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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca do sistema mononuclear fagocitdio causada por
protozoéarios do género Leishmania. As formas promastigotas de Leishmania sp
degradam carboidratos pela via glicolitica e a primeira reacdo ocorre dentro do
glicossomo. Utilizando como fonte de energia a glicose, aminoacidos e lipideos
presentes no meio de cultura, os produtos excretados/secretados (E/S) podem ser
indicadores do perfil metabdlico energético parasitario e de distlrbios biol6gicos. A
analise bioquimica do metabolismo de Leishmania vem atualizar os estudos
parasitologicos com técnicas adequadas a avaliacdo do perfil bioquimico na
relacdo parasito-hospedeiro, levando ao melhor entendimento da maneira como
esses organismos conseguem sobreviver em ambientes diversos como o trato
digestorio do hospedeiro invertebrado ou nos tecidos do hospedeiro vertebrado. O
objetivo deste trabalho foi o estudo do metabolismo energético de diferentes
espécies de Leishmania. Para tanto, foi realizada a analise in vitro de metabdlitos
E/S pelo parasito em meio de cultura durante as fases logaritmicas e estacionarias
do crescimento, e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A espectrofotometria foi utilizada para a dosagem de glicose. O método
de ressonancia magnética nuclear foi implantado para o estudo do metabolismo
parasitario. Pela CLAE verificou-se diferenca nos produtos E/S dos acidos
organicos do metabolismo de carboidratos (piruvato e lactato), do metabolismo
intermediario (citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato e oxaloacetato)
e do metabolismo dos acidos graxos (B-hidroxibutirato) entre diferentes espécies e

isolados de Leishmania. Pela analise espectrofotométrica enzimatica verificou-se
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diferenca na concentracao de glicose na cepa M2903 de L.(V.) braziliensis. Pela
RMN de C e 'H detectaram-se os seguintes metabdlitos no sedimento e
sobrenante: alanina, lactato, acetato, oxalato, piruvato, succinato, glicerol, CO»,
uréia e aminoécidos (glutamina, valina e arginina). Entretanto, através de varios
métodos, foi possivel observar que ha diferencas na E/S de metabdlitos entre
diferentes cepas e isolados de Leishmania spp que utilizam diversas vias
bioquimicas para a obtencdo de energia e a identificacdo dessas vias podera ser
utilizada para investigar a atuacdo de farmacos anti-parasitarios. Mudancas
bioquimicas no metabolismo podem indicar possiveis adapta¢cdes do parasito as
diferentes condigbes ambientais e fisiologicas durante o ciclo de vida e essas
caracteristicas bioquimicas individuais poderdo ser utilizadas na identificacdo de
cada isolado, aléem de estabelecer diferencas metabdlicas na relacdo parasito-

hospedeiro.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease of the endothelial reticulum system and is caused by
protozoans form the Leishmania genus. The promastigote forms of Leishmania sp
degradate carbohydrates through the glycolityc pathway and its first reaction
occurs inside the glicosome. As they use as energy source glucose, aminoacids
and lipids from the culture media the excreted/secreted (E/S) products may be
useful as indicative of the energetic and metabolis profile of the parasite and of its
biological disturbances. The biochemical analysis of Leishmania metabolism is
important to upgrade the parasitological studies with techniques which are
adequate to the evaluation of the biochemical profile of the host-parasite
relationship towards a better understanding of how these organisms are able to
survive in such diverse environments such as the digestory tract of the insect or
inside vertebrate hosts tissues. The aim of this study was to perform a study of the
energetic metabolism of species and isolates of Leishmania spp. Therefore the in
vitro analysis of E/S metabolic products from the parasite within the culture media
during logarithmic and stationary growth phases was performed through
chromatographic (HPLC) methods. The spectrophometry was used to glucose
measurement and the nuclear magnetic resonance (NMR) was implanted aiming
the study of the parasite’s metabolism. Through HPLC it was possible to verify a
significant difference in the E/S of organic acids from the carbohydrates
metabolism (pyruvate and lactate), intermediary metabolism (citrate, a-

ketoglutarate, succinate, fumarate, malate and oxaloacetate) and from the fatty
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acids oxidation (B-hydroxibutyrate) between differents species and isolates of
Leishmania spp. Through the enzymatic spectrophotometric analysis we verified
the different concentrations of glucose. The NMR through **C and *H detected the
following metabolites in pellet and supernatant: alanine, lactate, acetate, oxalate,
pyruvate, succinate, glicerol, CO,, ureia and aminoacids (glutamine, valine and
arginine). Therefore, through the several methods it was possible to observe that
there is difference of E/S metabolites between the isolates and strains of
Leishmania spp that utilize several biochemical pathways to energy production and
the identification of these pathways may be used to identify each isolate and also

establish  metabolic  differences in the host-parasite relationship.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana

A familia Tripanosomatidae é composta por protozoarios que podem causar doencas
graves em seres humanos como a doenca do sono (Trypanosoma brucei), doenca de
Chagas (Trypanosoma cruzi) e as leishmanioses (Leishmania spp.). Esses parasitos
possuem caracteristicas biologicas especificas como a presenca de uma organela
citoplasmatica, o cinetoplasto, que é derivado da mitocondria. O cinetoplasto € um organela
Unica rica em DNA, o kDNA (Souza, 2009).

A leishmaniose € uma doenca do sistema fagocitico mononuclear causada por
protozoarios do género Leishmania. E um protozoario heteroxeno que essencialmente requer
dois diferentes hospedeiros para completar o seu ciclo biolégico: (1) um inseto vetor, fémeas
da ordem Diptera, familia Psychodidade, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomya ou
Phlebotomus e (2) como hospedeiro definitivo, o0 homem, cachorros ou qualquer mamifero
(Balana-Fouce et al. 1998).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é endémica em mais de 70 paises, com
uma estimativa de 1,5 — 2 milhGes de novos casos por ano. No Afeganistdo, Siria e Brasil
estdo os principais focos, sendo comuns em areas rurais, regides aridas e florestas. No
entanto, relata-se um aumento crescente nas regides urbanas e peri-urbanas (Pavli &
Maltezou 2010). A partir da decada de 1990, o Ministério da Saude do Brasil notificou uma
média anual de 32 mil novos casos de LTA. Analisando-se os dados pertinentes em 2003,
verificou-se a seguinte situacdo: a Regido Norte notificou aproximadamente 45% dos casos,
predominando os estados do Para, Amazonas e Rondobnia; a Regiao Nordeste, 26% dos

casos, principalmente no Maranhdo, Bahia e Ceard; a Regido Centro-Oeste, 15% dos casos,



com maior frequéncia em Mato Grosso; a Regido Sudeste, 11% dos casos,
predominantemente em Minas Gerais; e a Regiao Sul, 3,0%, destacando-se o Parana (MS
2005). A regido norte vem contribuindo com o maior nimero de casos (cerca de 37,3% do
total de casos registrados no periodo) e com coeficientes médios mais elevados (66,9 casos
por 100.000 habitantes), seguida das regides Centro-oeste (32,6% casos por 100.000
habitantes) e Nordeste (16,1 casos por 100.000 habitantes) (MS 2005).

Com o desmatamento e a expansdo das cidades do interior do Estado de Goias
observou-se um aumento progressivo da casuistica de LTA atendida em Goiania,
essencialmente no Hospital de Doencas Tropicais, hospital de referéncia para o tratamento
dessa enfermidade (SUS-GO). Até 1984 ja haviam sido notificados um total de 565 casos
autoctones nos municipios endémicos, com um franco predominio nos pacientes do género
masculino e nos habitantes das zonas rurais proximas ou vizinhas as areas com formacoes
florestais (Hidasi Filho & Garcia-Zapata, 2004).

Na realidade, a real prevaléncia das diferentes leishmanioses no continente americano
é dificil de ser estabelecida, em vista das subnotificacdes, diagndsticos incorretos, afeccéo
inaparentes, variacbes de resposta do hospedeiro e multiplicidade de agentes etioldgicos
envolvidos (Marzochi 1992).

A leishmaniose cutanea é causada por Leishmania tropica, L. major e L. infantum do
Velho Mundo e por Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. panamensis, L.
peruviana, L. mexicana, L. (Leishmania) amazonensis e L. venezuelensis do Novo Mundo
(Pavli & Maltezou, 2010). Até o momento, foram identificadas no Brasil, seis espécies de
Leishmania pertencentes aos subgéneros Leishmania ou Viannia. A principal é L. (V.)

braziliensis, encontrada em todas as zonas endémicas do pais e associada a presenca de



animais domésticos. As outras sédo L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.)
lainsoni e L. (L.) amazonensis (Gontijo & Carvalho 2003).

Variacdes genéticas do parasito ou imunoldgicas do hospedeiro podem resultar em
diferentes status da infeccdo como a producédo de imunoglobulinas especificas, mensuracéo
do tamanho da leséo e carga parasitaria que levam a um melhor entendimento da cinética da
infeccdo por Leishmania (Millington et al. 2010). As principais lesdes séo ulceradas, com
papulas eritematosas no inicio da infeccdoe o periodo de incubacgéo pode ser curto (de uma
a duas semanas) ou longo (de um a dois meses) para o desenvolvimento da doenca
(Balana-Fouce et al. 1998).

A leishmaniose mucocutanea (espundia) é produzida por L. (V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis e L. (V.) guyanensis. A doenga inicia-se com a forma cutanea ou escaras tipicas
no local da picada do inseto vetor (Baland-Fouce et al. 1998). No homem, as lesbes séo
conhecidas como Ulcera-de-Bauru, ferida brava, ferida seca e bouba. As lesGes primarias
sao Unicas, em pequeno numero, mas frequentemente de grandes dimensdes, com Ulceras
em forma de cratera. O curso da infeccdo é geralmente irregular, crénico e com tendéncia
para a cura espontanea, que depende da localizacdo das lesdes e varia de uma regiao
geografica para outra (Genaro 2003).

O polo oposto, hiperérgico-pauciparasitario, e representado pela leishmaniose mucosa
(LM), que tem como agente etiologico principal a L. (V.) braziliensis, e se caracteriza
imunologicamente pelo exagero das respostas celulares anti-Leishmania e pela escassez de
parasitos. A resposta proliferativa e a producdo de IFN-y e TNF-a estimuladas por antigenos
de Leishmania em culturas de células mononucleares de sangue periférico também séo

significativamente maiores do que as observadas na LC. Esta resposta exacerbada promove



entdo destruicdo de tecido onde houver depésito de particulas antigénicas. Isto € o que
ocorre na chamada forma mucosa classica (MS 2007).

A resposta terapéutica da LM ndo é boa. Ainda que as lesGes regridam ou mesmo
desaparecam com os tratamentos convencionais, as recidivas sédo frequentes. Embora a
resposta imune que se desenvolve na LM nado seja capaz de controlar a doengca e muito
provavelmente seja responsavel pelas manifestacfes clinicas, ela € capaz de conter a
multiplicacdo parasitaria, e 0s parasitos sdo escassos nas lesbes mucosas. A patogénese da
LM continua sendo um mistério, embora alguns estudos tenham associado um risco

aumentado a determinadas caracteristicas genéticas (MS 2007).

1.2. Morfologia e ciclo biolégico do parasito

Existem duas formas morfologicas e bioquimicamente distintas: amastigota e
promastigota (Figura 1). A forma no inseto vetor chamada de promastigota que é movel e
dispbe de um flagelo fixado na organela similar a uma mitocéndria chamada cinetoplasto. As
formas promastigotas vivem no limem do tubo digestério do inseto vetor e sdo formas
alongadas, flageladas e moéveis, enquanto as formas amastigotas sdo arredondadas sem
flagelo aparente e que infectam células do sistema mononuclear fagocitico do hospedeiro

vertebrado (Baland-Fouce et al. 1998).



wanw. dbbm. fiocruz. brf.. fimagesicicloZa.jpg

Figura 1. Formas bioldgicas distintas de Leishmania spp. (A) Amastigota e (B) promastigota

No intestino dos insetos vetores, as formas promastigotas passam por um processo
denominado de metaciclogénese, que é o processo pelo qual estas formas deixam de se
reproduzir e tornam-se infectantes (promastigotas metaciclicas). As formas reprodutivas, nao
infectantes (prociclicas), prendem-se a parede do tubo digestivo do inseto vetor. Durante a
metaciclogénese, as promastigotas sofrem modificacbes bioquimicas em sua superficie,
perdendo assim sua capacidade de adesdo ao epitélio do intestino médio do fleb6tomo.
Como resultado, as promastigotas metaciclicas destacam-se, migrando para a faringe e

cavidade bucal, de onde elas séo transmitidas ao hospedeiro vertebrado, durante o proximo



repasto sanguineo (MS 2007). A diferenciacdo de promastigotas préciclicas em
promastigotas metaciclicas (metaciclogénese) é crucial para a infectividade (Mojtahedi et al.
2008).

Mudancas no proteoma durante a diferenciacdo celular pode ser controlado por
mecanismos poas-transcricionais, incluindo modulagcédo na estabilidade de mRNA, regulacéo
da translacdo e modificacdes na pos-translacdo de proteinas (Mojtahedi et al. 2008). E
conhecido que a transformacdo de formas promastigotas préciclicas em formas
promastigotas metaciclicas ocorre em um ambiente pobre em nutrientes. Modificacdes pés-
translacdo podem ser esperadas no controle do estagio da metaciclogénese, onde poucas
proteinas foram identificadas como expressa durante o estagio de formas metaciclicas
(Mojtahedi et al. 2008).

