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OLIVEIRA, Elaine Carvalho de. Investigacdo do papel de Leishmania amazonensis e
Leishmania braziliensis na reprogramacdo metabdlica em macréfagos murinos infectados.
2021. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Instituto
Goncalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2020.

RESUMO

INTRODUCAO: A leishmaniose é causada por protozoarios de diversas espécies do género
Leishmania que parasitam mamiferos, utilizando o flebotomineo como vetor de transmiss&o.
Evidéncias indicam que Leishmania spp. tém a capacidade de modular o metabolismo de
macréfagos durante sua infeccdo, o que resulta na interferéncia em etapas importantes da
respiracdo celular. OBJETIVO: Assim, 0 objetivo deste estudo consiste na avaliagdo do
perfil metabdlico em macrofagos murinos infectados por L. amazonensis e L. braziliensis.
MATERIAL E METODOS: Precursores hematopoiéticos de macréfagos foram obtidos da
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 e cultivados até sua diferenciagdo em macrofagos.
Os macrofagos foram infectados com Leishmania spp. e as taxas de acidificacdo extracelular
(ECAR) e consumo de oxigénio (OCR), foram mensuradas atraves do Seahorse.
Posteriormente, foi avaliada a carga parasitaria e a taxa de infec¢do, mediante o tratamento
prévio dos BMDMs com os inibidores da via glicolitica, fosforilacdo oxidativa e sintese de
acidos graxos. Além disso, a funcionalidade das mitocéndrias foi avaliada através de sondas
“MitoTrackers”, aferindo a massa mitocondrial e o potencial de membrana. A producao de
espécies reativas de oxigénio foi mensurada através da sonda “Cellrox”. Os dados obtidos
foram entdo submetidos a analise estatistica, e os valores foram considerados significativos
quando p < 0,05. RESULTADOS: Este estudo mostra que os BMDMs infectados por L.
amazonensis e L.braziliensis exibem um perfil glicolitico e possuem um aumento no consumo
de oxigénio. BMDMs tratados com inibidores que atuam no metabolismo mitocondrial
apresentaram diminuicdo na carga parasitaria e taxa de infeccdo, mostrando a importancia do
metabolismo mitocondrial para a sobrevivéncia do parasito. Além disso, interferéncias no
metabolismo dos macrofagos estdo relacionadas com o aumento do estresse oxidativo,
aumentando a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que ajudam na eliminacéo do
parasito. CONCLUSAQ: Este estudo demonstra que a infeccdo por L. amazonensis e
L.braziliensis interfere no metabolismo mitocondrial do hospedeiro, ficando evidente que na
presenca do parasito ocorre um aumento nas taxas de glicolise para alimentar a fosforilagcdo
oxidativa. Esse trabalho destaca o potencial do metabolismo mitocondrial dos macréfagos
como alvo terapéutico para modular a infeccdo por Leishmania.

Palavras-chave: Fosforilagdo oxidativa; Glicolise; Leishmania spp.; Metabolismo
Mitocondrial; Modulacdo metabdlica.



OLIVEIRA, Elaine Carvalho de. Investigation of the role of Leishmania amazonensis and
Leishmania braziliensis in metabolic reprogramming in infected murine macrophages. 2021.
65 f. Dissertation (Master in Pathology) - Federal University of Bahia. Gongalo Moniz
Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, 2020.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis is caused by protozoa of different species of the genus
Leishmania that parasitize mammals, using sandflies as a transmission vector. Evidence
indicates that Leishmania spp. have the ability to modulate macrophage metabolism during
infection, which results in interference at important stages of cell respiration. AIM: Thus, the
objective of this study is to evaluate the metabolic profile of mouse macrophages infected by
L. amazonensis and L. braziliensiss. MATERIAL AND METHODS: Macrophage
hematopoietic precursors were obtained from the bone marrow of C57BL / 6 mice and
cultured until their differentiation into macrophages. The macrophages were infected with
Leishmania spp. and the rates of extracellular acidification (ECAR) and oxygen consumption
(OCR) were measured using Seahorse. Subsequently, parasite loads and infection rates were
evaluated through the previous treatment of BMDMs with glycolytic pathway inhibitors,
oxidative phosphorylation and synthesis of fatty acids. In addition, the functionality of the
mitochondria was evaluated using MitoTrackers probes, measuring the mitochondrial mass
and the membrane potential. The production of reactive oxygen species was measured using
the Cellrox probe. The data obtained were then submitted to statistical analysis, and the values
were considered significant when p < 0,05. RESULTS: This study showed that bone marrow-
derived macrophages (BMDMs) infected by L. amazonensis and L. braziliensis exhibit a
glycolytic profile and have an increase in oxygen consumption. BMDMs treated with
inhibitors that act on mitochondrial metabolism showed a decrease in parasite load and
infection rate, showing the importance of mitochondrial metabolism for parasite survival. In
addition, interferences in the metabolism of macrophages are related to the increase of
oxidative stress, increasing the production of reactive oxygen species (ROS) that contributes
to the elimination of the parasite. CONCLUSION: This study demonstrates that infection by

L. amazonensis and L.braziliensis interferes with the host's mitochondrial metabolism,
making evident that in the presence of the parasite there is an increase in glycolysis rates to
feed oxidative phosphorylation. This study highlights the potential of mitochondrial
metabolism of macrophages as a therapeutic target to modulate Leishmania infection.

Keywords: Oxidative phosphorylation; Glycolysis; Leishmania spp.; Mitochondrial
Metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um complexo de doencas negligenciadas que figuram entre um
dos principais problemas de satde publica, pois, afetam milhfes de pessoas em cerca de 88
paises. A Leishmania € um parasito protozoario intracelular da familia Trypanosomatidae,
capaz de infectar humanos e outros mamiferos. Essa infeccdo leva a um espectro de doencas
que variam desde lesdes cutaneas até a forma visceral, que pode ser fatal, se ndo tratado
(DAWIT.G e SIMENEW.K, 2013; VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002).
Os principais reservatorios animais de Leishmania spp. sdo canideos e roedores. Além do
vetor flebotomineo, a transmisséo da leishmaniose também pode ocorrer pelas vias parenteral
e vertical (HERWALDT, 1999). Segundo a OMS, mais de 20 espécies de Leishmania séo
patogénicas para os humanos, a doenca afeta, majoritariamente pessoas vulneraveis na Africa,
Asia e América Latina (WHO, 2018).

Espécies do género Leishmania apresentam-se em duas formas evolutivas no seu ciclo
de vida, que sdo as formas promastigota e amastigota. As promastigotas sao caracterizadas
por possuirem flagelos e apresentam motilidade, sdo encontradas no trato digestivo dos
flebotomineos, onde sofrem diferenciacdo para sua forma infectante, promastigotas
metaciclicas (HANDMAN; BULLEN, 2002). As amastigotas encontram-se no ambiente
intracelular de células de mamiferos infectados, essa forma evolutiva, por sua vez, € capaz de
se replicar no fagolisossomo de fagocitos (DAWIT.G e SIMENEW.K, 2013).

O ciclo transmissao de Leismania spp. se inicia durante o repasto sanguineo, quando o
flebotomineo inocula promastigotas metaciclicas no hospedeiro. Células da imunidade inata
fagocitam os parasitas, preferencialmente os macrofagos, e nos vactolos parasitoforos se
diferenciam em amastigotas e se replicam, culminando na ruptura das células hospedeiras,
permitindo a reinfeccdo de outras células e a propagacdo do parasito. O ciclo se completa
quando o flebotomineo ingere fagdcitos infectados com amastigotas, que irdo se diferenciar
em promastigotas prociclicas e posteriormente em promastigotas metaciclicas (forma
infectante, incapaz de se replicar) no trato intestinal do inseto (revisto em KAYE; SCOTT,
2011).
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1.2 ASPECTOS CLINICOS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses apresentam amplo espectro de manifestacdes clinicas, podendo
apresentar sintomas distintos em infeccGes causadas por diferentes espécies do parasita
(MURRAY et al., 2005). As principais formas dessa doenca sdo denominadas Leishmaniose
tegumentar (LT) e Leishmaniose visceral (LV).

A LT ¢ considerada endémica na América do Sul, América Central, Norte da Africa,
Oriente Médio e partes da Asia, tendo um milhdo de novos casos anualmente. O Brasil esta
entre 0os 10 paises com maiores nimeros de casos, representando com os demais paises,
Afeganistdo, Argélia, Colombia, Ird, Siria, Etidpia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru, uma
incidéncia global de 70% a 75% estimada de Leishmaniose tegumentar (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Na América Latina, destacam-se 12 espécies, entre elas,
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia.) guyanensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) mexicana (ALVAR et al., 2012).

No Velho Mundo, os registros historicos da leishmaniose remontam ao seculo VII
A.C, com relatos escritos sobre lesdes caracteristicas da doenca, sendo consideradas
endémicas no hemisfério oriental: na Asia, Africa e no sul da Europa. Nesta parte do mundo,
estdo presentes os complexos Leishmania donovani e Leishmania tropica com as espécies, L
donovani, L infantum e L tropica, L major, L aethiopica respectivamente (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015).

A leishmaniose tegumentar pode apresentar diferentes formas clinicas como: Cutanea
Localizada (LCL), caracterizada por lesdes ulcerativas (MARSDEN, 1986); Disseminada
(LCD), apresentando multiplas lesdes papulares (DAVID; CRAFT, 2009); Mucosa (LCM),
caracterizada por apresentar lesdes na mucosa nasal e nasofaringe (REITHINGER et al.,
2007) e por fim, a forma clinica difusa (LCD), caracterizada pelo surgimento de inUmeras
lesbes ndo-ulcerativas devido a disseminacdo do parasita causados pela imunossupressdo
celular induzida pelo parasita (SILVEIRA, 2009).

