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ANDRADE, Yasmin Monara Ferreira de Sousa. Investigacdo da sintese de eicosanoides
durante a leishmaniose: uma analise do parasito ao hospedeiro. 2022. 89 f. il. Tese
(Doutorado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2022.

RESUMO

Corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas citoplasmaticas responsaveis pelo armazenamento
de lipidios neutros e pelo metabolismo de mediadores em muitos tipos de células. Dados
recentes mostram formacéo de CLs e producdo de eicosanoides em Leishmania. Contudo,
estudos da formacdo e modulacdo de CLs, bem como, da sintese de lipidios bioativos em
diferentes espécies de Leishmania ainda ndo foram conduzidos. Assim, primeiramente foram
avaliadas por microscopia Otica a formacdo de CLs em L. infantum, L. amazonensis e L.
braziliensis, bem como, a modulacdo destas organelas estimuladas com os acidos
eicosapentaenoico (EPA), docosahexaenoico (DHA) e araquidbnico (AA). Os mediadores
produzidos por estas espécies foram quantificados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (HPLC-MS) e a expressao das proteinas GP63 e PGFS foram
avaliadas por imunoblotting e ELISA. Por fim, as sequencias gendmicas e os residuos do sitio
ativo dessas proteinas foram analisadas em espécies de Leishmania do Velho e Novo Mundo.
Observamos maior nimero de CLs durante metaciclogénese e apos estimulacdo com EPA,
DHA e AA, em L. infantum e L. braziliensis. Além disso, identificamos 12 lipidios bioativos,
estimulados principalmente por AA. A partir das analises in silico, notamos que as sequéncias
de GP63 e PGFS sdo mais similares entre as espécies de mesmo tropismo e que os residuos do
sitio ativo de GP63 foram mais alterados, ao contrario dos residuos de PGFS. Também
observamos que GP63 foi mais produzida na fase logaritmica dos parasitos, ao contrario de
PGFS que foi mais expressa na fase estacionaria. No contexto da interacdo parasito-hospedeiro,
ainda ndo foi investigado a sintese de eicosanoides in situ durante a fase crénica da leishmaniose
visceral (LV). Desse modo, utilizamos Hamsters Golden Syrian (Mesocricetus auratus)
machos, com 6 a 8 semanas de idade, que foram infectados intraperitonealmente com 107 L.
infantum/mL. Ap6s 150 dias de infeccdo, avaliamos as alteracdes clinicas e histoldgicas no
baco e figado. Através da HPLC-MS/MS demonstramos pela primeira vez a producdo de
eicosanoides no plasma, baco e figado dos animais. Notamos que o aumento da producdo dos
mediadores HETES esta correlacionado com a gravidade da LV. Portanto, este estudo abre
perspectivas para compreensdo da biologia de Leishmania e sua interacdo com o hospedeiro,
bem como amplia o0 conhecimento para elaboracdo de novas estratégias antiparasitarias.

Palavras-chave: Corpusculos lipidicos. Eicosanoides. Leishmania. Mediadores lipidicos.
Leishmanioses.



ANDRADE, Yasmin Monara Ferreira de Sousa. Investigation of eicosanoid synthesis during
leishmaniasis: a parasite-to-host analysis. 2022. 89 f. il. Tese (Doutorado em Patologia) —
Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz,
Salvador, 2022.

ABSTRACT

Lipid droplets (LDs) are cytoplasmic organelles responsible for the storage of neutral lipids and
the mediator’s metabolism in many types of cells. Recent data show LDs formation and
eicosanoid production in Leishmania. However, studies on the formation and modulation of
LDs, as well as the bioactive lipids synthesis in different Leishmania species have not yet been
conducted. Thus, the formation of LDs in L. infantum, L. amazonensis and L. braziliensis, as
well as the stimulation of these organelles with eicosapentaenoic (EPA), docosahexaenoic
(DHA) and arachidonic (AA) acids were first evaluated by optical microscopy. The mediators
produced by these species were quantified by High-Performance Liquid Chromatography -
Mass Spectrometry (HPLC-MS) and the expression of GP63 and PGFS proteins were evaluated
by immunoblotting and ELISA. Finally, the genomic sequences and active site residues of these
proteins were analyzed in Old and New World Leishmania species. We observed a greater
number of LDs during metacyclogenesis and after stimulation with EPA, DHA and AA, in L.
infantum and L. braziliensis. In addition, we identified 12 bioactive lipids, mainly stimulated
by AA. From the in-silico analyses, we noticed that GP63 and PGFS sequences are more similar
between species with the same tropism and that GP63 active site residues were more altered,
unlike the PGFS residues. We also observed that GP63 was more produced in the log phase of
the parasites, unlike PGFS which was more expressed in the stationary phase. In the context of
the parasite-host interaction, the eicosanoids synthesis in situ during the chronic phase of
visceral leishmaniasis (VL) has not yet been investigated. Therefore, we used male Golden
Syrian Hamsters (Mesocricetus auratus), aged 6 to 8 weeks, which were infected
intraperitoneally with 107 L. infantum/mL. After 150 days of infection, we evaluated the clinical
and histological changes in the spleen and liver. Through HPLC-MS, we demonstrated for the
first time the eicosanoids production in the plasma, spleen and liver of animals. We noticed that
the increase in the production of HETES mediators is correlated with the severity of VL.
Therefore, this study opens perspectives for understanding the biology of Leishmania and its
interaction with the host, as well as expanding the knowledge for the development of new
antiparasitic strategies.

Keywords: Lipid droplets. Eicosanoids. Leishmania. Lipid mediators. Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

Leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas e ainda consideradas como um grave
problema ecoepidemiologico, ja que, atingem populacdes pobres em muitas regides ao redor
do mundo, principalmente a Asia, Oriente Médio, Africa e Américas (RUIZ-POSTIGO et al.,
2021), sendo assim classificadas como do Velho (Oriente) ou Novo Mundo (Ocidente) (WHO,
2010). A doenga apresenta duas formas clinicas principais: Leishmaniose Tegumentar (LT) e
Leishmaniose Visceral (LV), que sdo causadas por diferentes espécies de protozoarios do
género Leishmania (WHO, 2010). No Novo Mundo, a LT ainda é subdividida em: leishmaniose
cutanea (LC) e mucocutanea (LM) (Fig. 1) (MANN et al.,, 2021; PAHO, 2021; RUIZ-
POSTIGO et al., 2021; WHO, 2018).

/ [ | |
Leishmaniose Cutanea Leishmaniose Mucocutanea Leishmaniose Visceral

[ : I I ] |

Forma Forma Forma - Comprometimento de
: : : ; S Lesdes em mucosas i
ulcerativa disseminada atipica visceras

Classificagéo clinica

Manifestagdo clinica

Figura 1 - Classificacdo clinica das leishmanioses
Fonte: adaptado de (MANN et al., 2021)

1.1.1 Leishmaniose Cutanea (LC)

Dentre as leishmanioses, a LC é a forma mais comum e causa lesdes de pele
caracterizadas pelo surgimento inicial de granuloma dérmico que evolui até a formacéo de
ulceras, além de inchago local, papula eritematosa e adenopatia regional (REITHINGER et al.,
2007; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; WHO, 2018). A LC ainda apresenta
classificagfes clinicas, podendo ser: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose
cuténea difusa (LCD) e leishmaniose disseminada (LD) (Fig. 1) (MANN et al., 2021). No
Brasil, os principais agentes etioldgicos da LC sdo Leishmania amazonensis e Leishmania

braziliensis, no entanto, outras espécies também podem causar LC (KAYE; SCOTT, 2011).
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Em 2020, o pais reportou 0 maior numero de novos casos (291) de LC dentre os paises da
Américas do Sul (RUIZ-POSTIGO et al., 2021) (Fig. 2) e estima-se que entre 600.000 a 1

milhdo de novos casos ocorram anualmente em todo o mundo (PAHO, 2019; WHO, 2018).

Mapa: Status endémico da leishmaniose cutinea (LC) no mundo, 2020

Numero de novos casos de CL reportados em 2020

B3 0casosreportados
= <100
[ Nenhum caso autoctone relatado
= 100-999
Bl 1000-1999 [ Setdados
Bl >5000 [ Nio seaplica

Figura 2 - Distribui¢do endémica da leishmaniose cutanea em 2020
Fonte: adaptado de (RUIZ-POSTIGO et al., 2021)

1.1.2 Leishmaniose Mucocutanea (LM)

Considerada umas das formas mais graves, a LM causa destrui¢do parcial ou total das
mucosas do nariz, boca e garganta (PAHO, 2019; WHO, 2010). Além disso, a LM ocorre
principalmente nas Américas, com grande incidéncia na Bolivia, Peru e Brasil (PAHO, 2019).
Em 2020, 4,2% dos novos casos de LT reportados no Brasil corresponderam a LM (PAHO,
2021), tendo como principal agente etiolégico L. braziliensis (KAYE; SCOTT, 2011).

As respostas imunoldgicas contra as formas mais severas de LT (LM e LCD) sdo opostas
e variam quanto a imunidade celular, producdo de anticorpos e carga parasitaria (SCOTT;
NOVAIS, 2016). Isso demonstra que, além de depender das espécies infectantes de Leishmania,
a forma e progressdo da doenca estdo associados a fatores do hospedeiro e também podem
direcionar estratégias terapéuticas mais eficientes (MANN et al., 2021; SCOTT; NOVAIS,
2016).
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1.1.3 Leishmaniose Visceral (LV)

A LV, também conhecida como calazar, é causada pela espécie L. infantum (KAYE;
SCOTT, 2011) e tem como principais reservatorios alguns mamiferos como cées, gatos,
coelhos, morcegos, entre outros (PENNISI et al., 2015). O quadro clinico da LV varia de casos
assintomaticos a manifestacdes leves, moderadas ou graves, no entanto, a LV continua a ser
uma das principais doencas parasitarias com potencial de surto e mortalidade quando nao
tratada adequadamente (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; PAHO, 2019; WHO, 2010).
Febre irregular persistente e esplenomegalia caracterizam a LV, além da pancitopenia,
hepatomegalia, hipergamaglobulinemia e perda de peso, particularmente em pacientes que se
apresentam na fase cronica da doenca (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). A desnutricdo
aguda ou 0 emagrecimento estdo associados a uma alta carga parasitaria, particularmente em
criangas pequenas, embora ndo esteja claro se esse efeito é causa ou consequéncia de um estado
nutricional ruim (HARHAY et al., 2011; MALAFAIA, 2009; ZACARIAS et al., 2017). Em
2020, o Brasil juntamente com Etidpia, Eritreia, Quénia, india e Sud3o representam 79% dos
casos globais de LV (Fig. 3) (RUIZ-POSTIGO et al., 2021).

Mapa: Status endémico da leishmaniose visceral (LV) no mundo, 2020

Numero de novos casos de LV reportados em 2020

0 casos reportados

<100

100-499

500-999 =3 Semdados
=>1000 [ Nioseaplica

3 Nenhum caso autoctone relatado

IiEC00

Figura 3 - Distribui¢do endémica da leishmaniose visceral em 2020
Fonte: adaptado de (RUIZ-POSTIGO et al., 2021)

Diante da gravidade da LV, diferentes modelos experimentais in vivo tém sido utilizados

para uma melhor compreensdo da doenca e desenvolvimento de novas terapias (DORES
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MOREIRA et al., 2016; LOEUILLET; BANULS; HIDE, 2016; ROUAULT et al., 2017). Os
camundongos s80 geneticamente resistentes ou suscetiveis a infec¢do, mas os camundongos
suscetiveis podem ainda conter a infeccdo e dificultar o desenvolvimento da doenca
(LOEUILLET; BANULS; HIDE, 2016; MARQUIS; GROS, 2007; MELBY et al., 2001;
NIETO et al., 2011; WEGNER et al., 2004). J4 0 hamster (Mesocricetus auratus) representa o
melhor modelo para LV, pois possui uma suscetibilidade a uma variedade de patégenos
intracelulares, além de desenvolver a maioria das alteracdes imunopatoldgicas caracteristicas
da LV humana com crescimento de parasitas na medula 6ssea, baco e figado, sintomas clinicos
e hematoldgicos como hepatoesplenomegalia, anemia, pancitopenia (ALMEIDA et al., 2021;
DORES MOREIRA et al., 2016; LIMA et al., 2014; NIETO et al., 2011; SAINI; RAI, 2020).
Fatores do hospedeiro, como idade e sexo, também determinam a suscetibilidade a infec¢des,
desse modo, hamsters do sexo masculino e em estagio juvenil mostraram lesdes maiores e mais
graves e maior carga parasitaria nos linfonodos em comparacéo com as fémeas (SINGH et al.,
2007; TRAVI et al., 2002).

1.2 MORFOLOGIA E CICLO BIOLOGICO DOS PROTOZOARIOS LEISHMANIA spp.

Protozoarios do género Leishmania tém ciclo de vida dixeno, ou seja, infectam
hospedeiros vertebrados e invertebrados. Além disso, sdo parasitos digenéticos, pois
compreendem dois estigios de desenvolvimento: um estagio extracelular e flagelado
denominado promastigota que prolifera no intestino médio do vetor e um estagio intracelular
obrigatério sem flagelo denominado amastigota que se multiplica nas células de hospedeiros
vertebrados (Fig. 4) (FORESTIER, 2013; SUNTER; GULL, 2017). No entanto, a divisdo por
fissdo binaria e a arquitetura celular bésica é conservada entre promastigotas e amastigotas, que
tém: ndcleo, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi, mitocéndria e cinetoplasto genoma
mitocondrial (kKDNA) que esta diretamente ligado ao corpo basal a partir do qual se estende o
flagelo (OGBADOYI, EMMANUEL O., 2003). Na base do flagelo hd uma invaginacédo da
membrana celular formando uma bolsa flagelar, que é importante nesses parasitas por ser o
unico local de endocitose e exocitose e, portanto, € uma interface critica entre o parasita e
hospedeiro (LACOMBLE et al., 2009).
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Amastigota Promastigota

Microtibulos
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Figura 4 - Caracteristicas ultra estruturais de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania spp.
(Desenho esquematico produzido por Théo Araljo-Santos)
Fonte: (BARRAL, 2011).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado pela Leishmania ocorre durante o repasto
sanguineo realizado pelo flebotomineo, o qual regurgita formas promastigotas metaciclicas na
derme do hospedeiro, dessa forma, os parasitos liberados sdo fagocitados pelas células
hospedeiras locais e iniciam sua diferenciacdo para a forma amastigota, dentro do vacuolo
parasitéforo (VP) (PAHO, 2019). As amastigotas se multiplicam até 0 momento em que ocorre
o rompimento da célula hospedeira, 0 que possibilita a infeccdo de novas células e leva as
formas assintomaticas ou sintomaticas da doenca a depender de fatores relacionados ao
hospedeiro e a espécie de Leishmania (MANN et al., 2021; PAHO, 2019). Ja a infeccdo do
hospedeiro invertebrado, se da pelo repasto sanguineo de animais infectados, uma vez que 0s
fleb6tomos ingerem os parasitos na forma amastigota, que passam por processos de

diferenciacdo no trato digestivo do vetor até alcancarem novamente a forma promastigota
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metaciclica, e assim, dar continuidade ao ciclo de infeccdo (Fig. 5) (CECILIO; CORDEIRO-
DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022; PAHO, 2019; SUNTER; GULL, 2017)
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Figura 5 - Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Fonte: adaptado de (PAHO, 2019)
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1.3 MOLECULAS DE SUPERFICIE COMO FATORES DE VIRULENCIA EM

LEISHMANIA

Durante o ciclo de vida dos protozoarios Leishmania spp., moléculas de superficie

celular denominadas glicoconjugados desempenham papel fundamental na sobrevivéncia,

infectividade e viruléncia dos parasitos, sendo esses: o Lipofosfoglicano (LPG), o0s

Proteofosfoglicanos (PPGs), Polimeros Livres de Fosfoglicanos (PGSs),

Fosfatases Acidas

Secretadas (SAP), Glicosilinositolfosfolipideos (GIPLSs), e a Glicoproteina 63 (GP63) (Fig. 6)
(MULE et al., 2020; TURCO; DESCOTEAUX, 1992). GP63 e LPG sdo as moléculas mais

abundantes, tém sido frequentemente reportadas em estudos da interacdo-hospedeiro e, por isso,

serdo descritas abaixo.
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Figura 6 - Representacdo esquematica dos glicoconjugados em Leishmania spp
Fonte: adaptado de (MULE et al., 2020)

1.3.1 Glicoproteina 63 (GP63)

Também chamada de leishmaniolisina, a GP63 € a glicoproteina mais abundante da
superficie de Leishmania (FONG; CHANG, 1982), atua como metaloprotease dependente de
zinco e esta presente em promastigotas e amastigotas (FROMMEL et al., 1990). Seus genes
codificadores, msp, sdo altamente conservados e organizados in tandem entre a maioria das
espécies de Leishmania (ATAYDE et al., 2016; IVENS et al., 2006; PEACOCK et al., 2007).
Esta proteina pode estar ancorada na membrana via glicofosfatidilinositol (GPI) ou pode ser
diretamente secretada para 0 meio extracelular na forma glicosilada e, por isso, seu peso
molecular varia entre 60-66 kDa (MATLASHEWSKI, 2001; MCGWIRE et al., 2002).