Quando as promastigotas séo introduzidas na pele, encontram neste local algumas
células do sistema imune (linfocitos T e B, macrofagos residentes, células de Langerhans,
mastocitos), que formam um compartimento bastante especifico denominado sistema imune
da pele. Por um mecanismo ainda nao totalmente esclarecido, envolvendo receptores e
ligantes em ambas superficies, o parasito se adere a superficie dos macrofagos e células de
Langerhans passando para o meio intracelular por meio de um processo de fagocitose
mediada por receptores, em que se transforma na forma amastigota, caracteristica do
parasitismo nos mamiferos (MS 2007).

Nos macrofagos, os parasitos internalizados ficam dentro de um vacuolo parasitéforo
(fagolisossoma), que os separa do citoplasma celular. Esta organela deriva da fusdo do
fagossoma, resultante da fagocitose dos parasitos com o0s lisossomas, que contém

substancias responsaveis pela destruicAo de microorganismos. Embora os macrofagos



sejam células fagocitarias especializadas no combate a agentes infecciosos, as leishmanias
desenvolverem mecanismos de defesa capazes de subverter sua capacidade microbicida,
conseguindo sobreviver neste ambiente potencialmente toxico e multiplicar-se até a ruptura
da célula, quando séo liberadas para infectar outros macrofagos, propagando a infeccdo (MS
2007).

A infeccao do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o0 sangue de mamiferos
infectados, ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania. No trato
digestério anterior ocorre o rompimento dos macréfagos, liberando as amastigotas que se
reproduzem por divisdo binaria e se diferenciam rapidamente em formas flageladas
denominadas de promastigotas, estas também se reproduzem por processos sucessivos de
divisdo binaria. As formas amastigotas ingeridas pelos insetos transmissores demoram oito
dias ou mais para se diferenciar em promastigotas. As formas promastigotas transformam-se
em promastigotas proéciclicas as quais colonizam o esodfago e a faringe do vetor, onde
permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam em formas infectantes
promastigotas metaciclicas, fechando, dessa forma, o ciclo biologico de transmissédo deste
protozoario, como demonstrado na Figura 2 (Alexander et al. 1999; Burchmore & Barrett

2001).
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Figura 2. Ciclo biolégico de Leishmania sp. 1- Promastigotas metaciclicas inoculadas pelo
hospedeiro invertebrado. 2- Formas promastigotas fagocitadas por macrofagos. 3- Formas
promastigotas transformadas em amastigotas e se multiplicando por divisdo binaria. 4- Lise
dos macréfagos e liberacdo das amastigotas. 5,6- Ao realizar 0 repasto sanguineo o
hospedeiro invertebrado ingere as formas amastigotas. 7- As formas amastigotas se
transformam em promastigotas no tubo digestério do vetor. 8- As promastigotas se

multiplicam por divisdo binaria e migram para a probdscide do vetor.



1.3. Tratamento

Os antimoniais pentavalentes, como 0 antimoniato de meglumina (Glucantine®) e o
estibogluconato de sédio (Pentostan®) formam a “primeira-linha” de farmacos no tratamento
da LTA. A deplecao intracelular nos niveis de ATP interfere na glicdlise e (B-oxidacéo de
acidos graxos nas formas amastigotas, sendo este o principal modo de acdo dos antimoniais
pentavalentes contra diferentes espécies de Leishmania (Goto & Lindoso 2010). A dosagem
recomendada é de 20 mg/kg/dia via intramuscular ou intravenosa, por um periodo de 20 dias
(Momeni et al. 2002). Baixas dosagens ou descontinuidade do tratamento sdo as principais
causas do aumento de recidivas e resisténcias do parasito a esses farmacos (Oliveira et al.
2011). H& preocupacdes sobre o custo, toxicidade e desenvolvimento de resisténcia
medicamentosa. Farmacos antimoniais sdo associados aos efeitos adversos graves,
incluindo nauseas, vomitos, diarréia, erup¢cdes na pele, tontura, arritmia cardiaca, hipotensao,
artralgia, mialgia, desconforto abdominal, dor de cabeca e elevacéo reversivel de enzimas
hepaticas, trombocitopenia e anemia ocasional que muitas vezes sdo dependentes da dose
(Gonzélez et al. 2008).

Os antimoniais pentavalentes sao farmacos leishmanicidas que interferem na
bioenergética das formas amastigotas de Leishmania. Tanto a glicélise, quanto a oxidacao
dos &cidos graxos, processos localizados em organelas peculiares, séo inibidos, sendo que
esta inibicdo é acompanhada de reducédo na producdo de ATP e GTP. Os compostos de
antiménio pentavalente, como o estibogluconato de sédio, exercem pouco efeito sobre as
formas promastigotas que crescem em culturas de tecidos (MS 2007).

Os antimoniais encapsulados em lipossomos foram utilizados, com efeito, no

tratamento de infec¢cdes por Leishmania donovani em hamsters e em humanos. Nesta



apresentacdo, o farmaco é seletivamente incorporado através de endocitose e alcanca os
fagolisossomos dos macréfagos, onde se encontram os parasitos. Ainda, em relacdo ao
mecanismo de ac¢do, questiona-se a possibilidade de estimularem mecanismos imunoldgicos
do individuo parasitado (MS 2007).

Os farmacos de segunda escolha séo a anfotericina B e a pentamidina. A pentamidina
foi sintetizada como droga hipogligémica no tratamento de diabetes e seu perfil anti-
parasitario foi descoberto (Balana-Fouce et al. 1998). O modo de acao das pentamidinas nao
€ bem entendido. Recentemente tém-se reportado resisténcia aos farmacos de primeira
escolha, requerendo o uso de compostos mais toxicos como os de segunda escolha (Rocha
et al. 2005). A anfotericina B € um antibiotico macrolideo anti-fungico eficaz contra
leishmaniose visceral e menos efetiva na LTA. Sua forma de acdo é baseada no peculiar
metabolismo de esterdis de Leishmania e fungos, onde o 24-ergosterol € o principal esterol
sintetizado e existente nas membranas desses parasitos. Os macrolideos ligam-se aos
esterdis e criam poros na membrana, mudando a permeabilidade celular, que levam a morte
do parasito (Balana-Fouce et al. 1998).

A azitromicina oral é um antibidtico efetivo in vitro e experimental em camundongos,
mas precisa de mais investigacfes para leishmaniose humana. A pentoxifilina oral é um
inibidor de fosfodiesterase, que aumenta o AMP ciclico e diminui o TNF. E utilizada em
pessoas com doencas vasculares, diminui a reacdo inflamatdria e conseqientemente os
danos teciduais, embora nauseas, artralgias, tonturas, dor abdominal e diarréia possam
ocorrer (Gonzélez et al. 2008). A miltefosina oral, que foi originalmente desenvolvida como
um farmaco antineoplasico, é ativo contra a membrana de Leishmania (Croft et al. 2006).

7z

Parece mais ativo contra algumas espécies de Leishmania, mas sua eficacia é variavel
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dependendo das areas geograficas, inclusive para a mesma espécie (Gonzalez et al. 2008).
A rifampicina foi muito utilizada na AmazoOnia, mas mostra-se ineficaz quando o agente

etiolégico é a L.(V.) braziliensis (Rey 2008).

1.4. Metabolismo em tripanosomatideos

Os tripanosomatideos dependem da viabilidade de fontes de carbono presentes no
hospedeiro para manter o seu metabolismo energético. Estes protozodrios possuem
diversidade de habitat conforme a fase evolutiva em que se encontram no hospedeiro. Torna
a avaliacdo de vias metabolicas mais interessante e de grande valia nos estudos de
bioquimica comparada, principalmente entre hospedeiros e parasitos.

Esta compreensédo permite que formas promastigotas de Leishmania, por exemplo,
gue residem naturalmente no inseto vetor, possa ser utilizada em uma variedade de meios
de cultura, j& bem identificados, e que ao mesmo tempo compdem-se de substratos que
permitem o aporte de fontes energéticas a sua manutencédo (Mendes 2006). Sua facilidade
de manipulacéo in vitro, se torna objeto de estudo de muitas investigacdes bioquimicas,
imunologicas e moleculares, e posteriormente esses resultados sdo direcionados para
estudos em outras formas, como as amastigotas, relatadas como causadoras de graves
transtornos para a saude (Rainey & MacKenzie 1991).

A metabolémica tem demonstrado diferencas metabdlicas entre as duas formas de
leishmania e compdem a area de estudos da bioquimica comparada, haja visto que, o habitat
natural das formas promastigotas € o trato digestério do inseto vetor enquanto as formas
amastigotas residem dentro de vacuolos parasitéforos do macrofago em hospedeiros

vertebrados (Rainey & MacKenzie 1991).
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A metaboldmica aspira mensuracdes de analitos de baixo peso molecular que s&o
sintetizados por uma célula ou organismo, analitos dificeis de encontrar, principalmente
devido as amplas e dinamicas propriedades fisico-quimicas dos metabdlitos celulares (Barret
et al. 2010). Estudos do perfil metabdlico de células e/ou organismos tem sido utilizados para
a obtencéo de informacdes sobre a adaptacdo do parasito ao seu ambiente, além da atuacao
de novas terapias anti-parasitarias (Coombs 2010).

E uma ferramenta de pesquisa complementar a era pés-gendmica, que envolve a
analise global de metabdlitos e pode ser utilizada para a caracterizacdo de Leishmania. Para
o entendimento das caracteristicas fenotipicas de um organismo, € essencial a
complementacdo com a analise do transcriptoma e proteoma, que S&o pesquisas de
investigagdo metaboldmicas. Pesquisas dos niveis metabdlicos séo relevantes na biologia do
parasito, onde os processos metabodlicos sdo os maiores alvos de farmacos (Scheltema et al.
2010).

Como para a protebmica, as técnicas analiticas baseadas em espectroscopia de
massa Sao essenciais para a metaboldomica. A metabolémica revive conceitos e estudos
classicos de bioquimica durante a revolucdo genémica, e quando combinada a informacao
de seguenciamento gendmico ou a qualquer outra abordagem sistémica (transcriptdmica,
protedmica) se torna uma ferramenta Unica na ciéncia biolégica moderna. A tecnologia
tornou-se amplamente empregada nos estudos parasitarios, como por exemplo, a utilizacédo
da ressonancia magnética nuclear, a espectrometria de massa e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (Coombs 2010).

A RMN é usada para a analise quantitativa e na identificacdo de metabdlitos.

Relativamente poucos trabalhos na identificagdo e quantificacdo de metabdlitos de T. brucei
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tém sido relatados. Os produtos intermediarios da via glicolitica tém sido identificados como
parte do programa investigativo do metabolismo energético, usando CLAE ou analise
enzimatica (Barret et al. 2010). Scheltema et al. (2010) para ilustrar os conceitos e 0s
resultados da analise metabolémica, tracaram o perfil metabdlico comparativo em isolados
de Leishmania resistentes e néo resistentes a farmacos.

Varios membros da familia Trypanosomatidae geram energia por uma mesma via
metabdlica, entretanto diferencas fundamentais existem e nem sempre sdo conhecidas,mas
analisando as formas adaptativas de tripanosomatideos, Pan & McMahon-Pratt (1987)
descreveram que formas amastigotas de L. (mexicana) pifanoi podem crescer em culturas
axénicas e que sao indistinguiveis em morfologia, antigenicidade e infectividade quando
comparadas as formas amastigotas isoladas de animais infectados ou de cultura de
macrofagos, mas bioquimicamente elas podem ser diferentes. JaA Rainey & MacKenzie
(1991) demonstraram que formas amastigotas sdo muito similares bioquimicamente dentre
as isoladas de lesdes ou de cultura de macrofagos, mas ha diferencas entre formas
amastigotas e promastigotas Leishmania.

Leishmania e Trypanosoma sdo membros da familia Trypanosomatidae, apresentam
ciclos de vida complexos, envolvendo, ambos, hospedeiros vertebrados e invertebrados.
Durante seu ciclo de vida os parasitos adaptam seu metabolismo de acordo com a
disponibilidade de alimentos, ou melhor, com o0s substratos disponiveis. A energia do
metabolismo dos tripanosomatideos € especial, pois grande parte da glicélise ocorre em uma
organela especifica chamada glicossomo (Tielens & van Hellemond 2009).

Durante o ciclo de vida, os tripanosomatideos encontram grandes variacbes de

viabilidade de oxigénio, visto que as formas sanguineas possuem muito oxigénio viavel,
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enquanto certos estagios, como no inseto, podem se confrontar com condi¢des de hipdxia.
As formas promastigotas de Leishmania possuem baixa capacidade funcional anaerdbia e
utiizam o metabolismo de reserva durante a andxia. Possuem uma pobre capacidade
anaerébia e dependem principalmente da respiracdo mitocondrial para gerar energia (van
Hellemond et al. 1997, van Hellemond & Tielens 1997).

Embora as formas promastigotas aparentemente ndo possuam um metabolismo
anaeroébio facultativo, elas séo tolerantes a hipéxia por um extenso periodo e a inibicdo de
sua cadeia respiratdria resulta numa reversdo das condi¢des nas quais o metabolismo é
reduzido a niveis minimos, podendo induzir a um estado fisiologico de estivacdo das
promastigotas. Esta habilidade garante a sobrevivéncia em condigbes adversas e muitas
vezes previnem o desenvolvimento durante o estadio no inseto vetor (van Hellemond &
Tielens 1997).