A LCD ¢ causada principalmente por espécies de L. mexicana e L. aethiopica,
(DAVID; CRAFT, 2009), sendo no Brasil, a Leishmania amazonensis a principal responsavel
pelos casos da doenca (WHO 1990; SHAW 1994). E caracterizada pela presenca de leses
cutaneas nodulares ndo ulceradas, predominancia de macréfagos altamente parasitados nas
lesbes, auséncia de respostas imunes celulares ao antigeno de Leishmania, resposta de

hipersensibilidade tardia negativa e resisténcia a terapia antiparasitaria (COSTA et al., 2006).



A Leishmaniose cutanea localizada (LCL) é a manifestacdo de maior ocorréncia no
Brasil, a maioria dos casos de LCL é causada pelas espécies de Leishmania braziliensis e
eventualmente, Leishmania amazonensis (SILVEIRA, 2009). Esta forma clinica é
caracterizada por lesdes ulceradas na pele com bordas elevadas e fundo necrético ( revisto em
SCOTT e NOVAIS, 2016).

A leishmaniose visceral, causada por de L. donovani, e L. infantum, apresentam a
forma sistémica da doenga. Acomete o sistema reticuloendotelial e, portanto, os parasitas se
disseminam para Orgdos internos, causando hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e outros
sintomas associados. Este tipo de infec¢do e doenca pode levar a imunossupressao e torna o
paciente mais vulneravel a infeccbes bacterianas. E comum a formacio de granulomas no
sitio da infec¢do como figado e bago (MARSDEN, 1986). A Leishmania amazonensis é capaz
de promover além da leishmaniose cutanea, a leishmaniose visceral em alguns casos. Embora
a infeccdo por essa espécie nao seja frequente, o paciente acometido quase sempre desenvolve
a forma difusa da doenca, com pouca perspectiva de cura (BARRAL et al., 1991; JI et al.,
2002).

1.3 RESPOSTA IMUNE CONTRA LEISHMANIA

Os parasitas do género Leishmania sdo patdgenos intracelulares e utilizam o
macrofago como principal célula hospedeira (LIU; UZONNA, 2012). Mondcitos também sao
recrutados para o sitio da infeccéo, onde se diferenciam em macréfagos ou células dendriticas
(DCs) (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Embora o macréfago seja a principal célula hospedeira da infeccdo por Leishmania
spp. (revisto em SCOTT; NOVAIS, 2016), durante o estabelecimento do processo
inflamatério, os neutrofilos sdo rapidamente recrutados para o foco da infeccdo (PETERS;
SACKS, 2009). Os neutrofilos podem fagocitar esses parasitas, atuando como células
hospedeiras intermediarias e agindo como “cavalos de Trdia”, ou seja, evitando respostas que
levem a eliminacdo dos parasitas. Os neutréfilos possuem curto periodo de vida e sofrem
apoptose criando um ambiente anti-inflamatério e possibilitando a infeccdo de macréfagos e
células dendriticas (DCs) (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). Outra funcao atribuida
aos neutrofilos sdo a producdo das NETS (neutrophil extracellular) que é composta por
filamentos de DNA gendmico contendo peptideos antimicrobianos, o parasita L. amazonensis

é suscetivel a morte por NETs humanas, bem como os LPGs (lipofosfoglicanos) isolados
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desses parasitas também levam a liberacdo das NETS (BORREGAARD; S@RENSEN;
THEILGAARD-MONCH, 2007).

As células natural killers (NK) fazem parte da resposta imune inata, produzindo IFN-y
inicial que ativa os macrofagos, levando a sua ativagdo com a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) geradas durante a explosdo respiratéria e éxido nitrico (NO) produto da
NO sintase induzivel (iNOS) sobre a arginina (BOGDAN, 2012).

A resposta imune adaptativa também desempenha um papel crucial na infeccdo. As
células dendriticas sdo células apresentadoras de antigeno profissionais (APCs), carreando
antigenos do parasito e ativando as células T. A ativacao das células T CD4 +, principalmente
pela 1L-12 produzida pelas DC ou células NK, leva a sua diferenciacdo em células T
auxiliares do tipo 1 (T H ), com a producéo de interferon-y (IFNy), que ativa os macrofagos,
promovendo a morte do parasita. Algumas células T CD4 + podem adotar um perfil de
fendtipo de célula T de memoria central ou efetora (LAOUAR et al., 2005). As células T CD8
+ que reconhecem os antigenos de Leishmania também sdo ativadas ¢ produzem IFNy ou
realizam atividade citotoxica (BERTHOLET et al., 2006; BERTHOLET et al.,, 2005). O
controle da resposta imunoldgica é mediado principalmente pela producdo da citocina anti-
inflamatdria I1L-10, que pode ser produzidas pelas células regulatorias T (T Reg ), células Thi,
células TCD8 +, celulas B, macrofagos e DCs (revisto em KAYE; SCOTT, 2011).

Modelos murinos mostram a importancia da resposta imune adaptativa na infecgdo por
Leishmania sp. A resposta Thl caracterizada pela producdo de IFN-y e IL-2, leva ao
desenvolvimento de uma lesdo pequena, ndo ulcerada, presente em camundongos da linhagem
C57BL/6, infectados por L. major. Por outro lado, em camundongos BALB/c, suscetiveis a
infeccdo por L. major, observa-se lesdes que evoluem progressivamente, ulceram e ocorre a
predominancia de uma resposta do tipo Th2, com a producédo de citocinas, como IL4, IL-5 e
IL-13 (CAMPOS-NETO, 2005).

As células T CD4+ também se diferenciam em células Th17, com a producdo de 11-17,
sob o estimulo de IL-6 e TGF-beta, IL-21 e IL-22 sdo importantes na manutencdo desta
diferenciacdo (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). Entretanto, no caso da infec¢do por
Leishmania, a resposta mediada por células Th1l7 é ainda controversa, ndo sendo observada
protecdo no modelo murino (BHATTACHARYA; ALI, 2013). Assim, a resposta imune
mediada por essas células podem ser prejudiciais ao tecido, induzindo a liberacdo de
diferentes quimiocinas, que atraem neutréfilos, levando a uma inflamacédo crénica, com dano

tecidual.



Embora a infecgdo por Leishmania tenha sido amplamente utilizada para elucidar
muitos aspectos da resposta imune a patdgenos intracelulares, ainda ndo entendemos
totalmente a imunopatogénese da doenca humana. E claro que LC e LM causadas por
L.braziliensis sdo doengas nas quais a imunoregulacdo mais do que a multiplicacdo parasitaria
desempenha um papel principal (SILVEIRA, 2009).

No modelo experimental de infeccdo por Leishmania braziliensis injetadas na orelha
em camundongos BALBJ/C, estes desenvolvem lesdes ulceradas similares a aquelas que sao
observadas na infeccdo natural e curam espontaneamente (DE MOURA et al., 2005). Neste
modelo, uma resposta mista de Th1/Th2 foi observada e caracterizada pela presenga de IFN-g,
IL-4 e IL-10, a qual difere da resposta Th2 polarizada observada na infeccdo por Leishmania
major. Ndo ha parasitas no sitio de infeccdo ap6s a cura da lesdo, mas persistem nos
linfonodos drenantes da lesdo, sugerindo que mecanismos imunoregulatorios permitam a
sobrevivéncia da Leishmania. De fato, a presenca de células TCD4+ CD25+ expressando
marcadores regulatorios, tais como Foxp3, GITR e CD103 tém sido descritas na infeccdo por
Leishmania braziliensis (C. FALCAO et al., 2012). Pacientes com LC e ML possuem uma
resposta do tipo 1, exacerbada para o antigeno de Leishmania com alta producdo de IFN-y e
TNF-a e eficacia diminuida de IL-10 em inibir a producdo de IFN-y (FOLLADOR et al.,
2002). IFN-y e TNF-a parecem estar envolvidos tanto no controle da multiplicacéo
parasitaria, durante as fases iniciais da infeccdo por Leishmania e também responsaveis por
mediar a lesdo tecidual observado na Leishmaniose Tegumentar (RIBEIRO-DE-JESUS et al.,
1998).

Entretanto, em pacientes com Leishmaniose difusa, as citocinas anti-inflamatéria séo
abundantes nas lesdes e em células mononucleares de sangue periférico reestimuladas,
enquanto citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias sdo ausentes ou presentes em niveis
muitos baixos (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Leishmania amazonensis aumenta
a expressao a arginase 1, TGF-b e PGE2, contribuindo para a proliferacdo do parasita dentro
do macré6fago (BARRAL-NETTO et al., 1992; GUIMARAES et al., 2006; LACERDA et al.,
2012). Altas concentracdes de arginatse 1, ODC (ortinina descarboxilase), PGE2 e TGF-b,
foram observadas no plasma de pacientes com LCD. Analises transcriptbnicas in situ
reforcam a associacdo de arginase 1 e das enzimas envolvidas nas vias de biossintese das
prostaglandinas e poliaminas (FRANCA-COSTA et al, 2015). Assim, Leishmania
amazonensis e Leishmania braziliensis induzem respostas iniciais completamente distintas,

levando a uma resposta anérgica e uma resposta inflamatéria exacerbada, respectivamente.



20

Em suma, todos os processos relacionados a resposta imunoldgica envolvem a
participacdo de diversas células e para que essas células desenvolvam suas fungdes,
demandam energia, que é provida pelo metabolismo celular (O’NEILL; KISHTON;
RATHMELL, 2016).

