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Resumo 

Os macrófagos são células fagocíticas do sistema imune e represen-

tam a primeira barreira frente à infecção com Leishmania. Leishmania é 

um protozoário causador das leishmanioses, doenças que apresentam ma-

nifestações clínicas classificadas em leishmaniose cutânea, mucocutânea e 

visceral. No contexto da infecção, o parasita é capaz de modular a expres-

são de genes do macrófago que afetam a atividade microbicida e a resposta 

imune frente ao parasita. A metabolização de L-arginina em poliaminas 

(putrescina, espermidina e espermina) em detrimento da produção de 

óxido nítrico (NO) favorece a infecção com Leishmania. As poliaminas 

são moléculas essenciais para a síntese proteica e síntese de macromolécu-

las nas células, e também proliferação e diferenciação celular. No presente 

estudo, nós avaliamos como a disponibilidade de L-arginina e poliaminas 

afeta a expressão de genes relacionados ao seu metabolismo em macrófa-

gos de camundongos BALB/c infectados com Leishmania amazonensis e 

susceptibilidade à infecção. A privação de L-arginina em macrófagos du-

rante a infecção com L. amazonensis aumentou a expressão de Nos2, mas 

não induziu produção de NO. Contudo, a suplementação com L-arginina 

não alterou a expressão de genes relacionados ao seu transporte e produção 

de poliaminas. A suplementação com L-arginina e putrescina aumentou a 

expressão de arginase 2 (Arg2) em macrófagos infectados comparado aos 

não infectados, enquanto a suplementação com espermidina ou espermina 

reduziu a expressão de Arg2.  A suplementação com L-arginina e esper-

mina aumentou a expressão de espermidina sintase (SpdS) em macrófagos 

infectados comparado aos não infectados. A suplementação com putres-

cina aumentou a expressão de Nos2, mas não aumentou a produção de NO 

durante a infecção. Enquanto, a suplementação dos macrófagos com es-

permina durante a infecção aumentou a frequência de células produtoras 

de NO. Os genes Slc3a2/Slc7a5 que compõem o heterodímero do trans-

portador de poliaminas foram modulados. Houve o aumento na expressão 

de Slc3a2 em macrófagos suplementados com putrescina ou L-arginina e 

espermidina e de Slc7a5 na suplementação com espermidina ou espermina 

durante a infecção. A suplementação com putrescina também aumentou a 

expressão do gene da proteína quimioatraente de monócito (Mcp1) após a 

infecção. A análise de infectividade mostrou que a suplementação com pu-

trescina, L-arginina e espermidina ou L-arginina e espermina reduziu a 

porcentagem de macrófagos infectados quando comparamos com a suple-

mentação com L-arginina. Nossos dados sugerem que as poliaminas regu-

lam a expressão de genes relacionados ao seu transporte e metabolismo em 

macrófagos e afetam a infecção com L. amazonensis.   

Palavras-chave: Leishmania, poliaminas, L-arginina, expressão gênica, 

óxido nítrico, resposta imune, macrófagos 
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Abstract 

 Macrophages are phagocytic cells of the immune system and repre-

sent the first barrier against infection with Leishmania. Leishmania is a 

protozoan that causes leishmaniasis, a disease that presents clinical mani-

festations classified as cutaneous, mucocutaneous and visceral leishmani-

asis. In the infection context, the parasite can modulate macrophage gene 

expression affecting microbicidal activity and immune response to the par-

asite. The metabolization of L-arginine in polyamines (putrescine, spermi-

dine, and spermine) harmful to the nitric oxide (NO) production favoring 

Leishmania infection. Polyamines are essential for protein and macromol-

ecules synthesis in cells,  and cell proliferation and differentiation. In the 

present study, we evaluated how the availability of L-arginine and poly-

amines affected the expression of genes related to their metabolism in mac-

rophages of BALB/c mice infected with Leishmania amazonensis and sus-

ceptibility to infection. L-arginine deprivation in macrophages during in-

fection with L. amazonensis increased Nos2 expression, but did not induce 

NO production. However, L-arginine supplementation did not alter the ex-

pression of genes related to polyamines transport and biosynthesis. Sup-

plementation with L-arginine and putrescine increased the expression of 

arginase 2 (Arg2) in infected-macrophages in relation to uninfected mac-

rophages, while the supplementation with spermidine or spermine reduced 

the expression of Arg2. Supplementation with L-arginine and spermine in-

creased the expression of spermidine synthase (SpdS) in infected macro-

phages compared to uninfected ones. Putrescine supplementation in-

creased Nos2 expression, but did not increase NO production during infec-

tion. Meanwhile, the spermine supplementation of macrophages during in-

fection  increased the frequency of  NO-producing cells. The 

Slc3a2/Slc7a5 genes that compose a heterodimer of polyamine transport 

were modulated. Slc3a2 expression increased in macrophages supple-

mented with putrescine or L-arginine and spermidine during infection and 

Slc7a5 increased in spermidine or spermine supplementation during infec-

tion. The putrescine supplementation of macrophages during infection in-

creased monocyte chemoattractant protein (Mcp1) gene expression. The 

infection analysis showed that supplementation with putrescine, L-argi-

nine plus spermidine, or L-arginine plus spermine reduced the percentage 

of infected macrophage compared to L-arginine supplementation condi-

tion.  Our data suggest that the polyamines regulate the expression of genes 

related to their transport and metabolism macrophages infected with L. 

amazonensis.  

Keywords: Leishmania, polyamines, L-arginine, gene expression, nitric 

oxide, immune response, macrophages  
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1. Introdução 

  

1.1 Leishmaniose 

A leishmaniose é uma doença parasitária endêmica em 98 países de 

regiões tropicais e subtropicais (Alvar et al., 2012; Akhoundi et al., 2016). 

A patologia da leishmaniose inclui um espectro de manifestações com le-

sões cutâneas, mucocutâneas, ou formas mais graves como a leishmaniose 

visceral, que se não tratada adequadamente, pode levar a morte (Alvar et 

al., 2012; Burza et al., 2018; Id et al., 2019). Por ser uma doença com maior 

incidência em países mais pobres e em desenvolvimento como o Brasil, a 

leishmaniose é considerada uma doença negligenciada e reflete a falta de 

políticas direcionadas à saúde (Burza et al., 2018; World Health 

Organization, 2021).   

Nos últimos 20 anos, a leishmaniose cutânea e mucocutânea acome-

teram cerca de 1.067.759 pessoas na região das Américas, representando 

uma média de 53.387 casos por ano. Em 2020, o número de casos reporta-

dos foi menor, cerca de 39.705 dos casos, e sugere um reflexo direto da 

pandemia de COVID-19 quanto à incidência e reportagem dos casos  

(PAHO, 2021b).  

De 200 países que comunicaram o número de casos de leishmaniose 

à Organização Mundial de Saúde  (OMS), 89 são endêmicos para leishma-

niose cutânea, com 207.477 casos autóctones em 2020; 79 países são en-

dêmicos para leishmaniose visceral, com 12.739 casos autóctones em 2020 

(Ruiz-Postigo et al., 2021) (Fig.1). Cerca de 7 países, sendo eles o Afega-

nistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Iraque, Paquistão e a República da Ará-

bia Saudita, representam mais de 80% dos casos de leishmaniose cutânea 

no mundo (Ruiz-Postigo et al., 2021). Quanto à leishmaniose visceral, 
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apenas o Brasil representa 16% dos casos a nível global (Ruiz-Postigo et 

al., 2021). 

Figura 1: Mapa de disseminação mundial da leishmaniose cutânea e visce-

ral em 2020. Em A, a incidência da leishmaniose cutânea; em B, a incidência da leish-

maniose visceral. As cores mais escuras representam mais de 5000 casos (A) e mais de 

1000 casos (B). Adaptado de Ruiz-Postigo et al., 2021. 

A 

B 
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As manifestações clínicas das leishmanioses dependem da espécie 

de Leishmania, e de fatores que podem influenciar a susceptibilidade à in-

fecção, como a idade, nutrição, estado fisiológico e genético do hospedeiro 

e do parasita (Id et al., 2019; PAHO, 2021a).  

Entre as características clínicas da leishmaniose cutânea está a lesão 

ulcerosa na pele (Fig.2), com tamanho que varia de milímetros a centíme-

tros, podendo se apresentar também nas formas difusa, mais rara com po-

limorfismos e recidivas, e disseminada, apresentando diversos nódulos ul-

cerados (PAHO, 2021a). As leishmanioses cutâneas são causadas pelas es-

pécies L. amazonensis e L. mexicana nas Américas Central e do Sul, e por 

espécies como L. major, L. tropica e L. aethiopica que são prevalentes no 

sul da Europa, na África e Ásia (Burza et al., 2018; World Health 

Organization, 2021). Além da manifestação cutânea, as espécies L. brasi-

liensis e L. guyanensis são causadoras da leishmaniose mucocutânea nas 

Américas Central e do Sul (Burza et al., 2018), na qual as lesões da infec-

ção levam ao comprometimento da mucosa, principalmente da região na-

sal, dos lábios e faringe (PAHO, 2021a). A leishmaniose visceral causa 

sintomas como febre, esplenomegalia e hepatomegalia, distúrbios gastroi-

ntestinais, hemorragia e perda de massa muscular (Burza et al., 2018; 

DNDi, 2021; World Health Organization, 2021). Nas Américas, L. infan-

tum é uma espécie de relevância clínica (PAHO; Ministério da Saúde, 

2006). Somadas a outras espécies, como L. donovani no sul da Europa, na 

África e Ásia, são responsáveis por até 90.000 casos por ano, represen-

tando 600 milhões de pessoas em riscos de infecção, além do risco de 
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coinfecção com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Gregory et 

al., 2008; Burza et al., 2018; DNDi, 2021; World Health Organization, 

2021).  

Figura 2: Manifestações clínicas da leishmaniose. LC- Leishmaniose cutâ-

nea; LMC- Leishmaniose mucocutânea; LV- Leishmaniose visceral. Adaptado de 

PAHO, 2021a. 

 

1.2 Ciclo de vida de Leishmania spp. 

A leishmaniose é causada pelo tripanossomatídeo do gênero Leish-

mania, um protozoário de vida dimórfica alternada entre as formas pro-

mastigota (flagelada) e amastigota (intracelular), que fazem parte do ciclo 

heteroxênico (Fig.3), ocorrendo entre os hospedeiros invertebrado, como 

o flebotomíneo dos gêneros Phlebotomus ou Lutzomyia, e vertebrado, 



21 

 

como roedores e humanos (Ashford, 2000; Barral and Costa, 2011; Kaye 

and Scott, 2011; Dostálová and Volf, 2012).  

O flebotomíneo faz o repasto em um indivíduo infectado ingerindo 

o parasita. Na porção posterior do trato digestivo do vetor, o parasita re-

plica em formas promastigotas (Serafim et al., 2018; Zilberstein and 

Myler, 2021). Quando o desenvolvimento do parasita alcança a fase meta-

cíclica infectiva, este migra e se concentra na região da probóscide (Barral 

and Costa, 2011; McConville, 2016; Serafim et al., 2018). Ao picar um  

Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania spp. O ciclo de vida dimórfico contém 

as formas promastigotas, que são transmitidas pelo vetor flebotomíneo aos hospedeiros 

vertebrados, como humanos, cães e roedores e répteis. No hospedeiro vertebrado, os 

macrófagos realizam a fagocitose das formas promastigotas. Para sobreviver, o parasita 

subverte as defesas do macrófago, evadindo da resposta imune e replicando em formas 

amastigotas no fagolisossomo. Criado com BioRender.com. 
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novo indivíduo, o flebotomíneo regurgita uma mistura de sangue e saliva 

contendo as formas promastigotas (Barral and Costa, 2011; Serafim et al., 

2018). No início da infecção, o parasita é fagocitado pelos neutrófilos e 

macrófagos residentes no tecido (Pena and Mata, 2007; Kaye and Scott, 

2011). No interior do macrófago, o parasita vive no interior do fagolisos-

somo, e se diferencia para a forma amastigota, sobrevivendo às condições 

de acidez e temperatura diferentes do microambiente do hospedeiro inver-

tebrado (Kaye and Scott, 2011; Moradin and Descoteaux, 2012; 

McConville, 2016; Rossi and Fasel, 2018). 

 

 

1.3 Desenvolvimento da resposta imune 

Os macrófagos compõem a barreira de proteção inata contra pa-

tógenos. Os macrófagos infiltrantes tem origem de células mieloide mono-

nucleadas, derivadas de monócitos após migração do sangue para os teci-

dos (Gordon and Plüddemann, 2017; Locati et al., 2020). Atuam na linha 

de frente na defesa contra patógenos por meio da atividade fagocítica e 

produção de citocinas e moléculas microbicidas, tais como óxido nítrico 

(NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS) (Nicholson et al., 2001; Locati 

et al., 2020). Os macrófagos residentes nos tecidos tem origem no saco 

vitelínico e atuam no processo de vigilância contra patógenos (Hashimoto 

et al., 2013; Gordon and Plüddemann, 2017; Locati et al., 2020) (Fig.4).  

A montagem da resposta imunológica é classicamente caracteri-

zada pelo perfil de polarização da ativação dos macrófagos entre um es-

pectro fenotípico pró-inflamatório (M1) e anti-inflamatório (M2) que pode 

guiar a resposta do macrófago (Wang et al., 2014; Locati et al., 2020). O 

perfil M1 em macrófagos é induzido em resposta ao reconhecimento de 

padrões ou danos moleculares associados a patógenos (PAMPs e DAMPs) 

via receptores Toll-like (TLRs), tais como lipopolissacarídeos (LPS) de 
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bactérias, ou citocinas pró-inflamatórias produzidas por linfócitos T CD4+ 

helper 1 (Th1) (Kropf et al., 2004). Macrófagos M1 produzem quimiocinas 

recrutadoras de monócitos, citocinas pró-inflamatórias como o fator de ne-

crose tumoral (TNF), interferon gama (IFN-ɣ), e interleucina 1 (IL-1), bem 

como leva a indução de NF-kB e a produção de moléculas reativas de oxi-

gênio (ROS), como o íon superóxido e moléculas reativas de nitrogênio, 

como NO (Nathan and Shiloh, 2000; Kropf et al., 2004; Tafani et al., 

2013). Como consequência do metabolismo, altos níveis de ROS em ma-

crófagos ativados podem desencadear a ativação de genes pró-inflamató-

rios, além de levar ao estresse celular (Nathan and Shiloh, 2000; Tafani et 

al., 2013). Com o aumento da atividade pró-inflamatória ocorre também 

aumento na captação de L-arginina, indução da óxido nítrico sintase 2 

(NOS2) e a produção de NO (Fig.4), que atuam como agente microbicida 

em macrófagos infectados com Leishmania (Rath et al., 2014; Muxel et 

al., 2018c; Id et al., 2019). 

Por outro lado, o estímulo de citocinas anti-inflamatórias como as 

interleucinas IL-4, IL-10, IL-13 e o fator de crescimento transformador 

beta (TGF-β) induzem um perfil M2 em macrófagos (Martinez et al., 

2009). Os macrófagos M2 apresentam a expressão de enzimas que desviam 

a disponibilidade de L-arginina para a biossíntese de poliaminas, redu-

zindo a produção de NO e favorecendo a sobrevivência do parasita (Latour 

et al., 2020b).  

O reconhecimento do parasita e a interação com os fatores de vi-

rulência desencadeia a produção de uma série de mediadores da inflama-

ção, mas também moléculas anti-inflamatórias (O’Neill et al., 2013; Muxel 

et al., 2018c, 2018b; Locati et al., 2020). É bem elucidado que a infecção  



24 

 

Figura 4: Processo infeccioso com Leishmania spp. O flebotomíneo transmite as for-

mas promastigotas de leishmania através da picada. No hospedeiro, após serem fago-

citadas por macrófagos, os parasitas diferenciam para a forma amastigota, e podem 

modular a polarização da ativação da resposta imune de M1 para M2, que influencia 

na sua morte ou sobrevivência. Criado com BioRender.com. 

 

com L. major induz a produção de IL-4 (Launois et al., 1995; McMahon-

Pratt and Alexander, 2004). Na superfície do parasita é possível encontrar 

proteínas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI), lipofosfoglicanos 

(LPG) e a metaloprotease GP63, fatores de virulência que estimulam os 

receptores Toll-like receptors (TLR) 2 e 4, bem como auxiliam a sua eva-

são da resposta imune (McMahon-Pratt and Alexander, 2004; Olivier et 

al., 2005; Flandin et al., 2006; Naderer and McConville, 2008). O recruta-

mento de monócitos e células T na leishmaniose cutânea é realizado por 

MCP-1 (Moll et al., 1996; Ritter and Körner, 2002).  
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1.4 L-arginina e poliaminas no contexto da infecção com Leishmania 

 L-arginina é um aminoácido catiônico precursor da síntese de pro-

teínas, uréia, ornitina, citrulina, NO, creatinina, agmatina, glutamato, pro-

lina e poliaminas, sendo de extrema relevância para a manutenção da ho-

meostase a nível celular (Vieira and Ioav Cabantchik, 1995). 

O macrófago tem uma produção endógena de L-arginina a partir de 

L-glutamato, prolina ou ornitina, mas esta produção não é suficiente para 

suprir as demandas metabólicas da célula. Macrófagos possuem transpor-

tadores de aminoácidos catiônicos 1 e 2 (CAT1 e CAT2) codificados pelos 

genes SLC7A1 e SLC7A2, respectivamente. Estes carreadores de soluto 

possuem alta afinidade para o transporte de L-arginina, lisina, ornitina e 

poliaminas (Fig. 5) (Closs et al., 2004; Hatzoglou et al., 2004; Nicklin et 

al., 2009). 