A Figura 3 mostra o metabolismo de carbono esquematizado de alguns

tripanosomatideos em meio de cultura.
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Figura 3. Representagdo esquematica do metabolismo de carbono em formas prociclicas de
Trypanosoma brucei em meio de cultura rico em glicose. As setas cinza claro e escuras representam
passos enzimaticos da glicélise, treonina, prolina e glutamina. Produtos finais excretados (acetato,
alanina, glicerol, glicina, d-lactato, succinato e CO,). O glicossomo, a mitocdndria, o ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), a via pentose fosfato (PPP) e biosintese de lipideos estdo representados na
figura. A membrana externa mitocondrial é permeavel aos metabdlitos e é demonstrada a cadeia

transportadora de elétrons (CTE). As vias de producdo do d-Lactato e etanol tém sido observadas
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somente em Leishmania spp e Phytomonas/Crithidia. Abreviagfes: AA, aminoacidos; AOB, amino-
oxibutirato; 1,3BPGA, 1,3-bifosfoglicerato; C, citocromo c; Cit, citrato; CoASH, coenzima A; DHAP,
dihidroxiacetona fosfato; F-6-P, frutose 6-fosfato; FBP, frutose 1,6-bifosfato; G-3-P, gliceraldeido 3-
fosfato; G-6-P, glicose 6-fosfato; GLU, glutamato; Gly-3-P, glicerol 3-fosfato; IsoCit, isocitrato; 2Ket, 2-
cetoglutarato; OA, oxalato; Oxac, oxaloacetato; PEP, fosfoenolpiruvato; 3-PGA, 3-fosfoglicerato; Pi,
fosfato inoganico; PPi, pirofosfato inorganico; SAG, glutamato_semialdeido; SucCoA, succinil-CoA,;
T[SH]2, forma reduzida do tripanotiona; UQ, ubiquinona. Enzimas sdo: 1, hexoquinase; 2, glicose-6-
fosfato isomerase; 3,fosfofrutoquinase; 4, aldolase; 5, triose-fosfato isomerase; 6, glicerol-3-fosfato
desidrogenase; 7, glicerol quinase; 8, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 9, fosfoglicerato quinase
glicosomal; 10, fosfoglicerato quinase citosolico; 11, fosfoglicerato mutase; 12, enolase; 13, piruvato
quinase; 14, fosfoenolpiruvato carboxiquinase; 15, piruvato fosfato diguinase; 16, malato
desidrogenase glicosomal; 17, fumarase citosolico e glicossomal (FHc); 18, fumarato redutase NADH-
dependente glicosomal; 19, fumarase mitocondrial (FHm); 20, fumarase redutase NADH-dependente
mitocondrial; 21,adenilato quinase glicossomal; 22, enzima malica; 23, enzima desconhecida; 24,
alanina aminotransferase; 25, complexo piruvato desidrogenase; 26, acetato:succinato.Coa
transferase; 27, Enzima desconhecida; 28, succinil-CoA sintetase; 29, citrato liase; 30, aconitase; 31,
isocitrato desidrogenase; 32, complexo de a-cetoglutarato desidrogenase; 33, succinato
desidrogenase (complexo Il da cadeia respiratéria); 34, malato desidrogenase mitocondrial; 35, L-
prolina desidrogenase; 36, Pirrolina-5 carboxilase desidrogenase; 37, L-glutamina deaminase; 38,
glutamato aminotransferase; 39, glutamato desidrogenase; 40, L-treonina desidrogenase; 41, acetil-
CoA: glicina C-acetiltransferase; 42, citrato liase; 43,44 acetil-L-carnitina transferase; 45, glicerol-3-
fosfato FAD dependente desidrogenase; 46, rotenona NADH desidrogenase; 47. Oxidase alternativa;
48, FoF-ATP sintase; 49, reacdo espontanea; 50, glioxalase I; 51, glioxalase IlI, 52, piruvato
descarboxilase; 53, NAD-ligado ao alcool desidrogenase; I, Il, lll e IV, complexos da cadeia

respiratdria. (Adaptado de Bringaud et al. 2006).

O meio rico em glicose € usado para o crescimento parasitario e 0 seu metabolismo
tem recebido atencédo especial, pois pouco se sabe sobre o metabolismo dos aminoacidos e
acidos graxos (Bringaud et al. 2006). Por exemplo, aminoacidos e glicose podem ser usados
como fonte energética, e parecem gerar energia pelo metabolismo glicossomal e

mitocondrial, que compreende a cadeia transportadora de elétrons (Opperdoes & Coombs
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2007). Nas formas promastigotas h& o registro da presenca de enzimas do ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA), porém estudos experimentais revelam que o ciclo ndo é ativo
(Opperdoes & Coombs, 2007).

A constatagdo das vias metabdlicas, mesmo sem atividade, permite, ou induz a
existéncia de um metabolismo facultativo, dando condicdo as formas promastigotas de
Leishmania sobreviverem em ambientes adversos, que é uma adaptacdo do parasito para
sobreviver durante seu ciclo de vida no insetor vetor, como a utilizacao da glicose que nao é
a fonte natural de carbono, e sim o glicogénio (Bringaud et al. 2006), porém outras fontes de
reserva energeética tem sido relatadas em Leishmania, como por exemplo a manose, que
parece ser uma fonte de energia de reserva em potencial (Opperdoes & Coombs 2007),
como demonstrado na figura 4.

A glicolise é uma via metabdlica presente em todos o0s eucariotos, e nos
tripanosomatideos néo é excecdo. Em todos os estagios a glicose pode ser degradada em
piruvato, usando a via classica Embden-Meyerhof, porém em Kinetoplastida a glicélise ocorre
em uma organela especifica denominada glicossomo (Tielens & Van Hellemond 2009).

A glicose é a maior fonte de energia para a maioria dos estadios nos hospedeiros
vertebrados, no entanto, os estadios no inseto utilizam aminoacidos, como a prolina, e ndo a
glicose, porém a via glicolitica € sempre ativa (Tielens & Van Hellemond 1998). A presenca
do ciclo do glioxalato foi relatada e os produtos finais da glicélise identificados e descritos na
literatura foram o succinato, acetato, piruvato e D-lactato (Figura 4). A producdo de CO, é
resultado da via de producdo do acetato e succinato. Alanina, amdnia e uréia também foram

identificadas (Opperdoes & Coombs 2007).
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Figura 4: Metabolismo energético de Leishmania spp. Representacdo esquematica do metabolismo
energético em formas promastigotas de Leishmania em meio de cultura rico em glicose. Principais
produtos excretados/secretados sdo mostrados em preto (succinato, alanina e acetato). As enzimas
glicoliticas, da gliconeogénese, via da pentose fosfato e fermentacdo do succinato séo parcialmente
(com dupla localizagdo no citosol) ou exclusivamente localizadas no glicossomo. Setas pontilhadas
referem-se a multiplos passos enzimaticos que ndo sdo mostrados. Abreviagdes: -1V, complexos da

cadeia transportadora de elétrons; aKG, a-cetoglutarato; 1,3BPGP, 1,3-bisfosfosglicerato; DHAP,

18



dihidroxiacetona fosfato; Frul,6P2 frutose-1,6-bifosfatase; Glu, glutamato; GPDH, glicerol 3-fosfato
desidrogenase FAD-dependente; GIc6P, glicose-6-fosfato; Man6P, manose-6-fosfato; PEP,
fosfoenolpiruvato; 2PG, 2-fosfoglicerato; 3PG, 3 fosfoglicerato; ME, enzima méalica; MDH, malato

desidrogenase (Adaptado de Saunders et al. 2010).

O piruvato é o produto final da glicélise e é freqientemente degradado por uma
mitocondria Unica. O piruvato é transportado para dentro da mitocéndria para sua oxidacéo e
formacdo de ATP. Se o uso da cadeia transportadora de elétrons é inibida, como por
exemplo na falta de oxigénio, o piruvato ndo € transportado para dentro da mitocéndria e no
citosol é reduzido a lactato pela enzima lactato desidrogenase, para manter o balanco redox
(Opperdoes & Coombs 2007). Nas formas sanguineas de T. brucei o balanco redox é
mantido usando o oxigénio como aceptor final de elétrons pela via do glicerol-3-fosfato
(Opperdoes & Coombs 2007). Uma pequena parte do piruvato € transaminado em alanina
gue é excretada (Blum 1993).

Muitos tripanosomatideos produzem lactato a partir da glicose via piruvato, embora
freqientemente com baixa concentracdo deste metabodlito como produto final do
metabolismo. As formas presentes no inseto vetor de T. brucei e Leishmania spp podem
excretar uma maior quantidade de lactato, embora eles utilizem diferentes vias para a
producdo de L-lactato e D-lactato, respectivamente. As formas promastigotas de L. (V.)
braziliensis contém o ciclo do glioxalato como uma via de desintoxicacdo, que protege a
célula contra os efeitos do metilglioxal, um componente mutagénico e citotoxico que é
produto da glicélise. Em tripanosomatideos, por exemplo, Leishmania, este sistema contém
duas enzimas, glioxalase | e Il, que converte o metilglioxal em D-lactato. Leishmania spp

expressa ambas as enzimas glioxalases, enquanto o genoma do T. brucei contém apenas o
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gene que expressa a glioxalase Il, sugerindo que a via da glioxalase nao é funcional neste
parasito. Isto implica na auséncia da producdo de D-lactato por formas prociclicas de T.
brucei gambiense que excreta somente o isbmero L-lactato (Bringaud et al. 2006).

O acetato também é formado em meio de cultura rico em glicose. Este produto final é
formado por uma enzima do ciclo envolvendo o acetato: succinato CoA transferase (SucCoA)
transfere o CoA para Acetil-CoA e este em succinato, rendendo acetato e succinil-CoA, que é
convertido a succinato pela succinil-CoA sintetase, que rende ATP em parte do ciclo do &cido
tricarboxilico (Figura 5). Em tripanosomatideos, o acetato também pode ser produto final da
degradacdo mitocondrial de aminoacidos (como a treonina), resultando na formacdo do
piruvato ou acetil-CoA (Bringaud et al. 2006; Saunders et al. 2010). O acetil-CoA pode ainda
ser produto final da B-oxidacéo dos acidos graxos (Riviere et al. 2009), como demostrado nas

figuras 5 e 6.
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Figura 5. Representacdo esquematica da biosintese de lipideos a partir do metabolismo da
glicose em formas prociclicas de Trypanosoma brucei. TCA, ciclo do acido tricarboxilico;
AcCoA, acetil-CoA; Cit, citrato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; G3P, glicerol 3-phosphate;
KG, a-cetoglutarato; MAL, malato; PEP, fosfoenolpiruvato; Pyr, piruvato. 1, Citrato sintase
(CS); 2, transportador de citrato ou citrato/malato; 3, citrato liase (CL); 4, acetato: succinato
CoA-transferase (ASCT); 5,enzima desconhecida; 6, difusdo passiva de acetato ou carreador
de acetato; 7, “AMP” formado pelo acetil-CoA sintetase (AceCS) (Adaptado de Riviere et al.

2009).
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Figura 6. Formacdo de corpos cetdnicos a partir de Acetil-CoA. Enzimas: 1. tiolase; 2. HMG-CoA
sintase; 3. HMG-CoA liase; 4. acetato descarboxilase; 5. B-hidroxibutirato desidrogenase; 6. [3-
cetoacil-CoA transferase. Acetoacetato, acetona e B-hidroxibutirato sdo excretados ou utilizados

como fonte de energia ao originar acetil-CoA. Adaptado de Lehninger et al. 2005 e Vinaud 2007.
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O succinato produzido durante incubacbes de formas promastigotas em condi¢bes
aerdbias é principalmente produzido por via oxidativa envolvendo parte do ciclo do &cido
tricarboxilico (de oxalacetato via citrato até succinato) e oxidacdo de NADH via cadeia
respiratéria (van Hellemond et al. 1997). Em muitos tripanosomatideos, o succinato é um
produto final do metabolismo energético. Tem sido sugerido que este succinato é produzido
pela fumarato redutase uma enzima homologa a succinato desidrogenase do ciclo do acido
tricarboxilico, que catalisa a reacdo reversa — oxidag¢do do succinato (figura 3). A fumarato
redutase € bem conhecida em bactérias e em helmintos, onde sua funcéo esta na absorcéo
de elétrons no metabolismo anaerdbio destes organismos. Entretanto alguns autores
descreveram que a reducédo do fumarato em tripanosomatideos € pouco provavel (Ackrell et
al. 1992, Tielens 1994).

Leishmania contem varias enzimas do ciclo da uréia, embora o ciclo esteja
completamente ausente em L. major, T. brucei e T. cruzi. As enzimas carbamoil-fosfatase
sintetase e arginase estdo presentes em todos os trés parasitos, mas argininossuccinato
sintase e arginase estdo presentes somente em L. major. Isto indica que arginina, ornitina e
uréia podem ser formadas somente por Leishmania e explica o porqué de Leishmania
excretar uréia enquanto tripanosomas produzem amoénia (Opperdoes & Coombs 2007). As
figuras 7 e 8 mostram o metabolismo da arginina e ambnia em mamiferos, ja que em

Leishmania ainda nao foram descritos.
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Figura 7. Resumo do metabolismo da arginina em mamiferos. Nem todas as enzimas demonstradas
na figura sdo expressas em todas as células ou tecidos. As enzimas apresentadas sdo: NOS, 6xido
nitrico sintase, AT, L-arginina: glicina aminotransferase; ADC, arginina descarboxilase; AGMase,
agmatinase; ODC, ornitina descarboxilase; OAT, ornitina aminotransferase; TCA, ciclo do acido
tricarboxilico. A estequiometria de atomos de nitrogénio e bicarbonato é necessaria para regenerar a

arginina nos dois ciclos. A linha tracejada indica que a eficiéncia da citrulina-NO no ciclo é variavel e
nao quantitativa (Adaptado de Morris 2002).
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Figura 8. Metabolismo da aménia em mamiferos. NAGS, N-acetilglutamato sintetase; CPS1,
carbamilfosfato sintetase 1, OTC, ornitina trasncarbamilase; AS, argininosuccinato sintetase; AL,
arginino succinato liase; e citrino, transportador mitocondrial de aspartato-glutamato; e sistema de

transporte ornitina (Walker, 2009).