Quanto a viruléncia de GP63, sabe-se que esta proteina é essencial no desenvolvimento
da patogénese in vivo e in vitro por Leishmania spp. (JOSHI et al., 2002). A GP63 é capaz de
evadir da lise mediada pelo complemento por inativar a proteina C3b (BRITTINGHAM,;
MORRISON, 1995); degrada componentes da matriz extracelular, facilitando a migracdo de
promastigotas no hospedeiro (MCGWIRE; CHANG; ENGMAN, 2003); modula a sinalizagdo
e fungdes microbicidas dos macrdfagos ao clivar importantes proteinas regulatorias a favor da
sobrevivéncia dos parasitos (OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005); neutraliza a proteina 8
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de membrana associada a vesicula (VAMP8), evadindo da fagocitose associada a LC3 (LAP)
(MATTE et al., 2016); reduz a acidificacdo fagossbmica e tem sua atividade como
metaloprotease alterada de acordo com a variabilidade intraespecifica de L. braziliensis (DA
SILVA VIEIRA et al., 2019); e favorece o desenvolvimento da leishmaniose cutanea apos
coinoculagéo de L. amazonensis e seus exossomos contendo GP63 (DA SILVA LIRA FILHO
et al., 2022). Desse modo, GP63 mostra-se como um grande fator que impulsiona a doenga
desencadeada por Leishmania spp e 0s mecanismos pelos quais 0 parasito interage e tolera o

hospedeiro por meio dessa proteina continua sendo investigado.

1.3.2 Lipofosfoglicano (LPG)

A expressdo de determinantes de viruléncia também inclui a familia dos fosfoglicanos
(PG), que tém em comum a repeticdo de unidades de fosfodissacarideo (Galf31,4Man-PQO4)
(DESCOTEAUX; TURCO, 1999). Dentre os fosfoglicanos, o lipofosfoglicano (LPG) é o
principal glicoconjugado de superficie de promastigotas metaciclicas, reduzindo sua expressao
na forma amastigota (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). O LPG € uma macromolécula
composta basicamente por quatro dominios distintos: uma ancora GPI, um nucleo de glicano,
uma cadeia linear de PGs e uma “cap” de oligossacarideo na por¢do mais externa. A ancora de
GPI consiste em 1-0-alquil-2-liso-fosfatidilinositol contendo uma cadeia alifatica saturada
unica. O nticleo glicano (“core”) € um heptassacarideo composto por dois galactopiranosideos,
um galactofuranosideo, dois manosideos e um residuo de glucosamina ligado ao inositol. Este
ndcleo glicano estd ligado a um PG linear que contém de 15-40 unidades repetidas de
fosfodissacarideos e, mais externamente, a estrutura do LPG contém di-, tri- ou tetrassacarideos
formados por galactose € manose montados da seguinte forma: Manal, 2Manal ou Galp1, 4

(Fig. 7) (FORESTIER; GAO; BOONS, 2014; TURCO; DESCOTEAUX, 1992).
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Figura 7 - Estrutura do lipofosfoglicano em Leishmania dovonani
Fonte: ( adaptado de FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012)

Sobre o papel do LPG no hospedeiro invertebrado, estudo mostra que esta molécula
protege as promastigotas das enzimas digestivas do flebotomineo e permite a adesdo dos
parasitos na parede do intestino médio, evitando sua excrecdo (SACKS et al., 2000). Além
disso, o LPG sofre alteracdo durante a metaciclogénese impedindo a aderéncia do parasito no
intestino e preparando-os para a inoculagdo no mamifero (SACKS, 2001). Ja no hospedeiro
vertebrado, o LPG desempenha papéis importantes logo no inicio da interacdo parasito-
hospedeiro, ja que, protege as promastigotas contra lise pelo sistema complemento, promove
fixacdo com a célula hospedeira, inibe a maturacdo do fagossomo, protege conta enzimas
lisossomais, inibe iINOS, protege contra a acdo de ROS e inibe a sintese de citocinas (FRANCO;
BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Mais recentemente, mostrou-se que o LPG de diferentes
cepas de L. braziliensis reduziu o recrutamento fagossémico via proteina 1 de membrana
associada a lisossomos (LAMP-1) (DA SILVA VIEIRA et al., 2019); inibiu a acidificacdo do
vacuolo parasitéforo (PV) de mondcitos inflamatdrios infectados por L. donovani (MATTE et
al., 2021); e que o LPG purificado modulou resposta inflamatoria ao induzir a sinalizagéo
PPAR-y via TLR1/2 (LIMA et al., 2017).

Outra abordagem que levou a uma melhor compreensdo das fungdes do LPG na interagéo
parasito-hospedeiro foi a geracdo de parasitos nocaute para os genes especificos que codificam
enzimas envolvidas na sintese deste glicoconjugado (JESUS-SANTOS et al., 2020; LAZARO-
SOUZA et al., 2018). Assim, estudos que utilizaram parasitos nocaute mostraram que o LPG
ndo é um fator determinante na retencdo de L. infantum no intestino médio do flebotomineo,

portanto, ndo define a competéncia vetorial em Lutzomyia longipalpis (COUTINHO-ABREU
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IV, ORISTIAN J et al., 2020). Além disso, a deficiéncia de LPG em L. infantum afetou a
sobrevivéncia do patégeno em macréfagos, ao passo que induziu fortemente a expressdo de
INOS e NF- kB (Lazaro-Souza et al., 2018). Como esperado, a mutacdo também aumentou 0s
processos de fusdo lisossomal, secrecdo de metaloproteinase-8 (MMP-8), degradacao da matriz
de colégeno tipo | e espécies reativas de oxigénio (ROS), com consequente reducdo da
viabilidade de L. infantum mutante em neutréfilos humanos (QUINTELA-CARVALHO et al.,
2022). Esses estudos reforcam a importancia do LPG como um determinante de viruléncia nas
interacdes patdgeno-hospedeiro. Contudo, outras biomoléculas também estdo associadas a
viruléncia do patégeno, como por exemplo, os mediadores lipidicos que sdo produzidos por
corpusculos lipidicos (TAVARES et al., 2021). Essas organelas especializadas no metabolismo
de lipidios, tém sido descritas em Leishmania e vem direcionando investigacdes no contexto da
relacdo patogeno-hospedeiro (TAVARES et al., 2021).

1.4 CORPUSCULOS E MEDIADORES LIPIDICOS NA INFECCAO POR LEISHMANIA

Os lipidios representam uma classe importante e altamente diversificada de
biomoléculas insolUveis, que atuam tanto na fisiologia quanto na fisiopatologia dos sistemas
vivos (VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008). Essas biomoléculas funcionam como
componentes estruturais de membranas (fosfolipidios e colesterol), moléculas armazenadoras
de energia (acidos graxos) e moléculas sinalizadoras (eicosanoides, resolvinas) durante
processos infecciosos e inflamatérios (BOSCH et al., 2021; BOZZA et al., 2011; VAN MEER,;
VOELKER; FEIGENSON, 2008). Na célula, os principais locais de armazenamento de lipidios
sdo os corpusculos lipidicos ou corpos lipidicos (CLs) (do inglés lipid droplet), organelas que
podem ser encontradas em praticamente todos os tipos de células, de procariontes a eucariotos
multicelulares (BOZZA; MAGALHAES; WELLER, 2009).

Para além do armazenamento lipidico, os CLs sdo organelas complexas e dindmicas
envolvidas na homeostase energética e lipidica, biossintese de membrana, sinalizacdo celular e
manipulacdo de vitaminas hidrofobicas e protecdo celular a lipotoxicidade (OLZMANN;
CARVALHO, 2019; PEREIRA-DUTRA et al., 2019). Estruturalmente, os CLs s&o derivados
do reticulo endoplasmatico (RE), armazenam lipidios neutros (triacilglicerol, diacilglicerol e
éster de colesterol) que sdo protegidos por uma monocamada de fosfolipidios associados a
proteinas especificas (Fig. 8) (BOZZA; MAGALHAES; WELLER, 2009; FARESE:;
WALTHER, 2009; WILFLING et al., 2013). As principais proteinas estruturais presentes na

superficie dos CLs sdo as proteinas perilipina (PLIN-1), acil CoA:diacilglicerol aciltransferases
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(DGAT), guanosina trifosfatase Rab (Rab18), a enzima limitante da taxa de sintese de
fosfatidilcolina CTP:fosfocolina citidililtransferase (CCT), dentre outras proteinas como a
proteina relacionada a diferenciacao adiposa (ADRP) e a proteina que interage com cauda de
47 kDa (TIP 47). Tais proteinas desempenham papel na montagem e biogénese do CL
(BOZZA; MAGALHAES; WELLER, 2009; MIURA et al., 2002).

Figura 8 - Estrutura de corpos lipidicos. a) Micrografia eletrénica de um corpo lipidico em uma célula
de hepatoma cultivada. A monocamada da membrana que o envolve é visivel, assim como associagdes
préximas com mitocondrias e membranas do RE. Sdo mostrados os lipidios de superficie da
monocamada (por exemplo, fosfolipidios e esterdis), os lipidios do ndcleo (por exemplo, ésteres de
esterois e triacilglicerdis), e uma variedade de proteinas na superficie do corpusculo. Essas proteinas
incluem DGAT2, Rab18, perilipina e CCT (CTP:fosfocolina citidililtransferase; a enzima limitante da
velocidade na sintese de fosfatidilcolina). Varios mecanismos hipotéticos de como as proteinas
interagem com o corpo lipidfico sao mostrados, incluindo hélices o anfipaticas, incorporacdo de regiGes
hidrofébicas diretamente na gota e ancoras lipidicas.

Fonte: adaptado de (FARESE; WALTHER, 2009).
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Os CLs compartimentam o substrato e toda a maquinaria enzimatica para a sintese de
mediadores lipidicos, como os eicosanoides. Estes sdo biomoléculas derivadas da oxidacdo do
acido araquidoénico (AA) e controlam varios processos celulares como homeostase tecidual,
defesa do hospedeiro, inflamacdo, cancer (BOZZA et al., 2011; MELO et al., 2016). A sintese
de eicosanoides, tais como prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs), € iniciada pela a¢do da
superfamilia de enzimas conhecidas como enzima fosfolipase (PL)A2, que libera acidos graxos
a partir da hidrolise de fosfolipidios (GUIJAS et al., 2014). Especificamente, as fosfolipases
citosolicas (cPLA?) tem papel central na mobilizacdo de AA. As moléculas de AA sdo
acumulados em um corpusculo lipidico por proteinas de membrana presente nessas organelas,
como as perilipinas (PLIN-1), as quais medeiam a formacdo de CLs (BOZZA et al., 2011). Em
seguida, a oxidacdo de AA livre pode ocorrer devido acao de ciclooxigenase (COX) para formar
PGH: que pode ser metabolizada por endoperoxidases em diferentes prostaglandinas, ou ainda,
pelas enzimas lipoxigenases (LOX), sendo a 5-lipoxigenase (5-LO) em associagcdo com a
proteina ativadora da 5-LO (FLAP) responsaveis pela producéo de LTAu, 0 qual é metabolizado
pelaagdo da LTA4 hidrolase em LTB4 ou pela agdo da LTC4 sintase em LTC4 (Fig. 9) (BOZZA,
MAGALHAES; WELLER, 2009; PEREIRA-DUTRA et al., 2019).
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Fonte: adptado de (SORGI et al., 2018).
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A participacdo de CLs na patogénese de doencas infecciosas tém sido descrita em
diferentes classes de patogenos: bactérias (ALLEN; MARTINEZ, 2020), virus (DA SILVA
GOMES DIAS et al., 2020), fungos (NOLAN et al., 2017) e protozoarios (TAVARES et al.,
2021). Assim, a formacdo de CLs, com consequente producdo de eicosanoides, integra os
mecanismos de defesa de um hospedeiro, ja que, (1) ocorre acumulo de CLs minutos apos
estimulagdo inflamatdria ou infecciosa (BOZZA et al., 2011; MONSON et al., 2020); (Il) o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) levam a formacéo de
CLs (BARLETTA et al., 2016); (I1l) CLs recrutam muitas proteinas antimicrobianas na
ativacdo celular (BOSCH et al., 2020), etc. Além disso, os CLs podem fazer parte dos processos
de adaptacdo de patdgenos para escapar da imunidade do hospedeiro e servir como fontes de
energia para patdgenos intracelulares (PEREIRA-DUTRA et al., 2019). Estas observacdes
demonstram a participacdo de CLs /mediadores lipidicos na imunidade inata e adaptativa do
hospedeiro, modulando a resposta a diferentes infeccdes.

No contexto da infeccdo por Leishmania, os mediadores podem exercer papeis
antagbnicos. Um estudo, demonstrou que aumento de PGE2 induzida pela saliva do inseto vetor
é importante para o estabelecimento da infeccdo (ARAUJO-SANTOS et al., 2014a). Além
disso, a morte intracelular de L. amazonensis foi induzida pelo aumento de producéo de LTB4
em macrdfagos e neutréfilos infectados (SEREZANI et al., 2006; TAVARES et al., 2014),
assim como a superexpressdo de PGF,, sintase (PGF2S) em L. braziliensis leva ao aumento da
infectividade in vitro (ALVES-FERREIRA et al., 2020) e piora a evolu¢do da leishmaniose
tegumentar em pacientes com diabetes pela producdo desequilibrada de LTB4/PGE2
(BONYEK-SILVA et al., 2020). Outros mediadores lipidicos, como as resolvinas, sdo
responsaveis pela resolucdo da inflamacéo e homeostase tecidual (SERHAN; LEVY, 2018).
Neste sentido, pacientes com LCD apresentam maiores niveis plasmaticos de resolvina D1
(RvD1) quando comparados com pacientes acometidos pela LCL (MALTA-SANTOS et al.,
2017) e uma bioassinatura de mediadores lipidicos derivados do plasma previram com precisao
a falha do tratamento leishmanicida em pacientes com LC (MALTA-SANTOS et al., 2020a).

1.5 CORPUSCULOS LIPIDICOS E SINTESE DE EICOSANOIDES EM LEISHMANIA

CLs sdo comumente observadas em protozoarios, incluindo os géneros Plasmodium,
Trypanosoma e Leishmania (Tabela 1) (TAVARES et al., 2021) e, por isso, uma variedade de
mediadores lipidicos e seus precursores tém sido descritos na literatura como sendo produzidos
por estes parasitos (Tabela 2) (TAVARES et al., 2021).
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Tabela 1 - Fungdes e composicao presumivel de goticulas lipidicas nos protozoarios

Species Roles of LD Components References
Virulence
Leishmania infantum Eicosanoid metabolism Prostaglandin F2 a synthase, and Arachidonic Acid* Aralijo-Santos et al.*"
Lipid traffic and organelle membrane interactions
Leishmania amazonensis Increase during cell death induced by oxidative stress Undetermined da Silva Rodrigues et al'*
H (R0}
Toxonlasma eondii Cholesterol, DAG, and TAG metabolism Cholesterol, TAG, and DAG molecules N?;I':illtc::aecttaali an
P & Storage of neutral lipids TeACATI, TeACAT2, TeDGAT, and Tglipin enzymes® Lige etal .

