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INTRODUCAO:

O Laboratério de Estudos de Biologia da Infecgdo por Leishmania (LEBIL) contribui com
seu espaco para a realizagdo das atividades de iniciacao cientifica PIBIC-EM. Em virtude da atual
pandemia, as aulas tiveram suas devidas modificacbes, passando a ser esquematizados em
encontros semanais ou quinzenais de modo virtual.

A leishmaniose é uma doenca infecciosa ndo contagiosa causada por parasitos do género
Leishmania. Sua transmissédo ocorre durante o repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos
infectados. A doenca acomete, em grande maioria, as popula¢des mais carentes devido ao habitat
do vetor. No hospedeiro, os parasitos vivem e se reproduzem no interior de células do sistema
fagocitario mononuclear, majoritariamente os macrofagos. Existem algumas manifestacfes
clinicas da leishmaniose, sendo as 3 principais: cutanea, mucocutanea e visceral. Referente ao
tratamento da doenga, os farmacos usados sdo toxicos e necessitam de administracédo parenteral.
Desse modo, é importante compreender e analisar melhor a infecgdo pelo parasito para a procura
de novos alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novos farmacos (LEISHMANIOSE, 2007;
PEARSON, 2017).

Os &cidos graxos sdo componentes essenciais para composicao e sinalizacdo celular,
relevantes para o desenvolvimento do parasito dentro da célula. No entanto, sob condicdes
adversas, como doengas, pode ocorrer uma variagado na proporcao destas moléculas lipidicas. Ja
foi demonstrado, no caso do parasito Leishmania, que ha um recrutamento de &cido graxo para o
vacuolo parasitoforo, local em que o parasito se encontra no interior de célula hospedeira. O cd36

€ um gene que codifica uma proteina de membrana, que permite a entrada de acidos graxos na
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célula. Esta proteina, também denominada CD36, opera em conjunto com a proteina FABP4, que
é abundante em adipdcitos e macréfagos. Seu papel esta relacionado com o recrutamento e
deslocamento de &cidos graxos da membrana plasmética para as organelas (AZEVEDO, 2013;
COSTA, 2020).

Seguindo essa linha, participei do projeto da doutoranda Mariana B. C. Brioschi, no qual
pude avaliar a expressao de cd36 na célula infectada. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis
de transcritos de cd36 em macréfagos oriundos de camundongos WT e nocauteados para FABP4,
infectados com Leishmania amazonensis. Além disso, foram realizadas infec¢des in vivo e as

amostras das patas infectadas foram utilizadas para quantificacdo de cd36 também.

METODOLOGIA:

Todos os experimentos foram realizados pelos alunos de pdés-graduacgdo do laboratério,
gue nos passaram em aulas remotas as etapas de cada processo. Foram utilizados camundongos
C57/BL6 selvagens (WT) e nocauteados para FABP4. Apds a eutanasia destes animais, foi
retirada a medula 6ssea de fémures e tibias para diferenciacdo em macréfagos. Estes foram
entdo infectados com amastigotas de L. amazonensis durante 1 e 48 horas. Desta infec¢do in
vitro, foram obtidas laminulas para contagem de macrofagos infectados ou ndo, e amostras de
RNA.

Para o experimento in vivo, dois grupos com 3 animais cada (WT e nocauteado) foram
utilizados para a infeccdo. Os animais foram infectados na pata posterior esquerda com
promastigotas de L. amazonensis e essas patas foram medidas durante 9 semanas. Depois deste

periodo, os animais foram eutanasiados e as patas foram utilizadas para extragédo de RNA.

A partir do RNA foi realizada a sintese de DNA complementar e analise da expressao de
cd36 por PCR em tempo real utilizando o gene enddgeno hprtl (Figura 1).
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Figura 1: Resumo do experimento realizado. Representacao da infeccao in vitro, extracdo de RNA, sintese
de cDNA e PCR em tempo real. Fonte: imagem criada em BioRender.com.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Na infeccéo in vitro, houve diferenca significativa na contagem de macréfagos infectados.
Houve uma diminuicdo na taxa de infeccdo em macrofagos oriundos de camundongos
nocauteados assim como no numero de parasitos a cada 100 macréfagos infectados. Porém, a
expressao de cd36 ndo apresentou diferengas entre os dois grupos celulares infectados.

Ja na infeccdo in vivo, foi possivel observar um aumento do tamanho das patas dos
camundongos nocauteados em relacdo aos WT na 62 semana apés infeccdo. Em relacdo a
expressao de cd36, ndo houve diferencas entre os dois grupos.

Ja foi demonstrado que a proteina FABP4 pode ser importante durante a infeccao por
Leishmania. Como outras proteinas também estdo envolvidas com a FABP4, tornou-se importante
avalia-las também. Neste caso foi escolhida a proteina CD36, uma proteina de membrana
responsavel pela entrada de acidos graxos no interior das células. Porém, mesmo com a alteragéo
da expresséo de fabp4 durante a infeccdo, a expressdo de cd36 ndo altera. Ha trabalhos que
indicam que pode haver outras proteinas atuando no transporte de acidos graxos na célula, dessa
forma, mesmo sem a FABP4, é possivel que outras proteinas exer¢cam sua fungao para suprir sua
falta (HOTAMISLIGIL e BERNLOHR, 2015).

CONCLUSOES:

Com este projeto foi possivel observar que a expressédo de cd36 nao altera mediante a
auséncia de FABP4 em macro6fagos infectados com L. amazonensis. Mesmo assim, o trabalho foi
de grande importancia para o conhecimento de diferentes técnicas utilizadas no laboratério,
principalmente o PCR em tempo real, muito utilizado para diagnéstico de COVID-19 durante a

pandemia.
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