
disso, podem ser observadas em protozoarios da familia Trypanossomatidae (CHAGAS-
LIMA, 2016; KLUCK & REGIS, 2017). Estes contém lipases, enzimas que catalisam a
hidrolise de triacilglicerois armazenados, liberando é&cidos graxos livres para serem
transportados aos sitios onde sdo necessarios como combustivel.

Ja foi descrito, em mamiferos, que os &cidos graxos livres ndo esterificados circulam
no sangue devido a ligacdo ndo covalente a albumina. Por isso ndo contém o grupo carboxila
carregado, tornando-se menos sollveis em agua em comparacdo aos acidos graxos livres. Na
figura 10 é visto o0 aumento significativo desses acidos graxos livres que pode ser explicado
devido a dois fatores: o primeiro devido ao complexo 3H-FA-BSA ter sido captado pelas
celulas e este foi mantido intracelularmente sem ser convertido noutros lipidios; o segundo

fator € que o complexo 3H-FA-BSA pode ter sido captado pelas células, transformado em
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outros lipidios ao longo da infeccdo e mesmo assim ter sofrido acdo de lipases e retornou a
sua forma de acidos graxos livres, ou seja, que as vias de biossintese e degradacdo de acidos
graxos estavam trabalhando de forma sinérgica, bem como as vias relacionadas a utilizacéo
destes metabolitos, que é uma hipdtese em parte defendida por Lecoeur (2013). Além de
estocagem dos &cidos graxos, 0s mecanismos do metabolismo para esta categoria poderiam
estar relacionados a ser usados pelas formas amastigotas presentes no vactolo parasitéforo
para produzir energia via B-oxidacdo de acidos graxos, um processo que € conhecido por
ocorrer em Leishmania (L.) major, envolvendo varias enzimas que foram detectadas pelo
sequenciamento do seu genoma (IVENS, 2005). Acidos graxos também s&o importantes por
estarem intimamente relacionados a formagdo de eicosanoides, compostos das
prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos e derivados dos &acidos graxos
hidroxilados, e, assim estarem ligados a respostas de imunidade e inflamacao.

Em consequéncia da diferenca significativa em quantidade de &cido palmitico->H entre
macréfagos infectados vs. controles (figura 10) foi estimulada a curiosidade em caracterizar
0s acidos graxos que compdem tais macréfagos. Com base em Nelson & Cox (2014) ao partir
do principio que é comum a producdo de &cido palmitico a partir da enzima acido graxo
sintase (FAS), percebe-se que o acido palmitico (C16:0) pode sofrer alongamento e tornar-se
acido esteérico (C18:0), que entdo passa por uma série de dessaturagdes para a formacéo de
acido oleico (C18:1), &cido linoeico (C18:2), e reparte-se em dois grupos i) formacdo de
outros &cidos graxos poli-insaturados, como o acido 4,7,10,13,16,19-docosahexaendico e ii)
formacéo de &cido araquidénico (figura 13).

As figuras 11 e 12 expressam pela primeira vez resultados obtidos durante a
caracterizagdo do perfil de acidos graxos de cadeia longa em macréfagos murinos infectados
por Leishmania (L.) amazonensis, da mesma maneira que os macréfagos murinos controles
(ndo infectados). No geral é possivel perceber uma maior reserva de acidos graxos em
macrofagos murinos infectados (figura 12-A), e no sobrenadante dos macréfagos infectados
foram detectadas concentracfes altas de acidos graxos, em relacdo aos macrofagos controle
(figura 12-B).

De acordo com as figuras 14 e 15 vé-se que foi encontrado o acido estearico (C18:0) e
0 erucico (C22:1n9) que sdo acidos graxos majoritarios no lisado celular de macrofagos
murinos controle. J& no lisado celular de macréfagos infectados foram encontrados em sua
maioria acidos graxos como o esteéarico (18:0), o &cido araquidénico (C20:4n6), o acido
palmitico (C16:0), e, o acido 4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (22:1n9). No sobrenadante
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das células infectadas além destes foram encontrados o &cido oleico (C18:1n9c) e o acido
linoleico (C18:2n6), dentre outros acidos graxos insaturados, o que sugere que ha um perfil de

secretar acidos graxos com este carater.

Acido Palmitico
C16:0

1 Alongamento

Acido Estearico
C18:0

Dessaturacao

Acido Oleico
C18:1

Dessaturacao 1

Acido Linoleico

C18:2
Dessaturacao Dessaturacao
: Outros : Acido
acidos graxos Araquidonico
poli-insaturados C20:4n6

Figura 13. Esquema de alongamento e dessaturacao de &cidos graxos de cadeia longa.