Diversos estudos tém focado na interferéncia do parasito nas vias intracelulares do
hospedeiro, como forma do manter sua sobrevivéncia (HSU et al., 1990; RODRIGUES, 2012;
RODRIGUES, 2014). Entretanto, estudos recentes mostram a necessidade de utilizagdo de
fontes de nutrientes e de energia do hospedeiro pelos parasitas. (MCCONVILLE;
NADERER, 2011; MCCONVILLE et al., 2015). Ha evidéncias que Leishmania spp. possui a
capacidade de modular o metabolismo glicidico de macréfagos durante a infec¢do, o que
resulta em alteracOes nas taxas de glicélise e fosforilacdo oxidativa (MOREIRA et al., 2015;
WEST; SHADEL; GHOSH, 2011).

1.4 METABOLISMO

Metabolismo pode ser definido como um conjunto de processos vitais, através dos
quais a homeostase energética € alcancada, por meio de diversas reacdes bioquimicas
anabolicas (sintese de moléculas ou a polimerizacdo em macromoléculas) e catabdlicas
(degradacdo das moléculas para geracdo de energia). Os organismos vivos obtém energia a
partir de variados processos metabdlicos, e uma das principais fontes de energia é o
metabolismo de carboidratos, que envolve a glicolise e a fosforilagdo oxidativa
(DEBERARDINIS; THOMPSON, 2012).

Além disso, outras vias metabolicas tem mostrado grande importancia para a geracéo
de produtos essenciais para o crescimento e sobrevivéncia celular, como por exemplo, a -
oxidagdo, um processo que produz ATP a partir da oxidagdo de acetil-CoA (O’NEILL;
KISHTON; RATHMELL, 2016).

1.4.1 Via Metabélica Glicolitica

A via metabdlica glicolitica (glicolise), ocorre no citosol das células, a glicose, uma
molécula contendo seis carbonos é degradada por reacdes enzimaticas dando origem a duas
moléculas de piruvato e gerando ATP (Fig. 1. Esse processo possui dez reacfes, sendo as
cinco iniciais chamadas de fase preparatoria, onde ocorre a utilizacdo da energia pela hidrélise

do ATP e as cinco finais de fase de pagamento, ocorrendo a formagéo de quatro moléculas de



ATP e consequentemente o pagamento das moléculas gastas (LODISH et al.,, 2005;
NELSON, COX, 2012).

O piruvato por sua vez pode ser convertido em lactato ou acetilcoenzima A (acetil-
CoA). A converséo de piruvato em lactato possibilita a regeneracdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD+) a partir de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), em
condi¢des de hipoxia. A acetil-CoA por sua vez, segue para o ciclo de Krebs, gerando NADH
e flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH2) para a cadeia respiratéria
(LEHNINGER,2000; O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016 ).
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Figura 1. Esquema das fases da glicolise, processo de quebra de uma molécula de glicose levando a geracéo de
duas moléculas de piruvato.

1.4.2 Ciclo de Krebs ou Ciclo do Acido Tricarboxilico (TCA)

As mitocdndrias sdo organelas cruciais na geracdo de ATP, sdo compostas por uma
membrana dupla (interna e externa) separada pelo espaco intermembranar, a membrana
interna forma cristas mitocéndrias, que se desdobram para o a matriz mitocondrial da
organela. Esses compartimentos desempenham funcdes distintas, sendo a matriz e a
membrana interna os principais compartimentos de trabalho das mitocéndrias. O ciclo de
Krebs ocorre na membrana interna da mitocondria (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014) (Fig. 2).
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O acetil-CoA convertido pela glicélise reage com oxaloacetato formando citrato e
liberando CoA. A partir de reagfes sequenciais sdo liberadas duas moléculas de gas
carbonico, elétrons e H*. O oxaloacetato pode ser recuperado e o ciclo pode ter inicio
novamente, os elétrons e os fons H* sdo transformados em NADH e FADH, pelo NAD" e
FAD respectivamente (Fig. 3).

O ciclo de Krebs resulta em trés NADH e um FADH, que atuam na cadeia
transportadora de elétrons, amparando a fosforilacdo oxidativa na geracdo de ATP
(LEHNINGER, 2000; O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016).

DNA mitocondrial

Membrana interna

Ribossomo

Matriz mitocondrial

Espago intermembranar

Crista mitocondrial
Membrana externa

Figura 2 Estrutura de uma mitocondria. As mitocdndrias sdo delimitadas por um sistema de membrana dupla,
consistindo em membranas interna e externa. As dobras da membrana interna (cristas) se estendem para a matriz
(adapatado de pt.khanacademy.org).
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Figura 3. Esquema das reacdes do ciclo de Krebs para geragdo dos transportadores de elétrons NADH e FADH2
e ATP (Adaptado LEHNINGER, 2000).

1.4.3 Fosforilagdo Oxidativa

A fosforilacdo oxidativa acontece na mitocondria, mais especificamente nas cristas
mitocondriais presentes na membrana interna (Fig. 3). E a etapa final do processo da cadeia
respiratoria, produzindo ATP através da ATP sintase e também regenerando NAD+. Os
transportadores de elétrons, NADH e FADH,, sdo os responsaveis por liberar o par de elétrons
que sdo recebidos pelos complexo I e Il, respectivamente, da cadeia transportadora de
elétrons.

Os complexos mitocondriais utilizam a energia desse par de elétrons para bombear
H* para o espago entre a membrana externa e interna da mitocondria. Esses elétrons sdo
atraidos por O, (aceptor final de elétrons), e por meio de proteinas, sdo transportados para 0s
complexos 11 e IV, que por sua vez, bombeiam H”, para o espaco entre a membrana externa e
interna da mitocondria. Posteriormente, o par de elétrons finalmente se encontra com o O,

formando agua.
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Os H* que foram bombeados para o espaco intermembranar sdo atraidos pelas
cargas negativas da membrana interna da matriz mitocondrial, a passagem desses H* ocorre
devido a ATP sintetase, que funciona como uma “bomba” unindo ADP e fosfato inorganico
para formar ATP (LEHNINGER,2000; O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016 ). Ao final
do ciclo de Krebs e da fosforilagdo oxidativa existe uma maior produgdo de ATP do que ao
final da glicolise (DEBERARDINIS; THOMPSON, 2012; GABER; STREHL;
BUTTGEREIT, 2017).
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Figura 4 Esquema ilustrando o transporte de elétrons durante a fosforilacdo oxidativa (adaptado NELSON,
COX, 2012).

1.4.4 Sintese De Acidos Graxos

A sintese de acidos graxos é um processo que acontece no citosol e ocorre por meio de
algumas reacdes. Inicialmente, o acetil-CoA que foi formado na mitocondria é transportado
para o citosol, onde é condensado a oxaloacetato formando citrato por meio da citrato sintase.

Em concentracdes elevadas de ATP ocorre a inibicdo da enzima isocitrato-
desidrogenase no ciclo de Krebs, promovendo o acumulo de citrato na mitocéndria. Esse

excesso se difunde livremente do citosol para a membrana mitocondrial interna, através do



carreador do tricarboxilato. O acetil-CoA entdo é regenerado pelo citrato através da enzima
ATP-citrato-liase.

O oxaoacetato € reduzido a malato pela desidrogenase malalica produzindo piruvato,
que é retornado para a mitocondria e NADPH. A via de sintese de acidos graxos permite que
as células produzam lipideos que sdo necessarios para o crescimento celular (LEHNINGER,
2000).

Mitocondria Citoplasma
Acetil-CoA IE‘I Acetil-CoA
Citrate > Citrate — >
Oxaloacetato
NADH
Oxaloacetato
\ Malato
Piruvato Piruvato /()
‘—@—' NADPH

Figura 5 Sintese de Acidos Graxos (adaptado de Biochemistry: A Short Course, 2nd Edition. 2013.
W.H.Freeman and Company.

1.45 p-oxidagdo

B-Oxidacédo é o processo de oxidacdo dos acidos graxos em moléculas de acetil-CoA,
gue acontece na matriz mitocondrial. A enzima acetil-CoA sintetase transformam os acidos
graxos em acetil-CoA. Para isso, 0s acidos graxos passam por diversas reacfes que rompem a
ligacdo C-C (carbono), até que ocorra a liberacdo da molécula de acetil-CoA, dois pares de
elétrons e quatro prétons H™.

Resumidamente, R-oxidacdo é um processo que por meio de quatro reacdes
sequenciais, sendo elas: oxidagdo, no qual o acetil-CoA ¢ oxidado a enoil-CoA, com reducéo
de FAD a FADHpy; hidratacdo, na qual uma dupla ligacdo é hidratada e ocorre a formacédo de
3-hidroxiacil-CoA, seguida pela oxidacdo de um grupo hidroxila a carbonila, tendo como
resultado uma beta-cetoacil-CoA e NADH e por fim, o processo de cisdo, em que 0 B-
cetoacil-CoA reage com uma molécula de CoA formando um acetil-CoA e um acil-CoA que

continua no ciclo até ser convertido a acetil-CoA.



26

Apos esses processos, 0 acetil-CoA é oxidado até ser transformado em CO,. Do ponto
de vista energético, a B-oxidacdo € um processo rentavel de energia, uma vez que, por
exemplo: a oxidacdo completa de uma molécula de palmitato (&4cido graxo) pode produzir
mais de 100 moléculas de ATP (LEHNINGER,2000; O’NEILL; KISHTON; RATHMELL,
2016 ).

1.5 IMUNOMETABOLISMO

O imunometabolismo é uma &rea que vem se destacando nos Ultimos anos, pois
estudos mostram que mudancas nas vias metabdlicas podem alterar a funcdo das células
imunes (O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). As células do sistema imunoldgico
possuem diferentes demandas energeéticas, no entanto, todas precisam manter a homeostase
energética para sua sobrevivéncia (VAN DER ZANDE; ZAWISTOWSKA-DENIZIAK;
GUIGAS, 2019; GARBER, 2017).