Growth and differentiation Flaslohper et al.™

Trypanosoma brucei TAG; Phospholipids; LDK: TbLpn enzyme”

TAG and phospholipids metabolism Dawoody et al.''”

. Lipid traffic, storage, and metabolism Organelle communications  Neutral lipids, sterols, cholesterol, cholesteryl esters, acylglycerols, Toledo et al.i*
Trypanosoma cruzi o ; ) - . A - . "
Eicosanoid production phospholipids, fatty acids, arachidonic acid, and PGE, Pereira et al. '
Replication and membrane generation of the parasites Vielemeyer et al.®
FPlasmodium falciparum Heme detoxification effects Meutral lipids and PfDGAT enzyme* Jackson et al*"
Induces f-hematin formation in the digestive vesicles. Ambele et al.®»

*: localisation in lipid droplets was not demonsirated; *: localisation in endoplasmic reticulum. Enzymes involved in the biogenesis of lipid droplets; TAG: triacylglycerol; Te: Toxoplasma gondii,
Pf: Plasmodium falciparum; ACAT: Acyl-CoA cholesterol acyltransferase; DGAT: Diacyl-CoAc:cholesterol acyliransferase; LDE: lipid droplet kinase; COX: cyclooxygenase; PGFS: prostaglan-
din F, synthase; PGE,: prostaglandin E ; ThLpn: Trypanosoma brucei Lipin.

Fonte: (TAVARES, et al., 2021, p. 4)



Tabela 2 -

Mediadores lipidicos, precursores e suas enzimas de metabolismo identificadas em patégenos protozoarios

Species

Lipid mediators and precursors Proteins

References

Leishmania sp.

Trypanosoma brucei

Trypanosoma cruzi

Toxoplasma gondii

Linoneic acid-derived metabolites
(9,10-DIHOME, 9,10-DiHODE, 15,16-DiHODE, 9-HODE, 10-HODE, 12-HODE. 13-HODE,
15-HODE, 5(S)-HET:E, 8(S)-HET:E, 12(S)-HETE. 15{S)-HET:E)

Arachidonic acid-derived metabolites

(5-HETE, 8-HETE, 11-HETE, 12-HETE, 15-HETE, 18-HETE, 8(9)-EpETtE, PGE,, PGD,, PGF, ) PLA /PAF-AH. PGFS,

COX-like enzyme, CYP1,

Docosahexaenoic acid- derived metabolites CYP2, CYP3

(4-HDoHE, 7-HDoHE, 8-HDoHE, 10-HDoHE, 11-HDoHE. 13-HDoHE, 14-HDoHE,
16-HDoHE. 17-HDoHE, 20-HDoHE)

Eicosapentaenoic acid-derived metabolites
(7(8)-EpDPE, 10(11)-EpDPE, 13(14)-EpDPE, 16(17)-EpDPE, 19(20)-EpDPE, 10,11-DiHDPE,
13.14-DiHDPE, 16.17-DiHDPE)

Arachidonic acid-derived metabolites

(PGE,, PGD,, PGF,) PLA, PGFS

Hydroxyvdocosahexaenoic acid precursors
17-HDHA, 14-HDHA, 7-HDHA, 4-HDHA

Arachidonic acid-derived metabolites
(PGE, PGD,. PGF, , TXA . 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE, 58,158-DiHETE, 5-HEPE,
12-HEPE, 15-HEPE, 18-HEPE, 55,158-DiHEPE, TXA , PGE,, PGD,, PGF, )

Docosahexaenoic acid-derived metabolites
(RvD1, RvD5)

Eicosapentaenoic acid-derived metabolites
(RvE2)

Plasmodium falciparum Not determined PLA,
Trypanosoma congolense

PGFS, PGES, TeTP, PLA,, TXA S

Araljo-Santos et al.®"
Azevedo et al.®®
Alves-Ferreira et al.®"
Pawlowic et al.®®
Estrada-Figueroa et al.#"
Kabututu et al.#*
Paloque et al.®!

Kubata et al.*%

Toledo et al.**
Colas et al.#**
Okamoto et al ="
Murkherjee et al.t%
Kubata et al.==3%

Kubata et al.®®

DiHOME: dihydroxyoctadecaenoic acid; DiHODE: dihydroxyoctadecadienoic acid; HODE: hydroxyoctadecadienoic acid; HETrE: hydroxyeicosatrienoic acid; HETE: hydroxyeicosa-
tetraenoic acid; DIHETE: hydroxyeicosatetraenoic acid; EpETrE: epoxyeicosatrienoic acid; HDoHE: hydroxydocosahexaenoic acid; EpDPE: epoxydocosapentaenoic acid; DiHDPE:
dihydroxydocosapentaenoic acid; PG: prostaglandin; TX: thromboxane; HDHA: hydroxydocosahexaenoic acid; HEPE: hydroxyeicosapentaenoic acid; DIHEPE: dihydroxyeicosapen-
taenoic acid; Rv: resolvin; TcTP: T cruzi thromboxane receptor; PLA : phospholipase A ; PAF-AH: platelet-activating factor-acetylhydrolase; PGFS: prostaglandin F synthase; PGES:
prostaglandin E synthase; TXA2S: thromboxane A, synthase; CYP: cytochrome P450 enzymes.

Fonte: (TAVARES, et al., 2021, p. 5)
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Neste contexto, fica evidente que 0s parasitos possuem uma maquinaria necessaria para
sintese de mediadores lipidicos, como por exemplo, PG sintases em L. infantum (ARAUJO-
SANTOS et al., 2014b). Além disso, foi observado que a proteina GP63 de L. mexicana tem
atividade de COX, enfatizando a capacidade de producéo de eicosanoides pelo parasito (DIAZ-
GANDARILLA et al., 2018).

Ainda é pouco explorado a participacdo desses lipidios bioativos produzidos pelo
parasita durante uma infeccédo, no entanto, foi demonstrado que PGF,, aumentou a viabilidade
parasitaria nos momentos iniciais de infeccdo (ARAUJO-SANTOS et al., 2014b), ao passo que
resolvina D1 (RvD1), sintetizados por T. cruzi, contribuiu para resolucdo do processo
inflamatdrio (COLAS, 2018) e tromboxano Az (TXA2), também derivado de T. cruzi, controlou
a proliferacdo e parasitemia in vivo (ASHTON et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que
T. cruzi expressa receptor para TXA: localizado principalmente na membrana flagelar dos
parasitos, com padrdo de glicosilacdo similar aos receptores de plaquetas humanas
(MUKHERJEE et al., 2013). Proteina semelhante ao citocromo P450 (CYP450) é uma outra
via de producédo de mediadores lipidicos e foi recentemente descrita no genoma de L. infantum
como CYP1, CYP2 e CYP3 (PALOQUE et al., 2019). Esta via produz metabolitos que
promovem a polarizag¢do de macréfagos M2 pro-resolutivos, contribuindo para a sobrevivéncia
de L. infantum na célula hospedeira. Embora o conhecimento sobre o metabolismo de lipidios
bioativos, assim como os mecanismos envolvendo CLs seja crescente, um estudo envolvendo

diferentes espécies de Leishmania néo foi conduzido.
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2 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozoarios de género
Leishmania, transmitidas por insetos flebotomineos do género Lutzomyia. De modo geral, essas
infeccOes tém diferentes manifestacOes clinicas: a forma tegumentar, que atinge pele e mucosas
e a forma visceral que acomete 6rgéos internos. Além disso, as diferentes formas clinicas da
doenca apresentam agentes etioldgicos especificos. Entretanto, ainda é pouco explorado quais
diferencas nesses agentes sdo responsaveis pelas variagdes clinicas observadas. Diante disso,
a busca pelo conhecimento dos aspectos bioldgicos, inerentes ao parasito e ao hospedeiro, é
crucial para compreensdo desta complexa relagdo. Neste contexto, 0s corpusculos lipidicos sdo
organelas centrais na sintese de mediadores lipidicos, tais como 0s eicosanoides, que
desempenham papel importante na resposta imune do hospedeiro mamifero (BOZZA et al.,
2011) e estdo possivelmente associados a viruléncia parasitaria (ARAUJO-SANTOS et al.,
2014b).

Desse modo, este projeto buscou investigar possiveis aspectos relacionados aos agentes
etioldgicos das diferentes formas clinicas da leishmaniose, identificando os potenciais
mediadores lipidicos sintetizados pelo parasito ainda ndo descritos em estudos, assim como,
avaliou o perfil de eicosanoides produzidos durante a fase cronica da leishmaniose visceral em
modelo experimental in vivo utilizando hamsters, que sdo roedores altamente suscetiveis a
infeccdo por espécies visceralizantes. Assim, a caracterizacdo do perfil de mediadores lipidicos
produzidos tanto no parasito quanto no hospedeiro permitira a identificacdo de biomarcadores

e concepcgéo de novas abordagens terapéuticas.
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3 PARTE I

3.1 HIPOTESE

A biogénese de corpusculos lipidicos e sintese de mediadores lipidicos ocorrem
diferentemente entre espécies de Leishmania do Novo Mundo e esta relacionado com a

manifestacdo clinica da doenca.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Avaliar metabolismo e a formacao de mediadores lipidicos em espécies de Leishmania
associadas as diferentes apresentaces clinicas da leishmaniose.

3.2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a biogénese de corpusculos lipidicos em promastigotas de L. amazonensis, L.
braziliensis e L. infantum;

e Auvaliar a modulacdo da formacdo de corpulsculos lipidicos em L. amazonensis, L.
braziliensis e L. infantum;

e Avaliar enzimas do metabolismo de eicosanoides entre diferentes espécies de
Leishmania do Velho e Novo Mundo;

e Avaliar a expressao de enzimas do metabolismo de eicosanoides em promastigotas de
L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum;

e Verificar a presenca de precursores de mediadores lipidicos e eicosanoides em L.

amazonensis, L. braziliensis e L. infantum.
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3.3 MANUSCRITO |

Polyunsaturated fatty acids alter the formation of lipid droplets and eicosanoid
production in Leishmania.
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Abstract

Leishmania parasites present lipid droplets (LD, or lipid bodies) and the molecular machinery
responsible for synthesizing prostaglandins (PGs) and other bioactive lipids. We studied the
effects of polyunsaturated fatty acids (PUFA) on LD biogenesis and eicosanoid production in
distinct Leishmania species associated with different clinical forms of leishmaniasis. We also
compared structural models of human-like cyclooxygenase-2 (GP63) and prostaglandin F
synthase (PGFS) proteins of Leishmania, and we evaluated we their enzymatic expression in
logarithmic and stationary growth phases of procyclic L. amazonensis, L. braziliensis and L.
infantum. PUFAs modulate the formation of LDs in L. braziliensis and L. infantum. Similar
protein structures identified in Leishmania result in comparable tropism and clinical disease
manifestations. No differences in GP63 expression were observed among L. amazonensis, L.
braziliensis and L. infantum, however increased PGFS expression was detected during the
parasite differentiation. Stimulation with arachidonic acid resulted in highly elevated
production of hydroxyeicosatetraenoic acids compared to prostaglandins quantified by LC-
MS/MS. The present findings open new perspectives on the role of eicosanoid metabolism in
Leishmania and could contribute to the development of novel antiparasitic drugs.

Keywords: lipid droplet, lipid bodies, eicosanoid metabolism enzyme, polyunsaturated fatty
acids, eicosanoid, Leishmania.
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INTRODUCTION

Lipid mediators are bioactive molecules derived from the metabolism of
polyunsaturated fatty acids (PUFA) (Jordan and Werz, 2021). The most common lipid mediator
precursors are derived from arachidonic (AA), eicosapentanoic (EPA), and docosahexaenoic
(DHA) acids. (Jordan and Werz, 2021). Trypanosomatids, including Leishmania, can
metabolize AA to eicosanoids by way of specific enzymes, such as cyclooxygenase (COX) and
prostaglandin synthases (PG synthases) (Estrada-Figueroa et al., 2018; Kubata et al., 2007;
Tavares et al., 2021). In addition, specialized lipid mediators are also identified in Trypanosoma
cruzi (Colas, 2018; Paloque et al., 2019a; Tavares et al., 2021).

Lipid mediators are produced in the cytosol and in organelles termed lipid droplets (LD,
lipid bodies) (Araujo-Santos et al., 2014; Bozza et al., 2011; de Almeida et al., 2018; Toledo et
al., 2016), which are present in almost all organisms, including in trypanosomatid protozoa
(Araljo-Santos et 55 al., 2014; Olzmann and Carvalho, 2019; Onal et al., 2017; Tavares et al.,
2021; Toledo et al., 2016). LDs are active sites for eicosanoid metabolism (Aradjo-Santos et
al., 2014; Bozza et al., 2011). Although protozoan parasites are known to produce a variety of
specialized lipid mediators, studies investigating the role of these mediators in parasite biology
and host-parasite interaction remain scarce.

Parasites possess the necessary machinery to synthesize lipid mediators (Kubata et al.,
2007). Leishmania can metabolize AA to prostaglandins using PG synthases present in LDs
(Araujo-Santos et al., 2014). Recently, the glycoprotein of 63 kDa (GP63) was described as a
cox-like enzyme responsible to convert AA to prostaglandin in L. mexicana (Estrada-Figueroa
et al., 2018). In addition to COX, trypanosomatids contain enzymes capable of synthesizing
other eicosanoids, such as PGE2 and PGF2a. Both T. cruzi trypomastigotes and L. infantum
respond to exogenous AA stimulation by producing prostaglandins (Aradjo-Santos et al., 2014;
Toledo et al., 2016). However, the presence of AA was not shown to alter PGF2a synthase
(PGFS) production in L. infantum (Araujo-Santos et al., 2014). L. infantum LDs are capable of
synthesizing PGF2a, a mediator responsible for increasing parasite viability in the initial
moments of infection via an as yet unknown mechanism (Aradjo-Santos et al., 2014). L.
braziliensis promastigotes and amastigotes also express PGFS, which may improve parasites
fitness (Alves-Ferreira et al., 2020).

Trypanosoma cruzi trypomastigotes synthesize RvD1, RvE2 and RvD5, lipid mediators
involved in the resolution of the inflammatory process (Colas, 2018). However, the role played

by these mediators in the course of infection remains to be clarified. On the other hand, T. cruzi
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can synthesize and release thromboxane A2, which may exacerbate infection (Ashton et al.,
2007). Although the presence of a thromboxane receptor has been demonstrated in T. cruzi, its
function has not been determined (Mukherjee et al., 2014). Another pathway of lipid mediator
production was recently described through the identification of proteins (CYP1, CYP2 and
CYP3) similar to cytochrome P450 (CYP450) in the genome of L. infantum, which appear to
be responsible for specialized lipid precursors in this parasite species (Paloque et al., 2019b).
Advances have been made in our understanding of the metabolism of bioactive lipids
found in parasites, as well as mechanisms involving LDs. Leishmaniasis presents a diversity of
clinical forms and symptoms related to specific Leishmania species. Herein we compared the
formation of LDs and the production of eicosanoids in different New World Leishmania species
using PUFA precursors as stimulant. Differences were identified in lipid metabolism among
the Leishmania species investigated, and the enzymes related to eicosanoid production were

described.