 Em condições fisiológicas, os macrófagos regulam a expressão dos 

transportadores de L-arginina em função de sua disponibilidade para man-

ter um pool interno adequado para suas atividades de vigilância imunoló-

gica (Hatzoglou et al., 2004; Rath et al., 2014; Muxel et al., 2018c). CAT1 

e CAT2 são essenciais para controlar a disponibilidade de L-arginina para 

as enzimas óxido nítrico sintase 2 (NOS2) e arginase (ARG) 1 e 2 

(MacLeod et al., 1994; MacLeod, 1996; Hosokawa et al., 1997). CAT1 

possui uma forte afinidade por L-arginina e a com a privação do aminoá-

cido a expressão do seu RNA mensageiro pode se manter estável e aumen-

tar em disponibilidade para tradução da proteína transportadora (Aulak et 

al., 1999; Hatzoglou et al., 2004). O transportador CAT2 está relacionado 

com o sustento da produção de NO (Nicholson et al., 2001).  O estímulo 

com LPS, IL-4,  IFN-ɣ ou infecção com Leishmania, leva ao aumento na 

expressão de CAT2 e do transporte de L-arginina em macrófagos 

(Nicholson et al., 2001; Iniesta et al., 2002; Thompson et al., 2008; 
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Wanasen and Soong, 2008; Laranjeira-Silva et al., 2015; Muxel et al., 

2017). 

O metabolismo de L-arginina integra o ciclo da ureia (Fig. 5), ocorre 

pelas enzimas arginases 1 e 2 (ARG1, isoforma citoplasmática e ARG2, 

isoforma mitocondrial) (Dunand-Sauthier et al., 2014) que convertem a L-

arginina em ornitina e ureia. ARG1 é conhecida por ser responsável pelo 

ciclo da ureia no fígado. A função de ARG2 é bastante investigada nos 

rins, infecções gastrointestinais e macrófagos, regulando a atividade infla-

matória (Morris, 2002; Hardbower et al., 2016; Latour et al., 2020a). O 

ciclo da ureia ocorre parte na matriz mitocondrial e parte no citosol, o an-

tiporte de ornitina, L-arginina, lisina e citrulina entre esses compartimentos 

é mediado pelo transportador membro da família de carreador de soluto 

SLC25A15 (Morris, 2002).  A conversão de ornitina pode ser realizada 

pela enzima mitocondrial ornitina transcarbamilase (OTC), e produz citru-

lina que pode ser reintegrada ao ciclo da ureia para a biossíntese de L-

arginina. Para a via de poliaminas, a ornitina é convertida pela ornitina 

descarboxilase (ODC) em putrescina (Latour et al., 2020a). A sequência 

dessa via produz espermidina através da espermidina sintase (SPDS) 

(Pérez-Cano et al., 2003), e espermina, pela conversão da espermidina pela 

espermina sintase (SPMS) que pode agir inibindo as ações pró-inflamató-

rias em macrófagos (Pérez-Cano et al., 2003; Muxel et al., 2019; Latour et 

al., 2020a). A espermidina também atua em processos como a síntese de 

hipusina e do fator de iniciação de tradução 5A em eucariotos (Puleston et 

al., 2019). 
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Figura 5: Metabolismo de L-arginina e poliaminas no macrófago durante a infec-

ção com L. amazonensis. Os transportadores de L-arginina CAT1 e CAT2 e o 

transportador de poliaminas heterodimérico SLC3A2/SLC7A5 estão localizados na 

membrana plasmática. O transportador de L-glutamina SLC1A5 está localizado na 

membrana mitocondrial. SLC25A15 realiza a antiporte L-citrulina e L-ornitina entre a 

mitocôndria e o citosol. Em (1) estão as enzimas envolvidas na biossíntese de 

poliaminas: ARG1 converte L-arginina em ornitina e posteriormente convertida por 

ODC1 em putrescina. Depois, a putrescina é convertida por SPDS em espermidina, 

seguido pela conversão de espermidina por SPMS em espermina. Em (2), a enzima 

NOS2 produz óxido nítrico (NO). Em (3), a enzima mitocondrial ARG2 está 

representada. CAT: Cationic Amino Acid Transporter; SLC: Solute Carrier Family; 

ARG: Arginase; ODC1: Ornitina Descarboxilase 1; OTC: Ornitina Transcarbamilase; 

SPDS: Espermidina Sintase; SPMS: Espermina Sintase; NOS2: Óxido Nítrico Sintase 

2; NO: Óxido Nítrico. Criado com Biorender.com. 
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Poliaminas são moléculas de baixo peso molecular, catiônicas e de-

rivadas do metabolismo de aminoácidos como a L-arginina, L-glutamina, 

ornitina e agmatina (Pegg, 2009; Sánchez-Jiménez et al., 2019). As polia-

minas são compostas por cadeias de carbono alifáticas com mais de um 

grupo amina em sua composição, sendo as principais delas putrescina (di-

amina), espermidina (triamina) e espermina (tetramina; tabela 1). Estão 

presentes em todos os tipos celulares e são essenciais para manutenção do 

crescimento celular (Pegg, 2009; Wallace, 2009).  

 

Tabela 1: Estrutura molecular de três principais poliaminas (putres-

cina, espermidina e espermina). 

 

 

Por terem carga positiva, as poliaminas são capazes de interagir ele-

trostaticamente com o DNA e RNA, atuando em processos de transcrição 

e tradução (Pegg, 2009; Pasini et al., 2014; Puleston et al., 2019; Latour et 

al., 2020b). Também atuam em células mielóides, na modulação da pola-

rização dos macrófagos e proteção contra danos oxidativos promovidos 

pelo aumento da atividade da NOS2 (Stewart et al., 2018; Latour et al., 

2020b; Chia et al., 2022). Em tripanossomatídeos, a proteção antioxidante 

é realizada pela tripanotiona, um conjugado glutationa-espermidina 

(Manta et al., 2013; Stewart et al., 2018). A inibição da via de poliaminas 

pode interferir na biossíntese de tripanotiona, e já foi proposta como um 

possível tratamento para leishmaniose (Wallace, 2009). Uma droga capaz 

Poliamina Estrutura molecular

Putrescina                                                             

NH2(CH2)4NH2

Espermidina                             

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH2

Espermina                           

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2



29 

 

de inibir a biossíntese de poliaminas é a α-difluorometilornitina (DFMO), 

pela inibição da atividade da ornitina descarboxilase (ODC), entretanto, a 

droga não impede a captação da ornitina e sua metabolização pelas vias 

biosintéticas de poliaminas (Wallace, 2009). 

Aminoácidos e policátions como as poliaminas podem ser transpor-

tados por proteínas da superfamília Aminoácido-poliamina-organocátion 

(APC). O transportador responsável pelo antiporte de poliaminas, gluta-

mina e aminoácidos neutros SLC3A2 (ou CD98) também está presente na 

membrana dos macrófagos  (Palmieri, 2004; Abdulhussein and Wallace, 

2014; Sánchez-Jiménez et al., 2019). SLC3A2 é uma proteína transmem-

brana que está amplamente distribuída e é capaz de formar complexos com 

outras cadeias peptídicas da mesma família, como a formação do hetero-

dímero  com a proteína SLC7A5 (ou L-type amino acid transporter 1, 

LAT-1; Fig2) (de La Ballina et al., 2016). Além disso, SLC3A2 está im-

plicada a processos de sinalização celular na regulação da expressão gênica 

de citocinas pró-inflamatórias, como Ifnγ e Tnfa, e sua ausência reduz a 

produção destas citocinas na resposta contra L. major (Kurihara et al., 

2015). 

O estímulo com LPS e processos inflamatórios como a colite levam 

ao aumento de SLC3A2, que pode ser regulada pelos fatores de transcrição 

(Sp1) e o fator nuclear kappa B (NFκB) ou via de ativação MyD88-NFκB 

e (Yan et al., 2007; Bhuyan et al., 2014). A redução de SLC3A2 em célula 

mononuclear de sangue periférico (PBMC) humana e em macrófagos mu-

rinos reduz a expressão de IL-1β após estimulação com  LPS, sem alterar 

IL-6 ou TNFα (Tannahill et al., 2013). Esses achados indicam o envolvi-

mento desse transportador na resposta imune, mas há muitos pontos em 

aberto quanto ao metabolismo de poliaminas e correlação com seu trans-

portador. 



30 

 

Leishmania é auxotrófica para a L-arginina (Reguera et al., 2009), o 

que leva a uma competição pela L-arginina do macrófago, controlando a 

expressão de proteínas relacionadas a síntese de poliaminas (Castilho-

Martins et al., 2015; McConville, 2016). Espécies do gênero Leishmania 

possuem seus próprios transportadores de L-arginina, como as permeases 

de aminoácido 3 (AAP3) (Darlyuk et al., 2009; Castilho-martins et al., 

2011; Aoki et al., 2017b; Müller et al., 2018), e a enzima arginase 

(Castilho-martins et al., 2011; McConville, 2016; Muxel et al., 2017). L. 

amazonensis e L. donovani são sensíveis à privação de L-arginina 

(Goldman-pinkovich et al., 2016; Aoki et al., 2017a; Goldman-Pinkovich 

et al., 2020; Zilberstein and Myler, 2021). Além disso, ao viver no fagoli-

sossomo após a infecção, o parasita é capaz de ativar uma resposta de pri-

vação de arginina aumentando a expressão de aap3 (McConville, 2016; 

Goldman-Pinkovich et al., 2020; Zilberstein and Myler, 2021). 

 

1.5 Regulação da expressão gênica e microRNAs na infecção 

com L. amazonensis 

A regulação da expressão gênica pode modular a resposta imune 

(Sonkoly et al., 2008; Geraci et al., 2015; Acuña et al., 2020). Os mecanis-

mos de regulação pós-transcricional envolvem as interações mediadas pe-

los microRNAs (miRNAs) (Geraci et al., 2015). miRNAs são moléculas 

de RNA não codificante que possuem entre 18 a 25 nucleotídeos (Geraci 

et al., 2015; Muxel et al., 2018b). Sua ação está vinculada ao silenciamento 

de genes, por meio da ligação por complementaridade à região 3’ não tra-

duzida (UTR) do mRNA alvo, inibindo sua expressão e interferindo na 

eficiência da tradução (Humphreys et al., 2005; Maroney et al., 2006). Os 

microRNAs também podem atuar direta ou indiretamente reduzindo os ní-

veis de produção de proteínas-alvo (Li et al., 2018). 
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No núcleo, a transcrição dos miRNAs pode ocorrer a partir de se-

quências monocistrônicas ou policistrônicas, compreendidas entre genes e 

em regiões intrônicas, exônicas ou na fita antisenso (Fig.6) (Kim et al., 

2009; Acuña et al., 2020; Santovito and Weber, 2022). A partir da trans-

crição pela RNA polimerase II, o miRNA primário (pri-miR) é processado 

por duas endonucleases, DROSHA e DGCR8, em  uma estrutura de 

miRNA precursor (pre-miR) e, posteriormente, ligado a uma proteína ex-

portina 5 que o transporta para o citoplasma (Fig.6) (Baltimore et al., 2008; 

Leung, 2015). No citoplasma, as RNAses Dicer e TRBP reconhecem o pre-

miRNA e o processam em miRNA maduro (Fig.6) (Acuña et al., 2020; 

Leitão and Enguita, 2022). O miRNA maduro é integrado ao complexo 

RISC, constituído das proteínas Dicer, TRBP e a argonauta (AGO), res-

ponsáveis por auxiliar no pareamento do miRNA-mRNA e silenciamento 

do mRNA alvo. (Leung, 2015; Leitão and Enguita, 2022). 

Nosso grupo vem investigando a modulação da expressão de genes 

envolvidos no metabolismo de L-arginina e possíveis genes alvos da inte-

ração miRNA-mRNA em macrófagos infectados com L. amazonensis 

(Muxel et al., 2018c, 2018b; Fernandes et al., 2019; Acuña et al., 2020).  

Nossos dados mostram  que os miR-294, miR-302d e miR-721, modulados 

positivamente durante a infecção com L. amazonensis em modelo murino 

têm como alvo o transcrito de Nos2 (Muxel et al., 2017). Além disso, a 

inibição desses miRNAs aumenta a expressão de NOS2 e produção de NO, 

consequentemente reduzindo a infectividade (Muxel et al., 2017; 

Fernandes et al., 2019). Também mostramos que a infecção de macrófagos 

murinos com L. amazonensis aumenta a expressão do miRNA-let-7e, in-

terferindo na expressão de genes da via dos TLRs (Muxel et al., 2018a). 

Nosso último trabalho mostrou que o miR-294 também inibe a expressão 

do RNA mensageiro dos transportadores de L-arginina CAT1 e CAT2 e 

da citocina TNF (Acuña et al., 2022). Os microRNAs também podem ser 
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induzidos por TLRs e regular a ativação de genes pró-inflamatórios (Neill 

et al., 2011). Nesse sentido, o estudo do impacto das poliaminas na expres-

são de mRNAs e miRNAs no modelo de infecção com L. amazonensis 

contribui com as interações já conhecidas na literatura, além de evidenciar 

possíveis genes de interesse na biossíntese de poliaminas. 

Figura 6: Biossíntese de microRNAs: a transcrição do pri-miRNA forma uma estru-

tura em forma de grampo que é processada pelas endonucleases DROSHA e DGCR8 

em pre-miRNA. Em seguida, a proteína exportina 5 se liga ao pre-miR e o transporta 

do núcleo para o citoplasma, onde as proteínas Dicer e TRBP processam a estrutura em 

microRNA maduro. Em seguida, o complexo RISC, composto pelas proteínas Dicer, 

TRBP e a proteína argonauta (AGO) auxiliam no pareamento do microRNA, levando 

à sua inibição e consequentemente a degradação. AGO: Argonauta; Exp5: Exportina5; 

pri-miR: miRNA primário; pre-miR: miRNA precursor TRBP: Trans-activation res-

ponse RNA-binding protein; RISC: RNA-induced silencing complex. Criado com 

Biorender.com. 
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2. Hipótese 

 

A interação entre o parasita e o hospedeiro desvia a L-arginina para 

produção de poliaminas e reduz a produção de óxido nítrico e atividade 

microbicida dos macrófagos. Sendo assim, este trabalho se baseia na hipó-

tese de que a disponibilidade de L-arginina e poliaminas induz alterações 

na expressão de genes e miRNAs relacionados ao seu metabolismo nos 

macrófagos infectados com Leishmania amazonensis e aumentam a sus-

ceptibilidade à infecção.  
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3. Objetivo 

 

Avaliar como a disponibilidade de L-arginina e poliaminas afeta a 

expressão de genes relacionados ao seu metabolismo em macrófagos de 

camundongos BALB/c infectados com Leishmania amazonensis e suscep-

tibilidade à infecção 

3.1: Objetivos específicos: 

3.1.1) Avaliar como a privação ou suplementação com L-arginina modula 

a expressão de genes envolvidos no seu metabolismo em macrófagos in-

fectados com L. amazonensis 

3.1.2) Avaliar se a privação ou suplementação com poliaminas (putrescina, 

espermidina e espermina) altera a expressão de genes de enzimas envolvi-

das na sua produção (Arg1, Arg2, Odc, SpdS e SpmS) em macrófagos in-

fectados com L. amazonensis 

3.1.3) Avaliar se a privação ou suplementação com L-arginina e poliami-

nas altera a expressão de genes envolvidos no transporte de L-arginina e 

poliaminas em macrófagos infectados com L. amazonensis  

3.1.4) Analisar o impacto da privação ou suplementação com L-arginina e 

poliaminas para a produção de óxido nítrico em macrófagos infectados 

com L. amazonensis. 

3.1.5) Avaliar se a privação ou suplementação com L-arginina e poliami-

nas afeta a expressão de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos infec-

tados com L. amazonensis  

3.1.6) Analisar o impacto da privação ou suplementação com L-arginina e 

poliaminas na infecção de macrófagos com L. amazonensis. 

3.1.7) Avaliar se a privação ou suplementação com L-arginina e putrescina 

altera a expressão dos miR-294, miR-302d e miR-721 em macrófagos in-

fectados com L. amazonensis. 
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1 Aprovação do comitê de ética 

 O protocolo experimental para os experimentos com animais foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto 

de Biociências da Universidade de São Paulo (número de aprovação 

CEUA-IB: IB-USP 314/2018). Este estudo foi conduzido em conformi-

dade com as recomendações do guia e políticas para o cuidado e uso de 

animais de laboratório do Estado de São Paulo (Lei Estadual 11.977, de 25 

de agosto de 2005) e do Governo Federal (Lei Federal 11.794, de 8 de 

outubro de 2008). 

 

4.2 Obtenção e diferenciação de macrófagos murinos 

 Foram isoladas células derivadas da medula óssea de fêmures e tí-

bias de camundongos BALB/c, fêmeas com idade entre 6 e 8 semanas, 

fornecidas pelo Centro de Biotério da Faculdade de Medicina da Univer-

sidade de São Paulo, e mantidas no Instituto de Biociências da USP. Para 

a diferenciação em macrófagos, as células foram incubadas por 7 dias com 

10% de sobrenadante de cultura condicionada de células da linhagem de 

fibroblastos L9-29 (como fonte de “Macrophage Colony-Stimulating 

35ator”, MCS-F) em meio RPMI 1640 (LGC, São Paulo, Brasil), suple-

mentado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Invitrogen), 5 

mg/L hemina, 100 µM adenina, 50 U de penicilina, 50 μg/mL de estrepto-

micina (Gibco™, EUA) à 37°C e 5% de CO2. 