Otto Warburg observou que em células tumorais, mesmo na presenca do oxigénio, 0
piruvato era preferencialmente reduzido a lactato. Ocorria uma mudanca de estado metabdlico
da fosforilagdo oxidativa para a glicdlise, independentemente da disponibilidade de oxigénio,
esse fendbmeno foi denominado efeito Warburg (WARBURG, O., GAWEHN, K. &
GEISSLER, A. W, 1958).

Estudos mostraram que as células em repouso, utilizam basicamente a glicose que sera
metabolizada e servira como substrato no ciclo de Krebs, gerando ATP atraves da fosforilagdo
oxidativa (O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). Este processo € basicamente
observado em células sem estimulos inflamatdrios. Por outro lado, num contexto onde as
células estdo ativadas, como por exemplo, na infeccdo por patdgenos, as células necessitam
gerar energia suficiente e biomoléculas capazes de responder a demanda de ATP, portanto,
ocorre uma mudanca do perfil metabolico, havendo uma utilizacdo maior da via glicolitica,
culminando na formacdo de lactato (KRAWCZYK et al.,, 2010; TANNAHILL et al.,
2013;(BINIECKA et al., 2016).
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Figura 6 Imagem representativa, reprogramagéo metabolica(Adaptado de Kelly & O’Neill, 2015).

As células mais importantes na leishmaniose sdo o0s macrofagos, que atuam na
resposta imune e, a depender da sinalizacdo, assumem diferentes estados de ativacdo: M1 ou
M2. Macrofagos M1 possuem um perfil inflamatorio, que envolve secrecdo de IL-12, espécie
reativa de oxigénio (ROS) e NO. Nesses macrdéfagos, o fator indutor de hipdxia (HIF-1a)
impulsiona a glicolise. Macrofagos do tipo M2, no entanto, possuem acgéo anti-inflamatéria e
produzem moléculas associadas ao reparo de tecidos e regulacdo da imunidade
adaptativa.(SAUNDERS; MCCONVILLE, 2020).

Estudos indicam que macrdéfagos M1 possuem um perfil mais glicolitico, realizando
pouca fosforilacdo oxidativa, enquanto macr6fagos M2 demonstram um aumento na
fosforilacdo oxidativa e diminuicdo da glicdlise (GABER; STREHL; BUTTGEREIT, 2017;
PEARCE; PEARCE, 2013). Para realizar a fagocitose de patdgenos e secretar citocinas
inflamatdrias, macréfagos do tipo M1 precisam de ATP suficiente de forma rapida
(O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016).

Embora a glicolise produza bem menos ATP a partir de uma unica molécula de
glicose, a biogénese mitocondrial necessaria para propulsionar a fosforilagdo oxidativa € um
processo complexo e que demanda mais tempo. Assim, altas taxas de glicolise sdo essenciais
para rapida obtencdo de ATP (O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016).
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A conexdo entre o metabolismo e a fungdo dos leucocitos é regulada por diferentes
fatores derivados do tecido e vias intracelulares de regulacdo especifica do tecido e fatores de
transcricdo, que, ao regular a expressdo de genes-chave no metabolismo e na funcdo
imunoldgica, atua como um elo entre esses sistemas (metabdlico e imune) (WOALDER,
2017). Dentre esses fatores, moléculas derivadas de tecidos, como leptina e FAHFAS,
reguladores do maquinério mitocondrial (Drpl, mitofusina 1 e 2 e OPA1), bem como
sensores metabolicos (HIF-1a, AHRs e mTOR) desempenham um papel essencial (UO et al.,
2009; (SHERLEM; SEIXAS, 2017)SEO; YOON; DO, 2018). Consequentemente, alteracGes
no metabolismo de leucocitos podem interferir diretamente na resposta imunoldgica
(GABER; STREHL; BUTTGEREIT, 2017; KAYE; SCOTT, 2011; O’NEILL; KISHTON;
RATHMELL, 2016).

Existem evidéncias de que Leishmania spp. tém a capacidade de modular o
metabolismo glicidico de macréfagos, na infecgédo, o que resulta em interferéncia nas taxas de
glicolise e fosforilacdo oxidativa (MOREIRA et al., 2015; GHOSH et al., 2015; RABHI et al.,
2012). A resposta imune esta intrinsecamente relacionada com a atividade metabdlica,
incluindo o metabolismo glicidico. Conforme discutido anteriormente, alguns patégenos
interferem ou modulam a atividade leucocitaria, o que inclui o0 metabolismo dessas células.
Existem poucos relatos na literatura cientifica sobre a interferéncia que a Leishmania spp.,
exerce no metabolismo de macrofagos. Como estas células constituem o habitat para
Leishmania spp., a compreensdo das alteracdes no perfil metabdlico induzidos pela infeccéo,
influenciam diretamente a patogenia da doenca. Este estudo tem com objetivo investigar as
alteracdes causadas no metabolismo de macréfagos infectados por Leishmania amazonensis e

Leishmania braziliensis.

2. JUSTIFICATIVA

Muitos estudos tém focado no entendimento de como o parasito é capaz de manipular
0 sistema imunoldgico. No entanto, poucos trabalhos abordam sobre a necessidade dos
parasitas utilizarem fontes de nutrientes e energia do hospedeiro para sobreviverem valendo-
se da maquinaria celular do hospedeiro.

O entendimento do imunometabolismo é importante para mostrar como o estado
metabolico influencia na modulacdo da resposta imunolédgica. Os patégenos intracelulares,

entre eles a Leishmania spp, alteram ou modulam a atividade leucocitéria, interferindo nas



vias metabdlicas durante a infeccdo (MOREIRA et al., 2015; GHOSH et al., 2015; RABHI et
al., 2012).

As doengas causadas por Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis s&o
opostas considerando-se a leishmaniose cutdnea e a leishmaniose difusa. Assim,
hipotetizamos que as duas espécies de leishmania causariam diferentes alteracfes
metabolicas, induzindo a diferenciacdo de M1 e M2 por L.braziliensis e L.amazonensis,
respectivamente.

Desta maneira, os resultados do presente trabalho contribuem para o entendimento da
influéncia e do papel das vias metabolicas para a persisténcia ou destruicdo do parasito, e
assim, a patogenia da doenca. Além disso, os resultados podem contribuir para deteccdo de

possiveis alvos terapéuticos.

3. HIPOTESE

L. amazonensis e L. braziliensis subvertem a reprogramacdo metabolica de forma
antagbnica, em macréfagos infectados, afetando principalmente a glicdlise e fosforilagcdo

oxidativa.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da infeccdo por L. amazonensis e L. braziliensis no perfil
metabolico dos macrofagos murinos, bem como se interferéncias especificas direcionadas ao

metabolismo da célula infectada alteram a persisténcia ou eliminacdo do parasito.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as taxas do metabolismo de glicélise e fosforilagdo oxidativa em macréfagos
derivados da medula 6ssea de camundongos infectados por L. amazonensis e
L.braziliensis;

e Investigar o efeito da inibicdo da glicolise e da fosforilacdo oxidativa na

suscetibilidade de macréfagos murinos a infeccdo por L. amazonensis e L.braziliensis;
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e Avaliar se as inibicGes das vias metabdlicas influenciam a funcdo das mitocdndrias

celulares dos macréfagos murinos infectados com L. amazonensis e L.braziliensis.

5. DESENHO EXPERIMENTAL
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (Mus musculus), fémeas, com 6
a 12 semanas de idade, obtidos do biotério do IGM/FIOCRUZ-Ba, onde foram mantidos em
condi¢des controladas, em ambiente livre de patdgenos. Todos os procedimentos que
envolveram o uso de animais foram aprovados pelo Comité Etico do Uso de Animais
(CEUACPgGM/FIOCRUZ-Ba), sob o protocolo de nimero 006/2018.

6.2 DIFERENCIACAO IN VITRO DE MACROFAGOS DA MEDULA OSSEA

Para obtencdo dos macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs, do inglés bone
marrow derived macrophages, foi realizada a eutanasia dos camundongos, seguida por
obtencdo das tibias e dos fémures para remocdo das epifises dos 0ssos, uma seringa
preenchida com meio de cultura RPMI (Gibco) esteril foi utilizada para extrair a medula
0ssea.

Apos centrifugacdo da medula 0ssea, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspenso em 6 ml de meio de cultura [RPMI 1640 suplementado com 20% de soro bovino
fetal inativado (Gibco), 2 mM/ml-glutamina, 100 pl/ml de penicilina e 100 mg/ml de
estreptomicina (Gibco) e 30% de sobrenadante de cultura de L929. As células foram
plaqueadas em placas de petri e incubadas por 7 dias, a 37 °C e 5% de CO, para diferenciacdo
em macrdfagos. No quarto dia do cultivo, a cultura celular foi suplementada com meio RMPI
contendo 30% de sobrenadante de 1.929. Apds 7 dias de diferenciagdo, os BMDM’s aderidos
foram recuperados com o auxilio do Cell Scraper e lavagem da placa de cultura com solugéo
salina, centrifugados 1500 RPM, 10 min a 4°C, ressuspensos em meio RPMI completo e
contados em camara de Neubauer para realizacdo dos experimentos. As células foram
plagueadas em 3x10° por poco em placas de 24 poco e incubas por 24 horas para aderéncia
dos macrofagos. Apds esse periodo, uma hora antes da infec¢do, os BMDMs foram tratados

com os inibidores das vias metabolicas citados abaixo, na concentracdo de [10 puM].



Tabela 1 Inibidores metabdlicos e funcdes.