METHODS

Parasites

Leishmania infantum (MCAN/BR/89/BA262) promastigotes were maintained for 7-9
days in hemoflagellate culture medium (HO-MEM) supplemented with 10% fetal bovine serum
until reaching stationary phase (Aradjo-Santos et al., 2014). For the cultivation of L.
amazonensis (MHOM/BR/1987/BA125) and L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788), parasites
were maintained in Schneider’s insect medium supplemented with 20% fetal bovine serum, L-
glutamine, 20mM penicillin (100 U/ml) and streptomycin (0.1 mg/ml) at 26°C. Parasites were
used throughout the differentiation and division cycle (logarithmic phase), lasting around nine

days for L. infantum and six days for L. amazonensis and L. braziliensis.

Stimulation of Leishmania

Leishmania spp in logarithmic-phase promastigote cultures were either treated with
progressively higher doses of EPA, DHA (3.75, 7.5, 15, 30uM) or AA (15uM), or with ethanol
(vehicle), or medium alone (control), for 1h. Next, parasites were fixed in formaldehyde 3.7%

v/v and analyzed by light microscopy as described below.

Lipid droplet staining
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Fixed parasites were centrifuged on glass slides at 550 rpm for 10 minutes. Cells were
then washed with distilled water and subsequently kept in a 60% isopropanol solution for 5
minutes. Next, the cells were immersed in Oil Red O solution for 5 minutes. The slides were
mounted in aqueous medium, and the LDs marked by Oil Red O were quantified in 50 cells per

slide using optical microscopy.

Parasitic viability

Following treatment with PUFAS, Leishmania promastigotes were placed on 96-well
flat-bottom plates in the presence of tetrazole salt (XTT) (ROCHE Applied Science) and
incubated at 26°C for 4 hours in the dark. Next, XTT reduction by mitochondrial metabolism
was evaluated by quantifying optical density on a plate reader (spectrophotometer) (Varioskan,
ThermoScientific) (Fig. S1).

Lipid extraction to identify PUFAs and eicosanoids in parasite cell extract

After stimulation with AA, EPA or DHA, parasites isolated by centrifugation were
subjected to hypotonic lysis in a 1:1 solution of deionized water and methanol at 4°C. Culture
supernatants were diluted at the same volume ratio in methanol at 4°C. Samples were then
stored at -80°C and sent for eicosanoid quantification at CEQIL, the Center of Excellence in
Lipid Quantification and Identification (FCFRP-USP), using liquid chromatography/mass
spectrometry (LC/MS) on a Nexera-TripleTOF® 5600+ Target Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) system (SCIEX, Foster City, California). Next,
oxylipid extraction was performed using the SPE (Solid Phase Extraction) method according to
a previously described protocol (Sorgi et al., 2018). After lipid extraction, specimens were
transferred to autosampler vials, and 10 pL of each sample was injected into the LC-MS/MS
system as previously described by Sorgi et al., 2018. Final concentrations of oxylipids in
culture extract and supernatants were quantified in accordance with standardized parameters
(Sorgi et al., 2018).

In silico identification of enzymes involved in Leishmania eicosanoid metabolism

At least two enzymes related to the production of lipid mediators have been identified
in Leishmania: GP63 (human-like COX) (Diaz-gandarilla et al., 2018) and prostaglandin F2a.
synthase (PGFS) (Aradjo-Santos et al., 2014; Kabututu et al., 2003; Tavares et al., 2021).
Initially, we performed a search for annotated nucleotide sequences characteristic of GP63 and

PGFS using L. major as a reference species in GenBank. Using the BLASTn tool, complete
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genome sequences were identified and selected in the following species: L. donovani, L.
infantum, L. amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, L. major and T. cruzi.
Only coding sequences (CDS) were considered for analysis (Table S1, S2). Multiple alignment
of the obtained protein sequences was performed using the Clustal W (Codons) method. The
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X) program was employed to construct a
phylogenetic tree via the Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA)
using 1000 bootstraps (Kumar et al., 2018).

3D modeling of GP63 and PGFS proteins in Old and New World Leishmania species

The Protein Data Bank (PDB) was used to search for L. major crystallographic
structures in order to identify the structures of the GP63 and PGFS proteins (Berman, 2000);
PDB IDs: 1LML for GP63 (Schlagenhauf et al., 1998) e PDB IDs: 4F40 for PFGS (Moen et
al., 2015). The prediction of protein structures was then performed in other L. spp using the
Interactive Threading Assembly Refinement (I-TASSER) bioinformatics method (Zhang,
2015). Using these structures, the PyMOL program was employed to create overlapping models

and analyze the active site residues of these enzymes (DeLano, 2002).

Western blot

Parasites in either stationary or logarithmic growth stages were lysed at a concentration
of 2x108/mL in RIPA solution. Next, the total amount of protein was quantified using the Pierce
BCA protein assay (Thermo Scientific). Total proteins were separated by electrophoresis on a
10% polyacrylamide SDS gel and then transferred to nitrocellulose membranes. Membranes
were blocked in Tris saline buffer (TBS) containing 0.1% Tween 20 (TT) plus 5% milk for 1
h, followed by incubation with L. infantum anti-PGFS (1:1000) overnight (Araujo-Santos et al.,
2014). The primary antibody was then removed, and the membranes were washed five times in
TT followed by incubation with the secondary antibody (goat anti-mouse) (SeraCare’s KPL
Catalog 074-1806) conjugated to peroxidase (1:5000) for 1h. Finally, the membranes were
washed 5x again and then incubated with Western Blotting substrate (Thermo Scientific Pierce
ECL, Amersham, UK).

GP63 immunoassays
Protein extracts of Leishmania in logarithmic and stationary phase were submitted to
ELISA to measure GP63 expression. Briefly, 96-well immunoassay plates were sensitized with

30ug of Leishmania protein overnight at 4°C. Then, nonspecific binding was blocked with 0.1%
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PBS Tween 20 (PBS-T) plus 5% milk for 2 hours. After blocking, the plates were incubated
with anti-GP63 (1:50) (Catalog # MA1-81830) and incubated overnight at 4°C. Next, the plates
were washed with PBS-T and incubated with the secondary antibody (SeraCare’s KPL Catalog
074-1806) conjugated with peroxidase (1:2000) for 1 hour at room temperature. Finally, the
plates were incubated with 3,3'5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) for 30 minutes, after which
the reaction was stopped using 3M HCI. Plates were read on a microplate reader (Molecular

Devices Spectra Max 340PC) a wavelength of 450nm.

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using GraphPad-Prism v8.0 software (GraphPad
Software, San Diego, CA-USA). All obtained data are represented as means + standard error of
the mean. Statistical analysis was performed using ANOVA or the Student Newman-Keuls test
when comparing two groups, while Kruskal-Wallis was employed for three or more groups, at
a significance level of p < 0.05. All experiments were performed in triplicate.

RESULTS

Lipid droplets differ in quantity among Leishmania species

Our previous work demonstrated increasing numbers of LDs as L. infantum parasites
differentiated into metacyclic forms in vitro (Aradjo-Santos et al., 2014). Here, we also found
higher numbers of LDs during the differentiation process in axenic cultures of L. braziliensis

and L. infantum, but not in L. amazonensis (Fig. 1).
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Figure 1. Lipid droplets in procyclic forms of Leishmania spp. Parasites in logarithmic and
stationary growth phases were labeled with Oil Red O to count LDs. Data shown represent the
mean * standard error of LDs in (A) L. infantum, (B) L. amazonensis, and (C) L. braziliensis.
*** p<0.0001 using student Mann-Whitney test for multiple comparison by pairs.

PUFA stimulation increases lipid droplet formation in some Leishmania spp

LD formation was affected by stimulation with PUFAs; AA induced the formation of
LDs in L. braziliensis and L. infantum, but not in L. amazonensis (Fig. 2). LD formation per
parasite was found to be dose-dependent with regard to stimulation with EPA and DHA, as a
statistically significant linear trend was observed for both L. braziliensis and L. infantum;
however, no effect on LD formation was observed in L. amazonensis (Fig. 2 and Fig. S2).
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Figure 2. Polyunsaturated fatty acids increase the formation of lipid droplets in procyclic
forms of Leishmania. Logarithmic growth phase promastigotes of (A) L. infantum (B) L.
amazonensis and (C) L. braziliensis were stimulated with ethanol (vehicle) or AA (15 puM),
EPA (30 uM) or DHA (30 uM) for 1 hour, and then stained with Oil Red O to quantify LDs.
Bars represent means £ SEM of LDs per parasite. *** and * represent p<0.0001 and p<0.05,
respectively, for multiple pairwise comparisons between stimuli and the vehicle using the
student-Newman-Keuls test. AA: Arachidonic acid; EPA: Eicosapentaenoic acid; DHA:
Docosahexaenoic acid.

Comparison of eicosanoid metabolism enzymes in Old and New World Leishmania spp.
Proteins associated with eicosanoid metabolism are present in Leishmania spp., such as
a COX-like enzyme, previously known as GP63, and PGFS (Tavares et al., 2021). We
performed a comparison of the primary protein structure sequences in silico (Fig. S3). In
addition, the tertiary structures of these reference proteins exhibited high structural similarities
across Leishmania spp, as well as T. cruzi (Figs S4, S5). Alignment and phylogenetic analysis
of GP63 and PGFS indicated notable similarity and homology between the Old and New World
Leishmania spp analyzed with respect to clinical manifestations of disease (viscerotropic,
dermotropic or mucotropic; Fig. S3; Figs 3A, B). In addition, nonsynonymous mutations were
identified in the amino acid residues at the active sites of GP63 (PDB ID: 1LML) and PGFS
(PDB ID: 4F40). The residues H264, E265, H268, H334 and M345 at the active site of protein
GP63 were conserved among Leishmania spp with regard to the etiology of clinical
manifestations (Fig. 3C). Similarly, residues G201, Q202, G203, K204 and L205 at the active
site of PGFS were also conserved according to Leishmania spp in accordance with tropism and
disease manifestation (Fig. 3D). We then compared the gene expression of these two enzymes
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involved in the production of eicosanoids in different Leishmania species. GP63 was more
expressed in log-stage L. infantum and L. braziliensis parasites, but not in L. amazonensis (Fig.
4A-C). In addition, PGFS was more expressed in stationary parasites compared to log-stage

procyclic forms in all three species of Leishmania (Fig. 4D-G).

A Cc
L infantum PDB: 1LML

aaaaaaaa

Figure 3. Homology of GP63 and PGFS proteins across different Leishmania spp. GP63
and PGFS genes were identified in the reference genomes of etiologic pathogens related to
human leishmaniasis. Phylogenetic trees of (A) GP63 and (B) PGFS were constructed using
the UPGMA method (MEGA X software), considering 1000 bootstraps. Residues at the active
sites of (C) GP63 and (D) PGFS proteins are highlighted by colors depicted in three-
dimensional structures. Non-synonymous mutations among Leishmania spp. are listed.



43

A B C
L. infantum L. amazonensis L. braziliensis
1.5 1.5+ 1.5+
* %
g 1.0 e 1.0+ g 1.0
c = c
S S S
w0 wn wn
< < <
o o o
© 0.5 © 0.5 © 0.5
‘—[ _L
0.0- 00l =—== === O.O—J—
Logarithmic mm  Stationary
D e .
Logarithmic Stationary
34KkDa — — NS e ., TP 1
34KDa  c— D e GBS Sample #2
sample #3
St RS cotmm, SRS
& - & o
o & & o ey &
o o N o o »
& o ra § oV o
h) R o \,‘ & N
v v v b
E F G
L. infantum L. amazonensis L. braziliensis
30+ 30 30
*
< 20 g 20 = 20 >
> = % %k >
£ £ IS
© Il ©
: | g :
£ 10 < 10+ & 10 T
0- 0- 0-
Logarithmic mm  Stationary

Figure 4. GP63 and PGFS protein expression in logarithmic and stationary axenic stages
of Leishmania spp. Parasites in logarithmic and stationary growth phases were lysed to measure
GP63 protein expression in (A) L. infantum, (B) L. amazonensis, (C) L. braziliensis by
immunoassay. Total protein (30ug) was incubated with anti-PGFS (1:500) for Western blot
analysis. (D) Immunoblot comparing the abundance of PGFS in logarithmic and stationary
stages incubated with anti-PGFS (1:1000) in (E) L. infantum, (F) L. amazonensis, (G) L.
braziliensis. * p<0.05 for multiple pairwise comparisons between stimuli and the vehicle using
the student-Newman-Keuls test.
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Qualitative effects of PUFAS on eicosanoid production in Leishmania spp.
Trypanosomatids possess enzymatic machinery for the metabolization of PUFAS to

specialized and conventional lipid mediators (Colas et al., 2018; Paloque et al., 2019; Tavares
et al., 2021). Herein we used LC/MS to evaluate the presence of lipid mediator precursors, as
well as eicosanoids, in L. infantum, L. amazonensis and L. braziliensis treated or not with AA,
EPA or DHA. In all, 41 lipid mediators were analyzed in cell extracts and axenic culture
supernatants. The presence of twelve bioactive lipids was identified: 15-keto-PGE2, LXAg,
PGD., PGE;, 5-HETE, AA, 12-HETE, 8-HETE, 11-HETE, EPA, 15-HETE, PGF2, (Table 1
and Fig. 5). However, mediators LTC4, PGB2, 6-keto-PGF1a, 17-RvD1, 12-0x0-LTB4, 20-OH-
PGE2, TXB2, RvD1, RvD2, RvD3, LTB4, LTD4, LTE4, 6-trans-LTB4, 11-trans-LTD4, PDX,
Maresin, PGJ2/PGA2, RVEL, 15-deoxy-PGJ,, 5-ox0-ETE, 20- HETE, 5,6-DIiHETE, 12-o0xo-
ETE, 15-ox0-ETE, 11,12-DIHETTE, 14,15-DIiHETTE, 5,6- DIHETrE, 20-OH-LTB4 were not
identified. As expected, AA-derived eicosanoids were the most prevalent in Leishmania
extracts (Fig. 5).

Table 1. Quantitation of eicosanoids and their precursors in cell extract and supernatant of Leishinania spp. by LC-MS

Mass (m/z) Lipid concentrations in cellextract and supernatant by Leishmania spp g/mL)*
Lipids Standards* L. infanfumn L. amazonensis L. braziliensis
Precursor ion (m/z) Fragment ion (m/z)

C H C s C s
PGEy. PGFo-d4 333 3082178 017 027 <0.01 468 <0.01 1.62
15-Keto-PGE; PGE-d4 349 2872017 282 43.80 132 3612 112 33.89
PGE, PGE-d4 351 1891285 230 1114 146 3419 631 7174
PCD; PGDy-d4 351 180.1285 1.70 1320 2.60 8.36 1.09 1521
LxAy LXAs-ds 351 217.1598 727 1759 1046 3505 1166 276
15-HETE 13-HETE-d8 319 175.1492 620 30.66 1623 187.49 16.34 182.73
12-HETE 12-HETE-d8 319 179.1078 314 26.65 826 4716 757 3052
11-HETE 12-HETE-d$ 319 167.1084 452 2552 9.93 65.03 1159 49.60
S-HETE 12-HETE-d§ 319 155.0714 38 201 2.00 55.83 038 32.00
5-HETE J-HETE-d8 319 115.0401 <0.01 3894 18.74 8145 2079 75.68
EPA Ad-dll 301 2572275 148 1454 1454 43.07 399 810
A4 Addil 303 2592447 4139 365.81 50.94 4197 5727 25277

AA- Arachidonic Acid; EPA- Eicosapentaenoic acid: LX: Lipoxin; PG- prostaglandin: HETE: Hydroxyeicosatetraenoate: C- Cell extract: S: Supematant;
* Standard molecules containing Deuterium (d) atoms was used as an intemal standard for the quantification of lipids by LC-mass spectrometry (MS).
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Figure 5. Identification of lipid mediators in different Leishmania spp. Average distribution
of the 10 abundant eicosanoids in the cell extract and supernatant of procyclic promastigotes
of (A) L. infantum, (B) L. amazonensis and (C) L. braziliensis in logarithmic growth phase
(with cell types labeled above each pie chart) stimulated with AA for 1 hour, displayed as parts
of the whole. Data are in percentage of ng/mL of total lipid detected by LC-MS. EPA:
Eicosapentanoic acid; 15-HETE: 15-hydroxyeicosatetraenoic acid; 8-HETE: 8-
hydroxyeicosatetraenoic acid; 11-HETE: 11-Hydroxyeicosatetraenoic acid; 12-HETE: 12-
hydroxyeicosatetraenoic acid; AA: Arachidonic acid; PGF2,: Prostaglandin F2,; 15-keto-PGEo:
15-keto-Prostaglandin  E2; LXA4: Lipoxin As4; PGD»: Prostaglandin D»; 5-HETE: 5-

hydroxyeicosatetraenoic acid.