 

4.3 Cultura do parasita 

Para realizar a infecção, formas promastigotas de L. amazonensis 

(MHOM/BR/1973/M2269) foram mantidas em meio de cultura M199 
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(Gibco) suplementado com 10% de SFB inativado, 50 U de penicilina, 50 

μg/mL de estreptomicina, 40 mM Hepes-NaOH, e 12 mM NaHCO3, em 

pH 6.85, em cultura de passagem baixa (até 5). 

 

4.4. Ensaio de infecção dos Macrófagos e suplementações com L-argi-

nina e poliaminas 

 

Para a análise de RNA, 5x106 macrófagos/poço foram plaqueados 

em placas de 6 poços (SPL, Lifescience) e para análise de citometria de 

fluxo, 1x106 macrófagos/poço em placas de 24 poços. Para a infectividade, 

2x105 macrófagos/poço foram plaqueados em chamber slides de 8 poços 

(Sigma, EUA) e mantidas por 18h a 34°C, 5% CO2.  

Os macrófagos e formas promastigotas de L. amazonensis (La) na 

fase estacionária foram lavados em solução fosfato salina (PBS) na con-

centração 1X. Macrófagos e Leishmania foram co-cultivados na proporção 

de 5 parasitas por macrófago, em meio RPMI 1640 sem L-arginina 

(R1780, Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 2% de SFB inativado 

(Invitrogen). As suplementações com ou sem L-arginina, putrescina, es-

permidina e espermina, foi realizada nas condições a seguir:  

(1) privado de L-arginina (arg-);  

(2) suplementado com L-arginina (400 µM, arg+);  

(3) suplementado com putrescina (100 µM, put +);  

(4) suplementado com L-arginina mais putrescina (arg +/put+);  

(5) suplementado com espermidina (100 µM, spd+);  

(6) suplementado com L-arginina mais espermidina (arg+/spd+);  

(7) suplementado com espermina (100 µM, spm+);  

(8) suplementado com L-arginina mais espermina (arg+/spm+). Es-

sas condições são as mesmas para macrófagos não infectados (MO) e ma-

crófagos infectados (MO-La; Fig 7).  As concentrações de L-arginina e 
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poliaminas são baseadas em dados prévios de nosso grupo e outros traba-

lhos da literatura que estudaram macrófagos (Bianchi et al., 1995; Pérez-

Cano et al., 2003; Laranjeira-Silva et al., 2015; Hardbower et al., 2017). 

 

 

Figura 7: Estratégia metodológica para o experimento de privação de L-arginina 

e/ou suplementação com L-arginina e poliaminas em macrófagos, concomitante à 

infecção com L. amazonensis. 

 

Após 4 horas de infecção, a cultura foi lavada duas vezes com 1X 

PBS para remover parasitas não fagocitados. Após, foi adicionado meio 
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RPMI 1640 completo (contendo L-arginina, LGC) suplementado com 

10% de soro fetal bovino inativado, 50U de penicilina, 50μg/mL de estrep-

tomicina a 34°C e 5% de CO2.  

Para análise dos RNAs, a cultura foi coletada após 4h e 24h de in-

fecção. Para a análise da infectividade, a cultura foi mantida por períodos 

de 24 e 48 horas, fixada com acetona: metanol (1: 1, v: v), após coloração 

com Panóptico (Laborclin, Paraná, Brasil), as lâminas foram lavadas, e a 

infectividade foi analisada por microscopia óptica. O índice de infecção 

(taxa de macrófagos infectados multiplicada pelo número médio de amas-

tigotas por macrófago) foi calculado pela contagem de campos aleatórios 

de pelo menos 500 macrófagos por lâmina. 

 

4.5 Extração do RNA  

As células foram lavadas com 1X PBS, ressuspendidas em 750μL 

de reagente TrizolTM (Invitrogen) e a extração de RNA foi realizada de 

acordo com as instruções do fabricante. O RNA foi ressuspenso em 20μL 

de água livre de RNAse e quantificado, com pureza verificada pela razão 

260/230 em espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific).  

 

4.6 Reação de Transcrição Reversa e PCR em tempo real de 

mRNAs (RT-qPCR) 

A síntese de cDNA de para análise de mRNAs, foi realizada com o 

kit RevertAID Reverse Transcriptase (Thermoscientific), seguindo as ins-

truções do fabricante. A reação foi preparada em um volume final de 40 

μL, contendo 2 μg de RNA total, incubado na presença de 2 μL de oligos 

random primer (1,5μg/μL, ThermoScientific), 2μL de dNTP (10mM, 

ThermoScientific) e 8μL de água a 72ºC por 5 min. Em seguida, foram 

adicionados 8 μL do tampão 5X, 2 μL de DTT (0,1M), 2 μL de RNAse 

OUT e 2 μL de transcriptase reversa (200U/μL). A reação foi realizada em 
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termociclador (Eppendorf Mastercycler Nexus) com os ciclos de tempera-

turas de 37ºC por 5 min, 25ºC por 10 min, 42ºC por 45min e 72ºC por 10 

min. Para preparar o controle negativo da transcrição reversa e descartar 

possível contaminação por DNA genômico, as amostras foram preparadas 

nas mesmas condições, sem adicionar a enzima transcriptase reversa. Os 

cDNAs obtidos foram diluídos 100 vezes em água livre de RNAse para 

análise em qPCR. 

 Para obter a quantificação gênica relativa, a reação foi preparada 

com 5μL de SYBR Green PCR Master Mix, 200nM de oligonucleotídeos 

e 5μL de cDNA da amostra (diluído 100X), em um volume final de 10,1 

μL. As reações foram realizadas usando StepOne Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific): a primeira etapa, um ciclo 

a 95 ° C por 10 minutos e a segunda etapa, 40 ciclos a 94 ° C por 30s e a 

60 ° C por 30s, seguida da curva de dissociação. Para avaliar a eficiência 

de cada primer no qPCR, uma amostra contendo o fragmento do amplicon 

clonado em pGEM T-Easy foi utilizada em diluição em série 10X a partir 

da concentração de 108 a 102 número de moléculas para a construção da 

curva padrão. Os pares de oligonucleotídeos usados estão dispostos na ta-

bela a seguir:  
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Tabela 2: Pares de oligonucleotídeos usados na amplificação de 

mRNA 

Espécie: Mus musculus Direção Primer (5’-3’) 

Cationic amino acid transporter 1 (Cat1)  
Forward 5’-cgtaatcgccactgtgacct-3 ‘ 

Reverse 5’- ggctggtaccgtaagaccaa-3 ‘ 

Cationic amino acid transporter 2 (Cat2)  
Forward 5’-tccaaaacgaagacaccagt  -3 ‘ 

Reverse 5’-gccatgagggtgccaataga-3 ‘ 

Solute Carrier Family 3 Member 2 (Slc3a2)  
Forward 5’-gccactgagaatgcaaagacc -3 ‘ 

Reverse 5’-ttcacgacgtgatgggatgt-3 ‘ 

Solute Carrier Family 7 Member 5 (Slc7a5)  
Forward 5’-aagggcagggattcatggtg-3’ 

Reverse 5’-gtaggggtgtctttcagggc-3’ 

Solute Carrier Family 1 Member 5 (Slc1a5)  
Forward 5’-cacttcctgtgaccttccca-3’ 

Reverse 5’-actctagggccatggtcaatac-3’ 

Solute Carrier Family 25 Member 15 

(Slc25a15)  

Forward 5’-gcgaccttaaaaattgcccg-3 ‘ 

Reverse 5’-ctggtttctgtggaaggcga-3 ‘ 

Arginase 1 (Arg1)  
Forward 5’-agcactgaggaaagctggtc-3 ‘ 

Reverse 5’-cagaccgtgggttcttcaca-3 ‘ 

Arginase 2 (Arg2)  
Forward 5’-tctcctccacgggcaaattc -3 ‘ 

Reverse 5’-cactcctagcttcttctgccc-3 ‘ 

Ornithine decarboxilase (Odc1)  
Forward 5’-ctgccagtaacggagtccag-3’ 

Reverse 5’-tcagtggcaatccgtagaacc-3’ 

Spermidine Synthase (SpdS)  
Forward 5’-tggtggactacgcctactgt-3 ‘ 

Reverse 5’-tggtgcggtttttgcta-3 ‘ 

Spermine Synthase (SpmS)  
Forward 5’-acactatggcagcagcaagac-3 ‘ 

Reverse 5’-tgtgcactgactctgtcatcc-3 ’  

Nitric Oxide Synthase (Nos2)  
Forward 5’-agagccacagtcctctttgc-3 ‘ 

Reverse 5’-gctcctcttccaaggtgctt-3 ‘ 

Interleukin-1-β (Il-1β)  
Forward 5’-ccaagcttccttgtgcaagtg-3’ 

Reverse 5’-ctgtcaaaaggtggcatttcac-3’ 

Tumor Necrosis Factor alpha (Tnf-α)  
Forward 5′- ccaccacgctcttctgtcta−3′  

Reverse 5′- agggtctgggccatagaact−3′ 

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (Mcp-1)  
Forward 5′-tgatcccaatgagtaggctgg-3′  

Reverse 5′-gcacagacctctctcttgagc- 3′ 

β-2-microglobulin (B2M)  
Forward 5’-cactgaattcacccccactga-3 ‘ 

Reverse 5’- acagatggagcgtccagaaag-3’ 

 

A expressão relativa foi calculada baseada utilizando o gene β-2-

microglobulina como normalizador (∆Ct) e o grupo MO/arg+ em 4 horas 

como grupo referência (∆∆Ct). O Fold-Change foi apresentado em log2. 
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4.7 Reação de Transcrição Reversa e PCR em tempo real de 

miRNA: Utilizamos o “miScript II RT Kit” (Qiagen) para a transcrição 

reversa do RNA para cDNA de miRNAs maduros utilizando 250 ng RNA, 

seguindo recomendações do fabricante. A quantificação relativa do miR-

294, miR-302d, miR-721 e SNORD95 foi realizadas em Termociclador 

StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems/Thermo Fisher 

Scientific) utilizando 2,5μL de cDNA (diluído 10-vezes), “miScript Primer 

Assay” e “miScript SYBR PCR Kit” (Qiagen) em volume final de 10 uL 

(Muxel et al., 2017; Acuña et al., 2022) com o seguinte protocolo: ativação 

da HotStart DNA polimerase a 95°C por 15s e 40 ciclos de 94°C por 15s, 

seguido por um ciclo de 55°C por 30s e 70°C por 30s. A expressão relativa 

foi calculada utilizando o gene SNORD95 como normalizador (∆Ct) e o 

grupo MO/arg+ em 4 horas como grupo referência (∆∆Ct). O Fold-Change 

foi apresentado em log2. 

 

4.8 Ensaio de quantificação de óxido nítrico (NO) 

 Os macrófagos foram deaderidos com 1mM de ácido etilenodia-

mino tetra-acético (EDTA) em PBS 1X seguida de raspagem com rodinho. 

As células foram lavadas e em PBS 1X gelado (500 x g, 10 min, 4ºC) e 

incubados com 5 μM DAF-FM (4-amino-5metilamino-2 ‘, 7’ -dicloroflu-

oresceína diacetato, Life Technologies, Eugene, EUA) em 1X PBS por 30 

min a 34°C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1X. A aquisi-

ção de fluorescência do DAF-FM (FL1) foi realizada usando citômetro BD 

Accuri (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) com a coleta de 30.000 eventos, 

com base nas características de dispersão direta (FSC) e dispersão lateral 

(SSC). 
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 4.9 Análise estatística  

Os dados coletados foram analisados no software GraphPad Prism 

7. Para entender a diferença biológica para cada condição, as análises es-

tatísticas foram realizadas utilizando One-way ANOVA para RNAm e 

análise de citometria, e Two-way ANOVA para infectividade, com inter-

valo de confiança de 95% e teste post-hoc de Sidak. Comparações com p 

≤ 0,05 foram representadas nos gráficos. As comparações entre os grupos 

não infectados e infectados ocorreram apenas entre condições semelhan-

tes, partindo da suplementação com L-arginina. As comparações de um 

único grupo (grupos não infectados e grupos infectados) privado de L-ar-

ginina ou suplementado com L-arginina ocorreram com poliaminas seme-

lhantes.  
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5. Resultados 

 

5.1 Privação e suplementação com L-arginina na modulação da ex-

pressão gênica em macrófagos infectados com L. amazonensis 

 

Dado que a ativação do macrófago regula a expressão gênica dire-

cionado o consumo de L-arginina por meio de enzimas típicas aos perfis 

M1 ou M2 (Rath et al., 2014; Muxel et al., 2018c), analisamos se a dispo-

nibilidade de L-arginina seria capaz de alterar a expressão gênica das vias 

de produção poliaminas e NO. Para isso, realizamos a privação de L-argi-

nina (arg-) em macrófagos BALB/c nas 4h iniciais da infecção com L. 

amazonensis. Os mRNAs Arg1 e Arg2, Odc1, SpdS, SpmS e Nos2 foram 

analisados após 4 e 24h de infecção por RT-qPCR. A produção de NO foi 

analisada por citometria de fluxo (Fig. 8). A suplementação com L-argi-

nina (arg+) foi usada como referência para comparação das condições nas 

respectivas 4 e 24h. 

A suplementação (arg+) ou privação de L-arginina (arg-) em macró-

fagos infectados (MO-La) e não infectados (MO) não modulou os níveis 

dos transcritos de genes envolvidos na produção de poliaminas Arg1 e 

Arg2, Odc1, SpdS e SpmS, comparando com macrófagos não infectados ou 

macrófagos infectados (Fig.8A-E).  

Na condição de suplementação (arg+), não houve modulação de 

Nos2 e produção de NO (Fig. 8F,G). Na condição arg-, os níveis de Nos2 

aumentaram nos macrófagos infectados em 4h em relação aos macrófagos 

não infectados, mas não em relação ao arg+ (Fig.8F). Quando comparamos 

4 e 24h no grupo arg+, os níveis de Nos2 reduziram cerca de duas vezes 

em arg+ nos macrófagos infectados ou não-infectados (Fig.8F).  
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A porcentagem de células produtoras de óxido nítrico (células DAF-

FM+) e a média de intensidade de fluorescência (MFI) não foram modifi-

cadas nas condições arg+ e arg- (Fig.8G-H). Esses dados sugerem que a 

privação com L-arginina modula os níveis do mRNA de Nos2, sem refletir 

na produção de NO.  

Concluímos que a disponibilidade de arginina per se não alterou a 

expressão das enzimas envolvida na produção de poliaminas. 
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Figura 8: Expressão gênica do metabolismo de L-arginina em macrófagos BALB/c  

infectados com L. amazonensis. Os macrófagos (5x106) (A-F) e (1x106) (G,H) foram 

privados de L-arginina (arg-) ou suplementados com L-arginina (arg+) 

simultaneamente à infecção com L. amazonensis (MOI 5: 1) por 4h. Após este tempo, 

meio completo foi adicionado e a cultura mantida por 24h. A quantificação relativa dos 

genes Arg1 (A), Odc1 (B), SpdS (C), SpmS (D), Arg2 (E) e Nos2 (F) por RT-qPCR. A 

produção e NO foi avaliada em amostras  marcadas com DAF-FM para análise por 

citometria de fluxo, a frequência de células DAF-FM+ (G) e MFI (H). Os dados foram 

normalizados usando o gene β-2-microglobulina. Os macrófagos não infectados 

suplementados com arg+ às 4h foram usados como controle nos cálculos de cT. As 

barras representam as médias e S.E.M dos valores. A análise estatística usando One-

Way ANOVA está indicada nas barras. #: p≤0,05 para a comparação entre 4h e 24h. 
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A captação de L-arginina pode ser modulada de modo a alterar a 

disponibilidade de aminoácidos e poliaminas no citoplasma, fagolisos-

somo e outros compartimentos nos macrófagos (Yeramian et al., 2006a; 

Kishikawa et al., 2015). Nós analisamos se a privação de L-arginina altera 

os níveis de transcritos dos transportadores de L-arginina, Cat1 e Cat2 e 

transportadores de poliaminas, Slc3a2 e Slc7a5 (Fig.9). Para isso, realiza-

mos a privação de L-arginina (arg-) em macrófagos BALB/c nas 4h iniciais 

da infecção com L. amazonensis. Os mRNAs Cat1, Cat2, Slc3a2 e Slc7a5 

foram analisados após 4 e 24h de infecção por RT-qPCR (Fig.9). A suple-

mentação com L-arginina (arg+) foi usada como referência para compara-

ção das condições nas respectivas 4 e 24h. 

Os níveis de Cat1 e Slc7a5 reduziram em 24h comparados com 4h, 

em macrófagos infectados ou não-infectados independente da disponibili-

dade de L-arginina (Fig.9A, D). Os níveis de Cat1, Cat2, Slc3a2 e Slc7a5 

permaneceram similares. Estes dados indicam que a disponibilidade L-ar-

ginina não afetou a expressão de genes envolvidos na captação e na meta-

bolização de L-arginina para produção de poliaminas.  
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Figura 9: Expressão gênica de transportadores de aminoácidos e poliaminas em 

macrófagos BALB/c infectados com L. amazonensis em condição de privação de 

L-arginina. Os macrófagos (5x106) foram privados de L-arginina (arg-) ou 

suplementados com L-arginina (arg+), simultaneamente à infecção com L. 

amazonensis (MOI de 5:1) por 4h. Após este tempo, meio completo foi adicionado e a 

cultura mantida por 24h. A quantificação relativa dos genes Cat1/Slc7a1 (A), 
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Cat2/Slc7a2 (B), Slc3a2 (C) Slc7a5 (D) foi realizada por RT-qPCR. Os dados foram 

normalizados usando o gene β-2-microglobulina. Os macrófagos não infectados 

suplementados com arg+ às 4h foram usados como controle nos cálculos de cT. As 

barras representam as médias e S.E.M dos valores. A análise estatística  One-Way 

ANOVA está indicada nas barras. #: p≤0,05 para a comparação entre 4h e 24h. 