As formas promastigotas possuem uma classica cadeia respiratoria, mas carece da
oxidase alternativa que esta presente em outros tripanossomatideos (Martin & Mukkada
1979).

Isto tem sido apresentado porque as formas promastigotas sao extremamente
dependentes desta classica cadeia respiratoria para a geragdo de energia. Em meio rico em

glicose, as formas prociclicas de tripanosomas (bem como outros tripanosomatideos)

25



produzem seu ATP através da fosforilagdo oxidativa. Um completo maquinario enzimatico
para o metabolismo oxidativo esta presente em muitas formas adaptativas. Isto inclui uma
cadeia respiratoria funcional contendo citocromo capaz de gerar um gradiente de préton
através de oxidases terminais, a citocromo oxidase (complexo V) e oxidase alternativa. Isto
esta de acordo com a observagdo que as formas promastigotas possuem um metabolismo
energético no qual a maioria dos carboidratos € degradada e parcialmente oxidada até os
produtos finais como acetato, succinato e piruvato, um processo que concomitantemente
produz NADH que é re-oxidado pela cadeia respiratéria (van Hellemond et al. 1997; Bringaud
et al. 2006), como demonstrado nas figuras 3 e 4.

Outra via metabdlica de degradacéo de glicose, a pentose fosfato, € também ativa nos
tripanossomatideos e algumas enzimas desta via presentes em T. cruzi e T. brucei parecem
nao estar presentes em Leishmania (figura. 3). A importancia desta auséncia é desconhecida
porque os genes que codificam muitas das enzimas da via pentose fosfato estéo presentes e
esta via é relatada em parasitos (Opperdoes & Coombs 2007). Esta via ndo é muito utilizada
no catabolismo de substratos (glicose), pois é necessario NADPH e ribose-5-fosfato para a
sintese de D-ribose, empregada na biossintese de acidos nucléicos, e estes substratos néo
estdo disponiveis para o parasito. Assim, a atividade da via da pentose fosfato em

Leishmania é dependente de condi¢cdes de cultura (Barrett 1997).

1.5. Ressonancia magnética nuclear
A ressonancia magnética nuclear é a prolongacdo de um som que causa sua
repercurssdo em outros corpos que entram em vibracdo. Os nucleos dos atomos giram em

orientacbes randémicas, e quando colocados num campo magnético se orientam. A esses
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nacleos é aplicada uma onda de radio frequéncia. Os nucleos absorvem e emitem energia,
cuja diferenca de energia captada e emitida € convertida em graficos. Pode se determinar
informacdes importantes através da RMN, como por exemplo, determinar a estrutura de
moléculas desconhecidas (Pavia 2010).

O &tomo mais utilizado na RMN é o de carbono-13 j& que este apresenta abundancia
natural baixa (1,08%) de todos os atomos de carbono na natureza. Para compensar a baixa
abundéancia natural do carbono-13. O carbono-12, é mais abundante, porém € inativo em
RMN (Pavia 2010).

O 'H é naturalmente abundante (97%) e é um dos nlcleos mais sensiveis & RMN. A
'H RMN tem sido bem relatada na deteccdo de componentes especificos de fluidos
biologicos e extratos de tecidos, como por exemplo, na deteccdo de produtos metabdlicos
finais que sdo acumulados por parasitos in vivo (Thompson 1991).

Experimentos bidimensionais podem ser realizados na RMN, como por exemplo, a
anallise de dois nucleos simultaneamente, carbono e hidrogénio. Dentre as técnicas de RMN
bidimensionais temos: TOCSY, HSQC, HMQC.

Outra técnica que pode ser utilizada na RMN é a HR-MAS. E uma técnica nova, que
possue uma alta sensibilidade, com resultados de alta qualidade. Além de ser um método
nao destrutivo, € utilizada para caracterizar compostos semi-sélidos ou solidos (Shapiro &
Gounarides 2000).

Assim, a ressonancia magnética nuclear oferece novos meios para a analise de
fendmenos bioldgicos in vivo, e espectros utilizando *H, **C e *'P tém sido empregados em
estudos metabdlicos de células intactas, tecidos, 6rgdos, bem como em organismos.E uma

ferramenta com alto potencial que pode ser aplicada na parasitologia (Thompson, 1991),
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como descrito por Chapman et al. (1985) que utilizaram **C RMN em Trichomonas vaginalis,
Nishina et al. (1994) *"H RMN em Schistosoma japonicum, por Thompson et al. (1994) com
p e 'H RMN em Biomphalaria glabrata entre outros organismos. Suas vantagens sdo
inerentes por ndo ser um meétodo destrutivo e nem mesmo invasivo, podendo dar

informacgdes importantes da visao global do metabolismo celular (O’Sullivan et al. 1989).

1.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Estda fundamentada na
migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A grande
variedade de combinacdes entre fases moveis e estacionarias a torna uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicacdo (Degani et al. 1998).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de compostos, por comparacao
com padrdes previamente existentes, para a purificacdo de compostos, separando-se as
substancias indesejadas e para a separacdo dos componentes de uma mistura. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utiliza uma fase estacionaria de particulas
menores, sendo necessario o uso de uma bomba de alta pressdo para a eluicdo da fase
mével, devido a sua baixa permeabilidade (Degani et al. 1998).

As fases mdveis utilizadas em CLAE devem possuir alto grau de pureza e estarem livres
de oxigénio ou outros gases dissolvidos, sendo filtradas e desgaseificadas antes do uso. A

bomba deve proporcionar ao sistema vazao continua sem pulsos com alta reprodutibilidade,

possibilitando a eluicdo da fase mével a um fluxo adequado (Degani et al. 1998). A
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versatilidade desta técnica reside no grande nimero de fases estacionarias existentes, as
quais possibilitam andlises de separacfes de uma ampla gama de compostos com alta
eficiéncia. Tem sido utilizada em varias areas da ciéncia, no acompanhamento de sinteses,
em analises de pesticidas, feroménios, no isolamento de produtos naturais e sintéticos e na
producéo e controle de qualidade de medicamentos, dentre tantas outras aplicacdes (Degani

et al. 1998), como no estudo bioquimico parasitario.
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2. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar constitui um problema de saude publica em 88 paises,
distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de
1 a 1,5 milhdes de casos. E considerada pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), como
uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccéo e
capacidade de produzir deformidades (MS 2007).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma das afeccdes
dermatolégicas que merece mais atencéo, devido a sua magnitude, assim como pelo risco
de ocorréncia de deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo
envolvimento psicoldgico, com reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, na
maioria dos casos, pode ser considerada uma doenca ocupacional. O tratamento é longo,
agressivo e muitas vezes ineficaz. Apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em
todas as regides brasileiras (MS 2007).

Sabe-se que os protozoarios dependem da ingestdo de alimentos organicos como
fontes energéticas para a manutencdo de sua organizacdo, crescimento e reproducao.
Possuem como fonte de reserva o glicogénio e a principal fonte de energia a glicose. Esta
molécula é catabolizada aos poucos e a partir dela sdo sintetizados outros compostos
organicos (Bringaud et al. 2006).

Os bioensaios, como por exemplo, a CLAE e RMN, podem estabelecer uma andlise
de acidos organicos, que sao indicadores do perfil metabdlico parasitario. A metabolémica
através de estudos dos acidos organicos essenciais a manutencao do ciclo metabdlico pode
indicar distarbios biol6gicos nos componentes do metabolismo intermediario e energético de

todos os seres vivos (Scriver et al. 2001).
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A investigacdo das vias metabdlicas é relevante para o entendimento da biologia
parasitaria, onde estdo os principais alvos de farmacos, por exemplo: diidrofolato redutase
(metotrexato), ergosterol (anfotericina B), a biossintese dos esterdis (azéis), metabolismo de
fosfolipideos (miltefosina), e biossintese de poliaminas (eflornitina). E possivel verificar ainda
as alteracdes metabdlicas ocorridas que fundamentam os efeitos letais dos farmacos. A
metaboldmica tem permitido uma melhor compreensédo dos processos hioldgicos basicos que
j& sdo abordados nos estudos de transcriptoma e proteoma e agora passam a ser aplicados
na identificacdo das vias metabdlicas parasitarias para futuras intervencfes farmacéuticas
especificas (Scheltema et al. 2010).

As vias bioquimicas sdo essenciais para a sobrevivéncia do parasito e a identificacao
dessas vias e a quantificacdo dos metabdlitos excretados/secretados podem ser utilizados
para caracterizar diferencas existentes entre cepas e isolados, bem como demonstrar o
desenvolvimento fisiopatologico de cada uma, como relatado por Oliveira et al. (2010) ao
analisarem diferencas na infectividade entre diferentes recém-isolados de L. (V.) braziliensis,
como por exemplo, no tamanho da lesdo em camundongos.

Neste estudo, as atividades realizadas servirdo como importantes indicadores do
metabolismo em Leishmania spp e a implementacdo de pesquisas para a compreensao do
estudo biologico destes parasitos e inclusive na prospeccao de estudos em outros estagios
evolutivos com relacdo ao metabolismo energético e interacdo com os hospedeiros. Sabe-se
gue este conhecimento € essencial para dar suporte a vias essenciais do metabolismo de
Leishmania, com vistas ao desenvolvimento de propostas inovadoras no tratamento das

doencas parasitarias, como por exemplo, as Leishmanioses.
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A andlise bioguimica do metabolismo de parasitos, através das metodologias de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria e ressonancia magnética nuclear
vem atualizar os estudos metabolédmicos parasitologicos, com técnicas adequadas a
avaliacdo do perfil bioquimico na relacdo parasito-hospedeiro, levando ao melhor
entendimento da maneira como esses organismos conseguem desenvolver estratégias
metabodlicas para sobreviverem em ambientes diversos, como o trato digestorio do
hospedeiro invertebrado ou os tecidos do hospedeiro vertebrado, além de possibilitar
maiores estudos da relacdo parasito-hospedeiro como demonstrado por Vinaud (2007) e
Araujo (2010). Acrescenta-se a relevancia destas técnicas a baixa densidade nacional de
pesquisadores envolvidos em metodologias bioquimicas para os estudos em questéao.

Assim, o0 estudo do metabolismo energético permite avaliar a dinamica das vias
metabolicas utilizadas pelo parasito diante de acédo efetiva de um farmaco anti-parasitario,
permite avaliar mudancas do perfil metabdlico frente a utilizacdo dos farmacos que causam
resisténcia no parasito. A diferenciacdo entre as cepas e isolados de Leishmania pode estar
relacionada a concentracdo de metabdlitos responsaveis pelas mudancas genéticas
parasitarias. Estes metabdlitos podem indicar importantes diferencas entre a bioquimica do
hospedeiro e do parasito. Sendo assim, 0os conhecimentos aprimorados dos mecanismos
metabolicos especificos do parasito e do hospedeiro ampliam a possibilidade de um combate
mais acentuado e eficaz as muitas doencas que atingem o homem, em especial as
leishmanioses. Estabelecer diferencas metabdlicas nesta relacdo possibilita a determinacéo

de medidas terapéuticas de controle e combate dos parasitos atraves de alvos especificos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Estudar o metabolismo energético em Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
(Leishmania) amazonensis na fase promastigota do parasito, utilizando os métodos da

cromatografia liquida de alta eficiéncia e ressonancia magnética nuclear.

3.2. Objetivos especificos do artigo 1
3.2.1. Comparar e avaliar as taxas de concentracfes de indicadores metabdlicos por CLAE
na cepa de referéncia MHOM/BR/1975/M2903 e nos isolados MHOM/BR/2003/IMG3 e

MHOM/BR/2005/RPL5 de L. (V.) braziliensis.

3.2.2. Detectar e quantificar in vitro por CLAE acidos organicos do metabolismo intermediario
em diferentes isolados de L. (V.) braziliensis: piruvato, lactato, citrato, a-cetoglutarato,
succinato, fumarato, malato e oxaloacetato; e do metabolismo de acidos graxos:

acetoacetato, acetato e B-hidroxibutirato.

3.2.3. Avaliar in vitro, por espectrofotometria, as taxas de metabolizacdo da glicose utilizada

como fonte energética por L. (V.) braziliensis:
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3.3. Objetivos especificos do artigo 2

3.3.1. Implantar o método de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN para estudos

bioguimicos em formas promastigotas de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis.

3.3.2. Avaliar in vitro qualitativamente, utilizando a RMN, excrecdo e secrecao de metabolitos

pelos parasitos MHOM/BR/1975/M2903, MHOM/BR/2005/WSS5 e MHOM/BR/2006/EFSF6

de L. (V.) braziliensis e por IFLA/BR/1967/PH8 de L. (L) amazonensis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultura de formas promastigotas de Leishmania spp

As formas promastigotas de Leishmania (V.) brazilisensis (MHOM/BR/1975/M2903,
MHOM/BR/2003/IMG3, MHOM/BR/2005/RPLS5, MHOM/BR/2006/EFSF6, e
MHOM/BR/2005/WSS5) e Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foram
gentilmente cedidas pelo Banco imunobioldgico das leishmanioses (Leishbank) da regido
Centro-oeste/Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de
Goias. Os parasitos foram cultivados em meio liquido Grace’s (Grace’s Insect Medium —
Gibco®) acrescido de 20% soro fetal bovino estéril, L-glutamina a 2 mM/mL e dos
antibidticos: penicilina a 100 pg/mL e estreptomicinal00 pg/mL. Foram mantidos em placas
de cultura com 24 pocos em estufa a 26°C. Dessa forma, estas amostras serviram para

avaliar as formas promastigotas sob tensdo normal de O..