Inibidor Funcéo

2-Desoxiglicose Inibicdo da glicolise

PFK15 Inibicdo da fosfofrutoquinase-1

C75 Inibicdo da sintese de acido graxo
Antimicina A Inibicdo do complexo Il

FCCP Inibicdo do desacoplador mitocondrial
MDVIR Inibicdo da fissdo mitocondrial
Oligomicina Inicicdo da ATP sintetase

Rotenona Inibicdo do complexo |

Etomoxir Inibicdo da B-oxidacéo

6.3 CULTURA DE Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis E INFECCAO
DE MACROFAGOS MURINOS

Promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/87/BA125) e L. braziliensis
(MHOM/BR/01/BAT788) foram mantidas em meio Schneider (Sigma Aldrich, St Louis, MO)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco), 2mM/mL de L-glutamina,
100 pl/ml de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (Gibco) a 27°C até a fase
estacionaria. Os macrofagos foram tratados com os inibidores uma hora antes da infecgédo e
posteriormente foram infectados com L. amazonensis na proporcdo de 5:1 e para
L.braziliensis 20:1 parasitas por célula em meio RPMI 1640 a 37°C, 5% CO2 por 6 horas.

Essa diferente proporcéo da relacdo parasita/macréfago permitiu uma taxa de infecgédo
do macrofago similar entre L. amazonensis e L, braziliensis Apos esse periodo, as células
foram lavadas com solucdo salina (cloreto de sdédio 0,9%) para remover 0s parasitas

extracelulares. A seguir, as células infectadas foram cultivadas por 12 horas. Este periodo de
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tempo foi também padronizado para termos condicdes de infeccdo similares entre L.

amazonensis e L. braziliensis.

6.4 DETERMINACAO DA CARGA PARASITARIA E TAXAS DE INFECCAO EM
MACROFAGOS

Doze horas ap6s a infeccdo, laminulas com macrofagos infectados foram fixadas e
coradas com hematoxilina / eosina (H&E). Para determinar a taxa de infeccdo de macrofagos,
0 minimo de 100 células foram contadas por condicdo experimental e analisadas em
microscopia Optica. A carga parasitaria dos macrofagos foi determinada pela contagem do
namero de amastigotas dentro de cada célula infectada encontrada na contagem total de

células, nas diferentes condicOes testadas.

6.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

ApoOs o tratamento com inibidores metabolicos e com dimetilsulféxido (DMSO),
veiculo aos quais os inibidores foram homogeneizados, as células foram submetidas ao ensaio
de viabilidade celular. Foram utilizados marcadores celulares com o conjunto reativo de 5 puL
de anexina V-FITC e 10 pL de iodeto de propidio para incubar as células por 30 minutos de
repouso ao abrigo da luz, posteriormente as células foram lavadas com tampdo FACS , a

fluorescéncia das células foi imediatamente determinada em citdmetro de fluxo.

6.6 ENSAIO DO MITOSOX TM RED

Para analisar a producdo de super éxido mitocondrial, as células que foram
previamente tratadas com os inibidores das vias metabolicas e seguidas a subsequente
infeccdo, foram incubados por 30 minutos com 5uM da sonda fluorescente MITOSOX™
RED (Invitrogen). Posteriormente, a cultura de células foi lavadas com PBS e as amostras
seguidas para analise de deteccao por citometria de fluxo (LRS Fortessa, BD Biosciences, San
Diego, CA, USA).



6.7 ENSAIO MITOTRACKERS

Apobs o tratamento com os inibidores das vias metabdlicas e subsequente infecgdo, 0s
BMDM’s foram incubados por 30 minutos com 50nM da sonda MitoTracker Green e 125
nM da sonda MitoTracker Red, para andlise da massa mitocondrial e do potencial de
membrana mitocondrial, respectivamente. A avaliacdo da funcdo mitocondrial foi realizada de
acordo com as instrucbes do fabricante (ThermoFisher Scientific) e mitocondrias
disfuncionais caracterizadas conforme descrito anteriormente (Ip et al., 2017). Utilizando a
combinagdo do MitoTracker Green (coloragdo mitocondrial independente de Ay ) com
MitoTracker Red (coloragdo mitocondrial dependente de Ay ) para distinguir entre as
mitocondrias respiram e mitocondrias disfuncionais, correlacionando com uma maior
complexidade intracelular refletida pelo sinal de dispersdo lateral (SSC) medido por
citometria de fluxo.As amostras foram adquiridas usando o software FACSuite (BD
Biosciences) e analisado usando Software FLOWJO (BD).

6.8 CELLROX

Para quantificar a produgdo de espécies reativas de oxigénio dos BMDM’s apods o
tratamento com os inibidores e infeccdo por Leishmania spp. os BMDM’s foram incubados
por 30 minutos com 5uM da sonda fluorescente CellROX Green (Thermo fisher Scientific,
IL, EUA). Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com 1x PBS (Gibco), fixadas e
coradas com reagente antifade DAPI e ProLong Gold (Thermo fisher Scientific, IL, EUA) e
seguidas para analises na microscopia eletronica de fluorescéncia (Modelo DMi8, Leica), as
imagens foram analisadas atraves do software ImageJ 1.52a (National Institutes of Health,
EUA).

Foram selecionadas e analisadas aproximadamente 30 células em cada condicdo
experimental, utilizando a mensuracdo de area, densidade integrada, cinza médio e mediana.
Foram realizadas medidas em areas sem fluorescéncia em locais adjacentes as células. Os
valores obtidos foram submetidos a analises, gerando a Fluorescéncia celular total corrigida
(CTCF), originada através do calculo: CTCF = Densidade integrada - (area da célula

selecionada x fluorescéncia média das células).
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6.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados analisados seguiram padrdo de distribuicdo ndo-paramétrica. As analises
foram realizadas utilizando o teste Mann-Whitney para avaliar dois grupos e o teste Kruskal-
Wallis seguido do pos-teste de Dunn para anélise de trés ou mais grupos. Os valores foram
expressos como mediana com desvio do interquartil. Todos os testes foram executados
utilizando o software GraphPad 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA-USA). As
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05, utilizando-se um intervalo de
confianca de 95%.

7. RESULTADOS

7.1 A INFECCAO POR L.amazonensis E L.braziliensis AUMENTAM AS TAXAS DE
GLICOLISE E DE FOSFORILACAO OXIDATIVA

Para avaliar como a infeccdo por Leishmania amazonensis e L.braziliensis interfere no
perfil metabolico de macrofagos e no seu estado energético, quantificamos a taxa de
acidificacdo extracelular (ECAR; refletindo as taxas de glicolise) e o consumo de O,
mitocondrial (OCR; refletindo as taxas de fosforilacdo oxidativa), utilizando analise de fluxo
extracelular de células vivas no aparelho SEAHORSE XF24 (Bioscience).

A andlise de ECAR mostrou que com a adicdo de glicose, os macrofagos infectados
com Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis, tornam-se mais glicoliticos,
apresentando assim, uma maior taxa de glicolise (processo de conversdo de glicose em
piruvato) (Fig. 5A). Com a introducdo da Oligomicina (inibidor da ATP sintetase) a célula é
forcada a produzir ATP pela via glicolitica em sua capacidade maxima. Assim, é possivel
observar que a capacidade glicolitica aumenta, pois a célula realiza mais glicolise,
incrementado assim, a capacidade glicolitica, sendo maior no grupo infectado por
L.amazonensis e por L. braziliensis (Fig. 7C). Além disso, a reserva glicolitica, capacidade da
resposta celular a uma demanda energética, € maior nos grupos infectados, significativamente
nos macrofagos infectados por L. amazonensis e L. braziliensis (Fig. 7D). Por fim, as taxas de
glicélise de ambos os grupos caem apés a acidificacdo ndo glicolitica (introducdo do 2DG). E
notavel que durante todo o processo, as taxas de ECAR de ambos os grupos infectados foram

superiores ao controle ndo infectado.
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Figura 7 Andlise da taxa de acidificacdo extracelular (ECAR). A) Alteracdes em tempo real no ECAR de
macréfagos derivados da medula dssea de camundongos C57BL/6 (M), infectados com La (Leishmania
amazonensis) e Lb (Leishmania braziliensis) por 6 horas e incubados por mais 12 horas ap6s a infecgdo. B)
Taxa de glicdlise. C) Anadlise da capacidade glicolitica. D) Reserva glicolitica. E) Acidificagdo ndo
glicolitica, n = 3. Teste de Mann-Whitney. * p < 0,05.

Em relacdo ao consumo de oxigénio, niveis basais elevados de OCR foram observados
nas células infectadas, sugerindo que durante a infeccdo, as células realizam maior respiracéo
mitocondrial (Fig. 8A). Apds adicdo da oligomicina (inibidor da ATP sintetase) induzimos
uma diminuicdo da producdo de ATP, no entanto, nas células infectadas essa produgédo é

menor (OCR maior) quando comparada ao grupo controle (Fig. 8B). Ainda neste parametro é
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possivel observar, que o vazamento de prétons remanescentes da respiracdo basal aumenta
nas células infectadas, sugerindo possivel disfuncdo mitocondrial (Fig 8C). A Adicdo de
FCCP (desacoplador mitocondrial) estimula a cadeia respiratéria a operar em sua capacidade
maxima, entretanto, as células infectadas apresentam diminuicdo dessa capacidade. Além
disso, apresentam diminuicdo na capacidade de reserva sobressalente, indicando diminuicéo
da capacidade da célula responder a demanda energética (Fig. 8D e 8E). Néo foi observada
diferenca estatistica na respiracdo ndo mitocondrial (acidificacdo ndo glicolitica) entre os
grupos.
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Figura 8 Andlise da taxa de consumo de O2. A) Mudanc¢as em tempo real no OCR de macréfagos
derivados da medula dssea (M) infectados com La (Leishmania amazonensis) e Lb (Leishmania
braziliensis) por 6 horas e incubados por mais 12 horas ap6s a infeccdo.Mesma observacdo anterior
mostrar em que tempo séo adicionados os produtos que alteram a curva. B) Taxa de respira¢do basal. C)
Producdo de ATP. D) Vazamento de prétons E) Capacidade respiratoria maxima. F) Capacidade de
reserva sobressalente. H) Acidificacdo ndo glicolitica, n = 3. Teste de Mann-Whitney. * p < 0,05.