 

5.2 Privação e suplementação com poliaminas na modulação da ex-

pressão gênica da via biossintética de poliaminas em macrófagos in-

fectados com L. amazonensis 

 

Como a disponibilidade de L-arginina não alterou a expressão de 

genes responsáveis pela biossíntese de poliaminas, decidimos analisar se 

as poliaminas podem influenciar os níveis desses genes. Para isso, realiza-

mos a suplementação com putrescina, espermidina e espermina, subdivi-

didos em condições com ou sem L-arginina, em macrófagos BALB/c nas 

4h iniciais da infecção com L. amazonensis. Os mRNAs Arg1 e Arg2, 

Odc1, SpdS, SpmS e Nos2 foram analisados após 4 e 24h de infecção por 

RT-qPCR (Fig.10). 

Não foram observadas diferenças nos transcritos de Arg1 nas condi-

ções de privação ou suplementação com L-arginina e poliaminas 

(Fig.10A).  

De maneira interessante durante a infecção, a suplementação com 

L-arginina e putrescina (arg+/put+) ou somente putrescina (put+), aumen-

tou os níveis dos transcritos de Arg2 em 4h, em relação ao grupo MO-

La/arg+ 4h (Fig.10B). A suplementação dos macrófagos não infectados 

com L-arginina e espermidina (arg+/spd+) ou somente espermidina 

(spd+), L-arginina e espermina (arg+/spm+) ou apenas com espermina 

(spm+; Fig.10B) promoveram de maneira semelhante a redução da expres-

são de Arg2 em 24h comparados com MO/arg+ (Fig.10B).  
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Figura 10: Expressão gênica de enzimas da via de biossíntese de poliaminas em 

macrófagos BALB/c infectados com L. amazonensis em condição de privação e 

suplementação com poliaminas. Os macrófagos (5x106) foram suplementados com 
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L-arginina (arg+) e/ou putrescina (put+), espermidina (spd+), espermina (spm+), 

simultaneamente à infecção com L. Amazonensis (MOI 5:1) por 4h. Após este tempo, 

meio completo foi adicionado e a cultura mantida por 24h. A quantificação relativa dos 

genes Arg1 (A), Arg2 (B), SpdS (C) e SpmS (D) foi realizada por RT-qPCR. Os dados 

foram normalizados usando o gene β-2-microglobulina. Os macrófagos não infectados 

suplementados com arg+ às 4h foram usados como controle nos cálculos de cT. As 

barras representam as médias e S.E.M dos valores. A análise estatística usando One-

Way ANOVA está indicada nas barras. #: p≤0,05 para a comparação entre 4h e 24h 

 

Em macrófagos infectados, a suplementação com put+ aumentou a 

expressão de SpdS em 4h. A suplementação com arg+/spm+ em macrófa-

gos infectados aumentou a expressão de SpdS em 24h (Fig.10C).  

A suplementação arg+/put+ ou put+ dos macrófagos não infectados, 

promoveu a redução de SpmS em 4h, comparado com macrófagos arg+ 4h 

(Fig.10D). Quando os macrófagos foram suplementados com put+ durante 

a infecção, nós observamos um aumento nos níveis de SpmS, levando a 

uma mudança de perfil entre os macrófagos infectados e não infectados em 

4h (Fig.10D).  

Nossos dados demonstram que a suplementação com L-arginina e 

poliaminas modulam a expressão de Arg2, SpdS e SpmS em macrófagos 

infectados com L. amazonensis.  

 

5.3 Privação e suplementação com poliaminas na modulação da ex-

pressão gênica de Nos2 e produção de NO em macrófagos infectados 

com L. amazonensis 

 

 

Nesta parte, buscamos entender como a via de produção de NO pode 

ser afetada pela disponibilidade de poliaminas. Para isso, realizamos a su-

plementação com putrescina, espermidina e espermina, subdivididos em 

condições com ou sem L-arginina, em macrófagos BALB/c nas 4h iniciais 

da infecção com L. amazonensis.  O mRNA Nos2 foi analisado após 4 e 
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24h de infecção por RT-qPCR. A produção de NO foi analisada por cito-

metria de fluxo (Fig.11A). 
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Figura 11: Expressão de Nos2 e produção de NO em macrófagos BALB/c 

infectados com L. amazonensis em condição de privação e suplementação com 

poliaminas. Os macrófagos (5x106) (A) e (1x106) (BC) foram suplementados com L-

arginina e/ou putrescina (put+), espermidina (spd+), espermina (spm+), 

simultaneamente à infecção com L. Amazonensis (MOI 5:1) por 4h. Após este tempo, 

meio completo foi adicionado e a cultura mantida por 24h. A quantificação relativa do 

gene Nos2 (A) foi realizada por RT-qPCR. Os dados foram normalizados usando o 

gene β-2-microglobulina. A produção e NO foi avaliada em amostras  marcadas com 
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DAF-FM para análise por citometria de fluxo, a frequência de células DAF-FM+ (B) e 

MFI (C). Os macrófagos não infectados suplementados com arg+ às 4h foram usados 

como controle nos cálculos de cT. As barras representam as médias e S.E.M dos 

valores. A análise estatística usando One-Way ANOVA está indicada nas barras. #: 

p≤0,05 para a comparação entre 4h e 24h. 

 

No contexto da infecção, a suplementação com put+ aumentou em 

duas vezes os níveis de Nos2 em 4h comparado com macrófagos infectados 

e suplementado com arg+ (Fig.11A). Também observamos que a suple-

mentação com put+ nas 4 h de infecção aumentou os níveis de Nos2 em 

relação aos macrófagos não infectados nas mesmas condições (Fig.11A). 

Nas 24h, houve uma mudança no perfil de expressão com a redução de 

Nos2 em ambos os grupos infectado e não infectado (Fig.11A). Por outro 

lado, a suplementação com putrescina aumentou a expressão de Nos2 em 

24h, nos macrófagos infectados em relação aos não infectados (Fig.11A), 

mas não levou ao aumento na produção de NO, como observado na fre-

quência de DAF-FM+ (células produtoras de NO; Fig.11B) ou MFI (média 

de produção de NO por célula; Fig.11C). 

A suplementação com espermidina ou espemina não alteraram a ex-

pressão de Nos2 em macrófagos infectados e não infectados (Fig.11A). 

Em macrófagos não infectados, a suplementação com arg+/spm+ 

aumentou a porcentagem de células DAF-FM+ em 4 e 24h, comparadas 

com MO/arg+ (Fig.11B). Em macrófagos infectados, a suplementação 

com arg+/spm+ aumentou a porcentagem de células DAF-FM+ em 24h, 

comparadas com macrófagos infectados e suplementados com arg+ 

(Fig.11B-C).  

Nossos dados indicam a modulação da expressão de Nos2 a nível de 

transcrito pela suplementação com putrescina durante a infecção, o que 

não culminou em aumento da produção de NO, enquanto a suplementação 
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com L-arginina e espermina favoreceram a produção de NO em ambos os 

grupos infectado e não infectado. 

 

5.4 Suplementação com poliaminas na modulação da expressão gênica 

dos transportadores de L-arginina, ornitina e poliaminas em macró-

fagos infectados com L. amazonensis 

 

Quantificamos genes relacionados à captação de L-arginina, L-glu-

tamina e poliaminas em macrófagos infectados com L. amazonensis nas 

condições de privação ou suplementação com L-arginina e poliaminas du-

rante 4h, com ou sem L-arginina, em macrófagos BALB/c nas 4h iniciais 

da infecção com L. amazonensis. Os mRNAs Cat1, Cat2, Slc1a5, Slc3a2, 

Slc7a5 e Slc25a15 foram analisados após 4 e 24h de infecção por RT-

qPCR (Fig.12-14). A suplementação com L-arginina (arg+) foi usada 

como referência para comparação das condições nas respectivas 4 e 24h. 

 Após 24h houve redução dos transcritos de Cat1 comparados com 

4h em macrófagos não infectados, nas condições arg+/put+, put+, 

arg+/spd+ ou spm+ (Fig. 12A). De modo semelhante, em macrófagos in-

fectados, a suplementação com arg+/put+ ou put+ reduziu os níveis de 

Cat1 (Fig.12A).  

Em macrófagos não infectados a suplementação com arg+/put+, le-

vou a redução na expressão de Cat2 em 24 h comparado com 4h (Fig.12B). 

Não observamos modificações nos níveis de Slc1a5 nas condições de su-

plementações estudadas (Fig.12C). 
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Figura 12: Expressão gênica de transportadores de L-arginina e L-glutamina em 

macrófagos BALB/c não infectados e infectados. Os macrófagos (5x106) foram 

suplementados com L-arginina (arg+) e/ou putrescina (put+), espermidina (spd+), 

espermina (spm+), simultaneamente à infecção com L. amazonensis (MOI 5:1) por 4h. 

Após este tempo meio completo foi adicionado e a cultura mantida por 24h. A 

quantificação relativa dos genes Cat1/Slc7a1 (A), Cat2/Slc7a2 (B) e Slc1a5 (C) foi 

realizada por RT-qPCR. Os dados foram normalizados usando o gene β-2-

microglobulina. Os macrófagos não infectados suplementados com arg+ às 4h foram 

usados como controle nos cálculos de cT. As barras representam as médias e S.E.M 

dos valores. A análise One-Way ANOVA está indicada nas barras. #: p≤0,05 para a 

comparação entre 4h e. 24h. 
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Em macrófagos infectados com L. amazonensis, a suplementação 

com put+ levou ao aumento nos níveis de Slc3a2 em 4h, comparado aos 

macrófagos não infectados (Fig.13A). A suplementação dos macrófagos 

infectados com arg+/spd+ também aumentou a expressão de Slc3a2 com-

parados com macrófagos infectados e suplementados com arg+ em 4h 

(Fig.13A). Em 24h, a suplementação de macrófagos não infectados com 

arg+/spd+ ou spd+ reduziu Slc3a2 comparada com a suplementação com 

arg+ (Fig.13A).  
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Figura 13: Expressão gênica do transportador poliaminas em macrófagos BALB/c 

infectados com L. amazonensis. Os macrófagos (5x106) foram suplementados com L-

arginina (arg+) e/ou putrescina (put+), espermidina (spd+), espermina (spm+), 

simultaneamente à infecção com L. amazonensis, mantida na proporção MOI de 5:1 

por 4h. Após este tempo, meio completo foi adicionado e a cultura mantida por mais 

24h. A quantificação relativa dos genes Slc3a2 (A) e Slc7a5 (B) foi realizada por RT-

qPCR. Os dados foram normalizados usando o gene β-2-microglobulina. Os 
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macrófagos não infectados suplementados com arg+ às 4h foram usados como controle 

nos cálculos de cT. As barras representam as médias e S.E.M dos valores. A análise 

estatística usando One-Way ANOVA está indicada nas barras. #: p≤0,05 para a 

comparação entre 4h e 24h. 

 

Em macrófagos infectados, observamos uma redução na expressão 

de Slc7a5 em 24h em relação a 4h (Fig.13B). A suplementação dos macró-

fagos não infectados com spd+ aumentou a expressão de Slc7a5 em 24h 

comparando com arg+ (Fig. 13B). Já em macrófagos infectados, a suple-

mentação com spd+, arg+/spm+ ou spm+ aumentou a expressão de Slc7a5 

em 24h em relação ao arg+ (Fig. 13B).  

 Tanto a infecção como a suplementação com poliaminas não alte-

rou a expressão do transportador de ornitina Slc25a15 (Fig.14).  

Nossos dados indicam que a suplementação com putrescina e esper-

midina influenciaram a expressão de Slc3a2 em macrófagos infectados. 

Além disso, a suplementação com espermidina modificou a expressão dos 

transcritos de Slc7a5 em macrófagos não infectados. As suplementações 

com espermidina ou L-arginina e espermina modularam Slc7a5 em macró-

fagos infectados com L. amazonensis. 
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Figura 14: Expressão do gene transportador de L-citrulina e L-ornitina em 

macrófagos BALB/c infectados com L. amazonensis. Os macrófagos (5x106) foram 

suplementados com L-arginina (arg+) e/ou putrescina (put+), espermidina (spd+), 

espermina (spm+), simultaneamente à infecção com L. Amazonensis (MOI 5:1) por 

4h.Após este tempo, meio completo foi adicionado e a cultura mantida por 24h. A 

quantificação relativa do gene Slc25a15 (A) foi realizada por RT-qPCR. Os dados 

foram normalizados usando o gene β-2-microglobulina. Os macrófagos não infectados 
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suplementados com arg+ às 4h foram usados como controle nos cálculos de cT. As 

barras representam as médias e S.E.M dos valores. A análise One-Way ANOVA está 
indicada nas barras. #: p≤0,05 para comparação entre 4h e. 24h. 

 

 

5.5 Suplementação com poliaminas na modulação da expressão de ci-

tocinas pró-inflamatórias em macrófagos infectados com L. amazo-

nensis 

Citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β podem induzir a 

síntese da NOS2 e produção de NO. MCP-1 tem a função de recrutar mo-

nócitos/macrófagos para o sítio da lesão e também modula o perfil de ati-

vação de macrófagos. Então, focamos em analisar a influência das polia-

minas no perfil de expressão das citocinas Il1b, Tnfa e Mcp1 em macrófa-

gos infectados. Para isso, realizamos a suplementação com putrescina, es-

permidina e espermina, subdivididos em condições com ou sem L-argi-

nina, em macrófagos BALB/c nas 4h iniciais da infecção com L. amazo-

nensis. Os mRNAs Il1b, Tnfa e Mcp1 foram analisados após 4 e 24h de 

infecção por RT-qPCR (Fig.15). 

A suplementação dos macrófagos não infectados com arg+, 

arg+/put+, put+ ou arg+/spd+ aumentou a expressão de Il-1b em 24h em 

comparação às 4h nas mesmas condições (Fig.15A). Enquanto em 24h, a 

suplementação de macrófagos infectados com arg+, arg+/put+ ou spm+ 

reduziu a expressão dos transcritos de Il-1b comparando com os grupos 

não infectados em suas respectivas condições (Fig.15A).  

Não foram observadas alterações na expressão de Tnfa nas condi-

ções de privação ou suplementação com L-arginina e poliaminas (Fig.15A, 

B).  
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Figura 15: Expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos 

BALB/c não infectados e infectados. Os macrófagos (5x106) foram suplementados 

com L-arginina (arg+) e/ou putrescina (put+), espermidina (spd+), espermina (spm+), 

simultaneamente à infecção com L. Amazonensis (MOI 5:1) por 4h. Após este tempo, 

meio completo foi adicionado e a cultura mantida por 24h. A quantificação relativa dos 

genes Il-1b (A), Tnfa (B) e Mcp1 (C) por RT-qPCR. Os dados foram normalizados 

usando o gene β-2-microglobulina. Os macrófagos não infectados suplementados com 

arg+ às 4h foram usados como controle nos cálculos de cT. As barras representam 

as médias e S.E.M dos valores. A análise estatística usando One-Way ANOVA está 

indicada nas barras. #: p≤0,05 para a comparação entre 4h e 24h. 

 

Em macrófagos infectados, a condição arg- aumentou a expressão 

de Mcp1 em 24h quando comparada com 4h (Fig.15C). Nas 24h, os 
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macrófagos infectados suplementados com arg+, arg+/put+ e put+ 

aumentaram a expressão de Mcp1 em comparação com os grupos não 

infectados (Fig.15C).  

Nossos dados indicam que a expressão Mcp1 foi modulada com a 

suplementação com putrescina. 

 

 

5.6 Suplementação com L-arginina e poliaminas e susceptiblidade a 

infecção de macrófagos com L. amazonensis  

 

Para avaliar a influência da L-arginina e poliaminas na susceptibili-

dade dos macrófagos a infecção com L. amazonensis, realizamos a suple-

mentação com putrescina, espermidina e espermina, subdivididos em con-

dições com ou sem L-arginina, em macrófagos BALB/c nas 4h iniciais da 

infecção com L. amazonensis. Analisamos a porcentagem de macrófagos 

infectados e o número de amastigotas por macrófagos infectados.  

A porcentagem de macrófagos infectados na suplementação com 

arg+ permaneceu com valores semelhantes nas 4 e 24h, e aumentou nas 

48h (p≤0.001) em comparação com 4h (Fig.16A). O número de amastigo-

tas por macrófago infectado foi semelhante para arg+ nos 3 tempos de in-

fecção (Fig.16B).  

Na privação arg-, a infecção apresentou o mesmo padrão de arg+, 

indicando que a suplementação com L-arginina não é suficiente para in-

fluenciar a infecção de macrófagos in vitro com L. amazonensis.  