4.2. Padronizacao da curva de crescimento

Uma aliquota de parasitos foi diluida em formaldeido a 10% e entdo realizada a
contagem em camara de Newbauer. A curva teve inicio com 1 X 10° Leishmania/mL em
cinco repeticdes. O crescimento das formas promastigotas foi acompanhado por oito dias. As
amostras das fases logaritimicas (3° dia) e estacionarias (6° dia) foram coletadas (1,0mL de
cada amostra), feita a paralizacdo do metabolismo energético das amostras em nitrogénio
liquido e posteriormente foram processadas e submetidas a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e a espectrofotometria. O anexo 2 mostra de forma resumida as

metodologias empregadas neste estudo.
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4.3. Analise cromatografica da concentracdo de acidos orgéanicos

Amostra de 1 mL da cultura de fase logaritima contendo 2 x 10’ parasitos/mL e
amostras de 1 mL da cultura de fase estacionaria contendo 4 x 10’ parasitos/mL foram
processadas para extracdo dos acidos organicos por meio de uma pequena coluna de troca
idnica, o Bond Elut® (coluna Varian). Com auxilio de uma bomba & vacuo, esta coluna de
extracdo foi ativada com 1 mL de HCI (0,5 mol/L), 1 mL de metanol e 2 mL de &agua
ultrafiltrada. Em seguida 250 uL da amostra foram aplicadas no aparelho de CLAE.

ApoOs a aplicacdo da amostra, foram acrescentados 2 mL de agua ultrafiltrada, retirado
o Bond Elut® do vacuo, aplicaram-se 250 pL de H,SO, (0,5 M), centrifugando a 500 g
(aproximadamente 2000 rpm), por cinco minutos a 2°C.

A amostra resultante foi submetida a analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE - Varian ProStar) com uma coluna de exclusdo BIORAD-Aminex ion exclusion HPX —
87H (300 X 7,8 mm). A coluna de separacdo € protegida por uma coluna de protecao
BIORAD-Aminex HPX — 85. O eluente utilizado na fase movel foi o acido sulfurico (5
mmol/L), a temperatura de 30°C, com vazdo de 0,6 mL/min, acoplado a um detector
UV/visivel em comprimento de onda de 210 nm. Cada amostra foi injetada num volume de 40
uL (Bezerra et al. 1997, 1999; Vinaud et al. 2008).

Os acidos organicos presentes nas amostras analisadas foram identificados com base
no seu tempo de retencdo. O tempo de retencéo dos acidos organicos e area do pico destas
substancias foram calculados e integrados através de uma planilha do Excel, fornecendo
assim sua concentracao.

Foram estudados os acidos organicos indicadores da glicdlise: piruvato e lactato; os

elementos do ciclo do acido tricarboxilico: citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato,
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malato e oxaloacetato; os acidos graxos: acetato; e 0s corpos cetonicos: hidroxibutirato e
acetoacetato (Vinaud et al. 2008).

Como controle negativo da secrecdo e excrecao dos acidos organicos foi utilizado o
meio de cultura Grace’s livre de parasitos, que foi sumetido a analise por CLAE, apés

processamento da amostra.

4.4. Espectrofotometria/colorimetria UV visivel

Nas diferentes fases de crescimento (logaritimica e estacionaria) das formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis foi realizado o método de espectrofotometria enzimatica
e colorimétrica no aparelho Konelab60i Wiener® para as dosagens de glicose de acordo com
o protocolo do kit comercial:
Glicose — método enzimatico, Wiener®, leitura de absorbancia a 505 nm UV visivel

(Vaisanen et al. 2004).

4.5. Ressonancia magnética nuclear

Os parasitos na fase estacionaria do crescimento foram coletados por centrifugacéo a
500 g por 15 minutos a temperatura ambiente. Formas promastigotas foram lavadas trés
vezes em solucdo tampéo (PBS) contendo 1 mM de glicose marcada nos seis carbonos (U-
13C-glicose). Em tubos plasticos 2 x 10° promastigotas foram ressuspensas em 1 mL de PBS
contendo 5 mM de U-'3C-glicose e mantidas em estufa & 26°C por cinco horas. A integridade
das formas promastigotas foi visualizada por observacdo microscépica. Em seguida, o
metabolismo foi paralisado em banho de gelo por cinco minutos e centrifugado a 500 g por

10 minutos, para a obtencdo do sobrenadante. Este foi coletado e, apds a adicdo de D.O
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(10%v/v), 0,5 mL foi utilizado para andlises de RMN de **C, o sedimento (formas
promastigotas sedimentadas por centrifugacdo) puro foi analisado por RMN de *H.

Os ensaios de RMN foram realizados no Instituto de Quimica/UFG, onde os
experimentos mono e bidimensionais foram obtidos & 25°C em espectrémetro Bruker Avance
Il 500 (operando a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para **C). Para a anélise dos
sobrenadantes, foi utilizada uma sonda de deteccao direta de 5 mm e sequéncia de pulso
para a pré-saturacao do sinal da agua. Para a aquisicdo dos dados, foram adicionados 10%
(v/v) de solucédo de trimetilsililpropionato de sédio (TMSP-2,2,3,3-d;) em D,O (0,1% m/v) a
600 pL da amostras do sobrenadante. Para a analise dos sedimentos dos parasitos foi
utilizada a sonda de alta resolugdo com giro no angulo magico (HR-MAS) de 4 mm. Os
pellets sem nenhum pré-tratamento foram acondicionados em rotores de zircénio de 50 pL

seguidas pela adicdo de uma solucédo de D,O/TMSP-2,2,3,3-d,.

Tipicamente, os experimentos monodimensionais de **C foram realizados utilizando-
se a seqiiéncia de pulso com desacoplamento de 'H. Os espectros foram obtidos com um
acumulo total de 20.000,00 FIDs e 32K pontos digitalizados, janela espectral de 30.000,00
Hz, e tempo de aquisicdo de 0,5s. Espectros monodimensionais de *H também foram obtidos
com um acumulo total de 64 FIDs e 32K pontos digitalizados, janela espectral de 8.000,00 Hz

e tempo de aquisi¢éao de 2,0s.

Os espectros adquiridos foram identificados através do deslocamento quimico
referencial interno TMSP-2,2,3,3-d4. A atribuicdo dos sinais de metabdlitos dos espectros de
3C e 'H foi realizada com base em valores de deslocamento quimico e constante de
acoplamento j& publicados por Darling et al. (1987), Rainey & Mackenzie (1991), Castilla et

al. (1995), Singha et al. (1996), Gupta et al. (1999) e confirmados no software ACDLAB NMR.
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Os dados obtidos no presente estudo foram confirmados através da avaliacdo de espectros
bidimensionais HSQC, HMBC e TOCSY.

Os padrbes de acidos organicos a 25 mM (piruvato, lactato, citrato, a-cetoglutarato,
succinato, fumarato, malato, oxaloacetato, acetato e B-hidroxibutirato), dos aminoacidos
(glutamina e valina) e a U-*C-glicose & 5 mM foram submetidos & anélise por RMN para

confirmacao dos resultados que foram obtidos pela CLAE.

4.6. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa Sigma Stat 3.2
(Microsoft Corp.). Os dados foram apresentados sob a forma de média e respectivo desvio-
padrao, obtidos de amostras com cinco repeticdes. Todas as variaveis foram testadas quanto
a distribuicdo normal e variancia homogénea. Quando a distribuicdo foi considerada normal e
com variancia homogénea foram utilizados testes paramétricos. Nos casos em que a
distribuicdo nao foi normal ou que a variancia ndo foi homogénea foram utilizados testes nao
paramétricos. As proporcdes e as correlagcbes também foram avaliadas. As diferencas
observadas foram consideradas significantes quando p < 0,05 pelo teste ANOVA. Os
estudos realizados com RMN foram de variaveis qualitativas, cujas taxas de concentracdes

nao foram mensuraveis.
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RESUMO

As formas promastigotas de Leishmania spp degradam carboidratos pela via glicolitica e a
primeira rea¢ao ocorre dentro do glicossomo. Utilizando como fonte de energia a glicose e
ainda, aminoacidos e lipideos presentes no meio de cultura, o0s produtos
excretados/secretados (E/S) podem ser indicadores do perfil metabdlico energético
parasitario e serem importantes indicadores de distlrbios da relagdo parasito-hospedeiro. A
andlise bioquimica do metabolismo de Leishmania através da RMN vem atualizar os estudos
parasitolégicos com técnicas adequadas a avaliacdo do perfil bioquimico na relacéo parasito-
hospedeiro, levando ao melhor entendimento da maneira como esses organismos
conseguem sobreviver em ambientes diversos como o trato digestério do hospedeiro
invertebrado ou os tecidos do hospedeiro vertebrado. O presente trabalho utilizou as técnicas
de *C e 'H em solucdo e HR-MAS em células (pellet) RMN para a identificacdo in vitro de
metabolitos excretados/secretados por formas promastigotas em duas diferentes espécies de
Leishmania spp, sendo trés amostras de L. (V.) braziliensis e uma de L. (L.) amazonensis,
demonstrando possiveis diferencas entre suas vias metabdlicas para producdo de energia.
Foram observados os seguintes metabdlitos E/S por promastigotas de Leishmania através da
RMN *3C e 'H: alanina, lactato, acetato, piruvato, succinato, glicerol, uréia, CO,, oxalato,
valina, glutamina e arginina. Qualitativamente houve diferenca de metabdlitos E/S no pellet e
no sobrenadante entre diferentes cepas e isolados. Os resultados sugerem que formas
promastigotas de Leishmania utilizam diferentes vias bioquimicas para a obtencdo de
energia necessaria a sua sobrevivéncia. O método de RMN foi utilizado como mais uma
ferramenta nos estudos bioquimicos parasitarios, sendo a HR-MAS ineditamente utilizada
nos estudos bioquimicos parasitarios. A bioquimica parasitaria faz parte da metabolémica,
constitui mais uma ferramenta, além da biologia molecular, para a identificacdo das espécies,
aponta possiveis adaptacfes parasitarias ao meio em que vive. Pode indicar vias
metabodlicas para a atuacdo de farmacos, sendo a ressonancia magnética nuclear uma

ferramenta para a analise de fendmenos bioldgicos in vivo e in vitro.

Palavras-chave: Leishmania spp, bioquimica parasitaria, Ressonancia Magnética
Nuclear, HR-MAS.

48



Abstract

Leishmania spp promastigotes degradate carbohydrates through the glycolitic pathway and
its first reaction occurs inside the glicossome. They use as energy source glucose,
aminoacids and lipids which are found in the culture media and result in excreted/secreted
(E/S) products that can indicate the energetic metabolic profile of the parasite and may
betoken disturbs in the host-parasite relationship. The biochemical analysis of Leishmania
metabolism through NMR is an update of the parasitological studies which brings new
adequate techiques to the evaluation of the biochemical profile of the host-parasite
relationship. This studies lead to a better understanding of the way as to how this organisms
can survive in such diverse environment such as the digestory tract of the invertebrate host or
the vertebrate host tissues. This study used the *C and *H NMR in solution and HR-MAS
NMR to the in vitro identification of E/S metabolites from promastigotes forms from four
species of Leishmania spp and demonstrating differences between their energy production
metabolic pathways. It was possible to observe the following E/S metabolites from
Leishmania promastigotes through *C and 'H NMR: alanine, lactate, acetate, pyruvate,
succinate, glycerol, urea, CO,, oxalate, valine, glutamine and arginine. There was a
gualitative difference between the excretion/secretion of metabolites from the pellet and
overnatant and between species. These results sugest that Leishmania promastigotes use
different biochemical pathways to obtain the necessary energy to survive. The NMR method
was used as a tool to parasitary biochemical studies and the HR-MAS technique was never
used before with this goal. The parasitary biochemistry is part of the metabolomic and
constitute another tool added to the molecular biology to the species identification and points
to possible adaptations of the parasite inserted in its environment. It can also indicate
metabolic pathways of drugs mode of action and the NMR as an important tool to the analysis

of in vivo and in vitro biological phenomena.

Key words: Leishmania spp, biochemistry parasitary, Nuclear Magnetic Resonance, HR-
MAS.
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1. INTRODUCAO
Os protozoarios dependem de fontes energéticas para a manutencdo de sua

organizagao, crescimento e reproducédo. Possuem como fonte de reserva o glicogénio e a
principal fonte de energia € a glicose. Esta molécula é catabolizada aos poucos e a partir
dela sé@o sintetizados outros compostos organicos (Bringaud et al., 2006). As formas
promastigotas de Leishmania sp catabolizam carboidratos pela via glicolitica que se inicia
dentro do glicossomo, organela Unica presente na ordem Kinetoplastida (Tielens and
Hellemond, 2009). Utilizando como fonte de energia a glicose e ainda, aminoacidos e
lipideos presentes no meio de cultura, os produtos excretados/secretados (E/S), como por
exemplos os acidos organicos, podem ser indicadores do perfil metabdlico energético desses
parasitos e séo indicadores de disturbios biolégicos em diversos outros organismos (Scriver
et al.,, 2001). No caso de Leishmania spp essas vias bioquimicas sdo essenciais para a
espécie e parecem desempenhar um importante papel na fisiopatologia da relacéo parasito-
hospedeiro.