DISCUSSION

While lipid mediators and LDs have a potential role in the pathogenicity of Leishmania
infection, the literature contains scarce data on eicosanoid metabolism in these parasites. Here
we compared eicosanoid metabolism and LD formation in response to PUFAs in different
species of Leishmania associated with distinct clinical forms. Our data show that, in contrast to
L. amazonensis, LD formation can be modulated by PUFA stimulation in L. infantum and L.
braziliensis. However, with regard to eicosanoid production, the same eicosanoids were
detected across all three New World species when stimulated with AA, yet L. amazonensis did
not respond similarly to the other two species investigated under stimulation with EPA and
DHA.

LDs are organelles that synthesize lipid mediators in a variety of cell types (Bozza et
al., 2011). However, the role of LDs in eicosanoid production in parasites remains poorly

understood (Tavares et al., 2021). In L. infantum, LDs are sites of production for PGF2, (Araujo-
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Santos et al., 2014), but the literature contains scare reports on the presence of enzymes related
to the lipid metabolism of eicosanoids or bioactive lipids in other protozoa. Herein, we found
that AA modulated the formation of LDs, which suggests the accumulation of AA in LDs that
may serve as a platform for the synthesis of eicosanoids in some protozoa of the genus
Leishmania.

Regarding the formation of lipid mediators, it is known that enzymatic machinery in
protozoa is responsible for the synthesis of these bioactive compounds, such as GP63 (Diaz-
gandarilla et al., 2018) and PGFS (Alves-Ferreira et al., 2020; Aradjo-Santos et al., 2014;
Kabututu et al., 2003; Tavares et al., 2021; Toledo et al., 2016); however, the enzymes that
convert AA into lipid mediators have not been adequately studied. In L. mexicana, a GP63
protein was shown to be analogous to COX-2 (Diaz-gandarilla et al., 2018). These protein
metalloproteases are described as the main surface antigen expressed in promastigotes of
different Leishmania species (Isnard et al., 2012). Although the genes encoding the GP63
metalloproteases are organized in tandem (lvens et al., 2006; Peacock et al., 2007), it has not
been demonstrated whether COX-2 activity would arise from all of these encoded proteins. The
production of PGF2a, which enzyme PGFS is responsible for synthesizing (Kubata et al., 2007),
activates the PGF2a receptor, triggering the COX pathway (Ueno and Fujimori, 2011). While
little is known about the role of parasite-derived PGFS, some studies suggest the potential role
of this eicosanoid in host-parasite interaction (Alves-Ferreira et al., 2020; Aradjo-Santos et al.,
2014). Our comparison of protein sequences and GP63 and PGFS active site residues in both
Old and New World Leishmania species revealed surprising similarity between these enzymes
in accordance with the clinical form of disease caused by the parasite. Nonetheless, additional
studies are needed to verify if, in fact, this similarity could be related to GP63 and PGFS
expression, and to the development of a polarized response according to the clinical
manifestation. Indeed, some studies in humans have shown altered production of lipid
mediators depending on the cutaneous or visceral form of disease (Araujo-Santos et al., 2017;
Malta-Santos et al., 2020).

An important aspect of our evaluation focused on the expression of enzymes involved in
the metabolism of eicosanoids during the metacyclogenesis of different New World Leishmania
species. Similar levels of GP63 were observed among L. amazonensis, L. braziliensis and L.
infantum promastigotes, yet increased PGFS expression was detected during parasite
differentiation. This finding may indicate that PGFS could influence the virulence of infective

forms of Leishmania spp. Considering the differences in the structure of and family of genes
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encoding these enzymes, further studies are needed to correlate these differences with the
enzymatic activity exhibited by PGFS in Leishmania.

While some studies have advanced the understanding of lipid metabolism, the enzymes
involved in parasites remain poorly described; however, knowledge on which metabolites are
produced by zoonotic parasites is expanding (de Almeida et al., 2018; Diaz-gandarilla et al.,
2018; Paloque et al., 2019; Toledo et al., 2016). Here, we investigated the metabolites produced
by different Leishmania species, observing increased production of lipid mediators of the HETE
class. Importantly, little is known about the role played by these metabolites during the host-
parasite interaction process. Additional studies may shed light on whether these should be
considered virulence factors and thus may serve as intervention targets, in addition to whether
their currently unidentified receptors could elucidate mechanisms of pathogenicity. The present
findings serve to open perspectives by providing evidence on how PUFAs lead to the
modulation of LD formation in different Old and New World Leishmania species. We believe
that our qualitative overview of lipid mediators potentially produced by these parasites

contributes to the base of knowledge surrounding antiparasitic drug development.
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Supplementary Material

Supplementary table 1. GP63 nucleotide sequences used in the study

Species GenBank Code region (begin - end) (Sk:f)(; UniprotKB code
Leishmania infantum FR796442.1 222401 - 224197 1800 Q6LAT7
Leishmania donovani CP029509.1 257944 - 259743 1800 AOA3S7WR60

Leishmania major Y00647.1 199 - 2007 1809 P08148
Leishmania amazonensis CP040138.1 179953 - 181761 1809 No annotation

Leishmania mexicana NC 018314.1 180317 - 182125 1809 E9AN54
Leishmania braziliensis LS997609.1 224752 - 226554 1803 AOA3P3YZR7

Leishmania panamensis AF037166.1 1-1770 1770 046312
Trypanosoma cruzi MKQG01002498.1 73636 - 75255 1630 No annotation

Supplementary table 2. PGFS nucleotide sequences used in the study

Species GenBank Code  region (begin - end)* (Sk:S UniProtKB code
Leishmania infantum FR796463.1 1034722 - 1035576 855 A416Z4
Leishmania donovani FR799618.2 1062787 - 1063641 855 E9BMZ2

Leishmania major FR796427.1 1050960 - 1051814 855 P22045
Leishmania amazonensis CP040158.1 1024015 -1023161 855 No annotation
Leishmania mexicana FR799583.1 1026690 -1027544 855 E9B215
Leishmania braziliensis FR799006.1 1114033 - 1114887 855 A4HII7
Leishmania panamensis CP009400.1 936089 - 936943 855 AOA088RXB1
Trypanosoma cruzi AAHK01000429.1 11770 - 12618 849 Q4DJ07

*gene identified in the reverse complementary
sequence
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Supplementary figure 1. Polyunsaturated fatty acids stimulation does not affect
Leishmania viability. Procyclic promastigotes of (A) L. infantum, (B) L. amazonensis and (C)
L. brasiliensis in logarithmic growth phase were stimulated with AA, EPA or DHA for 1 hour.
Next, tetrazolium salt (XTT) reduction was measured by spectrophotometry. Data are
represented as means * standard error of optical density readings.
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Figure 2. Polyunsaturated fatty acids increase the formation of lipid droplets in procylic
forms of Leishmania. Logarithmic growth phase promastigotes of (A) L. infantum (B) L.
amazonensis and (C) L. braziliensis were stimulated with ethanol (vehicle) or AA (15 puM),
EPA (3.75, 7.5, 15 or 30 uM) or DHA (3.75, 7.5, 15 or 30 uM) for 1 hour, and then stained
with Oil Red O to quantify LDs. Bars represent means £+ SEM of LDs per parasite. ***
represent p<0.0001, for pairwise comparison between AA and the vehicle using the Student’s
t-test. The significance was tested by 1-way ANOVA with post-test linear trend to dose
response stimuli. AA: Arachidonic acid; EPA: Eicosapentaenoic acid; DHA: Docosahexaenoic
acid.
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MSVDSSSTHRHRCVAARLVRLAAACAAVTVAVCTAAAWAHAAAPQHRCIHDAMOARVROSVAAQRMAPSAVSAVGLPHVTLDAADTAAGAD - - PSTGTPRNVVRAANWGA

L. amazonensis 1

L. braziliensis 1 MSRDRSSTHRRRSVAARLMWLAAAG--LVMAVGAAAVWVQAAG--HHCIHDRLOARVLOSVAQQHRPPGSVSALGLPYVSADTISSAHTVDWAQADSTS PSVAHSADWGT
L. donovani 1 MSVDSSSTHRHRSVAARLVRLAAAGAAVIAAVGTAAAWAHAGAVQHRCIHDAMOARVQQOSVARHHTAPGAVSAVGLPYVTLD---TAAAAD--RRPGSAPTVVRAANWGA
L. infantum il MSVDSSSTHRHRSVAARLVRLAAAGAAVIAAVGTAAAWAHAGAVQHRCIEDAMOARVROSVARHHTAPGAVSAVGLPYVTLD---TAAAAD--RRPGSAPTVVRAANWGA
L. major 1 MSVDSSSTHRRRCVAARLVRLAAAGAAVTVAVGTAAAWAHAGALQHRCVEDAMOARVRQSVADHHKAPGAVSAVGLPYVTLDAAHTAAAAD - - PRPGSARSVVRDVNWGA
L. mexicana 1 MSVDSSSTHRNRCVAARLVRLAAAGAAVTVAVGTAAAWAHAAAPQHRCIHDAMQARVROSVAAQRMAPSAVSAVGLPHVTLDAADTAAGAD--PSTGTPRNVVRAANWGA
L. panamensis 1 MPLDSKSTHRSRSVVARLVRLAAACGVAAALAVGTAAAWAHAAATPHRCIEDKLQARVRDSAARHRRMPPSAVSAVGLPY IALD-~ AADTVARAADWCT
T. cruzi IR e MRHTLLFQVLLLCCVSGSVTVAE-———————————— HHCISEEIENKVGPRTTAVVLELPTRESGMMRALTAS-— APEWAP

iz 30 14¢ 150 162 17 180 21

L. amazonensis 19% LRIAVSAEDLTDPAYHCARVGORVNNHVGDIVTCTAEDILTDEKRDILVKHLVPQALQLHTERLKVQQOVOGKWKVIGMTADVCRY FKVPPAHVTIGGVSNTDEVLYVASY.
L. braziliensis 1J7 LRIYVSYADLTDPDCYCSYAGQLVNNHAGALDICKGEDILTDAKRYTLVIYLLPLALOQLHAERLEVROVQGTWKVICMEGDVCGTEFRVPEEHVILGVSNADFVLYVASVP
L. donovani 106 LRIAVSTEDLTDPAYHCARVGQRISTHDSGSTTCTAEDILTDEKRDILVKYLIPQALOLHTERLKVROQVODKWRVIGMVGDICGHFRVPPAHITDGLSNTDEFVMYVASVP
L. infantum 1J& LRIAVSTEDLTDPAYHCARVGQHIKRRLGGVDICTAEDILTDEKRDILVKHLIPQALOLHTERLKVRQVODKWKVTCMGDDVCSDFRVPPAHITDCLSNTDFVMYVASVP
L. major 199 LRIAVSTEDLTDPAYHCARVGQHVKDHAGAIVTCTAEDILTNEKRDILVKHLIPQAVQLHTERLKVQQVQCKWKVTDMVGDICGDFKVPQAHITECFSNTDEFVMYVASVP
L. mexicana 1J0¢ LRIAVSAEDLTDPAYHCARVGQORVNNRVGDIVTCTAEDILTDEKRGILVKHLVPQALOLHRERLKVRQVQGKWKVTGMAADVCSYFKVPPAHVTGGVSNTDFVLYVASVP
L. panamensis 9¢ LRIAVSTADLTDPDYHCTRVGQRVSNHADEIVTCTAEDVLTEEKRDILVSYLIPQALQOLHAERLKVROVQGTWKVTGMTGDVCGKEKVPEAHVAKGVSNADEFVLYVASVE
T. cruzi 67 IRFQVFTEDLNDPSKHCTAEKQFRPDFIGGTLECNKRDILTKEKRSIILNSLLPRAFGMHTDRLLVKPLTGRVIVPRYSSGICAQFKIPSSHHTEGVSGADMYLYVSAGP

260

]
L. amazonensis 219 SEESVLAWATTCQVFADGHPAVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVAHEMAHALGFSGTFFDAVGIVQKVPDVRGKPYFTPMINSSTAVAKAREQYGCNSLEYLEIEDQGGA

9

L. braziliensis 21/ SEPGVLAWATTCQVFSDDHPAVGVMNIPAANIVSRYDQGTTRTVTHEVAHALCFSSVFFEGTGIVKSVTNLRGKPFAAPVINSSTAVAKAREQYGCPTLEYLEVEDQGGS
L. donovani 21¢ SEEGVLAWATTCQVFSDGHPAVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVTHEMAHALGFSVGFFEGARILENISNVRHKDFDVPVINSSTAVAKAREQYGCDTLEYLEIEDQGGA
L. infantum 21¢ SEGDVLAWAATCQVFSDGHPAVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVTHEMAHALGFSDTFFTDKRMLHNVGKIRGKPHNAPVINSSTAVAKAREQYGCDTLEYLEMEDEGGA
L. major 21% SEEGVLAWATTCQTFSDGHPAVGVINIPAANIASRYDQLVTRVVTHEMAHALGFSGPFFEDARIVANVPNVRGKNFDVPVINSSTAVAKAREQYGCDTLEYLEVEDQGGA
L. mexicana 219 SEESVLAWATTCQVFPDGHPAVGVINIPAANIAARYDQLVTRVVTHEMARALGFSGTFFDAVGILRDVPNVRGKPYFALMINSSTAVAKAREQYGCNSLEYLEMEDQGDA
L. panamensis 20& SEPGVLAWATTCQVFSDDHPAVGVINIPAANIVSRYDQGATRTVIHEVAHALGFSSTFFKSAGIVKSVINLRGKPFAAPVINSSTVVAKAREQYGCPTLEYLEVEDQGGS
T. cruzi 177 TQYSTLAWATTCSQLTDGRPVVGVVNYGPSSVTN--SEHGVRVSAHEVAHAIGE SVWLLKERNMLKEVLDVRGKAKVLQOVS-SPKTVEKTREHFNCVNATGMELEDEGGE
34C 350 ? 320 41c 420 43¢ 442
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L. amazonensis 32% GSAGSHIKMRNAQDELMAASASAGYYTALTMAVFQODLGEYQADFSKAEAM CAFLSEKCMANGIT! 'CNESADAIRCPTSRLSVGMCDVTRY -QALPPYL
L. braziliensis 327 GSAGSHLKGRNAKDELMAPASAAGYYTNLTMAVFEDLGEYKADFTKAEVMPWGRNASCDELTKKCMERNITQWPEMFCNTDENALRCPTDRLGLGGCIVLTH-TSVPQYE
L. donovani 3726 GSAGSHIKMRNAQDELMAPAAAAGYYSALTMAIFQDLGEYQADFSKAEEMPWGRNAGCAFLSEKCMEDGITKWPAMFCNENEVTMRCPTSRLGLGKCGVTRA-PDLPPYW
L. infantum 32& VSAGSHIKMRNAQDELMAPAAAAGYYSALTMAIFQDLCGFYQADFSKAEVMPWGRNAGCAFLSEKCMEDGITKWPAMFCN-SDDALRCPTSRLSLGACSLATF-QSLPPYW
L. major 329 GSAGSHIKMRNAQDELMAPAAAAGYYTALTMAIFQDLCFYQADFSKAEVMPWGONAGCAFLTNKCMEQSVTQWPAMFCNESEDAIRCPTSRLSLGACGVTRHE-PCGLPPYW
L. mexicana 322 GSAGSHIKMRNAQDELMAASASAGYYTALTMAVFQDLGFYQADFSKAEAMPWGRNAGCAFLSEKCMENGITKWPAMFCNESADATRCPTSRLSVGMCDVTRY -QALPPYL
L. panamensis 316 GSAGSHLKGRNAKDELMAPASAAGYYTALTMAVFEDLGEFYKADFAKAEMMPWANLATCDFLTKKCMENNITQOWPWMFCNTDENALRCPTDRLGLGGCIVLTR-TSVEQYF
T. cruzi 2894 GTASSHWERRNAKDELMAGISGIGYYTSLTMAALEDTGEYKA NSGCALLTEKCLINGVNKHPEMFCTAETGLFLCTSDRLALGYCTIYLYTAELPSQY
A0 80 3 sS0C 50 520 330 54C 557
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L. amazonensis 4138 QYFTDPFLAG-SSAFMDYCPAVVPFADGNCGQSASEADAAFKAFNVESDAARCIDGAFRPRTTHCGLIKSYAALCANVKCDTATRTY SVQVRGSSGYANCTPGLRFELSTV
L. braziliensis 436 QYFTDPTLTG-LSDFMDYCPTVVPYDDGSCAQRASETSSDMQAFNVESDAARCLDGAFRPTTTREDVT-YACGMCANVKCDTAARTYSVQVRGSSGYVACTPCESVELATL