A suplementação com arg+/put+ e put+ reduziu a porcentagem de 

macrófagos infectados em 4h em comparação com arg+ em 4 horas 

(Fig.16A). Houve redução da porcentagem de macrófagos infectados em 

48h na condição de suplementação com arg+/put+, em comparação com 

arg+/put+ 4h e arg+ em 48h. Na suplementação put+, os macrófagos 

infectados aumentaram em 24h e 48h em relação às 4h na mesma condição 
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de suplementação. O número de amastigotas por macrófago infectado 

aumentou com a suplementação arg+/put+ em 4h em comparação com 

arg+ 4h. Contudo, observamos a redução nas 24 e 48h. Os dados indicam 

que a suplementação com putrescina reduz a porcentagem de macrófagos 

infectados ao longo dos tempos analisados. 
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Figura 16: Análise da infecção de macrófagos BALB/c com L. amazonensis 

em condição de suplementação com poliaminas. Os macrófagos (2,5x105) foram 

privados com L-arginina (arg-), ou suplementados com L-arginina (arg+) e/ou 

putrescina (put+), espermidina (spd+), espermina (spm+), simultaneamente à infecção 
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com L. Amazonensis (MOI 5:1) por 4h. Após este tempo, meio completo foi adicionado 

e a cultura mantida por 24h. As lâminas foram fixadas com 4, 24 e 48h de infecção e 

as células foram coloridas com Panóptico para determinar a frequência de macrófagos 

infectados (A), o número de amastigotas por macrófago (B). Cada barra representa a 

média ± S.E.M dos valores obtidos em 2 experimentos independentes (n = 500 

macrófagos). A análise One-Way ANOVA está indicada nas barras. a: p≤0,05 para a 

comparação com arg+. 

A suplementação com arg+/spd+ ou spd+ aumentou a porcentagem 

de macrófagos infectados em 24h em comparação com arg+ em 24h 

(Fig.16). No entanto, na suplementação com arg+/spd+, a porcentagem de 

macrófagos infectados foi reduzida em 48h em comparação com arg + 48h 

(Fig.16B).  

Quando suplementamos com arg+/spm+, a porcentagem de 

macrófagos infectados aumentou em 4 e 24h e reduziu em 48h em 

comparação com arg+ nos mesmos tempos. Em arg+/spm+ e spm+, o 

número de amastigotas por macrófago infectado reduziu em 4h (Fig.16B).  

Esses dados sugerem que as poliaminas interferem na fagocitose 

dos parasitas. A suplementação com putrescina reduz o número de 

macrófagos infectados, enquanto a suplementação com espermidina ou 

espermina aumentou esse número. 

 

5.7 Expressão dos microRNAs miR-294, miR-302d e       

miR-721 

 

A fim de entender o efeito das poliaminas na expressão de mi-

croRNAs em macrófagos infectados com L. amazonensis, os miR-

294, miR-302d e miR-721 e foram analisados em condições de priva-

ção de L-arginina ou suplementação com L-arginina e putrescina, 

concomitante à infecção com L. amazonensis durante 4h (Fig.17).  

Em macrófagos não infectados, a privação arg- ou a suplemen-

tação com arg+ não modificou a expressão dos transcritos de miR-



60 

 

294, miR-302d e miR-721 (Fig. 17). A infecção promoveu o aumento 

na expressão de miR-294, em 4 e 24h. Na suplementação dos macró-

fagos infectados com arg + (MO-La/arg+), os níveis do miR-294 fo-

ram menores em 24h comparando com as 4h (p≤0.009, Fig.17A).  

A suplementação de macrófagos não infectados com put+ au-

mentou a expressão do miR-294 comparando com arg+ em 4h e com 

arg+/put+ em 4h (Fig.17A).  

Não houve modificação na expressão do miR-302d nos macró-

fagos durante a privação de L-arginina ou suplementação com L-ar-

ginina e putrescina (Fig.17B). 

Em macrófagos infectados observamos aumento de miR-721 

em 4h (Fig.17C). A suplementação dos macrófagos não infectados 

com arg+/put+ reduziu a expressão do miR-721 em 24h, comparado 

com arg+ em 24h. Em 24h, a suplementação com arg+ dos macrófa-

gos infectados apresentou uma tendência de redução de miR-721, 

comparado com 4h. 

Nossos dados sugerem que a infecção modula a expressão dos 

miR-294 e miR-721 nos macrófagos. Contudo a suplementação com 

L-arginina e putrescina não alteram a expressão dos miR-294 e miR-

721 em macrófagos infectados.  
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Figura 17: Expressão dos microRNAs em macrófagos BALB/c não infectados e 

infectados. Os macrófagos (5x106) foram suplementados com L-arginina (arg+) e/ou 

putrescina (put+), simultaneamente à infecção com L. amazonensis (MOI 5:1) por 4h. 

Após este tempo, meio completo foi adicionado e a cultura mantida por 24h. A 

quantificação relativa dos genes miR-294 (A), miR-302d (B) e miR-721 (C) foi 

realizada por RT-qPCR. Os dados foram normalizados usando o gene SNORD95. Os 

macrófagos não infectados suplementados com arg+ às 4h foram usados como controle 

nos cálculos de cT.  As barras representam as médias e S.E.M dos valores. A análise 

One-Way ANOVA está indicada nas barras. #: p≤0,05 para comparar 4h e. 24h. 
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6. Discussão 

 

Os macrófagos fazem parte de uma complexa rede de reconheci-

mento de patógenos e induzem a ativação inflamatória apropriada para a 

resposta das células T e B e a geração de memória (Bogdan, 2008; Rossi 

and Fasel, 2018; Ryan and O’Neill, 2020). A atividade microbicida resul-

tante do metabolismo de L-arginina para a produção de NO, como para a 

biossíntese de poliaminas, reflete o perfil de ativação dos macrófagos.  As 

poliaminas atuam na regulação da síntese de aminoácidos e proteínas, dano 

oxidativo ao DNA, modificações de histonas, da cromatina e ciclo do ácido 

tricarboxílico (TCA) em macrófagos (Pegg, 2009; Pasini et al., 2014; 

Hardbower et al., 2017). Nesse contexto, L-arginina e poliaminas partici-

pam do perfil de polarização M1-pró-inflamatório e M2-anti-inflamatório. 

Com isso, é importante estudar como a metabolização de L-arginina e po-

liaminas em macrófagos regula mecanismos microbicidas do hospedeiro 

frente a infecção com o parasita Leishmania.  

A disponibilidade da L-arginina está implicada com a resistência à 

infecção por Leishmania. O consumo do aminoácido L-arginina pela argi-

nase presente no macrófago (ARG1), bem como pela arginase presente no 

parasita (La-arg), que competem com a NOS2 do hospedeiro, reduz a pro-

dução de NO e resulta na sobrevivência do parasita (Ji et al., 2002; Naderer 

and McConville, 2008; Velasquez et al., 2016; Maia et al., 2017; Muxel et 

al., 2018c). Neste trabalho, analisamos a expressão de genes relacionados 

ao metabolismo de L-arginina/poliaminas em macrófagos BALB/c infec-

tados e sob privação ou suplementação com L-arginina, putrescina, esper-

midina e espermina durante a infecção com L. amazonensis. Neste trabalho 

mostramos que a privação ou suplementação com L-arginina em macrófa-

gos durante a infecção com L. amazonensis não modulou a expressão de 
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Arg1, Arg2, Odc1, SpdS e SpmS. Apesar de a privação de L-arginina levar 

ao aumento na expressão de Nos2 em macrófagos após 4 horas de infecção, 

não observamos aumento nos níveis de produção de NO. Além disso, a 

privação ou suplementação com L-arginina não promoveu alteração na in-

fecção dos macrófagos. Na resposta imunológica contra injúrias provoca-

das por patógenos, como bactérias e parasitas, os macrófagos ativados au-

mentam a expressão do gene Nos2 que pode levar ao aumento da produção 

de NO (Cassado, 2017; Muxel et al., 2018c). A metabolização de L-argi-

nina para produção de NO nos macrófagos é elemento importante para a 

elaboração da resposta inflamatória frente a infecção com L. amazonensis 

(Wang et al., 2014; Muxel et al., 2018b, 2018c; Rossi and Fasel, 2018; 

Krayem and Lipoldová, 2020). 

A expressão dos transportadores de L-arginina e sua capacidade de 

transportar L-arginina mesmo em macrófagos suplementados com L-argi-

nina é um ponto que pode contribuir com a resposta imune. Sabemos que 

tanto a ativação dos macrófagos como a disponibilidade de L-arginina au-

mentam a expressão de CAT1 e CAT2 e transporte de L-arginina 

(Yeramian et al., 2006b, 2006a). Contudo, a privação de L-arginina em 

macrófagos durante a infecção não modificou a expressão dos transporta-

dores de L-arginina Cat1 e Cat2, e poliaminas, Slc3a2 e Slc7a5. Algo si-

milar foi observado em macrófagos de camundongos BALB/c nocautes de 

Cat2, que resultou na redução no transporte de L-arginina em resposta a 

estímulos com IFN-γ plus LPS ou IL-4 plus IL-10, mas não modificou os 

níveis de NOS2 ou ARG1 (Yeramian et al., 2006b). 

Nosso grupo mostrou em análise de metaboloma, o aumento nos ní-

veis de L-arginina, ornitina, putrescina e glutamina em macrófagos de ca-

mundongos BALB/c e C57BL/6 após 4h de infecção com L. amazonensis 

(Muxel et al., 2019; Mamani-Huanca et al., 2021). Essas informações su-

gerem que a infecção leva ao aumento de L-arginina disponível a ser 
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metabolizada pelo hospedeiro e parasita, mas que a disponibilidade do 

aminoácido ainda não exerce efeito na regulação transcricional dos genes 

da via de sua metabolização na célula hospedeira. A infecção de macrófa-

gos de camundongos BALB/c com L. amazonensis nocaute da enzima ar-

ginase leva ao acúmulo de L-arginina durante a infecção, mas há redução 

nos níveis de prolina, ornitina e putrescina em relação a infecção com  

L. amazonensis selvagem (Muxel et al., 2019; Mamani-Huanca et al., 

2021). Estes dados reforçam que a enzima arginase do parasita consome 

L-arginina da célula hospedeira. Já foi descrito que formas amastigotas 

consomem nutrientes do interior do fagolisossomo e afetam a disponibili-

dade de L-arginina para ARG1 e NOS2 (Muxel et al., 2017). Estas infor-

mações sugerem que o pool interno de L-arginina é suficiente para suprir 

a produção de poliaminas na fase inicial da infecção. 

A disponibilidade de poliaminas pode interferir nos níveis dos trans-

portadores de L-arginina (CAT1/2) e na atividade das enzimas do metabo-

lismo de L-arginina ARG1 e ARG2, e subsequentemente nas enzimas 

ODC, SPDS e SPMS (Pérez-Cano et al., 2003). A disponibilidade de poli-

aminas também está correlacionada com a síntese de transportadores do 

tipo antiportador, como o complexo heterodimérico SLC3A2 /SLC7A5, 

que podem realizar o transporte de poliaminas para dentro e para fora da 

célula (Nicklin et al., 2009; Abdulhussein and Wallace, 2014; Kurihara et 

al., 2015; Scalise et al., 2018).  

Com essas informações, pensamos que a suplementação com polia-

minas trouxe à luz percepções a respeito da expressão de genes relaciona-

dos ao metabolismo de macrófagos sob a disponibilidade de L-arginina e 

das poliaminas putrescina, espermidina e espermina durante a infecção. 

Após a suplementação com L-arginina e putrescina ou somente com pu-

trescina, os níveis de Cat1, Cat2, Slc3a2, Slc7a5, Arg2, SpdS, SpmS e Nos2 

foram alterados em relação a privação ou suplementação, impactando na 
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infecção com L. amazonensis. Os níveis de Cat1 e Cat2 reduziram com a 

suplementação arg+/put+ e put+ em macrófagos infectados, sugerindo que 

os níveis de putrescina modulam a disponibilidade dos transportadores de 

L-arginina. A suplementação dos macrófagos não infectados com put+ e 

arg+/spd+ aumentou os transcritos de Slc3a2 em 4h, assim como a condi-

ção spd + aumentou o Slc7a5. Durante a infecção, espermidina ou L-argi-

nina plus espermina modularam Slc7a5, sugerindo que as poliaminas po-

dem regular a transcrição de Slc3a2/Slc7a5 e afetar o transporte de polia-

minas.  

Ressaltamos que, em dados prévios do nosso grupo, em macrófagos 

de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com L. amazonensis os 

níveis aumentados de citrulina não correlacionam com a produção de NO, 

pois observamos produção aumentada de NO somente em macrófagos 

C57BL/6 infectados com L. amazonensis  (Muxel et al., 2019; Mamani-

Huanca et al., 2021; Acuña et al., 2022). Além disso, a falta da arginase do 

parasita leva a redução nos níveis de CAT1, CAT2 e NOS2-NO em ma-

crófagos de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis (Muxel 

et al., 2017). O aumento dos níveis de glutamina em macrófagos durante a 

infecção com L. amazonensis (Muxel et al., 2019; Mamani-Huanca et al., 

2021) também nos levou a analisar a expressão do gene do transportador 

de L-glutamina Slc1a5. Nossos achados revelaram níveis semelhantes na 

expressão de Slc1a5 entre as condições analisadas. 

Em nosso trabalho, mostramos que a suplementação com putrescina 

aumentou os níveis de Nos2, sem refletir no aumento da produção de NO. 

Contudo, a frequência de células produtoras de NO aumentou na suple-

mentação com L-arginina plus espermina em macrófagos infectados com 

L. amazonensis e não infectados. De modo interessante, outro grupo mos-

trou que a espermidina reduz os níveis de Nos2 em macrófagos estimula-

dos com LPS (Jeong et al., 2018). Também já foi mostrado que em 
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macrófagos de camundongos BALB/c nocautes para NOS2 não há dife-

rença na expressão de Cat1 e Cat2, bem como no transporte de L-arginina 

em resposta ao estímulo com IFN- plus LPS ou IL-4 plus IL-10 

(Yeramian et al., 2006b). Nossos dados sugerem que as poliaminas podem 

influenciar a produção de NO durante a infecção com L. amazonensis. 

Nos dados de macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 in-

fectados com L. amazonensis, além dos níveis de citrulina e L-glutamina, 

há o aumento nos níveis de ornitina, prolina, e putrescina (Muxel et al., 

2019; Mamani-Huanca et al., 2021). No ciclo da ureia, a ornitina pode ser 

posteriormente metabolizada para produzir prolina e L-glutamina e  polia-

minas envolvidas na polarização de macrófagos M2, limitando a ativação 

inflamatória e regulando a proliferação celular (Morris, 2002; O’Neill et 

al., 2016; Sivashanmugam et al., 2017). De modo inesperado, a expressão 

de Arg1 não foi alterada com a infecção nem na suplementação com poli-

aminas. Por outro lado, a transcrição de Arg2 foi aumentada na condição 

de suplementação com putrescina ou L-arginina plus putrescina, em ma-

crófagos infectados após 4h. Apesar da via biossintética das poliaminas 

não ter sido descrita na mitocôndria, podemos especular que o aumento 

nos níveis de Arg2 foram induzidos pela disponibilidade de putrescina e 

podem guiar o uso de L-arginina pela ARG2 aumentando os níveis de or-

nitina, que pode ser convertida em citrulina ou poliaminas no citoplasma. 

Os níveis aumentados de ornitina, prolina, e L-glutamina em macró-

fagos de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis pode su-

prir a produção de glutamato e interferir no estado metabólico durante a 

ativação dos macrófagos (Muxel et al., 2019; Mamani-Huanca et al., 

2021). Em macrófagos M2, a ativação da fosforilação oxidativa  

(OXPHOS) está associada com a produção de poliaminas, proliferação ce-

lular e fase de resolução da inflamação (Vander Heiden et al., 2010; 

O’Neill et al., 2016; Tran et al., 2016). Por outro lado, o metabolismo 
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glicolítico para produção de ATP pode ser regulado pela disponibilidade 

de O2, glicose, glutamina, L-arginina e poliaminas, característico do meta-

bolismo aeróbico em macrófagos pró-inflamatórios M1. As poliaminas 

contribuem para a produção de glutamato e subsequente -cetoglutarato 

(Ryan and O’Neill, 2020). Esse último composto supre o ciclo do TCA, 

em um mecanismo conhecido como Efeito Warburg, que afeta a produção 

de ATP e estado redox da células (Vander Heiden et al., 2010; O’Neill et 

al., 2016; Tran et al., 2016). Consideramos que o estado metabólico dos 

macrófagos durante a infecção integra a disponibilidade de poliaminas e o 

aporte energético da célula.  Assim como está vinculado com a produção 

de NO no citoplasma e disponibilidade de O2 para produção deste radical 

para produção de ROS ou ativação da fosforilação oxidativa para gerar 

ATP. 

A espermidina e a espermina desempenham um papel importante na 

proteção das células contra agentes oxidantes. Espermidina é conhecida 

por reduzir a expressão de ROS em macrófagos estimulados com LPS 

(Jeong et al., 2018). As poliaminas, especialmente a espermina, atuam den-

tro da mitocôndria, mediando atividades como o transporte de Ca2+ ou  de-

sempenhando funções na respiração mitocondrial, via estimulação da ati-

vidade da succinato desidrogenase, aumentando a produção de espécies 

reativas mitocondriais de oxigênio (mtROS) (Ming et al., 2012; Koo et al., 

2019; Dowling et al., 2021). A glutationa é composta por glicina, cisteína 

e ácido glutâmico e atua como um mitigador de ROS em reações de tiol-

dissulfeto para controlar as funções das proteínas (Diotallevi et al., 2017). 

A Leishmania pode usar glutationa e espermidina para produzir glutatio-

nilspermidina e, subsequentemente, tripanotiona como proteção contra 

ROS (Oza et al., 2005; Manta et al., 2013). Em nosso trabalho, observamos 

que a suplementação com L-arginina plus espermina em macrófagos não 

infectados levou ao aumento na produção de NO. Contudo, a infecção com 
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L. amazonensis foi capaz de subverter esse efeito bloqueando a capacidade 

dos macrófagos em responder às variações nos níveis de poliaminas, des-

viando a atividade dos macrófagos aumentando sua sobrevivência nos ma-

crófagos.A espermina disponível também pode induzir a síntese de supe-

róxido dismutase e prevenir o dano oxidativo (Ming et al., 2012; Pegg, 

2014). Por outro lado, a desregulação da atividade antioxidante gera ROS 

de diferentes fontes e afeta a integridade mitocondrial (Gavin et al., 2004). 