Nas formas promastigotas, parte dos produtos finais oxidados sdo resultados do
metabolismo aerébio (van Hellemond et al., 1997). Estudos in vitro demonstraram a producao
de CO,, succinato, acetato, piruvato, lactato e alanina como produtos E/S por diferentes
cepas de Leishmania através da ressonancia magnética nuclear (Darling et al., 1987; Singha
et al.,1996) que além da identificacdo do perfil metabdlico dos parasitos pode-se até mesmo
realizar a diferenciacdo de espécies ou cepas existentes (Singha et al., 1996). A bioquimica
parasitaria faz parte da metabolémica, constitui mais uma ferramenta, além da biologia
molecular, para a identificacdo das espécies, aponta possiveis adaptacdes parasitarias ao
meio em que vive e, pode indicar vias metabdlicas essenciais e especificas na atuacdo de

farmacos (Singha et al., 1996).
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A ressonancia magnética oferece novos meios para a analise de fendmenos biolégicos in
vivo, e espectros utilizando *H, **C e *!P tém sido empregados em estudos metabolicos de
células intactas, tecidos, 6rgdos, bem como em organismos, sendo uma importante
ferramenta com alto potencial que pode ser aplicada na parasitologia (Thompson, 1991).
Chapman et al. (1985) descreveram a utilizacdo de **C para estudos de Trichomonas
vaginalis, Nishina et al. (1994) '"H RMN em Schistosoma japonicum, Thompson et al. (1994)
com *!P e 'H RMN em Biomphalaria glabrata entre outros organismos. Suas vantagens s&o
inerentes por ndo ser um método destrutivo e nem mesmo invasivo, podendo dar
informacgdes importantes da visao global do metabolismo celular (O’Sullivan et al., 1989).

Para a andlise bidimensional dos experimentos tem-se utilizado a espectroscopia de
correlacdo *H-'H (TOCSY), *H -*3C (HSQC) e H -*C (HMBC), além da utilizagéo da técnica
de HR-MAS que é uma técnica sensivel de alta resolucdo e um meéetodo nédo destrutivo
utilizado para caracterizar compostos em estado semi-solido (Shapiro and Gounarides 2001).

A analise bioquimica do metabolismo de Leishmania através da RMN complementa os
estudos parasitolégicos com técnicas adequadas a avaliagdo do perfil bioquimico na relacao
parasito-hospedeiro levando ao melhor entendimento da maneira como esses organismos
conseguem sobreviver em ambientes diversos como o trato digestério do hospedeiro
invertebrado ou os tecidos do hospedeiro vertebrado.

Neste trabalho foi utilizada a técnica de *C e *H- RMN em soluc&o para a identificacdo in
vitro de metabdlitos excretados/secretados e a técnica de HR-MAS para a analise celular
(pellet) em formas promastigotas de duas cepas e dois isolados de Leishmania spp

demonstrando possiveis diferencas entre suas vias metabdlicas para producéo de energia.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Cultura de formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis e

Leishmania (Leishmania) amazonensis

As formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903, MHOM/BR/2006/EFSF6 e MHOM/BR/2005/WSS5) e Leishmania
(Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foram cedidas pelo Banco imunobiol6gico
das leishmanioses (Leishbank) da regido Centro-Oeste/Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica da Universidade Federal de Goias. Os parasitos foram cultivados em meio
liquido Grace’s (Grace’s Insect Medium — Gibco®) acrescido de 20% soro fetal bovino estéril,
L-glutamina & 2 mM/mL e dos antibidticos: penicilina a 100 pg/mL e estreptomicinal00
pg/mL. Os parasitos foram mantidos em placas de cultura com 24 pocos em estufa a 26°C.
As curvas de crescimento tiveram inicio com 1,0 X 10° Leishmania/mL. Foi realizada uma
expansao de parasitos em 25 mL de meio de cultura grace’s mantidos em garrafas de cultura
(Corning® and Costar® 75mL) sob as mesmas condicbes supracitadas. As formas
promastigotas de fase estacionaria de crescimento (6° dia) foram utlizadas para

experimentacdo da ressonancia magnética nuclear (RMN).

2.2. Ensaios utilizando U-*C Glicose

Os parasitos da fase estacionaria foram coletados por centrifugacédo a 500 g por 15
minutos a temperatura ambiente, evitando assim a lise celular. Formas promastigotas foram
lavadas trés vezes em solucédo tampéao (PBS) contendo 1 mM de glicose marcada nos seis
carbonos (U-'3*C-glicose), como descrito por Rainey and MacKenzie (1991). Em tubos
plasticos 2 x 10® promastigotas foram ressuspensas em 1 mL de PBS contendo 5 mM de U-

13C-glicose e mantidas em estufa & 26°C por cinco horas em aerobiose. A integridade das
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formas promastigotas foi visualizada por observacdo microscopica. Em seguida, o
metabolismo foi paralisado em banho de gelo por cinco minutos e centrifugado a 500 g por
10 minutos para a obtencédo do sobrenadante. Este foi coletado para analise dos metabdlitos
excretados/secretados e, ap0s a adi¢do de D,O (10%v/v), 0,5 mL foi utilizado para andlises
de RMN de *3C. O sedimento formado pelo actimulo de promastigotas intactas obtidas ap6s
centrifugac&o foi utilizado para andlise do metabolismo através da RMN de 'H utilizando a

técnica de HR-MAS.

2.3. Ressonancia Magnética Nuclear

Os ensaios de RMN foram realizados no Instituto de Quimica/lUFG onde experimentos
mono e bidimensionais foram obtidos a 25°C em espectrometro Bruker Avance Il 500
(operando a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para °C). Para a anélise dos
sobrenadantes, foi utilizada uma sonda de deteccao direta de 5 mm e seqiéncia de pulso
para a pré-saturacdo do sinal da agua. Para a aquisicao dos dados, foi adicionada 10% (v/v)
de solucéo de trimetilsililpropionato de sédio (TMSP-2,2,3,3-d4) em D0 (0,1% m/v) a 600 uL
da amostras do sobrenadante. Para a andlise dos parasitos foi utilizada a sonda de alta
resolucdo com giro no angulo magico (HR-MAS) de 4 mm. O material sem nenhum pré-
tratamento foi acondicionado em rotores de zircénio de 50 uL, seguidos pela adicdo de uma

solucédo de D,O/TMSP-2,2,3,3-d,.

Tipicamente, os experimentos monodimensionais de *C foram realizados utilizando-
se a seqiiéncia de pulso com desacoplamento de 'H. Os espectros foram obtidos com um
acumulo total de 20.000,00 FIDs e 32 K pontos digitalizados, janela espectral de 30.000,00

Hz, e tempo de aquisicdo de 0,5 s. Espectros monodimensionais de 'H também foram
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obtidos com um acumulo total de 64 FIDs e 32 K pontos digitalizados, janela espectral de

8.000,00 Hz, e tempo de aquisi¢éo de 2,0 s.

Os espectros adquiridos foram referenciados pelo TMSP-2,2,3,3-d,. A atribuicdo dos
sinais de metabdlitos dos espectros de *C e 'H foi realizada com base em valores de
deslocamento quimico e constante de acoplamento ja publicados por Darling et al. (1987),
Rainey and Mackenzie (1991), Castilla et al. (1995), Singha et al. (1996), Gupta et al. (1999).
Os dados encontrados no presente estudo foram confirmados através de espectros
bidimensionais HSQC, HMBC e TOCSY.

Os padrbes de acidos organicos a 25 mM (piruvato, lactato, citrato, a-cetoglutarato,
succinato, fumarato, malato, oxaloacetato, oxalato, acetato, [-hidroxibutirato), dos
aminoacidos (glutamina e valina) e a U-**C-glicose & 5 mM foram utilizados como controles e
submetidos a analise por RMN. Todos os experimentos foram realizados em trés replicatas,

obtendo-se sempre os mesmos perfils de metabdlitos E/S.

3. RESULTADOS

Os metabdlitos E/S detectados no sobrenadante das amostras analisadas por **C
foram: alanina, lactato, acetato, piruvato, succinato, glicerol, CO,, uréia e aminoacidos. Como
excecdo, pode se observar que o isolado de L. (V.) braziliensis EFSF6, além dos metabdlitos
supracitados apresentou a valina e glutamina e nao foi detectado a uréia e o CO,, e na cepa
de L. (L.) amazonensis PH8 néo foi detectado o lactato (Figura 1).

Os metabdlitos E/S detectados no sobrenadante das amostras analisadas por 'H
foram: alanina, lactato, acetato, oxalato, piruvato, succinato, e aminoacidos. Como excecao,

pode se observar que somente na cepa L. (L.) amazonensis PH8 e no isolado de L. (V.)
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braziliensis WSS5 foram detectados sinais compativeis com o metabdlito oxalato e grupos de
aminoacidos compativeis com a glutamina e prolina. O piruvato e succinato foram detectados
apenas na cepa M2903 e no isolado EFSF6 de L. (V.) braziliensis (Figura 2).

Os metabdlitos detectados nos parasitos analisados por *3C foram: alanina, succinato,
glicerol, CO, e uréia. Sendo que, somente no isolado de L. (V.) braziliensis EFSF6 foi
detectado succinato. E apenas na cepa M2903 e no isolado EFSF6 de L.(V.) braziliensis
apresentaram o glicerol. A uréia foi visualizada na cepa de L. (L.) amazonensis PH8 e no
isolado de L. (V.) braziliensis WSS5 e o CO; apenas na cepa de L. (L.) amazonensis PH8
(Figura 3).

Os metabdlitos detectados nos parasitos de todas as amostras analisadas por 'H
foram: alanina, lactato, oxalato, aminoacidos e acidos graxos. Sendo que o oxalato e os
aminoéacidos glutamina e prolina s6 foram detectados na cepa de L. (L.) amazonensis PH8 e
no isolado de L. (V.) braziliensis WSS5. O isolado de L. (V.) braziliensis EFSF6 nao
apresentou grupos de aminoacidos e acidos graxos no deslocamento quimico 1,0 e 1,3 ppm

(Figura 4).
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Figura. 1. Os espectros representam os metabdlitos excretados/secretados no sobrenadante
por formas promastigotas de Leishmania por *C RMN. Os nlimeros referentes aos metabdlitos

estao listados na tabela 1.

56



Sobrenadante

2
FHE
, ]
Glu/Pro
VRIS |
-.—,l_nl_. | S — Dt b
I I I ] I I I
2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 FRm
WSES g §
1 I
GhyFm a
uu“yluu thﬂnqu"ﬂ;l et |
| L 1
0.5 .0 EEm
- EUJ l.Ill A l
1 I 1
0.5 0.0 EPm
M2903

HJJL,_L MJLMA_M_ ,_JL

2 5 0.5 0.a B

Figura 2. Os espectros representam os metabdlitos excretados/secretados no sobrenadante
por formas promastigotas de Leishmania por *H RMN. Glutamina/Prolina: GLU/PRO. Os

ndmeros referentes aos metabdlitos estao listados na tabela 1.
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Figura 3. Os espectros representam os metabdlitos encontrados nas formas promastigotas de

Leishmania por 2*C RMN. Os niimeros referentes aos metabdlitos estéo listados na tabela 1.
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Tabela 1. Sinais dos metabdlitos encontrados nas amostras de sobrenadante e nos parasitos de

Leishmania spp através de RMN *3C e *H.

Nr. do metabdlito nos

espectros Metabélitos Carbono 3¢ ppm/ J (Hz) "H (ppm)
1 Alanina 1 178,7 (d; 52,7)
2 53,5 (dd; 52.7, 35) 3,79
3 19,0 (d, 35) 1,47
2 Lactato 2 71,3 (dd; 36; 55)
3 23 (d; 36) 1,33
3 Acetato 1 184,3 (d, 52,4) 1,9
2 26,1 (d, 52,4)
4 Piruvato 1 173,3 (dd; 62, 13)
2 208,2 (dd; 62, 40)
3 29,3 (dd; 40, 13) 2,38
5 Succinato 1 185,0 (t, 25)
2 36,7 (m) 2,42
6 Glicerol 1,3 65,4 (d, 41)
2 75 (d, 41)
7 CO; 127,0 (s)
8 Uréia 163,0 (s)
9 Oxalato 2,23
10 Valina 28,0 (d; 44)
11 Glutamina 22,0 (d, 36,8) 2,1
2,4
12 Arginina 1,87
13 Acidos Graxos 1,4
Glicose nédo
14 metabolizada 60 - 100
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4. DISCUSSAO

Dos resultados obtidos foi possivel observar as diferencas qualitativas nos metabdlitos
E/S pelas cepas e isolados de Leishmania spp. Fato observado pela deteccédo de metabdlitos
derivados da glicolise, como o piruvato, nas amostras analisadas. E importante ressaltar que
os produtos do metabolismo intracelular, por exemplo, o oxalato, foi observado nos parasitos
sem nenhum tratamento pré-existente na cepa de L. (L.) amazonensis PH8 e no isolado de
L. (V.) braziliensis WSS5

Pode-ser observar os seguintes metabdlitos E/S por formas promastigotas de
Leishmania através da RMN **C e 'H: alanina, lactato, acetato, piruvato, succinato, glicerol,
uréia, CO,, oxalato, valina, glutamina e arginina. Foi possivel verificar que ha diferencas no
perfil metabdlico entre diferentes cepas e isolados como demonstrado nos resultados
apresentados neste trabalho. Darling et al. (1987) em formas promastigotas de L. braziliensis
panamensis utilizando RMN *3C detectaram em aerobiose: alanina, lactato, acetato, piruvato,
succinato e glicerol. Rainey and MacKenzie (1991) utilizando *C em formas promastigotas
de L. pifanoi detectaram a presenca de alanina, acetato, citrato, malato e succinato no
sobrenadante. Ja nos parasitos tratados com acido perclérico, além dos metabdlitos
supracitados verificaram a presenca de glicerol e aminoacidos. Singha et al. (1996) em
formas promastigotas de L.donovani, utilizando a extracdo dos parasitos com acido
perclérico detectaram através 'H: valina, lactato, alanina, arginina, acetato, acetoacetato,
succinato, a-glicerofosforilcolina, glicina, S-adenosil metionina, inosina monofosfato, tirosina,
histidina, fenilalanina, hipurato, adenosina e etanol. Corroborando com este estudo, pode-se
observar a presenca do lactato em L. donovani (Singha et al., 1996) e L. major (Greig et al.,

2009).
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O lactato foi detectado por **C no sobrenadante de todas as amostras analisadas, com
excegao da cepa PH8 de L. (L.) amazonensis, indicando uma maior atividade fosforilativa da
cepa PH8 de L. (L.) amazonensis. As formas promastigotas de Leishmania contém o ciclo do
glioxalato como uma via de desintoxicacdo, que protege a célula contra os efeitos do
metilglioxal, um componente mutagénico e citotoxico que é convertido em lactato, e este
metabdlito é entéo utilizado na gliconeogénese (Bringaud et al., 2006; Saunders et al., 2010).
Rainey and MacKenzie (1991) néo detectaram o lactato em L. pifanoi. Costa et al. (2011) por
HPLC detectaram o lactato na cepa M2903 e em trés isolados de L. (V.) braziliensis.