Em resumo, a infeccdo por L.amazonensis e L.braziliensis altera o estado energético
da célula infectada quando comparada ao grupo controle. E possivel observar no mapa de
energia mensurado através dos valores de ECAR e OCR, que os BMDM infectados

apresentam um perfil mais energético e glicolitico, enquanto o grupo controle exibe um perfil

mais aerobico e quiescente (Fig. 9).
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Figura 9 Alteracoes no perfil energético dos BMDMs. O mapa de energia mostra o estado de energia da célula,
de acordo com a acidificacdo extracelular (ECAR) e a taxa de consumo de O2 (OCR), permitindo que a célula
infectada seja mais glicolitica e mais energética. Os indices foram determinados por meio de analise no
SEAHORSE XF24.

7.2 BMDM Pré- TRATADOS COM OLIGOMICINA APRESENTAM DIMINUICAO

DA CARGA PARASITARIA E DA TAXA DE INFECCAO

Pouco se sabe a respeito da manipulacdo de nutrientes e fontes de energia do
hospedeiro utilizadas por parasitas do género Leishmania (MOREIRA et al., 2015). Para
avaliar a influéncia das vias metabolicas na proliferacdo e eliminacdo dos parasitas,
submetemos os macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs) ao tratamento com drogas
inibidoras das principais vias metabodlicas (glicélise, fosforilacdo oxidativa e sintese de
Acidos Graxos) por 1 hora antes da infec¢do com L.amazonensis e L.braziliensis.

E possivel observar que ndo houve diferencas estatisticamente significantes na taxa de
infeccdo e na carga parasitaria entre os grupos que foram tratados com os inibidores que
atuaram na via glicolitica (2DG e PFK15). No entanto, a taxa de infeccdo e da carga
parasitaria dos grupos tratados com Oligomicina e MDVIR e infectados com L.amazonensis
apresentaram diminuicdo significativa quando comparadas ao grupo controle. Além disso,
observamos diminuicdo significativa da taxa de infeccdo e carga parasitaria dos grupos

tratados com C75 em comparagdo com o grupo controle (Fig. 10A e 10B).



Em relacdo a Leishmania braziliensis, € possivel observar que o padrdo da taxa de
infeccdo e da carga parasitaria, se comportam de forma semelhante a descrita para L.
amazonensis quando utilizou-se a oligomicina, MDVIR e C75. (Fig. 11A e 11B).
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Figura 10 Taxa de infeccdo e carga parasitaria de BMDMs tratados com inibidores metabdlicos. Os BMDMs
foram tratados com os inibidores 1 hora antes da infecgdo, que durou 6 horas. A ap6s esse periodo os BMDMs
foram lavados para retirada dos parasitas nao internalizados e posteriormente foram incubadas por 12 horas. A)
Taxa de infeccdo de BMDMSs por L. amazonensis sob influéncia dos inibidores de vias metabdlicas. B) Carga
parasitaria de BMDMs infectados por L. amazonensis sob a influéncia de inibidores de vias metabdlicas,
representando o nimero de amastigotas internalizadas em 100 BMDMs. Ambos os indices foram determinados
através de microscopia dptica. M@, macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs); 2DG, 2-desoxiglicose;
PFK15, Fosfofrutoquinase; FCCP; OLG, Oligomicina; MDVR; ROT; Rotenona; Ant A, Antimicina A; C75 e
DMSO, n=5. Teste de Kruskal-wallis com pés-teste de Dunn. * p < 0,05, ** p < 0,01, ***, p<0,001.
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Figura 11 Taxa de infecgdo e carga parasitaria de BMDMs tratados com inibidores metabélicos. Os BMDMs
foram tratados com os inibidores, 1 hora antes da infeccdo, que durou 6 horas. A apds esse periodo os BMDMs
foram lavados para retirada dos parasitas nao internalizados e posteriormente foram incubadas por 12 horas. A)
Taxa de infeccdo de BMDMs por L. braziliensis sob influéncia dos inibidores de vias metabdlicas. B) Carga
parasitaria de BMDMs infectados por L. braziliensis sob a influéncia de inibidores de vias metabdlicas,
representando o nimero de amastigotas internalizadas em 100 BMDMs. Ambos os indices foram determinados
através de microscopia Optica. M@, macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs); 2DG, 2-desoxiglicose;
PFK15, Fosfofrutoquinase; FCCP; OLG, Oligomicina; MDVR; ROT; Rotenona; Ant A, Antimicina A; C75 e
DMSO, n=5. Teste de Kruskal-wallis com pés-teste de Dunn. ** p < 0,01, ***, p<0,001.

Esses dados indicam que a metabolismo mitocondrial pode ser importante para
persisténcia e proliferacdo do parasita, uma vez que ao inibir a via da fosforilacdo oxidativa

com a oligomicina, tivemos reducao tanto da carga parasitaria quanto da taxa de infeccéo.

7.3 A UTILIZACAO DOS INIBIDORES E DO DMSO NAO INTERFEREM NA
VIABILIDADE CELULAR

Para investigar se os efeitos da diminuicdo de carga parasitaria e taxa de infeccdo
observada em BMDMs tratados com os inibidores metabolicos, realizamos o ensaio de
viabilidade celular utilizando os marcadores Anexina V e iodeto de propidio pra marcar

células em estagios iniciais de apoptose e células necréticas ou inviaveis respectivamente.



Verificamos que o tratamento com os inibidores metabdlicos, bem como, o veiculo
DMSO utilizado para homogeneizar os mesmos ndo causam danos as células (Fig. 12). Esse
dado nos permite inferir que as observacGes a cerca das interferéncias vistas na carga
parasitaria e na taxa de infeccdo é ocasionado devida acdo dos inibidores metabdlicos nas
células do hospedeiro.
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Figura 12 Viabilidade celular ap6s tratamento com os inibidores metabdlicos. Os BMDMs foram tratados com
os inibidores metabdlicos durante 1 hora, posteriormente foi realizada a marcacéo e incubacédo das células por 30
minutos com anexina v e iodeto de propidio ao repouso do abrigo da luz, em seguida, as células foram lavadas e
seguidas para analises da fluorescéncia celular determinada por citometria de fluxo. M@, macréfagos derivados
de medula 6ssea (BMDMSs) sem tratamento; FCCP; OLG, Oligomicina; MDVR; ROT, Rotenona; A, Antimicina
A; 2DG, 2-desoxiglicose; PFK15, Fosfofrutoquinase; C75 e DMSO, n=3. Teste Kruskal- Wallis e pos-teste de
Dunn.

7.4 INTERFERENCIA DO COMPLEXO | E IIl DA CADEIA TRANSPORTADORA
DE ELETRONS

Para entender a influéncia do metabolismo mitocondrial nas reducdes dos parametros
discutidos acima, investigamos os complexos mitocondriais da cadeia transportadora de
elétrons, utilizando inibidores que atuam diretamente nos complexos I e I11.

Os BMDMs foram tratados com oligomicina, juntamente com os inibidores do
complexo | (Rotenona) e do complexo Il (Antimicina), para analisar se a inibicdo desses

complexos conseguiria restaurar a carga parasitaria e a taxa de infeccdo causada pela
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utilizacdo da oligomicina na inibicdo do complexo IV e consequentemente, inibicdo da
producéo de ATP.

Constatamos que ndo houve restauracdo da taxa de infeccdo e da carga parasitaria na
infeccdo de Leishmania amazonensis, adicionando os inibidores do complexo | e il
juntamente com a oligomicina, sendo que, ao se adicionar o inibidor do complexo I percebe-
se uma diminuicdo da carga parasitaria e da taxa de infeccdo semelhante ao grupo tratado
somente com oligomicina. Esses dados indicam que esses complexos ndo restauraram oS
parametros analisados (Fig. 13A e 13B). No entanto, os BMDMs tratados e infectados com
Leishmania braziliensis tendem a ter um aumento na mediana dos grupos tratados com
antimicina e rotenona, embora esses dados ndo possuam significancia estatistica, eles nos
permitem questionar possiveis diferencas em restauracdes de carga parasitaria e taxa de
infeccdo entre La e Lb, mais estudos deverdo ser realizados com a finalidade de aumentar o

tamanho da amostra e elucidarmos essas questdes (Fig. 13 C e 13D).
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Figura 13 Interferéncia dos complexos mitocondriais (I e 111) na diminuigio da carga parasitria e taxa de
infeccdo. A) Taxa de infeccdo de BMDMs por L.amazonensis sob influéncia dos inibidores do complexo | e 111
da cadeia transportadora de elétrons. B) Carga parasitaria de BMDMs infectados por L. amazonensis sob a
influéncia dos inibidores do complexo I e Ill da cadeia transportadora de elétrons, representando o ndmero de
amastigotas internalizadas em 100 BMDMs. C) A) Taxa de infeccdo de BMDMSs por L.braziliensis sob
influéncia dos inibidores do complexo | e Il da cadeia transportadora de elétrons. D) Carga parasitaria de
BMDMs infectados por Lbraziliensis sob a influéncia dos inibidores do complexo | e Il da cadeia
transportadora de elétrons, representando o nimero de amastigotas internalizadas em 100 BMDMs. Ambos 0s
indices foram determinados através de microscopia Optica. M@, macrofagos derivados de medula dssea
(BMDMs); La; Leishmania amazonensis; OLG, Oligomicina;ROT; Rotenona; Ant A, Antimicina A; e DMSO,
n= 3. Teste de Kruskal-wallis com pos-teste de Dunn. * p < 0,05, ** p < 0,01.

7.5 Inibicdo da Fosforilagdo oxidativa com Oligomicina aumenta a producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio Mitocondrial (mtROS).