L. donovani 435 QYFTDPSLAG-ISAFMDYCPVVEPYGDGSCAQRASEAGAPFKGFNVFSDAARCIDGAFRPKTSHGIIKSYAGLCANVRCDTATRTYSVQVHGGSGYANCTPGLRVELSTV
L. infantum 434 QYFTDPSLAG-ISAFMDYCPVVVPFGNGSCAQNASKVMAAVQOAFNVESDAARCIDGAFRPKTTETVTNSYAGLCANVRCDTATRTY SVQVRGGSGYASCTPGLRVELSTV
L. major 438 QYFTDPSLAG-VSAFMDYCPVVVPYSDGSCTQRASEAHASLLPFNVESDAARCIDGAFRPKATDGIVKSYAGLCANVQCDTATRTY SVOVHGSNDYTNCTPGLRVELSTV
L. mexicana 438 QYFTDPEFLAG-SSAFMDYCPAVVPFADGNCGQSASEADAAFKAFNVESDAARCIDGAFRPKTTHGLIKSYAALCANVKCDTATRTY SVQVRGSSGYANCTPGLRFELSTV
L. panamensis 4125 QYFTDPTLTG-LSDFMDYCPTVVPYDDGSCAQRASETSPDMQAFNVESDAARCLDGAFRPTATREDVT-YAGMCANVKCDTAARTY SVQVRGSSGYVACTPGESVELATL
T. cruzi 391 QYFSNLKLGGSAYAFMDFCPHVQPYSNTWCSN----GEASVMHGSRVGPRSKCLRGDG-~~-LVDFMGRIGDVCAEVSCEKGE - -VSVRYLGDDKWRQCPEGS --~--SIT

a0 L 280 EEN

SDAFEKGGYVTCPPYVEVCQGNAQAIKDGGNAAAGRRGPRAAATALVVAALLAVAL* -
SAAFVNGSYITCAPYVEVCQANVQGATSSGNAAAGRRGPRAAATALLVAALLAIACA*
SSAFEEGGYITCPPYVEVCQGNVQAAKDGGNAAAGRRGPRAAATALLVAALLAVAL* -
SSAFEEGGYITCPPYVEVCQGNVQAAKDGGNARAGRRGPRARATALLVAALLAVAL* -
SNAFEGGGYITCPPYVEVCQGNVQAAKDGGNTAAGRRGPRAAATALLVAALLAVAL* -
SDAFEKGGYVTCPPYVEVCQGNPQAIKDGGNAAAGRRGPRAAATALVVAALLAVAL¥ -
SAAFVNGSYITCAPYVEVCOANVQGATSSGNAAAGRRGPRAAVTALLVAALLAIACA*
PTGLEFTGGKILCPKYDDVC-IIFDPLRGSGDVSCLLSVEFPSTSVILLVLIFISMY* %~
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IHWPRGNAILLKEGKKYLDSWRAFERLYAEKKVRAIGVSNFNIHHLEDVLAMCSVPPMVNQVELHPLNNQAELRAFCDAKG IKVEAWS PLGQGN -~~~ LVTHPLLITIGEK
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L. amazonensis 218 YRKTAAQVILRWNIQKNLITIPKSVHKERIEENANIFDFELSAEDVMSIDALNTNSRYGPDPDDAQF*

L. braziliensis 2.8 YRKTAAQVMLRWDIQHDLITIPKSVHKDRVEENANIFDFELSAEDMANIDALNSNVRYGPNPDEAQF*

L. donovani 278 YNKTAAQVILRWNIQKNLITIPKSVHKERIEENADVENFELGAEDVMSIDALNTNSRYGPDPDEAQE*

L. infantum 218 YNKTAAQVILRWNIQKNLITIPKSVHRERIEENADVENFELGAEDVMRIDALNTNSRYGPDPDEAQE*

L. major 218 YNKTAAQVILRWNIQKNLITIPKSVHRERIEENADIFDFELGAEDVMSIDALNTNSRYGPDPDEAQF*

L. mexicana 218 YRKTAAQVILRWNIQKNLITIPKSVHRERIEENANIFDFELSAEDVMSIDALNTNSRYGPDPDDAQEF*

L. panamensis 218 YRKTAAQVMLRWDIQHNLITIPKSVHKERVEENANIFDFELSAEDMANIDALNSNVRYGPNPDEAQF*

T. cruzi 212 HNKSPAQVVIRWDIQHGIVTIPKSTNKGRIQENFNVWDFKLTEEEMRQIDELNEDKRIGADPD--NFFPGGEE®

Supplementary figure 3. Comparative analysis of the primary structure of GP63 and
PGFS proteins across New and Old World Leishmania spp. Protein sequences of (A) GP63
or (B) PGFS were aligned using the ClustalW algorithm.
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A L. major PDB: 1LML

D L major S600824 E L amazonensis $598287

B L. infantum S595519

F L. mexicana S596849

““2
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Supplementary figure 4. Comparative analysis of the tertiary structure of GP63 protein
in Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi. The GP63 protein was modeled using the I-
TASSER algorithm and structures were aligned over the L. major protein (grey). GP63 tertiary
structure overlap shows similarities between (A) L. major PDB: 1LML and (B) L. infantum,
(C) L. donovani, (D) L. major, (E) L. amazonensis, (F) L. mexicana, (G) L. braziliensis, (H) L.
panamensis and (1) T. cruzi.
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A L. major PDB: 4F40

B L. infantum S599340 D L major $599764 E L amazonensis S598284

F L. mexicana S600219 G L. braziliensis S597546 H L. panamensis S599725 | T. cruzi S600072

Supplementary figure 5. Comparative analysis of the tertiary structure of PGFS protein
in Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi. The PGFS protein was modeled using the I-
TASSER algorism and structures were aligned over the L. major protein (grey). PGFS tertiary
structure overlap shows similarities between (A) L. major PDB: 4F40 and (B) L. infantum, (C)
L. donovani, (D) L. major, (E) L. amazonensis, (F) L. mexicana, (G) L. braziliensis, (H) L.
panamensis and (I) T. cruzi.
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4 PARTE I

4.1 HIPOTESE

Os niveis teciduais e plasmaticos de eicosanoides em Mesocricetus auratus é alterado

durante a fase cronica da leishmaniose visceral e esta relacionado com a gravidade da doenga.

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo geral

Avaliar a sintese de eicosanoides em Mesocricetus auratus durante a fase crénica da

leishmaniose visceral.

4.2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar caracteristicas clinicas e laboratoriais de hamsters Golden Syrian ap6s cinco
meses de infeccdo por L. infantum;

e Auvaliar alteragdes histoldgicas do bago e figado dos animais;

e Avaliar carga parasitaria no baco e figado dos animais;

e Analisar o perfil de eicosanoides sintetizados em amostras de plasma, baco e figado de
Mesocricetus auratus apds cinco meses de infec¢do por L. infantum;

e Correlacionar alteracdes clinicas observadas com a sintese de mediadores lipidicos

4.3 MANUSCRITO Il EM ELABORACAO

Eicosanoides da classe do Acido hidroxieicosatetraenoico estio associados com aumento
da carga parasitaria de Leishmania infantum e alteracdes sitio especificas durante a fase

cronica da leishmaniose visceral em Mesocricetus aurautus
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Resumo

A leishmaniose ainda é uma das doencas mais negligenciadas do mundo, afetando
principalmente paises pobres e em desenvolvimento. Dentre as diferentes formas clinicas das
leishmanioses, a leishmaniose visceral (LV) apresenta maior gravidade devido suas
manifestacdes sistémicas. Dados publicados anteriormente demonstram uma alteracéo no perfil
de eicosanoides produzidos durante a fase crénica da LV humana. Neste estudo, nds avaliamos
a producdo de eicosanoides durante a fase crénica da LV no modelo experimental de infeccédo
em Mesocricetus arautus, tendo em vista que hamster € o modelo animal mais parecido com a
doenca humana. Para isto, nds infectamos os animais com Leishmania infantum pela via
intraperitoneal e avaliamos o desenvolvimento da doenca por parametros clinicos, laboratoriais
e histopatolégicos. Apds 5 meses de infecgdo, os animais foram sacrificados e foram avaliadas
a carga parasitaria e a producdo de eicosanoides no plasma, baco e figado dos animais. NOs
identificamos que os animais desenvolveram LV com caracteristicas clinicas e laboratoriais
semelhantes aquelas observadas no ser humano, com a presenca de trombocitopenia, anemia,
linfocitose, alteracdes renais e ictericia. A carga parasitaria foi maior no bago, assim como 0s
niveis de é&cidos hidroxieicosatetraenoico (HETE). Além disso, nds identificamos uma
correlacdo positiva entre os niveis de 11-HETE, carga parasitaria e alteragdes microscopicas no
baco e entre 5-HETE e estas no figado. Desta forma, os nossos dados indicam que os HETES
podem estar associados com a gravidade da LV. Estudos adicionais sdo necessarios para
identificar os possiveis mecanismos envolvidos na relacéo entre os HETES e o parasitismo na
LV, uma vez que a efeitos bioldgicos dos HETES, bem como receptores e mecanismos de
producéo destas moléculas ainda estdo em curso.

Palavra-chave: Leishmania infantum, Mesocricetus arautus, Leishmaniose visceral,
eicosanoides, acido hidroxieicosatetraendico, carga parasitaria
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INTRODUCAO

A leishmaniose ainda é uma das doencas mais negligenciadas do mundo, afetando
principalmente paises pobres e em desenvolvimento. A doenca é causada por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania, que sdo transmitidos a animais e humanos
através da picada de insetos flebotomineos (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Dentre as
leishmanioses, a Leishmaniose Visceral (LV), que tem como agente etiologico Leishmania
infantum, é considerada a forma mais grave por comprometer 6rgaos e tecidos hematopoiéticos
e se ndo tratada adequadamente pode ocasionar a morte de pacientes (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018).

No processo de interacdo com o parasita, a célula hospedeira ativa seus mecanismos
microbicidas e sintetiza importantes moléculas que controlam processos celulares em condigdes
fisioldgicas e patoldgicas, com os eicosanoides, que sdo mediadores derivados da oxidacéo do
acido araquiddnico (AA) e produzidos em corpusculos lipidicos (BOZZA et al., 2011; MELO
et al.,, 2016). A producdo de eicosanoides é iniciada pela acdo das fosfolipases citosolicas
(cPLAy) sob lipidios celulares, liberando moléculas de AA que serdo transportadas para dentro
dos corpusculos lipidicos por proteinas de membrana presente nessas organelas, como as
perilipinas (PLIN-1) (BOZZA et al., 2011; MELO et al., 2016). Entdo, as moléculas de AA
podem ser metabolizadas por diferentes enzimas, como as cicloxigenases (COX), lipoxigenases
(LOX) ou proteinas semelhantes ao citocromo P450 (CYP450), levando a producdo de
prostaglandinas ou tromboxanos, leucotrienos e &cido hidroxieicosatetraendico (HETE),
respectivamente (SORGI et al., 2018).

Estudos apontam que cdes com LV grave tem niveis reduzidos com PGE2 e LTB4
(SOLCA et al., 2016) e que os niveis séricos de LTB4 de pacientes com LV foram reduzidos
ap6s 15 dias de tratamento com antimoniais pentavalentes ARAUJO-SANTOS et al., 2017).
Orgéos alvo da LV como bagco e figado exibiram parasitismo oposto, além disso, a via da 5-
lipoxigenase (5-LO) foi protetora ao reduzir a sobrevivéncia de L. donovani no figado de
hamsters (SAINI et al., 2020). Contudo, a participacdo de mediadores lipidicos na patogénese
da LV ainda é pouco explorada. Neste sentido, propomos aqui avaliar o perfil de eicosanoides
sistémicos e teciduais, e correlaciona-los com as caracteristicas clinicas durante a fase cronica
da LV em Hamsters Golden Syrian (Mesocricetus auratus). Tal investigacdo da sintese de
eicosanoides pode trazer uma nova luz para o entendimento da complexa relagéo parasito-
hospedeiro, bem como contribuir para identificagédo de biomarcadores e desenvolvimento de

terapias contraa LV.
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METODOLOGIA

Cultivo de Leishmania infantum

Promastigotas de L. infantum, cepa MCAN/BR/89/BA262, foram mantidas em meio
modificado para cultivo de hemoflagelados (HO-MEM) suplementado com 10% de soro bovino
fetal a 26°C até a atingirem a fase estacionaria apds 7-9 dias (YAO, et al., 2008).

Infeccdo dos Hamsters

Foram utilizados animais da espécie Mesocricetus auratus da linhagem Golden Syrian.
Os animais foram obtidos da coldnia do Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz, apds aprovacdo
do conselho de ética para uso de animais (CEUA), protocolo 004/2020. Os animais foram
mantidos nas areas de experimentacdo do mesmo biotério com racdo especifica e agua ad
libitum, sob regime fisiolégico controlado de temperatura e periodos de claro e escuro. Ao
atingir 6-8 semanas de idade, os hamsters foram inoculados com solucdo salina ou com 10’

promastigotas/ml de L. infantum via intraperitoneal, no quadrante inferior direito do animal.

Eutanasia e Necropsia

Apobs 150 dias ou cinco meses de infecgdo, os hamsters foram anestesiados com
quetamina (100mg/kg) e xilazina (5mg/kg) (FLECKNELL et al., 2015) e avaliados
clinicamente, sendo tomada a medida dos seguintes parametros: peso total, lesbes de pele ou
mucosas e alopecia. Em seguida, o sangue dos animais foi obtido por puncdo cardiaca e
devidamente armazenados em tubos com ou sem EDTA. Apds a obtencdo do sangue, houve a
administracdo de dose letal de quetamina (600mg/kg) e xilazina (30mg/kg) (FAVORETTO et
al., 2019) e, entdo, os animais foram submetidos a necropsia, sendo estimado o peso e
dimens@es do baco e figado que foram coletados e devidamente armazenados para analises

posteriores.

Analises hematoldgicas e bioquimicas

As amostras de sangue obtidas por pun¢do cardiaca foram alocadas em tubos com
EDTA e rapidamente enviadas para o Hospital Veterinario da UFBA (HOSPMEV), onde foi
realizada a contagem de eritrocitos, a dosagem de hemoglobina, contagem de plaquetas e
contagem diferencial de leucdcitos. Parte do sangue obtido foi centrifugado a 12000 rpm por
10 minutos para coleta do soro. Estas amostras também foram encaminhadas ao HOSPMEV

para dosagens de proteinas totais, albumina, ureia, creatinina, as enzimas aspartato
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aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), lipoproteina de alta densidade
(HDL), bilirrubina total e fracGes e ferro sérico.