Alguns aminoacidos como a valina, glutamina e arginina foram encontrados atraves da
RMN *C tanto nos parasitos quanto no sobrenadante do isolado de L. (V.) braziliensis
EFSF6. O piruvato € produto da glicolise, sendo importado para a mitocondria e convertido
em acetil-CoA. A primeira reagao do ciclo do &cido tricarboxilico é a condensacao do acetil-
CoA com o oxaloacetato para formar o citrato e este pode ser utilizado no catabolismo de
aminoacidos ou na biosintese de acidos graxos (Bringaud et al., 2006; Saunders et al.,
2010), razao da presenca deste aminoacidos no presente estudo.

A alanina foi detectada em todas as cepas e isolados deste estudo, ja a uréia s6 néao
foi detectada no isolado EFSF6. A alanina é produto do catabolismo dos aminoacidos, é uma
fonte de nitrogénio e utilizada na sintese da uréia. Leishmania contem varias enzimas do
ciclo da uréia, embora o ciclo esteja descrito como ausente em outros tripanosomatideos
como Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi. AsS enzimas argininosuccinato sintase e
arginase foram descritas somente em L. major e indicam gque arginina, ornitina e uréia podem
ser formadas somente por Leishmania e explica a causa da excrecdo de uréia por

Leishmania (Opperdoes and Coombs, 2007).
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A E/S do succinato no sobrenadante apresentou um padrédo semelhante entre a cepa
M2903 e o isolado EFSF6 de L.(V.) braziliensis através do 'H e entre a cepa PH8 de L.(L.)
amazonensis e o isolado WSS5 L. (V.) braziliensis pelo *C. No pellet houve a deteccéo
deste metabolito, apenas no isolado L. (V.) braziliensis EFSF6 por *C, sendo um dos
principais produtos E/S nas amostras analisadas. Costa et al. (2011) por HPLC detectou o
succinato como o segundo metabdlito E/S em grandes concentracdes em diferentes cepas e
isolados de L. braziliensis. Darling et al. (1987) utilizando RMN **C em amostras de L.
braziliensis panamensis verificou que o succinato foi o metabdlito E/S em maiores
concentracdes, sob condicbes aerdbias. O succinato € rapidamente consumido do meio de
cultura por ser um importante doador de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial. E
resultado da carboxilagdo do fosfoenolpiruvato ou do piruvato em oxaloacetato que €
convertido a succinato via malato e fumarato por uma via alternativa do ciclo do acido
tricarboxilico (Rainey and MacKenzie, 1991). O succinato pode ainda ser formado pela
importacdo do fosfoenolpiruvato para o glicossomo onde é fermentado (Saunders et al.,
2010).

Por **C, o piruvato foi detectado no sobrenadante de todas as amostras analisadas e
por *H foi detectado somente no sobrenadante da cepa M2903 e do isolado EFSF6 de L. (V.)
braziliensis. Darling et al. (1987) através da RMN do *3C relataram a presenca do piruvato
E/S por promastigotas de L. braziliensis panamensis. Costa et al. (2011) por HPLC néo
detectaram a presenca do piruvato em formas promastigotas L.(V.) braziliensis. O piruvato &
o produto final da via glicolitica que termina no citosol. Pode ser transportado para dentro da
mitocdndria, ser oxidado e formar ATP, pois € um metabdlito muito utilizado na biosintese

dos compostos intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico. Em um ambiente rico em
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glicose, como nos experimentos realizados neste estudo, a quantidade de ATP formada via
glicossomo parece ser suficiente para a manutencéo e sobrevivéncia do parasito, sendo este
0 motivo do piruvato ter sido encontrado no sobrenadante das amostras analisadas Se 0 uso
da cadeia transportadora de elétrons € inibida, como por exemplo, na falta de oxigénio, o
piruvato ndo é transportado para dentro da mitocondria e no citosol é reduzido a lactato para
manter o balanco redox. Uma pequena parte do piruvato também pode ser transaminado em
alanina, sendo esta excretada (Blum, 1993).

O acetato foi detectado no sobrenadante de todas as amostras analisadas por 'H e
13C, corroborando com dados da literatura (Darling et al., 1987; Rainey and MacKenzie,
1991; Castilla et al., 1995; Singha et al., 1996). O acetato é formado intracelularmente, em
meio de cultura rico em glicose, sendo produto de degradacdo da glicose “C. Em
tripanosomatideos, o acetato pode ser o produto final da degradacdo mitocondrial de
aminoacidos (como a treonina) resultando na formacéo do piruvato ou acetil-CoA (Bringaud
et al., 2006; Saunders et al., 2010). O acetato é um excelente doador de acetil-CoA que pode
ser utilizado na sintese de acidos graxos (Riviere et al., 2009). Coustou et al. (2008)
descreveram em T. brucei que o B-hidroxibutirato é considerado um produto do metabolismo
do acetil-CoA, onde a L-prolina, que é derivada do acetil-CoA, é preferencialmente convertida
em B-hidroxibutirato e acetato através do ciclo do acido tricarboxilico. Bringaud et al. (2006)
ressaltam que todas as formas adaptativas de tripanosomatideos analisadas (exceto as
formas sanguineas do T. brucei) produzem acetato a partir da glicose.

O CO, esteve presente em todos os sobrenadantes das amostras analisadas neste
estudo pelo *C, com excecéo do isolado EFSF6 de L. (V.) braziliensis. Sugere que o acetil-

CoA, produzido a partir do metabolismo da glicose, é convertido em CO, através do ciclo do
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acido tricarboxilico na cepa M2903 e no isolado WSS5 de L. (V.) braziliensis e na cepa PH8
de L. (L.) amazonensis. J4 o isolado EFSF6 de L. (V.) braziliensis apresenta uma menor
atividade do ciclo do acido tricarboxilico.

No presente estudo, o glicerol foi detectato através do **C no sobrenadante de todas
as amostras analisadas e no pellet somente na cepa M2903 e no isolado EFSF6 de L. (V.)
braziliensis. Foi relatada a presenca de glicerol em T. brucei gambiense, Trichomonas
vaginalis e L. braziliensis panamensis em condi¢cdes de anaerobiose (Darling et al., 1987) e
em L. pifanoi (Rainey and Mackenzie, 1991). O glicerol € formado no glicossomo a partir da
glicolise, sendo re-oxidado na membrana mitocondrial em dihidroxiacetona-fosfato que é
convertido em metilglioxal e este em lactato, sendo utilizado na gliconeogénese (Saunders et
al., 2010).

O catabolismo da glicose em Leishmania apresenta alguns aspectos diferenciais
guando comparada a dos mamiferos hospedeiros, como por exemplo, a via glicolitica em
tripanosomatideos que ocorre dentro do glicossomo, e a via do metilglioxal, como uma via de
desintoxicacdo. Essas diferentes caracteristicas metabdlicas em Leishmania podem
demonstrar exemplos de adaptacdo genética e especializacdo, surgindo a necessidade de
mais estudos bioquimicos, especialmente em formas amastigotas.

Através deste estudo foi possivel observar que ha diferencas na E/S de metabdlitos
entre diferentes cepas e isolados de Leishmania spp para a obtencédo de energia necessaria
a sua sobrevivéncia. Mudancas bioquimicas no metabolismo podem indicar possiveis
adaptacdes do parasito as diferentes condicdes ambientais e fisioldgicas durante o ciclo de

vida, além de estabelecer diferencas metabdlicas na relacdo parasito-hospedeiro.
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Os estudos realizados através da 'H e *C RMN possibilitaram a identificacdo de
metabodlitos E/S por duas diferentes cepas de Leishmania sp e dois isolados de L.
braziliensis. Utilizando uma técnica altamente sensivel, ndo invasiva e sem destruicao das
células in vitro a HR-MAS, inédita para estudos parasitarios, permitiu a confirmacdo na
identificacdo das moléculas. Foram analisadas variaveis qualitativas, cujas taxas de
concentracbes ndo foram mensuraveis. Necessitando de estudos futuros através da RMN
guantitativa ou da espectrometria de massa, que melhor definird estatisticamente as
diferencas e semelhancas existentes entre as cepas e isolados de Leishmania spp. Com a
utilizacdo da RMN pode-se ter uma visao global do perfil metabdlico utilizado pelo parasito,
permitindo a identificagdo de uma via metabdlica comum a todas as espécies e esta ser
utilizada na atuacao de farmaco.
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6. DISCUSSAO GERAL

Dos resultados obtidos por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) foi possivel
observar que a fase estacionaria (est) da cepa referéncia M2903 de Leishmania (Viannia)
braziliensis apresentou uma maior concentracdo de glicose que na fase logaritimica (log),
enquanto nos isolados IMG3 e RPL5 de Leishmania (V.) braziliensis houve diminuicdo da
fase logaritimica para a estaciondria. Durante os periodos de crescimento parasitario a
glicose é catabolizada pela via glicolitica que ocorre no glicossomo dos tripanossomatideos
(Tielens & van Hellemond, 2009), alternativamente o excesso de hexoses pode ser
exportado para o citosol e catabolizado em mandgeno (Saunders et al. 2010). Os
mandgenos sao sintetizados por alguns parasitos monoxénicos (Crithidia sp, Herpetomonas
sp) e alguns heteroxénicos (Leishmania sp) e se acumulam extracelularmente durante a fase
estacionaria (Ralton et al. 2003). O aumento de glicose na cepa M2903 de Leishmania (V.)
braziliensis pode ser ainda devido a quebra da sucrose presente no meio de cultura e pode
estar relacionado com a baixa infectividade da cepa em camundongos, ja que 0 excesso de
glicose apresenta um efeito imunosupressor.

O lactato foi detectado em maiores concentracdes na fase estacionaria do que na
logaritimica tanto na cepa M2903 de Leishmania (V.) braziliensis quanto nos isolados IMG3 e
RPL5 de Leishmania (V.) braziliensis. Promastigotas de L. (V.) braziliensis produzem lactato
gue pode ser formado pela via do metilglioxalato, que € toxico para a célula, sendo utilizado
na gliconeogénese (Bringaud et al. 2006; Saunders et al. 2010). A fase logaritimica é
replicativa e requer um alto gasto de energia, o que pode justificar um aumento na
concentracdo de lactato que é fonte de ATP, ja que em um meio de cultura rico em glicose a

fosforilacdo oxidativa torna-se dispensavel ao crescimento do parasito (Bringaud et al. 2010).
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Greig et al. (2009) demonstrou em L. major uma maior atividade da enzima D-lactato
desidrogenase pela via do metilglioxal e teve como produto excretado o D-lactato. O lactato
também é produto do catabolismo da glicose em anaerobiose (Lehninger, 2007; Darling et al.
1987), assim estes dados demonstram que 0 parasito catabolisa glicose tanto em aerobiose
guanto em anaerobiose.