O aumento desse perfil de acidos graxos pelos macréfagos infectados indica relacéo
com a formacdo dos eicosanoides, ja que seus substratos sdo o &cido dihomo-gamma-
linolénico, o é&cido araquidbnico e o A&cido eicosapentaendico. Para a sintese destas
substancias, o acido graxo precursor € clivado dos fosfolipidios de membrana pela acdo da
fosfolipase A2 ou fosfolipase C, dependendo do subtipo fosfatidil ao qual o acido graxo
essencial esté ligado.

Acidos graxos trans como o erdcico (C22:1n9), o 4cido araquiddnico (C20:4n6), acido
4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (22:1n9), acidos oleico (C18:1n9c) e linoleico (C18:2n6),
estdo ligados ao aumento do colesterol total e reducdo de lipoproteinas de alta densidade

(HDL), sendo fator prejudicial e agravante de doencas cardiovasculares (LI, 2018;
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BORTOLOTTO, 2005). Acidos graxos trans podem induzir também a resisténcia a insulina
de forma aguda (BRAY, 2002).

Acidos graxos como: laurico (C12:0), palmitico (C16:0), linoleico (C18:2n6c), oleico
(C18:1n9c) e estearico (C18:0) sdo conhecidos por propriedades antibacterianas e
antifungicas. De modo intrigante, acidos graxos insaturados sdo mais eficazes no controle
microbiano (ZHENG, 2005). Apesar de ser dito na literatura que uma maior incidéncia de
insaturacdo destes acidos graxos elucida a comprovacdo de uma possivel eficacia terapéutica,
esses acidos graxos se mostram elevados nos macrofagos infectados, o que leva a indagar que
esteja ocorrendo uma resposta imune mediada pelos macréfagos que module o metabolismo
de lipidios em prol de dessaturar lipidios e/ou manter alguns deles numa forma que limite a
infeccdo parasitaria.

Parasitas como Leishmania (L.) amazonensis induzem a presenca de lipases tais como
a fosfolipase A2, que promove a quebra da fosfatidilcolina em lisofosfatidilcolina e acido
araquidonico, que é precursor da prostaglandina E2 (HENRIQUES, 2003). O aumento dos
niveis de acido araquidénico no sobrenadante de macrofagos infectados indiretamente pode
ser justificado devido a equilibrio na producéao de prostaglandina E2.

O esquema na figura 14 representa e de maneira sucinta 0 mecanismo captacdo de
4cido palmitico-*H, seu estoque (que pode ocorrer preferencialmente em goticulas lipidicas),
seguido da sintese de triacilglicerol, colesterol esterificado, dentre outros lipidios, distribuicdo
de &cidos graxos e secrecdo para 0 sobrenadante, em macrofagos murinos infectados por
Leishmania (L.) amazonensis. Além disso, no mesmo esquema, com énfase na representacdo
dos esqueletos de carbono, é visto que dentro das reservas energéticas dos macréfagos
infectados ha abundancia de 4&cido estearico, palmitico e araquiddnico, enquanto no
sobrenadante vé-se, além desses, acidos graxos como o acido oleico e linoleico, produtos da

dessaturacdo do acido estearico.
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Figura 14. Representacdo esquematica do mecanismo captacdo de acido palmitico->H, seu estoque, seguido da
sintese de outros lipidios, distribuicdo de acidos graxos e secre¢do para o sobrenadante, em macrdfagos murinos
infectados por Leishmania (L.) amazonensis. Em énfase: M@ — macr6fagos peritoneais de obtidos de
camundongos BALB/c; 3H-FA-BSA — precursor lipidico acido palmitico-3H complexado a albumina sérica
bovina livre de 4cidos graxos; FA — &cidos graxos; CHOE — colesterol esterificado; TAG - triacilglicerol; DAG
— diacilglicerol; MAG — monoacilglicerol; C16:0 — Acido palmitico; C18:0 — Acido esteérico; C18:1n9c — Acido
oleico; C18:2n6 — Acido linoleico; C20:4n6 — Acido araquidénico.
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CONCLUSAO

As anélises indicaram uma maior absorcao de acido palmitico-H em macrofagos
murinos parasitados por Leishmania (L.) amazonensis em compara¢do aos
controles;

Especialmente em classes de lipidios neutros tais como acidos graxos,
triacilglicerol e colesterol esterificado, é observada maior biossintese pelos
macrdéfagos murinos parasitados por Leishmania (L.) amazonensis.

Acidos graxos como o &cido palmitico (C16:0), o acido estearico (18:0), o acido
araquidonico (C20:4n6) estdo entre os principais constituintes nos macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c parasitados por Leishmania (L.)
amazonensis.

Os resultados mostram que ha clara alteragdo do metabolismo de lipidios em
macréfagos infectados. Tal alteracdo esta relacionada com a manipulacdo dessas
macromoléculas por Leishmania (L.) amazonensis, uma vez que necessita de
lipidios para sua sobrevivéncia e principalmente de sua proliferacdo no
hospedeiro.
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