Histopatologia

Os fragmentos do baco e figado coletados na necrdpsia foram inicialmente estocados
em formalina tamponada a 10%, em temperatura ambiente durante 48hs. Em seguida,
fragmentos dos tecidos com 3-4 mm de espessura foram acondicionados em cassetes de
processamento histoldgico, embebidos em parafina para obtencéo das sec¢cdes com 3-4 um de
espessura e corados com hematoxilina e eosina. Por fim, as laminas foram analisadas por um
patologista de referéncia na area, que também determinou os parametros examinados no baco,
sendo estes: presenca de granulomas, tamanho do foliculo linfoide, proporcéo da polpa branca
e vermelha, perisplenite e composicgao celular. No figado foram avaliados mobilidade de células
de Kupffer, leucocitose intrasinusoidal, granulomas e infiltrados portais. A frequéncia dos
eventos foi determinada pela anélise de uma lamina por animal que continha trés sec¢fes dos

tecidos.

Carga parasitaria

A carga parasitaria do baco e figado dos hamsters foi determinada por uma gPCR
duplex, que detecta simultaneamente DNA do cinetoplasto de L. infantum (kDNA) e uma regido
conservada do gene housekeeping 18S rRNA de mamiferos (RAMPAZZO et al., 2017), como
descrito resumidamente a seguir. A extracdo do DNA de 10mg do baco e 25mg do figado foi
realizada conforme instrucfes do fabricante (DNeasyR Blood & Tissue KIT, Qiagen). Em
seguida, o DNA total extraido das amostras foi quantificado, sendo utilizado 10ng/pl de DNA
de cada amostra para a qPCR. Os oligonucleotideos para deteccdo de KDNA de L. infantum
foram: LEISH-1, 5-AACTTTTCTGGTCCCCGGGTAG-3; LEISH-2, 5'-
ACCCCCAGTTTCCCGCC-3; e  LEISH-P, 5-FAM-AAAATGGGTGCAGAAAT-
MGB/NFQ-3' (FRANCINO et al., 2006). Os oligonucleotideos para amplificacdo da sequéncia
housekeeping: 18S_F, 5-TGCGAATGGCTCATTAAATC-3; 18S_R, 5'-
CGTCGGCATGTATTAGCTCT-3"; e 18S P, 5-HEX-TGGTTCCTTTGGTCGCTCGCT-
BHQ1-3' (RAMPAZZO et al., 2017). A qPCR duplex continha 5 pL de DNA extraido,
Multiplex PCR Mastermix (IBMP/Fiocruz-PR, Brasil), 160 nM de 18S_F e 18S_R, 40 nM de
18S_P, 200 nM de LEISH-P e 900 nM de LEISH- 1 e LEISH-2 (RAMPAZZO et al., 2017). As
reacOes foram realizadas em duplicata e executadas em um sistema ABI7500 Fast Real-Time

PCR (Life Technologies, EUA) configurado com o seguinte protocolo: 1 x 95 °C/10 min; 45x
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[95°C/15s, 60°C/60s]. Os dados foram expressos como valores médios de limiar de ciclo (Ct).
A positividade para DNA de L. infantum na reacdo duplex gPCR foi determinada por valores
de corte de Ct obtidos usando uma analise da curva Receiver Operating Characteristic (ROC)

para cada tecido, conforme descrito anteriormente (SOLCA et al., 2014).

Extracéo lipidica para identificacio de eicosanoides

Amostras de plasma (250ul) e 100mg do baco e figado foram submetidos a extracao
lipidica, que resumidamente envolve a lise hipoténica em solugdo 1:1 de agua deionizada e
metanol a 4°C. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -80°C e enviadas para a
quantificacdo de eicosanoides no Centro de Exceléncia de Quantificacdo e Identificacdo de
Lipidios — (CEQIL) pelo método LC/MS (Nexera-TripleTOF® 5600+).

Andlise lipidica por LC-MS

As amostras de plasma, baco e figado foram enriquecidas com solugdo interna padréo
(IS) (Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan), entdo foi feita a precipitacdo de proteinas com
1,5 mL de metanol/acetonitrila (1:1) a 4°C e deixada desnaturar overnight. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4° C e 800x g. As proteinas desnaturadas foram
quantificadas pelo ensaio de proteina Bradford para normalizar a concentracéo lipidica de cada
amostra, e 0s sobrenadantes resultantes foram diluidos com &agua Milli-Q para diminuir o
solvente organico para uma concentracdo maxima de 10-15%. Para o protocolo de extracdo
SPE, o cartucho (Hypersep C18-500 mg, 3 mL, Thermo Scientific, Bellefonte, Pensilvania) foi
lavado com 4 mL de MeOH e equilibrado com 4 mL de H>O usando um coletor de extracéo
(Waters, Milford, Connecticut). Apds o carregamento das amostras diluidas, os cartuchos foram
novamente lavados com 4 mL de H>O para remover as impurezas hidrofilicas. Os analitos
foram eluidos com 1 mL de MeOH. O solvente foi removido em vacuo (Concentrator Plus,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a temperatura ambiente e redissolvido em 50 uL de
MeOH/H20 (7:3) para analise por LC-MS/MS. As amostras de extracdo lipidica foram
transferidas para os frascos de amostrador automatico e 10 uL de cada amostra foram injetadas
no sistema de espectrometria de massa em tandem para cromatografia liquida alvo TripleTOF®
5600+ (LC-MS/MS) (Sciex, Foster City, California), como descrito anteriormente (SORGI et
al., 2018). O método usado para o sistema de Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(HPLC) (Nexera X2, Shimadzu, Kyoto, Japéo) foi feito usando uma coluna Ascentis Express
C18 (100 x 4,6 mm e tamanho de particula de 2,7 um (Supelco, St. Louis, Missouri)). A eluicdo
foi conduzida sob um sistema de gradiente binario com Fase A, H20/ACN/&cido acético
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(69,98: 30: 0,02) a pH 5,8 e Fase B, um ACN/isopropanol (70:30). A elui¢cdo em gradiente foi
realizada por 25 min a uma taxa de fluxo de 0,6 mL.min -1. Uma fonte de ionizagdo por
eletropulverizacdo (ESI) no modo de ion negativo foi usada para varredura de monitoracao de
reacdo mdaltipla de alta resolucdo (MRMHR). Parametros instrumentais adicionais: gas
nebulizador (GS1), 50 psi; turbo-gés (GS2), 50 psi; gas de cortina (CUR), 25 psi; tensdo de
eletropulverizacdo (ISVF), -4,0 kV; e temperatura da fonte de pulverizagdo de turbo ions, 550
° C. As aquisicdes de dados foram realizadas usando o AnalystTM Software (Sciex, Foster,
Califérnia). O processamento de dados prosseguiu atraves de varias etapas, incluindo filtragem,
deteccdo de recursos, alinhamento e normalizacdo. Em seguida, foi usado o software PeakView
2.1 (Sciex, Foster, California) para identificar as espécies lipidicas e o software MultiQuant
(Sciex, Foster, Califérnia) para analise quantitativa. A concentracdo final de oxilipidios nas

amostras foi normalizada pela concentracdo de proteinas (SORGI et al., 2018).

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad-Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). A significancia estatistica das diferencas
observadas entre os dois grupos foi determinada através de testes ndo paramétricos de
comparacao de medianas (Mann-Whitney) e com nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS

Alteracoes clinicas induzidas por L. infantum
Os animais infectados com L. infantum n&o apresentaram alteracdes de pele, mucosas,
peso total e no peso do figado quando comparados com o grupo controle. Entretanto, a

esplenomegalia foi observada nos hamsters infectados apds 150 dias de infeccdo (Figura 1).
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Figura 1. Condicges clinicas de hamsters apds 150 dias de infeccdo por L. infantum.
Critérios clinicos como alterac@es de (A) pele e (B) mucosas, alteracbes nos pesos do baco (C)
e figado (D) em relacdo ao peso total do animal. (E) O estado geral dos animais, bem como
anélise macroscaépica no baco e figado foram registrados e comparados entre os grupos controle
(CT) e infectado (Li). Os dados sdo expressos como a mediana de um experimento
representativo e os grupos foram analisados estatisticamente usando o teste de Mann-Whitney,
** n<0,05.

Alteragdes hematoldgicas e bioquimicas na infeccdo por L. infantum

Quanto aos aspectos hematoldgicos, os animais infectados com L. infantum apresentaram
plaquetopenia, no entanto, outros parametros como a contagem de eritrocitos, contagem
diferencial de leucdcitos (neutréfilos, mondcitos e linfécitos) e a dosagem de hemoglobina nédo
sofreram alteracGes quando comparados com o grupo controle. Foi utilizado também como
parametro de possiveis alteracfes séricas nos animais a dosagem das proteinas totais, a
concentracdo de albumina, ureia, creatinina, ALT, AST, colesterol total, HDL e triglicerideos.
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Dentre estes, observou-se aumento da concentracgdo de creatinina nos animais infectados, como

identificado em estudos anteriores (DORES MOREIRA et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Aspectos hematoldgicos e bioquimicos de hamsters ap6s 150 dias de infec¢édo por

L. infantum. Doses anestésicas de quetamina (100mg/kg) e xilazina (5mg/kg) foram injetadas

intraperitonealmente nos hamsters e o sangue dos animais foi obtido por pungéo cardiaca. Em

seguida, 200uL de sangue foram armazenados em tubos com anticoagulante e rapidamente

encaminhados para um hospital veterinario referéncia para esse tipo de analise. As
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quantificacbes de (A) eritrocitos (RBC); (B) hemoglobina (HGB); (C) plaquetas (PLT); D)
neutrofilos; (E) monacitos, (F) linfocitos, (G) proteinas totais (PT), (H) albumina (ALB), (1)
ureia, (J) creatinina (CREAT), (K) alanina aminotransferase (ALT), (L) aspartato
aminotransferase (AST), (M) colesterol total, (N) HDL e (O) triglicerideos foram analisadas

usando o teste de Mann-Whitney para comparagdo de dados e considerados estatisticamente
significante com p<0,05.

L. infantum altera caracteristicas histoldgicas do baco e figado
O bago dos hamsters infectados apresentou granulomas, hipoplasia da polpa branca e

inflamacdo da capsula (perisplenite), sugerindo assim uma desorganizacao estrutural deste

tecido quando comparado ao grupo controle (Figura 3).
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Figura 3. Histopatologia do baco de hamsters ap6s 150 dias de infec¢éo por L. infantum.
Histopatologia do baco de hamsters ap6s 150 dias de infecgdo por L. infantum. Alteracdes
esplénicas induzidas por L. infantum incluem formacdo de granulomas, hipoplasia de polpa
branca e perisplenite. (A) Fotomicrografia do bago de um animal ndo infectado. Coloragéo HE,
aumento de 100x, escala de 100um. (B) Fotomicrografia esplénica de um animal infectado

apresentando granulomas que estao circundados por circulos. Coloragdo HE, aumento de 100X,
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escala de 100um. (C) Gréfico representativo da contagem de granulomas a partir do registro de
cinco campos aleatorios para cada animal dos grupos controle (CT) e infectado (Li). Teste
Mann-Whitney foi usado para comparacdo dos dados. Para avaliacdo da hipoplasia da polpa
branca, fotomicrografias de bacos nao infectado (D) e infectado (E) foram obtidas, coradas com
HE e aumentadas 40x. (F) Representacdo grafica da porcentagem de reducdo da area de polpa
branca em relagdo a area total do bago para cada um dos animais avaliados. As areas
correspondentes foram determinadas pelo software Imagel. (G) Fotomicrografia do baco nédo
infectado com auséncia de inflamacdo da capsula, indicada pela seta preta e analisada por
coloracdo HE e aumento de 200x. (H) Fotomicrografia de bago infectado com aumento da
espessura da cépsula, indicada pela seta preta e barra de espessura. Tal alteracdo foi observada
usando coloracdo HE e aumento 200x. (1) Medic6es da espessura da capsula foram realizadas
a partir de cinco pontos aleatérios ao redor do bago de animais ndo infectados e infectados. As
espessuiras foram determinadas pelo software ImageJ e o teste Mann-Whitney foi utilizado para
a comparacao de dados entre os diferentes grupos e considerado significante com p<0,05.

O figado dos animais doentes também apresentou consideraveis alteracdes em relacéo
ao grupo ndo infectado. Foram observados granulomas, corpos de Schaumann, hiperplasia das

celulas de Kupffer e leucocitose intrasinusoidal (Figure 4).
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Figura 4. Histopatologia hepatica de hamsters ap6s 150 dias de infeccéo por L. infantum.
Alteragdes hepaticas induzidas por L. infantum incluem formacéo de granulomas, hiperplasia
de células de Kupffer e leucocitose intrasinusoidal. E notavel presenca de granulomas no
parénquima hepéatico quando se compara fotomicrografias do figado ndo infectado (A) e
infectado (B), em que os granulomas estdo circundados por circulos de bordas pretas. Estas
fotomicrografias foram avaliadas por coloragdo HE, aumento de 100x e escala de 100um. (C)
A quantificacdo de granulomas foi realizada a partir da observacéo de cinco campos aleatérios
do figado de cada um dos animais e a comparacdo dos dados foi feita por Mann-Whitney,
considerando significancia quando p<0,05. Para avaliacdo da hiperplasia de células de Kupffer,
fotomicrografias coradas com HE, aumentadas 400x com escala de 100um foram obtidas de
animais ndo infectados (D) e infectados (E). Nestes, as setas pretas indicam a presenca dessas
células. (F) A quantificagdo de células de Kupffer foi feita pelo software ImageJ e a comparacgao
dos dados entre os grupos foi analisada pelo teste Mann-Whitney. Fotomicrografias foram
avaliadas quanto a presenca ou ndo de leucocitose intrasinusoidal entre os grupos controle (F)

e infectado (H), onde pequenas areas de leucocitose estdo circundadas por circulos com bordas
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pretas. (1) Area de leucocitose em relacéo a area total foi avaliada entre os grupos usando teste
Mann-Whitney.