A espermina também atua regulando negativamente a ativação de macró-

fagos, que pode estar ligada ao catabolismo de poliaminas mediado pela 

acetilação via modulação de N1-espermidina/espermina acetiltransferase 

(SSAT) (Casero e Pegg, 1993; Gavin et al., 2004).  

Em macrófagos não infectados, a suplementação com putrescina re-

duziu a expressão de SpdS e SpmS em 4h em comparação com a infecção 

e com arg+. A infecção restaurou a expressão tanto de SpdS como de SpmS 

observada em macrófagos não infectados. Estes dados sugerem que a  

L. amazonensis interfere na capacidade do macrófago de responder às va-

riações nos níveis de poliaminas para garantir sua sobrevivência no hospe-

deiro. Por outro lado, o acúmulo de poliaminas pode orientar o feedback 

na regulação cruzada de genes do metabolismo do macrófago durante a 

infecção (Carter et al., 2022). Isso pode resultar na geração de toxinas e 

ROS, previamente implicados na disfunção lisossomal e estresse oxidativo 

(Li et al., 2017). Em macrófagos nocaute de SpmS ocorre o acúmulo de 

espermidina e aumento da produção de aldeído e peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (Li et al., 2017). A espermina também pode inibir a tradução de 

NOS2 em macrófagos e reduzir a produção de NO (Bussière et al., 2005; 

Flamigni et al., 2007). O estímulo com IL-4 induz a expressão de ODC, 

que leva ao aumento nos níveis de putrescina em macrófagos murinos, en-

quanto a inibição da ODC com o análogo de ornitina DFMO (α-difluoro-

methylornithine) reduz o conteúdo de putrescina, sem afetar os níveis de 
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espermidina e espermina (Bussière et al., 2005; Flamigni et al., 2007).  

Neste contexto, é interessante citar que a espermidina também tem a fun-

ção de regular a tradução através do mecanismo de hipusinação, em que a 

espermidina hipusina resíduos de lisina no fator de iniciação de tradução,  

eukariotic initiation factor (eIF5A) (Boitz et al., 2017; Muxel et al., 

2018c). Nos macrófagos o estímulo com  IL-4 aumenta os níveis de pu-

trescina e de hipusinação do fator eIF5A (Boitz et al., 2017; Muxel et al., 

2018c). 

Em relação aos genes correlacionados a ativação pró-inflamatória, a 

suplementação da infecção com putrescina aumentou a expressão de Nos2 

e de Mcp1 em relação a arg+, independentemente da suplementação de L-

arginina. Foi observado que em culturas de células da glia, a suplementa-

ção de putrescina e espermina é capaz de aumentar os níveis de MCP1 e 

TNF-α (Puntambekar et al. 2011). A espermidina reduz os níves de  TNF-

α e  IL-1 secretados por macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS 

(Jeong et al., 2018) e MCP-1 em macrófagos THP-1 estimulados com IFN-

 (Morón et al., 2013). 

Como vimos na figura 16, a suplementação com putrescina, esper-

midina e espermina afetou a infecção dos macrófagos. A suplementação 

com putrescina reduziu a porcentagem de macrófagos infectados nas pri-

meiras horas, enquanto espermidina e espermina aumentaram essa porcen-

tagem. Observamos um número maior de amastigotas por macrófago in-

fectado na suplementação com putrescina, enquanto na suplementação 

com espermina esse número foi menor em relação a condição de suple-

mentação apenas com L-arginina. Isso reforça a ideia de que as poliaminas 

interferem na ativação da atividade microbicida dos macrófagos. Dados 

anteriores de nosso grupo evidenciaram que a suplementação com putres-

cina aumenta a infecção da L. amazonensis em macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c tratados com melatonina (Laranjeira-Silva et al., 
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2015). Nesse mesmo trabalho foi evidenciada a redução nos níveis de 

CAT2 em macrófagos tratados com melatonina, sem observar alterações 

na expressão de Arg1 ou Nos2. Isso nos leva a correlacionar a disponibili-

dade de L-arginina e poliaminas com o estado metabólico dos macrófagos 

e sua resistência à infecção.  

A expressão dos miRNAs mostrou que a infecção com L. amazo-

nensis induz a expressão dos miR-294 e miR-721 nos macrófagos, algo 

visto em outros trabalhos do nosso grupo (Muxel et al., 2017; Fernandes 

et al., 2019; Acuña et al., 2022). A inibição desses miRNAs em macrófagos 

infectados é capaz de aumentar a NOS2 e o NO produzidos,  reduzindo a 

infecção (Muxel et al., 2017). Em nosso trabalho,  a suplementação com 

putrescina em macrófagos não infectados aumentou a expressão de miR-

294 em 4h em comparação com a suplementação com L-arginina, mas 

também reduziu a expressão do miR-721 em 24h (Fig.17A, C). Mostramos 

que a suplementação com L-arginina e putrescina não foi capaz de reverter 

o impacto da infecção sobre a expressão dos miR-294 e miR-721. Em outra 

perspectiva, a disponibilidade das poliaminas pode ser influenciada por 

miRNAs como o miR-7, que regula a o mRNA de Slc3a2, ou o miR-124, 

que inibe a transcrição da espermina oxidase, gene relacionado ao catabo-

lismo de espermina (Nguyen and Merlin, 2012; Stewart et al., 2018).  

Nossos resultados sugerem que as poliaminas podem atuar como 

protagonistas na regulação da resposta inflamatória à infecção por Leish-

mania, não só pela correlação de disponibilidade de L-arginina e produção 

de NO, mas também por integrar a via da glutationa do macrófago e do 

equilíbrio redox, assim como a regulação traducional mediada pela esper-

midina, pelo processo de hipusinação (Boitz et al., 2017; Muxel et al., 

2018c; Puleston et al., 2019). A suplementação com putrescina, espermi-

dina e espermina impactou a infecção com L. amazonensis, corroborando 

com ideia de que as poliaminas favorecem a ativação dos macrófagos e a 
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influenciam sua capacidade microbicida em detrimento da sobrevivência 

do parasita. 
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7. Conclusões 

 

7.1. A privação de L-arginina aumentou a expressão de Nos2 a nível trans-

cricional, sem levar a produção de NO em macrófagos infectados. A su-

plementação com L-arginina per se não alterou a expressão dos genes en-

volvidos na produção de poliaminas. 

 

7.2. A suplementação com L-arginina e poliaminas modulam a expressão 

de Arg2, SpdS e SpmS em macrófagos não infectados e infectados com L. 

amazonensis.  

 

7.3. A suplementação com putrescina durante a infecção aumentou a ex-

pressão de Nos2 sem aumentar a produção de NO. A suplementação com 

L-arginina e espermina favoreceram o aumento na frequência de células 

produtoras de NO em macrófagos infectados. 

 

7.4. A suplementação com putrescina e espermidina aumentou a expressão 

de Slc3a2 em macrófagos infectados. As suplementações com espermidina 

ou L-arginina e espermina aumentaram Slc7a5 em macrófagos infectados 

com L. amazonensis. 

 

7.5. A expressão de Mcp1 aumentou em macrófagos infectados e 

suplementados com putrescina, enquanto Il-1b reduziu com a infecção. 

 

7.6. A suplementação com putrescina reduziu a porcentagem de 

macrófagos infectados ao longo dos tempos analisados comparados a 

suplementação com L-arginina.  
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7.7. A infecção aumentou a expressão dos miR-294 e miR-721, de maneira 

independente da suplementação com L-arginina e poliaminas.  

 

Os dados aqui apresentados sugerem que a suplementação com poli-

aminas concomitantemente a infecção de macrófagos com L. amazonensis 

regulou a expressão de genes das vias de seu transporte e biossíntese tanto 

de poliaminas como de óxido nítrico e com isso favoreceu a resistência a 

infecção.  
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Abstract: Polyamines are molecules involved in macrophage activation and polariza-

tion in response to pathogens. The interaction with Leishmania promotes modulation 

of macrophage immune response to favor arginine deviation to polyamines production, 

leading to parasite survival. Polyamine levels are a potential modulator of growth fac-

tors, driving cells to proliferation, wound healing, oxidative stress, or regulating trans-

lation . Here, we investigate the impact of L-arginine and polyamines in the transcrip-

tional regulation of genes involved in arginine metabolization and pro-inflammatory 

response to L. amazonensis in murine BALB/c macrophages. We found that supple-

mentation with L-arginine is insufficient to modulate macrophage gene expression and 

infection. Polyamine supplementation altered nitric oxide synthase (Nos2) and nitric 

oxide (NO) production, as well as other macrophage enzymes. Putrescine supplemen-

tation increased transcript levels of polyamine metabolism-related genes Arginase 2 

(Arg2), Spermidine synthase (SpdS), and Spermine synthase (SpmS) in both uninfected 
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and L. amazonensis infected macrophages. Putrescine increased Nos2 expression with-

out leading to NO production, while L-arginine plus spermine led to production of NO 

in uninfected macrophages. Besides, L-arginine supplementation reduced the levels of 

Il-1b during infection, and L-arginine or L-arginine plus putrescine increased Mcp1 at 

24h of infection. The percentage of infected macrophages was lower after putrescine, 

spermidine, and spermine supplementation than L-arginine supplementation. Our data 

showed that the polyamines shift L-arginine-metabolism related-genes on BALB/c 

macrophages and affect infection by L. amazonensis. 

 

 

Keywords: arginine metabolism, polyamines, nitric oxide, Leishmania, BALB/c 

macrophages 

 

 

1. Introduction 

 

Macrophage response and polarization may determine the inflammatory pro-

cess and the outcome of infection by different pathogens. Parasitic infections can 

modify macrophage metabolism and the activity of enzymes such as those from L-ar-

ginine and polyamines pathways. Polyamines play an important function in macro-

phage activation and polarization by regulating amino acid and protein synthesis, oxi-

dative DNA damage, histone modifications, chromatin structure, and tricarboxylic 

acid (TCA) cycle (1–3). The polyamines putrescine, spermidine, and spermine are ali-

phatic polycations with low molecular weight (4). The cationic amino acid L-arginine 

is converted in ornithine and urea by the cytosolic enzyme arginase 1 (ARG1) and by 

the mitochondrial isoform arginase 2 (ARG2)(5). Ornithine is then converted by orni-

thine decarboxylase (ODC) into putrescine and subsequently transformed by 
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spermidine synthase (SPDS) in spermidine, and then in spermine by spermine syn-

thase (SPMS)(6). 

The activation and polarization to pro-inflammatory M1 or anti-inflammatory 

M2 (pro-resolution) profiles also guide the metabolic state of macrophages (7,8). M1 

macrophages are characterized by an increase in uptake of L-arginine, nitric oxide syn-

thase 2 (NOS2) activity, and nitric oxide (NO) production in response to interferon 

gamma (IFN-ɣ) and lipopolysaccharide (LPS), resulting in high microbicidal activity 

(9,10). On the other hand, M2 macrophages are characterized by an increase in ARG1, 

which uses arginine to produce ornithine and subsequently polyamines, driving cell 

proliferation, collagen synthesis, tissue repair and wound healing (11,12). L-arginine 

and polyamines are valuable resources for macrophages. They are internalized via 

transporters from amino acid-polyamine-organocation (APC) superfamily, including 

cationic amino acid transporters such as CAT1/SLC7A1 and CAT2/SLCA2, and mem-

bers of the solute carrier transporters (SLC’s) family (13). Interestingly, polyamines 

are uptaken and exported via heterodimeric transporter SLC3A2/SLC7A5 at different 

levels in M1/M2 polarized macrophages compared to resting cells (14–17). The 

SLC25A15, SLC1A5, SLC7A5, and SLC3A2 transporters regulate the uptake of L-

arginine, L-glutamine, L-ornithine and polyamines in macrophages (14,15,17,18). 

Thus the amounts of such biomolecules could modulate the outcome of infection and 

alter L-arginine metabolism (19,20). 

Leishmaniasis is a parasitic disease caused by Leishmania, endemic in the 

Americas, Africa, Europe, and Asia, and characterized by a large spectrum of clinical 

manifestations grouped into cutaneous, mucocutaneous, or visceral forms (21–23). The 

absence of effective treatment or vaccine reflects low public health policies commit-

ment and is responsible for the high death rate of visceral leishmaniasis (24). 
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Leishmania amazonensis is one of the causative agents of cutaneous leishmaniasis in 

Brazil (22,23). Leishmania alters between the sand fly invertebrate host from the genus 

Phlebotomus or Lutzomyia, and vertebrate hosts such as rodents and humans (25–28). 

During the bite of an infected sandfly, the promastigote form of Leishmania interacts 

with resident macrophages in the region of the injury, and is phagocytosed (29). Once 

inside the phagolysosome, the parasite differentiates into the amastigote form and mul-

tiplies (30).  

The fate of infection by Leishmania is determined by the balance between mac-

rophage activation and parasite capacity to subvert the host pro-inflammatory response 

by several mechanisms (31,32). One well-known mechanism is consuming L-arginine 

and modulating gene expression of proteins related to polyamines synthesis (20,33,34). 

Indeed, Leishmania is auxotrophic for L-arginine and other nutrients, and is able to 

regulate its content inside macrophages, interfering in its metabolism and consequently 

in microbicidal mechanisms (30,33,35–37). Besides, polyamines are essential for host-

glutathione and parasite-trypanothione biosynthesis. Thus, these pathways compete for 

polyamines and L-arginine during infection, interfering in NO production and micro-

bicidal activity (38,39).  

Here we analyzed the influence of L-arginine and polyamines in modulating 

their metabolization-related genes and L. amazonensis infection in BALB/c-macro-

phages. We found that putrescine supplementation modulated Arg2, SpdS, SpmS and 

Nos2 transcripts without leading to NO production but reducing infectivity. On the 

other hand, L-arginine plus spermine increased NO production in uninfected macro-

phages. However, infectivity was lower after spermidine and spermine supplementa-

tion than in arginine, supporting that polyamines affect macrophage activation, inter-

fering in the control of Leishmania infection, not necessarily associated with NO. 
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2. Methods 

 

2.1. Ethics Statement 

The experimental protocol for the animal experiments was approved by the Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) from the Instituto de Biociências of the Univer-

sidade de São Paulo (approval number CEUA-IB: IB-USP 314/2018). This study was 

conducted in strict accordance with the recommendations in the guide and policies for 

the care and use of laboratory animals of São Paulo State (Lei Estadual 11.977, de 25 

August 2005) and the Brazilian government (Lei Federal 11.794, de 8 October 2008). 

 

2.2. Murine macrophages differentiation 

 

Bone marrow cells were isolated from femurs and tibiae of BALB/c female mice aged 

6 to 8 weeks, supplied by the Centro de Biotério da Faculdade de Medicina da Univer-

sidade de São Paulo, and maintained at the Instituto de Biociências da USP. Cells were 

incubated with 10% supernatant from the conditioned culture of L929 cells in RPMI 

1640 medium (LGC, São Paulo, Brazil), supplemented with 10% inactivated fetal bo-

vine serum, 50 U penicillin, 50 μg / mL streptomycin (Gibco™, USA) for 7 days at 34° 

C and 5% CO2.  

 

2.3.Macrophage infection and polyamine treatment 

 

Promastigotes of L. amazonensis (MHOM / BR / 1973 / M2269) were maintained in 

M199 medium (Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum 
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(Invitrogen), 5 mg/L hemine, 100 µM adenine, 100 U penicillin, 100 µg/mL strepto-

mycin, 40 mM Hepes-NaOH, and 12 mM NaHCO3, at pH 6.85, at 25ºC for a week-

long culture at low passage numbers (up to 5).  

For RNA analysis, 5 x 106 macrophages/well were plated in 6-well plates (SPL Lifesci-

ence, Korea) and for flow cytometry analysis, 1 x 106 macrophages/well in 24-well 

plates. For infectivity, 2 x 105 macrophages/well were plated in 8-well chamber-slides 

(Sigma, USA). Macrophages were maintained for 18 h at 34° C, 5% CO2. Then, mac-

rophages and stationary-phase promastigote forms of L. amazonensis (La) were washed 

in 1X PBS and co-cultured at a ratio of 5 parasites per macrophage (MOI 5:1) in RPMI 

1640 medium without L-arginine (R1780, Sigma-Aldrich, USA) supplemented with 

2% of inactivated FBS (Invitrogen) with or without L-arginine, putrescine, spermidine, 

and spermine, as follows: deprived of L-arginine (arg-); supplemented with L-arginine 

(400 µM, arg+); supplemented with putrescine (100 µM, put+); supplemented with L-

arginine plus putrescine (arg+/put+); supplemented with spermidine (100 µM, spd+); 

supplemented with L-arginine plus spermidine (arg+/spd+); supplemented with sperm-

ine (100 µM, spm+); supplemented with L-arginine plus spermine (arg+/spm+). These 

conditions were employed for uninfected (MO) and infected macrophages (MO-La).  

After 4 hours of infection, the culture was washed twice with 1X PBS to remove non-

phagocyted parasites and maintained with complete RPMI 1640 medium supplemented 

with 10% inactivated fetal bovine serum, 50 U penicillin, 50 μg / mL streptomycin at 

34° C and 5% CO2. For the analysis of infection, the culture was maintained for 24 and 

48 hours, cells in glass slides were fixed with acetone: methanol (1: 1, v: v), stained 

with Panoptic (Laborclin, Parana, Brazil), washed, and infectivity was analyzed by op-

tical microscopy. The percentage of infected macrophages and the number of 
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amastigotes per infected macrophage were calculated by randomly counting at least 

500 macrophages per slide. 