Para avaliar a influéncia das mtROS na diminuicdo da carga parasitaria e da taxa de
infeccdo causada pelo tratamento com oligomicina, realizamos o ensaio de Mitosox. A
infeccdo com Leishmania spp. parece diminuir a producdo de espécies reativas de oxigénio
mitocondriais (FIG. 14) fato que poderia estar relacionado aos mecanismos de evasdo por
esses parasitas intracelulares. O tratamento dos BMDMs com oligomicina aumenta a
producdo de ROS mitocondrial, sugerindo que o a diminuicdo da carga parasitaria e taxa de
infeccdo causada pelo tratamento com oligomicina pode estar relacionada ao aumento de
mtROS. No entanto, esses dados sdo preliminares e ndao possuem significAncia estatistica,
sendo necessaria a repeticao desses experimentos com a finalidade de aumentar o tamanho da

amostra.
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Figura 14 Analise da producéo de superoxido mitocondrial (MitoSOX). A analise de (mitoSox) foi avaliada por
citometria de fluxo em BMDMs 12 horas apés tratamento e infeccdo. M@, macréfagos derivados de medula
6ssea (BMDMs); La; Leishmania amazonensis; Lb; Leishmania braziliensis; OLG, Oligomicina;ROT,;
Rotenona; Ant A, Antimicina A; n=3 Kruskall-wallis e pés teste de Dunn.

7.6 OLIGOMICINA INDUZ AUMENTO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
CELULAR
O processo de oxidacdo € parte fundamental no metabolismo celular e geracdo de
energia durante a producdo de ATP, esse processo de perda de elétrons acaba produzindo
radicais livres que possuem elétrons desemparelhados, denominados de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (BARREIROS et al., 2006; CELI, 2010; OLIVEIRA & SCHOFFEN, 2010).
Como a oligomicina interfere diretamente na producdo de ATP, buscamos avaliar 0s
possiveis efeitos que a inibicdo dessa via causaria na producdo de espécies reativas de
oxigénio. Nossos dados mostram que o tratamento dos BMDM com o inibidor da fosforilacéo

oxidativa, interfere diretamente na producdo de espécies reativas de oxigénio, apresentando



um aumento significativo da Fluorescéncia Celular Total Corrigida (CTCF) dos grupos
tratados e infectados (Fig. 15A e 15B).
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Figura 15 Produgdo de Espécies Reativas de Oxigénio. A) Fluorescéncia celular total corrigida (CTCF) de
BMDM tratados com oligomicina e infectados com L.a. B) Fluorescéncia celular total corrigida (CTCF) de
BMDM tratados com oligomicina e infectados com L.b. As imagens foram geradas através do microscopio
optico invertido (Modelo DMi8, Leica). Foram analisadas e quantificadas as fluorescéncias celulares totais
corrigidas de aproximadamente 30 células por condi¢do experimental. M@, macréfagos derivados de medula
Ossea (BMDMs); La; Leishmania amazonensis; OLG (Oligomicina) e DMSO, n= 30 células. Teste de Kruskal-
wallis com pés-teste de Dunn. ***, p<0,001.



7.7 INIBIDORES
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MITOCONDRIAS

Apds a investigacdo dos complexos mitocondriais, avaliamos o conteddo mitocondrial

através da andlise da massa mitocondrial, potencial de membrana e porcentagem de

mitocdndrias disfuncionais dos BMDMs tratados e infectados.

A intensidade de fluorescéncia (MFI) dos grupos tratados com os inibidores

metabolicos que atuam direta ou indiretamente no metabolismo oxidativo, apresentou

aumento de massa mitocondrial e do potencial de membrana, mensurada pelas sondas de Mito

Tracker Green e Mito Tracker Red respectivamente. Além disso, o0s BMDMs tratados com

oligomicina apresentaram aumento da disfuncdo mitocondrial, para ambas as espécies de

Leishmania. No entanto, esses dados ndo apresentaram significancia estatistica devido ao

tamanho da amostra, sendo necessario o aumento do nimero de experimentos (Fig. 16A e

16B).
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Figura 16 Inibidores metabdlicos interferem nas fun¢des mitocondriais. A) Massa mitocondrial. B) Potencial de
membrana. C) Disfuncdo mitocondrial de BMDMs tratados e infectados com L.amazonensis. D) Massa
mitocondrial.E) Potencial de membrana. F) Disfuncdo mitocondrial de BMDMs tratados e infectados com
L.braziliensis. M@, macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs); La; Leishmania amazonensis; OLG,
Oligomicina; C75; ETMX , Etomoxir; LPS, Lipopolissacarideo, n= 3. Teste de Kruskal-wallis com pds-teste de
Dunn. * p < 0,05.

8. DISCUSSAO

Estudos recentes tém mostrado a importancia das vias metabdlicas no direcionamento
das diferentes respostas imunes (WEST; SHADEL; GHOSH, 2011; MOREIRA et al., 2015).
A éarea de imunometabolismo é a responsavel por recentes descobertas abordando como as
mudancas nas vias metabOlicas alteram a fungdo celular (O’NEILL; KISHTON;
RATHMELL, 2016). Alguns patdgenos intracelulares sdo capazes de modular o metabolismo
de células hospedeiras, constituindo um dos mecanismos de escape da resposte imune e assim
favorecendo seu crescimento e persisténcia no organismo hospedeiro (CARADONNA et al.,
2013; EISENREICH et al., 2017; (MCCONVILLE et al., 2007).

Os macréfagos sdo células versateis do sistema imune, parasitas intracelulares como
Leishmania spp. utilizam essa célula como habitat apés o processo de fagocitose
(NADERER; MCCONVILLE, 2008). S&o também essenciais no controle da resposta
inflamatéria e no reparo de lesdes (SAUNDERS; MCCONVILLE, 2020).
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Apos ativacdo, se polarizam em um perfil pro-inflamatério (M1) ou anti-inflamatério
(M2) (SAHA; SHALOVA; BISWAS, 2017). Macrofagos classificados como M1 possuem
atividade microbicida, promovem depuragdo de antigenos e expressam grandes quantidades
de citocinas como-1B, IL6 ¢ TNF-a e estdo relacionados com maior utilizacdo da via
glicolitica (NGUYEN-CHI et al., 2017; BEUTNER; ALANZALON; PORTER, 2017). No
entanto, os macréfagos M2 tém predominancia de reacdes metabdlicas direcionadas ao
suporte da fosforilacdo oxidativa, como a oxidacao de &cidos graxos e o funcionamento pleno
do ciclo do TCA. Esses macrdfagos M2 secretam IL-10 e TGF-B (fator transformador de
crescimento PB) e estdo envolvidos tanto na inibicdo de respostas inflamatdrias bem como no
processo de reparo tecidual (CAO et al., 2010). Estudos tem mostrado que a polarizacdo de
macréfagos € modulada pela reprogramacdo metabdlica, caracterizada pela utilizacdo da via
glicolitica (IP et al., 2017; MOREIRA et al., 2015). Alguns patégenos intracelulares como
Leishmania modulam o metabolismo das células hospedeiras, de tal forma que para sua
sobrevivéncia observa-se a utilizacdo da fosforilagdo oxidativa e exibem um perfil M2
(MOREIRA et al., 2015).

Em nossos achados, conforme a andlise de acidificacdo extracelular (Fig. 7A) é
possivel observar que a infeccdo por ambas as espécies de Leishmania tornaram o0s
macrofagos mais glicoliticos, aumentando a glicolise, capacidade glicolitica e a reserva
energética. E possivel que o aumento da glicolise nos grupos infectados tenha ocorrido para
alimentar a cadeia respiratoria, pois, conforme observado na analise de consumo de oxigénio
(Fig. 8B), as taxas de consumo de oxigénio basal (antes da adicdo de inibidores) também
aumentaram nos macréfagos infectados. Esses dados séo similares aos encontrados por Ty e
seus colaboradores, que mostraram que ao infectar macrofagos derivados de monocitos
humanos com Leishmania spp, ocorreu maior utilizacdo do metabolismo mitocondrial e
aumento de glicolise para alimentar a fosforilacdo oxidativa (TY et al., 2019).

Mesmo apds a utilizacdo de oligomicina, inibidor da fosforilacdo oxidativa, 0s
macrofagos infectados continuaram a apresentar maior OCR quando comparados ao grupo
controle (Fig. 8B), sugerindo que na presenca do parasito, 0 metabolismo mitocondrial pode
ser importante para a sobrevivéncia do parasita uma vez que este encontra-se aumentado.
Estudos da literatura mostram que a Leishmania donovani também aumentou as vias
metabolicas mitocondriais durante a infeccdo (ROSENZWEIG et al., 2008). Moreira e
colaboradores mostraram que a infeccdo por Leishmania infantum em BMDM induziu uma
mudanca do perfil metabolico de glicdlise para a fosforilagdo oxidativa, para favorecer seu

crescimento (MOREIRA et al., 2015). Além disso, estudos realizados em macrofagos



humanos também corroboram com nossos achados, mostrando que a infeccdo com
Leishmania amazonensis e Leishmania donovani resultou em aumento da fosforilagéo
oxidativa, com aumento da capacidade respiratoria basal e maxima (TY et al., 2019).