A sintese de eicosanoides HETEs teciduais estd relacionada ao microambiente
inflamatorio na infecgdo por L. infantum
Ao comparar a carga parasitiria do baco e figado, observou-se que o bago é
significativamente mais infectado que o figado (Figura 5). Concomitantemente, avaliamos a
producéo dos eicosanoides 6-keto-PGF1,, TXB2, PGD2, PGE2, 5-HETE, 8-HETE, 11-HETE,
12-HETE e 15-HETE no plasma, baco e figado dos animais e observamos o aumento de PGD>
no plasma dos hamsters, indugdo de 5-HETE no figado, assim como maior sintese de 5-HETE
e 11-HETE no baco. De modo geral, os animais infectados e ndo infectados exibem perfis

distintos na producdo destes eicosanoides, principalmente no plasma e baco (Figura 6).
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Figura 5. Carga parasitaria em 6rgédos alvo da leishmaniose visceral. O numero de parasitas
no bago e figado de hamsters infectados por L. infantum foi determinado por valores de
amplificagdo derivados de uma curva padréo pré-estabelecida em ensaio de qPCR. Os dados
foram comparados estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney e considerados significativos

com p<0,05.
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Figura 6. Avaliacdo da sintese de eicosanoides sistémicos e teciduais em hamsters durante
fase cronica da leishmaniose visceral. A identificacdo e quantificacdo de eicosanoides no
plasma, figado e baco foi realizada por meio da espectrometria de massa por cromatografia em
fase liquida (HPLC-MS). Os dados foram estatisticamente comparados entre os grupos controle
(CT) e infectado (Li) pelo teste de Mann-Whitney e considerados significativos com p<0,05.
Mapas de calor também foram construidos para os eicosanoides quantificados, sendo que

quanto maior a producdo, mais intensa é vermelha.
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Ao correlacionar a carga parasitaria e as alteragdes histoldgicas aqui observadas, com a
producédo de eicosanoides, notamos que a sintese dos mediadores HETES, principalmente 11-
HETE, estd associada ao parasitismo e as modificacdes induzidas por L. infantum no baco,
como a formacdo de granulomas, hipoplasia da polpa branca e perisplenite (Figura 7A e B). Ja
no figado, demonstramos que a producdo de 5-HETE estd correlacionada com a carga
parasitéria, a formacdo de granulomas e hiperplasia das células de Kupffer (Figura 8A e B). No
entanto, ndo sabemos se o aumento da producdo dos HETEs pelas células hospedeiras foi

influenciado pelos HETES produzidos por parasitos.
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Figura 7. Correlacédo entre os aspectos histopatoldgicos e a sintese de eicosanoides no bago
durante fase crbnica da leishmaniose visceral. (A) A matriz de correlacdo da carga
parasitéria, formacao de granulomas, hipoplasia de polpa branca e perisplenite com a producéo
de eicosanoides foi estabelecida usando niveis de significancia para o teste de Spearman. As
correlagdes com p<0,05 sdo destacadas no mapa de calor, bem como estdo representadas

graficamente em (B).
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Figura 8. Correlacdo entre os aspectos histopatologicos e a sintese de eicosanoides no
figado durante fase cronica da leishmaniose visceral. (A) A matriz de correla¢do da carga
parasitéria, formacdo de granulomas, hiperplasia das células de Kupffer (KC) e leucocitose
intrasinusoidal com a producéo de eicosanoides foi estabelecida usando niveis de significancia
para o teste de Spearman. As correlagdes com p <0,05 sdo destacadas pela cor no mapa de

calor, bem como estéo representadas graficamente em (B).
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5 DISCUSSAO

Nesta parte do estudo, foi avaliado pela primeira vez a producdo de eicosanoides
sistémica e nos tecidos de maior tropismo parasitario durante a LV. Hamsters infectados
apresentaram sinais clinicos e laboratoriais, como esplenomegalia, reducdo de plaquetas,
aumento de creatinina. Tais alteracdes sdo compativeis com LV humana e canina (ARAUJO-
SANTOS etal., 2017; DOS-SANTOS et al., 2014; LIMA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2010).
O aumento esperado do nivel das transaminases hepaticas, ALT e AST, observado em outros
estudos (DORES MOREIRA et al., 2016; JIMENEZ-ANTON et al., 2019; RESENDE et al.,
2020) também foi demonstrada em nossos resultados. Como os lipidios sdo metabolicamente
alterados em resposta a infeccéo, a reducdo do colesterol e o aumento de triglicerideos no soro
de hasmters infectados é esperado, assim como ocorre no soro de individuos com LV (GHOSH
et al.,, 2011; LAL et al., 2016; LIBEROPOULOS et al., 2014). Isso pode ser causado pela
retencdo de colesterol no vactolo parasitoforo em macréfagos infectados por Leishmania
(SEMINI et al., 2017). Além disso, a diminuicao do colesterol sérico esta relacionada com alta
carga de amastigotas no baco (GHOSH et al., 2011). A estrutura e a funcdo esplénica sédo
afetadas no curso de muitas doencas cronicas e, neste estudo, ocorreram alteracdes histoldgicas
relevantes caracterizadas pela intensidade de granulomas, presenca de perisplenite e hipoplasia
de polpa branca. Tal desorganizacdo do bago decorrente da infeccdo por L. infantum ja foi
relatada em humanos, cdes, murinos (HERMIDA et al., 2018; LIMA et al., 2014; MELO et al.,
2020; VERESS; OMER; SATIR, 1977) e pode prejudicar a capacidade do hospedeiro de
responder a infeccdo por Leishmania e outros patégenos (HERMIDA et al., 2018). Contudo,
ndo foram observadas neste estudo diferencas da intensidade de células que compem a polpa
vermelha do baco.

O figado também desempenha papel importante no desenvolvimento da LV canina e
(LIMA et al., 2019), em humanos, diferentes padrGes de resposta inflamatoria no neste 6rgédo
tém sido associados a suscetibilidade ou resisténcia a infecgéo por LV (HAG et al., 1994). Aqui,
demonstramos alteragdes ja descritas em estudos de LV humana e canina (HAG et al., 1994;
LIMA et al., 2019), que incluem: presenca de granulomas e até mesmo corpos de Schaumann,
hiperplasia das células de Kuffer e leucocitose intrasinusoidal. Os granulomas podem ser
permissivos ou ndo a Leishmania, pois, embora sua formacao possa constituir um passo para o
controle da infec¢éo, os parasitas podem ser capazes de subverter os granulomas para favorecer
a sobrevivéncia e o crescimento (MURRAY, 2001). Além disso, a hiperplasia das células de

Kupffer pode sugerir que os granulomas representam uma segunda linha de defesa apds a
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ativagdo das células de Kupffer ndo matar os parasitas (LIMA et al., 2019). A leucocitose
intrasinusoidal e agregados leucocitarios podem representar um estagio inicial de disseminagdo
parasitaria em 6rgdos internos, ja que reducdo da carga parasitaria no figado é seguido pelo
aumento de parasitismo no baco (ENGWERDA; KAYE, 2000), o que também foi observado
neste estudo.

Os atuais tratamentos contra a LV apresentam efeitos adversos, além dos relatos de
resisténcia aos medicamentos (MANSURI; SINGH; DIWAN, 2020). Assim, a investigacao de
alteracdes metabolicas durante LV pode determinar novos alvos para tratamento. Tendo em
vista a importancia de metabolismo lipidico em processos inflamatorios, também avaliamos em
nosso modelo experimental a sintese de eicosanoides envolvidos na fase cronica da LV. PGDy,
um eicosanoide regulador de diversos processos como adipogénese e tumorigénese (HARRIS
etal., 2002). Também é reconhecido por sua atividade proinflamatéria (AMORIM et al., 2018),
sendo assim produzido por mastocitos, celulas T, macrofagos alveolares, plagquetas (HARRIS
et al., 2002) e eosintfilos (AMORIM et al., 2018). Estudo recente mostrou que PGD2 derivado
de eosindfilos controlou o aumento do nimero de amastigotas de L. amazonensis em
macrofagos (DA SILVA MARQUES et al., 2021). Aqui, a reducdo de PGD; observada no
plasma dos hamsters sugere uma regulacdo proinflamatéria insuficiente para o controle do
parasito. A identificacdo de mediadores lipidicos é importante para o estabelecimento de
biomarcadores em infeccdes, ja que, uma bioassinatura de lipidios derivados do plasma foi
capaz de prever com precisdo a falha do tratamento leishmanicida em pacientes com LC
(MALTA-SANTOS et al., 2020a).

Considerando os sintomas da LV e o tropismo parasitario, estudo recente analisou
metabdlitos em amostras de baco, figado, cérebro, soro e urina de camundongos infectados por
L. donovani, outro agente causador da LV, e observaram alteracdes em acidos graxos, acidos
dicarboxilicos, aminoacidos e piridinas (DAS; SAHA; SHAHA, 2021) . Além disso,
glicerofosfolipidios, acido a-linoleico e acido araquidénico foram os metabdlitos mais afetados
no soro de hamsters (QIN et al., 2022), enquanto que glicerofosfolipidios, ceramidas,
acilcarnitinas, peptideos, purinas, aminodcidos e lipidios foram afetados no baco, figado e
intestino de hamsters com LV (LESANI et al., 2022). Contudo, faltam analises de eicosanoides
de origem tecidual em hamsters usando LC-MS. Por isso, avaliamos também a producao desses
mediadores no baco e figado dos animais. Notamos que alguns eicosanoides da classe HETES
foram mais produzidos e estdo relacionados com caracteristicas do microambiente inflamatério
induzido por L. infantum, como a formacé&o de granulomas. Neste sentido, ja foi observado que

ainibicdo de triglicerideos de granulomas impactou a producéo de eicosanoides e reduziu carga



7

de Mycobacterium tuberculosis em camundongos com tuberculose (DAWA et al., 2021). A
reducdo de triglicerideos no soro e alteracdo do metabolismo lipidico também foi observada em
camundongos infectados por Schistosoma japonicum, ao passo que houve alteracdo do epitélio
do célon e formacdo de granulomas (YANG et al., 2021). Além disso, o aumento de
fosfatidilglicerois foi correlacionado com granulomas hepéticos na infecgdo por L. donovani,
assim como foi demonstrado colocalizacao de fosfolipidios com AA em granulomas (TANS et
al., 2022).

Quanto a sintese de eicosanoides HETES aqui observadas, sabe-se que estes mediadores
sdo reconhecidos por sua atividade proinflamatéria, no entanto, a descoberta de enantidmeros
R e S de um HETE indicam diferencas bioldgicas e enfatizam a complexidade quimica desses
eicosanoides (SPECTOR; GORDON; MOORE, 1988). Maiores investigacdes sdo necessarias
para obter um quadro completo do papel dos HETES nos sistemas bioldgicos. Além disso, ainda
ndo existem receptores, bem como antagonistas especificos para HETES, o que abre um campo
para investigacdes futuras sobre o mecanismo desses mediadores, assim como o0 impacto destes
para o curso da LV.

Desse modo, nossos dados mostram que a interacdo L. infantum-hospedeiro conduziu
as mudangas na sintese de eicosanoides em microambientes inflamatorios, sugerindo
modulacdo a favor do parasito, ao passo que este usa dos mecanismos imunometabdlicos do

hospedeiro para sobreviver.
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6 CONCLUSOES

Em nosso modelo experimental foram observadas caracteristicas idénticas a fase cronica
da LV humana, a saber: esplenomegalia, aumento da carga parasitaria no baco e reducéo dos
niveis de plaquetas, creatinina, alteracdo das transaminases, colesterol e triglicerideos. Além
disso, a infecgdo por L. infantum induziu sintese de eicosanoides no baco e figado dos hamsters,
com o predominio da producdo de mediadores lipidicos da classe HETE. A sintese destes
lipidios bioativos foi correlacionada com a carga parasitaria, formacao de granulomas e com as
alteracOes histoldgicas tecido especifica. Contudo, maiores investigaces sdo necessarias para
compreender o papel dos HETES em sistemas bioldgicos e sua participa¢do no contexto da LV.
DISCUSSAO GERAL

A leishmaniose é uma das doencas tropicais negligenciadas, causada pelo protozoario
Leishmania. As diferentes espécies de Leishmania se associam a diferentes sintomas da doenca,
que séo distinguidas pela localizacéo e gravidade do tecido infectado, e incluem leishmaniose
cutanea (LC), mucocutanea (LM) e visceral (LV) (LESANI et al., 2022). Os tratamentos para
as leishmanioses sdo limitados e muitas vezes ha necessidade de aumentos na dose e na duracédo
do tratamento, levando a efeitos adversos agravados, como danos renais, problemas cardiacos
e hepéticos (LESANI et al., 2022). Neste contexto, o estudo do metabolismo lipidico tem grande
relevancia para a identificacdo de novos alvos para tratamentos mais eficazes contra as
leishmanioses, visto que uma série de alteracdes lipidicas ocorrem tanto nos protozoéarios
(TAVARES et al., 2021) quanto no hospedeiro (PARAB; MCCALL, 2021).

Leishmania modula o metabolismo do hospedeiro para favorecer seu proprio
crescimento. Sobre as alteracfes no metabolismo lipidico, demonstramos que os CLs de
Leishmania séo locais de armazenamento e metabolismo de lipidios bioativos e que é possivel
realizar a modulacdo da formacdo de CLs, assim como a producdo de eicosanoides pelo uso
exogeno de acidos graxos poliinsaturados, mas que a dindmica de modulagdo varia a depender
da espécie de Leishmania envolvida. Sabe-se que os CL dos protozoarios Leishmania
sintetizam PGF2, (ARAUJO-SANTOS et al., 2014b) e possuem magquinaria enzimatica para
producdo de lipidios bioativos como GP63 (ESTRADA-FIGUEROA et al., 2018) e PGFS.
Comparacéo in silico de GP63 e PGFS revelou similaridade entre essas enzimas de acordo com
a forma clinica da doenca e, de fato, alguns estudos em humanos mostraram producao alterada
de mediadores lipidicos dependendo da forma cutanea ou visceral da doenca (ARAUJO-
SANTOS et al., 2017; MALTA-SANTOS et al., 2020b). Também demonstramos que o

aumento da expressdo de PGFS durante a diferenciagdo do parasito pode influenciar a
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viruléncia de formas infecciosas de Leishmania spp. e que houve inducdo da producdo de
mediadores HETEs nos parasitos, no entanto, pouco se sabe sobre o papel desempenhado por
esses metabdlitos durante o processo de interacdo parasita-hospedeiro e a identificacdo de
receptores poderiam elucidar mecanismos de patogenicidade.

Considerando a gravidade da forma visceralizante da leishmaniose (F. et al., 2018), é
importante identificar potenciais alvos lipidicos para novas terapias (ARAUJO-SANTOS et al.,
2017; MALTA-SANTOS et al., 2020b). Os mecanismos de defesa, sintese de metabolitos, entre
outras caracteristicas inerentes as células hospedeiras sdo cruciais na complexa relacdo com
Leishmania (KAYE; SCOTT, 2011). Sabe-se também que este protozoario altera o
metabolismo lipidico do hospedeiro (KAYE; SCOTT, 2011; MARTINEZ; RUIZ, 2019), no
entanto, estudos sobre o perfil lipidico alterado sistemicamente e em 6rgdos alvo durante na
fase cronica da doenca sdo escassos. Desse modo, nosso estudo demonstrou alteracdes da
sintese de eicosanoides no plasma, baco e figado de hamsters. Observamos, principalmente,
inducdo dos mediadores da classe HETE, que foram positivamente correlacionados com a carga
parasitaria, formacdo de granulomas e com as alteracdes histopatoldgicas tecido especificas
(baco: hipoplasia da polpa branca e perisplenite/ figado: hiperplasia de células de Kupffer). I1sso
pode sugerir uma modulacéo que contribui para a cronicidade da infeccdo. Também é possivel
que esses eicosanoides elevados sejam derivados dos parasitos. Portanto, evidenciamos aqui a
producdo dos eicosanoides HETES por parasitos do género Leishmania e em tecidos especificos
do hospedeiro, deixando ainda em aberto o papel dos eicosanoides HETES na interacdo
hospedeiro-Leishmania. A identificacdo de receptores HETES, assim como a geracdo de
parasitos e/ou hospedeiros experimentais nocautes para o gene responsavel pela sintese destes
eicosanoides s@o perspectivas que podem contribuir para elucidar a atuagcdo dos HETES e por

guais mecanismos estes modulam a infeccdo e progressdo das leishmanioses.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As goticulas lipidicas de diferentes protozoarios patogénicos ndo sdo simplesmente
locais de armazenamento de lipidios, sdo organelas dinamicas e especialmente importantes para
que o parasita funcione no contexto de interacdo com a célula hospedeira. Estudos genémicos,
protedmicos e lipiddmicos de protozoarios ainda sdo necessarios para estabelecer as fungdes
desempenhadas por essas organelas. A compreensdo do metabolismo de lipidios bioativos e 0
papel dos CLs de protozoarios nesse contexto, podem ajudar a identificar potenciais alvos para
o desenvolvimento de drogas antiparasitarias baseados na biologia celular de protozoéarios
patogénicos. Além dos parasitos, a modulagdo do metabolismo lipidico do hospedeiro também
é descrita como uma nova abordagem para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas.
Nossos achados mostram que a infec¢do por L. infantum levou a alteracdes na sintese de
eicosanoides sistémico e tecidual, e que tais modificacbes estdo correlacionadas com a
gravidade da doenga. Contudo, mais estudos sdo necessarios para determinar o porqué dessas
alteracdes, 0s potenciais biomarcadores para o diagndstico de LV, assim como, podem nos levar
a encontrar tratamentos mais eficazes para aumentar a tolerancia ou resisténcia do hospedeiro
nalLV.
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