 

2.4. RNA extraction and Reverse Transcription  

 

Macrophages were washed 2-times with 1x PBS. The supernatant was discarded and 

the pellet resuspended in 250μL of 1x PBS and 750μL of TrizolTM reagent (Invitrogen), 

and RNA extraction was performed following manufacturer´s instructions. The RNA 

was resuspended in 20μL of RNAse-free water and quantified by spectrometry 

(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). cDNA synthesis was performed using Re-

vertAID Reverse Transcriptase kit (Thermoscientific), following the manufacturer's in-

structions. Briefly, the reaction was prepared with 2μg of total RNA, 2 μL of random 

primer oligos (1.5 μg/ μL, ThermoScientific), 2 μL of dNTP (10mM, ThermoScientific) 

and water q.s.p. 26 μL and incubated at 72ºC for 5 min. Then, 8 μL of 5x Buffer, 2 μL 

of DTT (0.1M), 2 μL RNAse OUT and 2 μL of reverse transcriptase (200U / μL) were 

added, and the samples were incubated at 37ºC for 5 min, 25ºC for 10 min, 42ºC for 

45min and 72ºC for 10 min. To discard possible contamination by genomic DNA, the 

negative controls of reverse transcription were prepared with the samples under the 

same conditions without reverse transcriptase. The obtained cDNAs were diluted 10 

times in RNAse-free water for qPCR.  

 

2.5. Relative Quantification of mRNA by RT-qPCR 

 

The reaction was assembled with 2X SYBR Green PCR Master Mix, 200 nM of oligo-

nucleotides and 5 μL of template cDNA (10x diluted), in a final volume of 10 μL. The 
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reactions were performed using StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

Thermo Fisher Scientific): the first step, one cycle at 95 ° C for 10 minutes and second 

step, 40 cycles of 94 ° C for 30s and 60 ° C for 30s. To evaluate the qPCR efficiency, 

standard curves containing the target fragment cloned in pGEM T-Easy were used in 

10x serial dilution from 108 to 102 molecules. The oligonucleotides pairs used were: 

Mus musculus - β-2-microglobulin-F: 5'-cactgaattcacccccactga-3 ', β-2-microglobulin-

R: 5'- acagatggagcgtccagaaag-3'; Nos2-F: 5'-agagccacagtcctctttgc-3 '; Nos2-R: 5'-

gctcctcttccaaggtgctt-3 '; Arg1-F: 5'-agcactgaggaaagctggtc-3 '; Arg1-R: 5'- cagac-

cgtgggttcttcaca-3 '; Arg2-F: 5'-tctcctccacgggcaaattc -3 '; Arg2-R: 5'-cac-

tcctagcttcttctgccc-3 '; Cat1-F: 5'-cgtaatcgccactgtgacct-3 '; Cat1-R: 5'- ggctggtaccgtaa-

gaccaa-3 '; Slc3a2-F: 5'-gccactgagaatgcaaagacc -3 '; Slc3a2-R: 5'-ttcagcacgtgatgggatgt-

3 '; SpdS-F: 5'-tggtggactacgcctactgt-3 '; SpdS-R: 5’-tggtgcggtttttgcta-3 '; SpmS-F: 5'-

acactatggcagcagcaagac-3 '; SpmS-R: 5’-tgtgcactgactctgtcatcc-3 ’; Slc7a5-F: 5'-aaggg-

cagggattcatggtg-3'; Slc7a5-R: 5'-gtaggggtgtctttcagggc-3'; Slc1a5-F: 5'-cacttcctgtgac-

cttccca-3'; Slc1a5-R: 5'-actctagggccatggtcaatac-3'; Slc25a15-F: 5'-gcgaccttaaaaatt-

gcccg-3'; Slc25a15-R: 5'-ctggtttctgtggaaggcga-3'; Cat2-F: 5'-tccaaaacgaagacaccagt-3'; 

Cat2-R: 5'-gccatgagggtgccaataga-3'; Tnfa-F: 5'- ccaccacgctcttctgtcta-3'; Tnfa-R: 5'- ag-

ggtctgggccatagaact-3'; Il-1b-F: 5'- ccaagcttccttgtgcaagtg-3'; Il-1b-R: 5'- 

ctgtcaaaaggtggcatttcac-3'; Mcp1-F: 5'- tgatcccaatgagtaggctgg-3'; Mcp1-R: 5'-gcacagac-

ctctctcttgagc-3'; Odc1-F: 5'- ctgccagtaacggagtccag-3'; Odc1-R: 5'-tcagtggcaatccg-

tagaacc-3';. The fold-change was calculated by Delta-Delta Ct (∆∆Ct) method, based 

in β-2-microglobulin and normalized with MO/arg+ 4h group. The fold-change was 

presented in log2. 

 

2.6. NO quantification assay 
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The macrophages were ungripped by incubation with 1mM EDTA in 1X PBS for 10 

min at 34 ºC, and then adding RPMI plus 10% FBS and cell scraping on ice. The cells 

were washed by centrifugation with 1X PBS cold (500 xg, 10 min, 4ºC) and incubated 

with 50 μL of 5 μM DAF-FM (4-amino-5methylamino-2',7'-dichlorofluorescein diac-

etate, Life Technologies, Eugene, OR, USA) diluted in 1X PBS for 30 min at 34 °C. 

Cells were then washed by centrifugation with 1X PBS (500 xg, 10 min, 4ºC) and re-

suspended in 300 μL of cold 1X PBS. Fluorescence acquisition was performed using 

BD Accuri cytometer (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), and the collected data were an-

alyzed in viable cells (PI-; FL2 detector) for 20,000 events, based on the characteristics 

of forward scatter (FSC) and side scatter (SSC). 

 

2.7. Statistical analysis 

 

The collected data were analyzed in GraphPad Prism software 7. The statistical anal-

yses were performed using One-way ANOVA for mRNA and citometry analysis and 

Two-way ANOVA for infectivity, with a 95% confidence interval and Sidak’s test. 

Comparisons were established based on the groups supplemented with L-arginine un-

infected and infected (MO/arg+ and MO-La/arg+, respectively). Comparisons of unin-

fected and infected groups were performed between similar conditions. Comparisons 

within a single group (uninfected or infected groups) were based on deprived x supple-

mented conditions for the same polyamine.  
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3. Results 

 

3.1. L-arginine deprivation is not sufficient to modify gene expression of polyam-

ine- related enzymes and transporters and NO production 

 

To study polyamine pathway-related genes, we analyzed the effects of the pre-

cursor L-arginine on RNA abundance and NO production, by infecting BALB/c mac-

rophage with L. amazonensis in conditions of L-arginine deprivation (arg-) or supple-

mentation (arg +) for 4h.  The mRNAs of genes involved in polyamine production in 

macrophages Arg1 and Arg2, Odc1, SpdS, SpmS, and Nos2 were analyzed by RT-qPCR 

and NO production was analysed by flow cytometry (Fig.1). L-arginine supplementa-

tion (arg+) was used as a reference to compare conditions of 4 and 24 h of infection. 

Results shown in Fig 1 indicate that under supplementation with arg transcripts levels 

of Arg1, Arg2, Odc1, SpdS, and SpmS were similar in uninfected (MO) and infected 

macrophages (MO-La; Fig. 1 A-E). However, under L-arginine deprivation, the levels 

of Nos2 increased in infected macrophages at 4h and 24h compared to uninfected mac-

rophages, but not in relation to arg+ (Fig.1F). When we compared 24 to 4 h, Nos2 levels 

reduced about two times in arg+ MO and MO-La (Fig.1F). The percentage of NO pro-

ducing cells (represented by DAF-FM+ cells) and median of fluorescence (MFI) of NO 

production didn´t change upon infection or arginine deprivation (Fig. 1G-H). At the 

same time, L-arginine deprivation induced Nos2 during infection without reflecting in 

the NO production. 

Considering that arginine uptake can be modulated and may alter amino acid 

and polyamines availability inside macrophages, we analyzed if L-arginine deprivation 
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affected transcripts levels of the transporters of L-arginine and polyamines Cat1 Cat2, 

Slc3a2, and Slc7a5. As shown in Fig 2, L-arginine + and - conditions of both MO and 

MO-La showed reduced levels of Cat1 and Slc7a5 at 24 h compared to 4 h. L-arginine 

deprivation didn´t modulate transcript levels for Cat1, Cat2, Slc3a2, and Slc7a5 com-

pared to arg+.  These data indicate that L-arginine per se did not affect the expression 

of genes involved in L-arginine uptake and metabolism.  

 

3.2. Polyamines modulate Arg2, SpdS and SpmS transcripts 

 

To evaluate if polyamines can influence the expression of genes related to L-

arginine metabolism for polyamines biosynthesis, BALB/c macrophages co-cultured 

or not with L. amazonensis for 4h were supplemented with the polyamines putrescine, 

spermidine and spermine in conditions of L-arginine deprivation (arg-) or supplemen-

tation (arg +).    

The results shown in Fig 3 indicate that Arg1 transcript abundances were not 

modulated neither by polyamines nor by infection (Fig.3A). On the other hand, L-argi-

nine plus putrescine supplementation (arg+/put+) or putrescine only (put+) during 4h 

of infection led to higher levels of Arg2 transcripts compared to only arg+ (MO-La 4h) 

(Fig.3B). Interestingly, the supplementation of uninfected macrophages with L-argi-

nine plus spermidine (arg+/spd+) and spermidine only (spd+) reduced Arg2 levels at 

24h compared to arg+ (Fig.3B). A reduction of Arg2 was also observed after supple-

mentation of uninfected cells with L-arginine plus spermine (arg+/spm+) and spermine 

(spm+; Fig.3B).  

Comparing MO and MO-La, the supplementation with put+ and with arg+/spm 

increased the SpdS levels at 4 and at 24h, respectively (Fig.3C). In MO supplemented 
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with put+ the levels of SpmS were lower at 4h compared to MO/arg+ or arg+/put+ 

(Fig.3D). When macrophages were supplemented with put+ during infection, we ob-

served an increase in SpmS levels (Fig.3D) compared to uninfected cells.  

Our data suggest that polyamines modulate the expression of Arg2, SpdS, and 

SpmS in both uninfected and infected macrophages.  

 

3.3 Putrescine increased Nos2 expression, while spermine increased NO produc-

ing cells 

 

We then evaluated if polyamines can influence the expression of genes related 

to L-arginine metabolism associated with NO production. Again, BALB/c macro-

phages co-cultured or not with L. amazonensis were supplemented with polyamines 

putrescine, spermidine and spermine in conditions of L-arginine deprivation (arg-) or 

supplementation (arg +) during 4h.    

In the context of macrophage infection for 4h, supplementation with put in-

creased more than 2-times Nos2 levels compared to MO-La/arg+ (Fig.4A). Also, pu-

trescine supplementation of macrophages infected for 4h increased the Nos2 levels 

compared to uninfected macrophages (Fig.4A). Despite that, putrescine supplementa-

tion did not lead to increase in NO production, as stated by the similar frequencies of 

DAF-FM+ cells (Fig. 4B) and MFI values (mean of NO production per cell; Fig. 4C) 

in supplemented and no supplemented conditions.  

The supplementation with spermidine or spermine did not alter Nos2 levels 

(Fig.4A). However, supplementation with arg+/spm+ increased the frequency of DAF-

FM+ cells at 4 and 24h compared to MO/arg+ (Fig.4B). Curiously, the increase in the 
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frequency of DAF-FM+ cells during 24 h macrophage infection induced by arg+/spm+ 

was not accompanied by changes in NO production per cell (MFI; Fig.4B-C).  

Our data indicate modulation of Nos2 expression by putrescine supplementa-

tion during infection, without a corresponding increase in NO production. On the other 

hand, L-arginine and spermine together can stimulate NO production in uninfected 

macrophages in the absence of Nos2 transcript modulation.  

 

3.4. Polyamines affect the levels of arginine and polyamine transporters 

 

Our next aim was to analyze if polyamines could alter the expression of genes 

related to L-arginine and polyamines uptake. For that, transcript levels of the transport-

ers Cat1, Cat2, Slc1a5, Slc3a2 and Slc7a5 were analyzed in macrophage samples ob-

tained under the conditions mentioned in the previous experiments.    

Cat1 levels decreased in non-infected macrophages after 24 h incubations with 

arg+/put+, put+, arg+/spd+, or spm compared to 4h incubations (Fig. S1A). Similarly, 

in infected macrophages the supplementation with arg+/put+ or put+ diminished Cat1 

levels (Fig. S1A). We also found a reduction in Cat2 levels in uninfected macrophages 

supplemented with arg+/put+ in 24h compared with 4h (p≤0.006, Fig.S1B).  

No differences were observed in Slc1a5 levels between infected and uninfected 

cells upon supplementation (Fig. S1C). However, during macrophage infection putres-

cine supplementation led to increase in Slc3a2 levels at 4h (Fig.5A). Also, the supple-

mentation with arg/spd increased Slc3a2 levels compared to MO-La/arg+ at 4h of in-

fection (Fig.5A). Concerning uninfected macrophages at 24 h, arg+/spd+ or spd+ re-

duced the Slc3a2 levels compared to MO/arg+ (Fig. 5A).   
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We observed a reduction in the levels of Slc7a5 at 24h compared to 4h in 

arg+/put+ and put+ conditions in both infected or uninfected macrophages (Fig. 5B). 

Indeed, most conditions of incubations with spd and spm for 24h also decreased Slc7a5 

transcript levels compared to 4h. In uninfected macrophages, the supplementation with 

spd+ increased the Slc7a5 levels in comparison to MO/arg+ at 24h (Fig.5B). In infected 

macrophages, supplementation with spd+, spm+ or arg+/spm+ increased Slc7a5 levels 

at 24h compared to arg+ (Fig.5B).  

Our data indicate that supplementation with putrescine or L-arginine plus sper-

midine impacts the expression of Slc3a2 in uninfected macrophages. Furthermore, 

spermidine supplementation alters Slc7a5 expression in uninfected macrophages, and 

both spermidine or L-arginine plus spermine can modulate Slc7a5 during macrophage 

infection by L. amazonensis. 

  

3.5. Polyamines can induce Mcp1 and Il-1b expression 

 

Next, we analyzed if polyamines could alter the expression of genes of cyto-

kines related to pro-inflammatory activation of macrophages.. Transcript levels of Il-

1b, Tnfa and Mcp1 were analyzed in macrophage samples obtained under the condi-

tions mentioned in the previous experiments  

In uninfected macrophages, the supplementation with arg+, arg+/put+, put+ or 

arg+/spd+ increased Il-1b levels at 24 h compared to 4h in the same conditions 

(Fig.6A). At 24h, infected macrophages supplemented with arg+, or arg+/put+ pre-

sented a reduction in the Il-1b levels compared to uninfected ones (Fig. 6A). No mod-

ifications were observed in Tnfa levels under arginine or polyamines supplementation 
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during L. amazonensis infection, but Tnfa transcript levels increased in uninfected mac-

rophages after 24h incubations with arg+/spd+ or spd+ compared to 4h (Fig.6B).  

The supplementation with L-arginine increased Mcp1 levels at 24h of infection 

compared to uninfected macrophages (Fig. 6C). Accordingly, Mcp1 transcripts are sig-

nificantly higher after 24h of infection compared to 4h. Macrophages infected for 24h 

and supplemented with arg+, arg+/put+ or put+ showed an increase in Mcp1 levels 

compared to uninfected counterparts (Fig.6C).  

Our data indicate that Il-1b and Mcp1 transcripts can be modulated by infection 

in the presence of arginine and putrescine supplementation. More specifically, Mcp1 

levels increased upon infection in the presence of arginine and putrescine, while Il-1b 

levels reduced upon infection in the presence of  L-arginine or L-arginine plus putres-

cine. 

 

3.6. Polyamines and macrophage infection 

 

We finally evaluated the impact of polyamines and arginine supplementation 

on the infection of macrophages by L. amazonensis. We determined the frequency of 

infected macrophages and the number of amastigotes per infected macrophage. 

BALB/c macrophages were co-cultured with L. amazonensis during 4h in the presence 

or not of L-arginine and polyamines, parasites were washed out, and cells were either 

fixed or incubated until 24h and 48h 

As shown in Fig 7, the percentage of infected macrophages increased after 48 

hours in the presence and in the absence of arg+ (p≤0.001) compared to 4 hours (Fig. 

7A). The number of amastigotes per macrophage was similar among arg+ and arg- at 

all times (Fig.7B).  
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Unexpectedly, arg+/put+ and put+ supplementation showed a significantly 

lower percentage of infected macrophages at 4h compared to arg+ (Fig.7A). In 

arg+/put+ and put+ the percentage of infected macrophages increased at 24 and 48h 

compared to 4h (Fig.7A). However, upon arg+/put+ supplementation, the percentage 

of infected macrophages reduced at 48h compared to arg+. Curiously, the number of 

amastigotes per infected macrophage increased with arg+/put+ at 4h (p≤0.001) com-

pared to arg+, but decreased after 24 and 48h.  

The supplementation with arg/spd or spd increased the percentage of infected 

macrophages at 24h compared to arg+, but arg+/spd+ supplementation decreased the 

percentage of infected macrophages at 48h compared to arg+ (Fig.7B). Upon supple-

mentation with arg and spm, the percentage of infected macrophages was higher than 

in arg+ at 4 and 24h, but lower at 48h. In arg+/spm+ and spm+, the number of 

amastigotes per infected macrophage were lower at 4h compared to arg+ at 4h (Fig.7B-

C). These data indicate that polyamines interfere in a complex way in the percentage 

of infected macrophages and in the number of amastigotes per infected macrophage.  