Para estabelecer um ambiente ideal para sua sobrevivéncia, 0s parasitas precisam
ajustar o metabolismo da célula hospedeira. Dentre essas alteracGes temos a inducdo da
glicélise, via anabdlicas e catabdlicas dos lipideos, producdo de acido nucleicos e sintese de
protéinas. Esses processos sdo executados por sensores metabdlicos que sinalizam a
mitocdndria para promover um estado energético favoravel (MENDES et al., 2018). Em
nossos dados foi observado que a inibicdo do metabolismo mitocondrial favoreceu a
eliminacdo do parasita. A diminuicdo da taxa de infeccdo e carga parasitaria dos macré6fagos
tratados com oligomicina e C75 evidencia a importancia da fosforilagdo oxidativa para a
sobrevivéncia dos parasitas de ambas as especies de Leishmania (Fig. 10 e 11). Embora néo
tenham sido observadas diferengas nos grupos tratados com inibidores da via glicolitica, o
fato da infeccéo ter sido realizada durante 18 horas pode ter interferido nesse resultado. De
fato, Moreira e colaboradores observaram que ap0s 6 horas de infeccdo de macrofagos
murinos por L. infantum, essas células exibiam um perfil glicolitico e ap6s 18 horas, a
infeccdo era modulada a um perfil favorecendo a utilizacdo da fosforilacdo oxidativa
(MOREIRA et al., 2015).

Um estudo realizado por Caradonna e seus colaboradores, mostrou que a infec¢éo por
protozoarios do género Trypanosoma cruzi, depende principalmente do metabolismo de
nucleotideos e da oxidacdo de acidos graxos do hospedeiro (CARADONNA et al., 2013).
Acreditamos que no caso da Leishmania spp também haja uma dependéncia da energia gerada
pela utilizacdo de &cidos graxos. Além disso, acidos graxos derivados de lipideos do
hospedeiro podem ser utilizados por patdgenos intracelulares como fonte alternativa de
carbono (EISENREICH et al.,2010). O aumento da utilizacdo de &cidos graxos por
amastigotas de Leishmania mexicana, ja havia sido relatada mesmo antes dos estudos de
imunometabolismo terem sido realizados (HART; COOMBS, 1982; MCCONVILLE et al.,
2007).

A demanda energética da Leishmania muda de acordo com a sua forma evolutiva,
enquanto a forma promastigota utiliza glicose como fonte de energia, a amastigota emprega o
uso de aminoacidos e acidos graxos (MCCONVILLE et al., 2007). Além disso, estudos
mostram que a utilizacdo do metabolismo mitocondrial pode desempenhar um papel

importante na sobrevivéncia de amastigotas nas células do hospedeiro por meio da subversédo
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do metabolismo energético (NADERER e MCCONVILLE, 2008; MCCONVILLE e
HANDMAN, 2007).

A mitocondria € uma organela que desempenha um papel central para a regulagao das
reacbes metabolicas e o principal fornecedor de ATP e vias metab6licas usadas para a
biossintese de macromoléculas. Além disso, estdo envolvidas nas principais vias de morte
celular regulada e mutacGes que estdo ligadas ao aumento de espécies reativas de oxigénio de
origem mitocondrial (mtROS) (CORREA-DA-SILVA et al., 2018). As mitocOondrias oxidam
metabdlitos do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) do piruvato derivado da glicélise, mas
também &cidos graxos e aminodcidos, o que gera equivalentes reduzidos de NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo) e FADH2 (flavina adenina dinucleotideo) para
alimentar elétrons na cadeia transportadora de elétrons (TCE). Essa transferéncia de elétrons
resulta no bombeamento de prétons para o interior da membrana mitocondrial, o que resulta
na producdo de uma forca motriz de préton necessaria para a producdo de ATP pela ATP
sintase (SCHREPFER; SCORRANO, 2016).

Estudos anteriores mostraram que a respiracdo celular é importante para a
sobrevivéncia da Leishmania no hospedeiro, fornecendo substratos que sdo utilizados como
fonte de energia (VAN DER ZANDE; ZAWISTOWSKA-DENIZIAK; GUIGAS, 2019).
Nossos dados mostram que a proliferacdo dos parasitas de Leishmania spp. se mostra
dependente do metabolismo mitocondrial, bem como utilizacdo dos metabolitos e fonte de
energia para o seu desenvolvimento.

Da mesma forma que o metabolismo mitocondrial € utilizado para a sobrevivéncia dos
parasitas, ele pode ser utilizado como alvo terapéutico para eliminacdo do mesmo. Em
condicdes de estresse metabolico, mais elétrons podem sair da cadeia respiratéria e aumentar
ainda mais a geracao de superoxido mitocondrial (LEADSHAM et al., 2013). Esse vazamento
pode ocorrer principalmente nos complexos | e 111 da cadeia transportadora de elétrons, dentro
das mitocondrias. O super 6xido é desmutado em peroxido de hidrogénio pela SOD2 na
matriz mitocondrial e SOD1 no espaco intermembranar mitocondrial. O super Oxido e 0
peréxido de hidrogénio sdo considerados como espécies reativas de oxigénio mitocondrial
(mtROS) (KOOPMAN et al., 2010; WEST; SHADEL ; GHOSH, 2011).

As vias metabdlicas podem ser inibidas farmacologicamente e apresentam alto
potencial para serem estratégias terapéuticas bem-sucedidas. Dados da literatura sugerem que
a utilizacdo de inibidores de complexos mitocondriais podem aumentar a producdo de mtROs
(WEST,; SHADEL; GHOSH, 2011). Acreditamos que a inducdo de mtROS pode estar

relacionada com a diminuicdo da carga parasitaria e taxa de infec¢do observada nos BMDMs



tratados com oligomicina. Estudos tem mostrado a importancia do mtROS como componentes
antimicrobianos na defesa inata contra a infeccBes bacterianas, eliminando patdgenos
intracelulares como Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (SILWAL et
al., 2020; SONODA et al., 2007; YU; CHEN; TOOZE, 2018). Basu e colaboradores,
mostraram que os parasitas de Leishmania interferem na geracdo de ROS, bem como na
producdo de mtROS. Em um estudo realizado com Leishmania donovani demonstraram que
a infeccdo estd relacionada com a supraregulacdo da proteina desacopladora 2 (UCP2),
regulador negativo da geragdo de mtROS (BASU BALL et al., 2011). Em nossos achados,
observamos que a infec¢do por Leishmania spp altera a producdo de mtROs uma vez que 0
tratamento com oligomicina aumenta a producdo desse composto, 0 que pode levar a
destruicdo do parasita (Fig. 14). Além disso, observamos também um aumento da producéo
de espécies reativas de oxigénio celular na utilizacdo da oligomicina em células infectadas por
Leishmania (Fig. 15A e 15B). A oligomicina é um inibidor da ATP sintase e assim espera-se
que o potencial de protons transmembrana aumente, uma vez que esta enzima ndo estarad
funcional e assim nédo ocorrera a fosforilacdo de ADP em ATP e esse gradiente de prétons nao
sera utilizada (NICHOLLS, BUDD, 2000; NELSON, COX, 2012). Recentemente, foi descrito
o efeito de varias drogas que interferem na fisiologia mitocondrial do parasita. Foi
demonstrado por FONSECA-SILVA e colaboradores que a quercitina, um pré-oxidante,
exerce efeito antileishmanicida em promastigotas de L. amazonensis devido a producdo de
ROS e interrupcdo da funcdo mitocondrial (FONSECA-SILVA et al., 2011).

Dados da literatura mostram que a estimulacdo de BMDMs a partir de camundongos
deficientes IL-10 -/- por LPS aumenta a massa mitocondrial, e diminui o potencial de
membrana, sugerindo que o acumulo de mitocondrias disfuncionais esteja relacionado com o
aumento da massa mitocondrial (IP et al., 2017). Nossos dados mostram que a utilizacdo dos
inibidores de fosforilacdo oxidativa (Oligomicina), sintese de acidos graxos (C75) e b-
oxidacdo (Etomoxir), apresentam aumento da massa mitodondrial, e do potencial de
membrana, com consequente aumento da disfuncdo mitocondrial (Fig. 16). A ocorréncia de
mitocéndrias disfuncionais estd relacionada com atividades prejudicadas da cadeia
transportadora de elétrons, transporte ou atividade de poro que seja necessaria para a
fosforilacdo oxidativa (TRETTER; ADAM-VIZI, 2000). Como mostrado na analise de
consumo de oxigénio pelo Seahorse, durante a infeccdo por L.amazonensis e L.braziliensis
ocorre 0 vazamento de protons remanescentes da respira¢do basal, sugerindo presenca de

mitocéndrias disfuncionais (Fig. 8C). No entanto, esses dados sdo preliminares e nao
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apresentam significAncia estatistica, sendo necessaria a repeticdo do experimento e aumento
do n amostral.

A compreensdo da bioenergética mitocondrial na patogénese da Leishmaniose é algo
que precisa ser elucidado no contexto das interacGes parasito-hospedeiro. A utilizacdo de
inibidores metabdlicos tem sido utilizada em diversas areas. Além disso, devido a
dependéncia da Leishmania do metabolismo da célula hospedeira, existe potencial de

manipulacdo do metabolismo mitocondrial para desenvolvimentos de estratégias terapéuticas.

9. CONCLUSAO

A infeccdo por L.amazonensis e L.braziliensis alteram o metabolismo mitocondrial das
células do hospedeiro, fazendo com que a celula alcance um estado energéetico mais elevado.
No entanto, ndo houve subversdo da reprogramacdo metabdlica de forma antagbnica em
macrofagos murinos infectados, uma vez que as diferentes espécies utilizaram os mesmos
mecanismos do metabolismo mitocondrial das células do hospedeiro para sua sobrevivéncia.
Nosso trabalho destaca o potencial da utilizacdo do metabolismo mitocondrial dos macrofagos

como alvo terapéutico para modular a infecgdo por Leishmani spp.



PERSPECTIVAS

e  Aumentar o n amostral e repetices de experimentos;

e  Mensurar a captacao de glicose em macrofagos infectados;

e  Avaliar a morfologia das mitocondrias atraves da microscopia eletrénica de transmiss&o.
e Investigar a cinética da infeccdo com o tratamento com 2DG com 6 horas de infeccéo;

e  Avaliar o perfil de citocinas produzidas pelos macréfagos murinos infectados.
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