 

4. Discussion 

 

Macrophages play an important role in recognizing pathogens and inducing an 

appropriate inflammatory activation, latter inducing T and B cell response and memory 

generation. The metabolization of L-arginine in macrophages can be guide to produce 

NO inducing cytotoxic mechanisms, or to produce polyamines. Polyamines act on the 

regulation of amino acid and protein synthesis, oxidative DNA damage, histone modi-

fications, chromatin structure, and TCA cycle in macrophages (1–3), impacting on 

macrophage M1/M2 polarization. Studying the impact of L-arginine and polyamines 
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metabolization in macrophages may improve our comprehension of the regulation of 

microbicide activity against Leishmania. Here, we focused on analyzing the transcript 

levels of genes related to L-arginine/polyamines transport and metabolism in BALB/c 

macrophages upon deprivation or supplementation with L-arginine, putrescine, sper-

midine, and spermine in uninfected conditions and during infection with L. amazonen-

sis. 

L-arginine availability is implicated in the outcome of Leishmania infection, 

since the competition for this amino acid by the host and parasite arginase and NOS2 

affect NO production and consequently parasite killing (Fig. 8) (39–43)(42,43). Unex-

pectedly, we showed that deprivation or supplementation with arginine during L. ama-

zonensis infection of BALB/c macrophages did not modulate the expression of Arg1, 

Arg2, Odc1, SpdS, and SpmS. Besides, at 4 h of infection we observed an increase and 

after 24h a reduction of Nos2 levels independent of arginine L-availability, without 

affecting NO production. The deprivation or supplementation with L-arginine did not 

alter the infection of macrophages. To estimate the effect of deprivation in L-arginine 

uptake we analyzed expression of arginine and polyamine transporters. Our results 

showed that the deprivation of this amino acid during infection did not modify the 

transporters Cat1, Cat2, Slc3a2, and Slc7a5 levels. Interestingly, BALB/c macrophages 

knockout for Cat2 present reduced transport of L-arginine during stimulation with IFN-

 plus LPS or IL-4 plus IL-10, without modifications in NOS2 or ARG1 levels (44). 

Metabolomic data reported by our group reveal increased levels of L-arginine, 

ornithine, putrescine, spermine and glutamine in BALB/c and C57BL/6 macrophages 

after 4h of infection with L. amazonensis (35,45). Infection of BALB/c macrophages 

with L. amazonensis knockout for arginase leads to the accumulation of L-arginine 

during infection, while proline, ornithine, and putrescine were diminished relative to 
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infections with wild type parasite (35,45). These results reinforce that parasite arginase 

consumes L-arginine from the host, as described for amastigote forms consuming nu-

trients from phagolysosome, affecting the supply for ARG1 and NOS2 (46). This sug-

gests that the internal pool of L-arginine is sufficient to support polyamines biosynthe-

sis in the early phase of infection.  

Polyamines availability can interfere in the levels of L-arginine transporters 

(CAT1/2) and in L-arginine metabolization by enzymes ARG1 and ARG2, and the en-

zymes of polyamine pathway ODC, SPDS, and  SPMS (6). Also, polyamines uptake 

depends on the expression of polyamine transporter SLC3A2/SLC7A5 (14–17). With 

these facts in mind, we attempted to study the expression of macrophage metabolism-

related genes upon supplementation with putrescine, spermidine and spermine, with or 

without L-arginine during infection. After L-arginine and putrescine or only putrescine 

supplementation, the levels of Cat1, Cat2, Slc3a2, Slc7a5, Arg2, SpdS, SpmS and Nos2 

suffered some alterations in relation to infection or time. Some of these alterations may 

impact in L. amazonensis infection outcome. The levels of Cat1 and Cat2 reduced in 

arg+/put+ and put+ supplementation during macrophage infection, implicating putres-

cine availability in the modulation of L-arginine transporters. The supplementation 

with put+ and arg+/spd+ increased Slc3a2 at 4h and reduced at 24h in uninfected mac-

rophages. Also, spd+ increased Slc7a5 at 24h in uninfected macrophages. During L. 

amazonensis infection, spermidine or L-arginine plus spermine can modulate Slc7a5, 

suggesting that polyamines can influence Slc3a2/Slc7a5 transcription. 

We have already reported that higher levels of citrulline in BALB/c and C57BL/6 

macrophages after 4h of infection with L. amazonensis did not correlate with NO pro-

duction, once the NO production was observed only in C57BL/6 macrophages 

(35,45,47). We now showed that the supplementation with putrescine increased Nos2 
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levels, but did not reflect in increased NO production. NO producing cells were ob-

served in L-arginine plus spermine supplementation in both uninfected and L. ama-

zonensis infected conditions, without Nos2 modulation. Curiously, another group re-

ported that spermidine reduced the expression of Nos2 in LPS-stimulated macrophages 

(48). It was previously shown that BALB/c macrophages knockout for NOS2 did not 

differ in the expression of Cat1 and Cat2, and also transport L-arginine during stimu-

lation with IFN- plus LPS or IL-4 plus IL-10 (44). Our datacan support the idea that 

polyamines can exert a major influence in NO production during infection. 

In BALB/c and C57BL/6 macrophages after 4h of infection with L. amazonensis 

we previously observed increase in ornithine, putrescine, spermine, proline and gluta-

mine levels (35,45). Through the urea cycle, ornithine can be metabolized to produce 

proline and glutamine (49–51).  In contrast to our expectation, we did not find modu-

lation in the levels of Arg1 upon polyamine supplementation. On the other hand, Arg2 

abundance increased in the presence of L-arginine plus putrescine or only putrescine 

in infected-macrophages after 4h. Despite the lack of polyamines biosynthetic path-

ways in mitochondria, we can speculate that increased level of Arg2 induced by putres-

cine availability can guide the use of L-arginine by ARG2 increasing ornithine, which 

could be converted in citrulline inside mitochondria or polyamines in cytoplasm. The 

increased levels of ornithine, proline and glutamine in L. amazonensis infected BALB/c 

macrophages  can support glutamate production, interfering in the metabolic state of 

macrophages during activation (31).  In M2 macrophages, the activation of the oxida-

tive phosphorylation system (OXPHOS) is associated with releasing polyamines, al-

lowing cell proliferation and wound healing (49,52,53). On the other hand, glycolytic 

metabolism can be induced in macrophages by the availability of O2, glucose, gluta-

mine, L-arginine, and polyamines to generate ATP, characteristic of aerobic 
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metabolism in pro-inflammatory M1 macrophages. The polyamines contribute to glu-

tamate production and subsequent -ketoglutarate production, broking the tricarbox-

ylic acid cycle (TCA) in the Warburg effect and affecting ATP production and the re-

dox state of cells (49,52,53). 

Spermine and spermidine play a role in protecting cells from reactive oxygen spe-

cies (ROS). Spermidine is know to reduce the expression of  ROS in LPS-stimulated 

macrophages (48). Polyamines, specially spermine, can indirectly mediate Ca2+ 

transport or function on mitochondrial respiration, stimulating succinate dehydrogen-

ase activity, coupling an increased mitochondrial reactive oxygen species (mtROS) 

production (54–56). Glutathione is composed by glycine, cysteine and glutamic acid 

and acts as a ROS scavenger in thiol-disulfide reactions to control the protein functions 

(57). Leishmania can use glutathione and spermidine to produce glutathionylspermi-

dine, and subsequently trypanothione, an essential molecule to protect the parasite 

against the mammalian host defense (58,59). Here, we found that uninfected macro-

phages supplemented with L-arginine plus spermine displayed an increase in NO pro-

duction. Despite that, the infection subverts this effect suggesting that L. amazonensis 

blocks the macrophage capacity to respond to the variations in polyamine levels, devi-

ating the macrophage activity to ensure its survival. Spermine induces superoxide dis-

mutase synthesis and can prevent oxidative damage (60,61). The dysregulation of an-

tioxidant activity leads to ROS accumulation and affects mitochondrial integrity (62). 

Spermine also negatively regulates macrophage activation, which can be linked to pol-

yamines catabolism mediated by acetylation via N1-spermidine/spermine acetyltrans-

ferase (SSAT) (63,64).  

In uninfected macrophages, putrescine supplementation reduced expression of 

SpmS at 4h compared to L-arginine supplementation. Expression was restored upon 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glycine
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macrophage infection, being similar to the condition of L-arginine supplementation. 

This observation suggests that L. amazonensis blocks/interferes in the macrophage ca-

pacity to respond to variations in polyamine levels, possibly to ensure its survival inside 

the host. On the other hand, the accumulation of polyamines can cross-regulate meta-

bolic-related genes during infection. Also, it was shown that SpmS knockout cause ac-

cumulation of spermidine and increase of aldehyde and hydrogen peroxide (H2O2), 

leading to lysosomal dysfunction and oxidative stress (61). Spermine was also shown 

to inhibit translation of NOS2 mRNAs in macrophages, reducing NO production (55). 

IL-4 stimulation induces ODC, increasing putrescine production in murine macro-

phages, and the inhibition of ODC with difluomethylornithine (DFMO) reduces putres-

cine content but not spermidine and spermine (65,66). In this context, it’s interesting 

to cite the function of spermidine in the regulation of translation by mediating spermi-

dine-hypusination of lysine residue in eukatiotic initiation factor (eIF5A) (38,39). Also, 

macrophages stimulated with IL-4 display an increase in putrescine levels and 

hypusination of eIF5A (38,39). 

Regarding the expression of genes related to macrophage polarization, putrescine 

supplementation during infection increased the expression of Nos2 and Mcp1 inde-

pendently of L-arginine supplementation. Previous studies showed that the putrescine 

and spermine increase MCP-1 and TNF-α in mixed glial culture (67). Spermidine re-

duces the secretion of TNF-α and IL-1 in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages 

(48), and MCP-1 secretion in THP-1-macrophages treated with IFN- (). 

Our results suggest that polyamines can act as protagonists in  activating of inflam-

matory response to Leishmania infection, not only by releasing L-arginine and inducing 

NO production, but also by acting in the host-glutathione and redox balance, improving 

the microbicide activity of macrophage. Putrescine, spermidine and spermine 
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supplementation reduced the percentage of infected macrophages, corroborating the 

idea that polyamines favor macrophage activation and microbicide capacity, to the det-

riment of parasite survival.  
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Figure 1: Relative expression of L-arginine metabolism related genes and NO production 

in BALB/c macrophages infected or not with L. amazonensis in conditions of L-arginine 

deprivation or supplementation. Macrophages were deprived of L-arginine (arg-) or supple-

mented with L-arginine (arg+) concomitant to L. amazonensis infection (MOI 5:1) for 4h and 

24h. Relative quantification of Arg1 (A), Odc1 (B), SpdS (C), SpmS (D), Arg2 (E) and Nos2 (F) 

transcripts was performed by RT-qPCR. Data were normalized using β-2-microglobulin gene and 

uninfected macrophage arg+ at 4 h was used as reference for CT relative quantification. The 

samples were also stained with DAF-FM to analyze the frequency of DAF-FM+ cells (G) and 

MFI (H) by flow cytometry. The bars represent the averages and S.E.M of the values from three 

independent experiments. Statistical analysis using One-Way ANOVA. #: p≤0.05 for the com-

parison between 4h vs 24h. 

 

 
Figure 2: Relative expression of L-arginine and polyamines transporters in BALB/c mac-

rophages infected or not with L. amazonensis in conditions of L-arginine deprivation or 

supplementation. Macrophages were deprived of L-arginine (arg-) or supplemented with L-ar-

ginine (arg+) concomitant to L. amazonensis infection (MOI 5:1) for 4h and 24h. Relative quan-

tification of Slc3a2 (A) e Slc7a5 (B) transcripts was performed by RT-qPCR. Data were normal-

ized using β-2-microglobulin gene and uninfected macrophage arg+ at 4 h was used as reference 
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for CT relative quantification. The bars represent the averages and S.E.M of the values from 

three independent experiments. Statistical analysis using One-Way ANOVA. #: p≤0.05 for the 

comparison between 4h vs 24h. 
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Figure 3: Relative expression of polyamine biosynthesis related genes in BALB/c macro-

phages infected or not with L. amazonensis with or without polyamine supplementation.  

Macrophages were supplemented with putrescine (put+), spermidine (spd+), spermine (spm+) 

with or without L-arginine (arg+) concomitant to L. amazonensis infection (MOI 5:1) for 4h, and 

after 24h in complete medium. The RNA was extracted for cDNA conversion and relative quan-

tification of genes Arg1 (A), Arg2 (B), SpdS (C) and SpmS (D) by RT-qPCR. Data were normal-

ized using β-2-microglobulin gene and the uninfected macrophage arg+ at 4 h was used as refer-

ence in CT relative quantification. The bars represent the averages and S.E.M of the values 

from three independent experiments. Statistical analysis using One-Way ANOVA was indicated 

in the bars. #: p≤0.05 for the comparison between 4h vs 24h. 

 

 
Figure 4: Relative expression of Nos2 and NO production in BALB/c macrophages infected 

or not with L. amazonensis with or without polyamines supplementation. Macrophages 

(5x106) (A) and (1x106) (B-C) were supplemented with putrescine (put+), spermidine (spd+), 

spermine (spm+) with or without L-arginine (arg+) concomitant to L. amazonensis infection 

(MOI 5:1) for 4h, and after 24h in complete medium. The RNA was extracted for cDNA conver-

sion and relative quantification of genes Nos2 (A) by RT-qPCR. Data were normalized using β-

2-microglobulin gene and the uninfected macrophage arg+ at 4 h was used as reference for CT 

relative quantification. The samples were also stained with DAF-FM for flow cytometry analysis 
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of DAF-FM+ cells (B) and MFI (C). The bars represent the averages and S.E.M of the values 

from three independent experiments. Statistical analysis using One-Way ANOVA was indicated 

in the bars. #: p≤0.05 for the comparison between 4h vs 24h. 

 

 
Figure 5: Relative expression of L-arginine and polyamines transporters in BALB/c mac-

rophages infected or not with L. amazonensis with or without polyamines supplementation. 

Macrophages were supplemented with putrescine (put+), spermidine (spd+), spermine (spm+) 

with or without L-arginine (arg+) concomitant or not to L. amazonensis infection (MOI 5:1) for 

4h, and after 24h in complete medium. RNA was extracted for cDNA conversion and quantifica-

tion of Slc3a2 (A) and Slc7a5 transcripts (B) by RT-qPCR. Data were normalized using β-2-

microglobulin gene and the uninfected macrophage arg+ at 4 h was used as reference for CT 

relative quantification. The bars represent the averages and S.E.M of the values from three inde-

pendent experiments. Statistical analysis using One-Way ANOVA was indicated in the bars. #: 

p≤0.05 for the comparison between 4h vs 24h. 
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Figure 6: Relative expression of pro-inflammatory cytokines in BALB/c macrophages in-

fected or not with L. amazonensis with or without polyamines supplementation.  Macro-

phages were supplemented with putrescine (put+), spermidine (spd+), spermine (spm+) with or 

without L-arginine (arg+) concomitant or not to L. amazonensis infection (MOI 5:1) for 4h, and 

after 24h in complete medium. RNA was extracted for cDNA conversion and relative quantifica-

tion of genes Il-1b (A), Tnfa (B) e Mcp1 (C) by RT-qPCR. Data were normalized using β-2-

microglobulin gene and uninfected macrophage arg+ at 4 h was used as reference for CT rel-

ative quantification. The bars represent the averages and S.E.M of the values from three inde-

pendent experiments. Statistical analysis using One-Way ANOVA was indicated in the bars. #: 

p≤0.05 for the comparison between 4h vs 24h. 

Figure 7: Effect of polyamine supplementation in infection of BALB/c macrophages with L. 

amazonensis. Macrophages (2x105) were deprived (arg-) or supplemented (arg+) with L-arginine 

and/or putrescine (put+), spermidine (spd+), spermine (spm+) concomitant to L. amazonensis 

infection (MOI 5:1) for 4h, 24 and 48h. Cells were stained using Panoptic to determine the per-

centage of infected macrophage (A) andthe number of amastigotes per macrophage. Each bar 

represents the mean ± S.E.M of the values obtained in 2 independent experiments (n = 500 mac-

rophages). One-Way ANOVA analysis indicates less or equal values or symbols above the bars. 

a: p≤0,05 for the comparison between 4h vs 24h. 
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Figure 8: L-arginine and polyamines metabolism in BALB/c macrophage during infection with L. 

amazonensis. The L-arginine transporters CAT1 and CAT2, and the heterodimeric amino acid and pol-

yamines transporter SLC3A2/SLC7A5 are shown in the plasmatic membrane. The amino acid and pol-

yamines transporters can also mediate transport in phagolysosome membrane. The L-glutamine trans-

porter SLC1A5 is shown in the mitochondrial membrane. SLC25A15 performs the L-citrulline and L-

ornithine antiport between the mitochondria and cytosol. In (1) are enzymes from polyamines biosyn-

thesis: arginase 1 (ARG1) converts L-arginine into ornithine, which is subsequently converted by orni-

thine decarboxylase 1 (ODC1) into putrescine. Putrescine is converted by spermidine synthase (SPDS) 

into spermidine; and spermidine is converted by spermine synthase (SPMS) into spermine. In (2), nitric 

oxide 2 (NOS2) enzyme uses L-arginine to produce nitric oxide (NO) and citrulline. In (3), mitochondrial 

arginase 2 (ARG2) enzyme uses L-arginine to produce ornithine. E, extracellular environment. Created 

with Biorender.com. 
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