O malato foi o &cido organico detectado em maiores concentracbes no presente
estudo, sendo a fase estacionaria em concentracfes maiores que a fase logaritima tanto na
cepa M2903 de Leishmania (V.) braziliensis quanto nos isolados IMG3 e RPL5 de
Leishmania (V.) braziliensis. Talvez a via do malato seja um eixo importante e crucial para a
atuacdo de farmacos. Darling et al. (1987) e Gupta et al. (1999) utilizando ressonéancia
magnética nuclear detectaram 0 succinato como o0 metabdlito excretado em maior
concentracdo, ao contrario dos dados apresentados pelo presente estudo. Os acidos
organicos sao produtos da glicdlise, que ocorre no glicossomo do parasito, onde o piruvato é
o produto final da via glicolitica e pode ser importado para a mitocondria e convertido em
acetil-CoA. A primeira reacado do ciclo do acido citrico € a condensacao do acetil-CoA com o
oxaloacetato para formar o citrato (Lehninger, 2007) e este pode ser utilizado no catabolismo
de aminoéacidos ou na biosintese de acidos graxos (Bringaud et al. 2006; Saunders et al.
2010). O citrato e malato sdo utilizados para a transferéncia do grupo acetil da matriz
mitocondrial para formar o acetil-CoA citosélico, sendo convertido em oxaloacetato e malato
e 0s tripanosomas ndo usam esta excrecao do citrato/malato para a sintese de acidos graxos
(Bringaud et al. 2010), motivo da grande concentracdo de malato E/S encontrado neste
estudo, pois promastigotas de Leishmania possuem enzimas glicossomal, mitocondrial e

citosdlica que reduzem o oxaloacetato a malato (Saunders et al. 2010).
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O a-cetoglutarato e fumarato foram detectados em maiores concentracées na fase
logaritimica do na fase estacionaria da cepa M2903 de Leishmania (V.) braziliensis. Nos
isolados IMG3 e RPL5 de Leishmania (V.) braziliensis o fumarato foi detectado em maiores
concentracfes na fase estacionaria do que na fase logaritimica. Observa-se a diferenca
metabdlica entre a cepa M2903 e os isolados IMG3 e RPL5 de Leishmania (V.) braziliensis.
Esses metabdlitos sdo precursores para a biossintese de varios aminoacidos, como por
exemplos as purinas (Lehninger, 2007). Coustou et al. (2006) demonstrou em T. brucei que o
fumarato, mesmo em baixas concentracdes, € um aceptor de elétrons e esta envolvido na
sintese de ATP pela fosforilacdo oxidativa, sendo um metabalito intermediario essencial ao
crescimento do parasito durante o ciclo no vetor. Neste estudo observou-se uma diferenga na
concentracao de fumarato entre as cepas analisadas.

O succinato foi o segundo metabdlito detectado em maiores concentracdes, sendo
gue este metabolito apresentou maior concentracdo na fase estacionaria do que na
logaritimica na cepa M2903 Leishmania (V.) braziliensis e nos isolados IMG3 e RPL5 de
Leishmania (V.) braziliensis analisadas, porém nado houve diferenca estatistica entre os
valores analisados. Darling et al. (1987) e Gupta et al. (1999) utilizando ressonéancia
magnética nuclear verificaram que o succinato foi o produto metabodlico da glicélise E/S em
maiores concentracdes em L. braziliensis e L. donovani respectivamente, sob condi¢des
aerobias, ao contrario dos dados obtidos do presente estudo, onde o malato foi o metabdlito
E/S maiores concentracdes, seguido do succinato. O succinato é rapidamente consumido do
meio de cultura por ser um importante doador de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial.
E resultado da carboxilacdo do fosfoenolpiruvato ou do piruvato em oxaloacetato que é

convertido a succinato via malato e fumarato por uma via alternativa do ciclo do acido citrico
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(Rainey & MacKenzie, 1991). van Hellemond & Tielens (1997) demonstraram em
promastigotas de L. infantum que o succinato é produzido principalmente pela via oxidativa e
ndo pela reducdo do fumarato. Pode ser formado também pela importagcdo do
fosfoenolpiruvato para o glicossomo onde é fermentado a succinato (Saunders et al. 2010),
sendo um dos principais produtos E/S do glicossomo.

O B-hidroxibutirato E/S apresentou-se em maiores concentracfes na fase estacionaria
do que na fase logaritimica na cepa M2903 e no isolado IMG3 de Leishmania (V.)
braziliensis. No isolado RPL5 de Leishmania (V.) braziliensis ndo houve a deteccédo de B-
hidroxibutirato. As maiores concentragcées de B-hidroxibutirato E/S na fase estacionaria da
cepa M2903 Leishmania (V.) braziliensis e do isolado IMG3 de Leishmania (V.) braziliensis
indicam um alto consumo de acetil-CoA e acetato que, em vertebrados. O acetil-CoA e o
acetato sdo precursores biossintéticos utilizados na sintese de acidos graxos (Lehninger,
2007). Coustou et al. (2008) descreveu em T. brucei que B-hidroxibutirato € considerado um
produto do metabolismo do acetil-CoA, onde a L-prolina, que € derivada do acetil-CoA, é
preferencialmente convertida em B-hidroxibutirato e acetato através do ciclo do &acido
tricarboxilico.

Assim, através da técnica de cromatografia de alta eficiéncia, foi possivel observar que
h& diferencas metabdlicas entre cepa e isolados de Leishmania (V.) braziliensis. Diferencas
essas que podem estar diretamente correlacionadas com a metaciclogénese e infectividade
dos parasitos. Oliveira et al. (2010) relataram diferencas bioldgicas in vitro entre os isolados
IMG3 e RPL5 como: tamanho da lesdo, susceptibilidade e resisténcia em camundongos.
Verificaram que apesar do isolado RPL5 de Leishmania (V.) braziliensis ter um menor

crescimento parasitario, € um isolado mais agressivo do que a IMG3. Essas caracteristicas
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fenotipicas podem estar relacionadas com o perfil metabdlico individual de cada cepa e
isolado analisados neste estudo.

Mudancas bioquimicas no metabolismo podem indicar possiveis adaptacbes do
parasito as diferentes condicbes ambientais e fisioldgicas durante o ciclo de vida e essas
caracteristicas bioquimicas individuais poderdo ser utilizadas como identificacdo para cada
espécie, além de estabelecer diferencas metabdlicas na relacao parasito-hospedeiro.

Dos resultados obtidos através da ressonancia magnética nuclear foi possivel
observar que ha diferencas qualitativas nos metabdlitos E/S pelas cepas e isolados de
Leishmania spp. Fato observado pela deteccdo de metabdlitos derivados da glicolise, como o
piruvato, nas amostras analisadas, sendo que Costa et al. (2011) ndo detectaram este
metabdlito pela técnica de CLAE. E importante ressaltar que os produtos do metabolismo
intracelular, por exemplo, o oxalato, foi observado nos parasitos sem nenhum tratamento pré-
existente na cepa de L. (L.) amazonensis PH8 e no isolado de L. (V.) braziliensis WSS5

Pode-se observar os seguintes metabdlitos E/S por formas promastigotas de
Leishmania através da RMN **C e 'H: alanina, lactato, acetato, piruvato, succinato, glicerol,
uréia, CO,, oxalato, valina, glutamina e arginina. Foi possivel verificar que ha diferencas no
perfil metabdlico entre diferentes cepas e isolados como demonstrado nos resultados
apresentados neste trabalho. Darling et al. (1987) em formas promastigotas de L. braziliensis
panamensis utilizando RMN *3C detectaram em aerobiose: alanina, lactato, acetato, piruvato,
succinato e glicerol. Rainey & MacKenzie (1991) utilizando **C em formas promastigotas de
L. pifanoi detectaram a presenca de alanina, acetato, citrato, malato e succinato no
sobrenadante. Ja nos parasitos tratados com &cido perclérico, além dos metabdlitos

supracitados verificaram a presenca de glicerol e aminoacidos. Singha et al. (1996) em
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formas promastigotas de L.donovani, utilizando a extracdo dos parasitos com &cido
perclérico detectaram através 'H: valina, lactato, alanina, arginina, acetato, acetoacetato,
succinato, a-glicerofosforilcolina, glicina, S-adenosil metionina, inosina monofosfato, tirosina,
histidina, fenilalanina, hipurato, adenosina e etanol. Corroborando com este estudo, pode-se
observar a presencga do lactato em L. donovani (Singha et al. 1996) e L. major (Greig et al.
2009).

O lactato foi detectado por *C no sobrenadante de todas as amostras analisadas, com
excegao da cepa PH8 de L. (L.) amazonensis, indicando uma maior atividade fosforilativa da
cepa PH8 de L. (L.) amazonensis. As formas promastigotas de Leishmania contém o ciclo do
glioxalato como uma via de desintoxicacdo, que protege a célula contra os efeitos do
metilglioxal, um componente mutagénico e citotoxico que é convertido em lactato, e este
metabalito é entdo utilizado na gliconeogénese (Bringaud et al., 2006; Saunders et al. 2010).
Rainey and MacKenzie (1991) néo detectaram o lactato em L. pifanoi. Costa et al. (2011) por
CLAE detectaram o lactato na cepa referéncia M2903 de Leishmania (V.) braziliensis e em
dois recém-isolados de L. (V.) braziliensis, o IMG3 e RPL5.

Alguns aminoacidos como a valina, glutamina e arginina foram encontrados atraves da
RMN *3C tanto nos parasitos quanto no sobrenadante do isolado de L. (V.) braziliensis
EFSF6. O piruvato € produto da glicolise, sendo importado para a mitocéndria e convertido
em acetil-CoA. A primeira reacao do ciclo do &cido tricarboxilico é a condensacao do acetil-
CoA com o oxaloacetato para formar o citrato e este pode ser utilizado no catabolismo de
aminoacidos ou na biosintese de acidos graxos (Bringaud et al. 2006; Saunders et al. 2010),
razao da presenca deste aminoacidos no presente estudo. Costa et al. (2011) por CLAE nédo

detectaram o piruvato na cepa referéncia M2903 de Leishmania (V.) braziliensis e em dois
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recém-isolados de L. (V.) braziliensis, o IMG3 e RPL5. Como o piruvato € um metabdlito
muito utilizado para a sintese de outros compostos, nédo foi detectado pelo método de RMN e
pela CLAE foi detectado por ser um método muito mais sensivel que a RMN.

A alanina foi detectada em todas as cepas e isolados deste estudo. A uréia s6 néao foi
detectada no isolado EFSF6 de Leishmania (V.) braziliensis. A alanina € produto do
catabolismo dos aminoacidos, € uma fonte de nitrogénio e utilizada na sintese da uréia.
Leishmania contem vérias enzimas do ciclo da uréia, embora o ciclo esteja descrito como
ausente em outros tripanosomatideos como Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi. As
enzimas argininosuccinato sintase e arginase foram descritas somente em L. major e indicam
gue arginina, ornitina e uréia podem ser formadas somente por Leishmania e explica a causa
da excrecédo de uréia por Leishmania (Opperdoes & Coombs, 2007).

A E/S do succinato no sobrenadante apresentou um padrdo semelhante entre a cepa
M2903 de L.(V.) braziliensis e o isolado EFSF6 de L.(V.) braziliensis através do 'H e entre a
cepa PH8 de L.(L.) amazonensis e o isolado WSS5 L. (V.) braziliensis pelo **C. No pellet
houve a detec¢do do succinato, apenas no isolado L. (V.) braziliensis EFSF6 por **C, sendo
um dos principais produtos E/S nas amostras analisadas. Costa et al. (2011) por CLAE
detectaram o succinato como o0 segundo metabdlito E/S em grandes concentragcdes em
diferentes cepas e isolados de L. (V.) braziliensis. Darling et al. (1987) utilizando RMN **C em
amostras de L. braziliensis panamensis verificou que o succinato foi 0 metabdlito E/S em
maiores concentracdes, sob condicbes aerdbias. O succinato é rapidamente consumido do
meio de cultura por ser um importante doador de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial.
E resultado da carboxilacdo do fosfoenolpiruvato ou do piruvato em oxaloacetato que é

convertido a succinato via malato e fumarato por uma via alternativa do ciclo do acido
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tricarboxilico (Rainey & MacKenzie, 1991). O succinato pode ainda ser formado pela
importacdo do fosfoenolpiruvato para o glicossomo onde é fermentado (Saunders et al.
2010).

Por *3C, o piruvato foi detectado no sobrenadante de todas as amostras analisadas e
por *H foi detectado somente no sobrenadante da cepa M2903 e do isolado EFSF6 de L. (V.)
braziliensis. Darling et al. (1987) através da RMN do **C relataram a presenca do piruvato
E/S por promastigotas de L. braziliensis panamensis. Costa et al. (2011) por CLAE nao
detectaram a presenca do piruvato em formas promastigotas L.(V.) braziliensis. O piruvato é
o produto final da via glicolitica que termina no citosol. Pode ser transportado para dentro da
mitocondria, ser oxidado e formar ATP, pois € um metabdlito muito utilizado na biosintese
dos compostos intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico. Em um ambiente rico em
glicose, como nos experimentos realizados neste estudo, a quantidade de ATP formada via
glicossomo parece ser suficiente para a manutencéo e sobrevivéncia do parasito, sendo este
0 motivo do piruvato ter sido encontrado no sobrenadante das amostras analisadas Se 0 uso
da cadeia transportadora de elétrons € inibida, como por exemplo, na falta de oxigénio, o
piruvato ndo é transportado para dentro da mitocéndria e no citosol € reduzido a lactato para
manter o balan¢o redox. Uma pequena parte do piruvato também pode ser transaminado em
alanina, sendo esta excretada (Blum, 1993).

O acetato foi detectado no sobrenadante de todas as amostras analisadas por 'H e
3¢, corroborando com dados da literatura (Darling et al. 1987; Rainey & MacKenzie, 1991;
Castilla et al. 1995; Singha et al. 1996). O acetato é formado intracelularmente, em meio de
cultura rico em glicose, sendo produto de degradac&o da glicose **C. Em tripanosomatideos,

0 acetato pode ser o produto final da degradagdo mitocondrial de aminoacidos (como a
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treonina) resultando na formacao do piruvato ou acetil-CoA (Bringaud et al. 2006; Saunders
et al. 2010). O acetato é um excelente doador de acetil-CoA que pode ser utilizado na
sintese de &cidos graxos (Riviere et al. 2009). Coustou et al. (2008) descreveram em T.
brucei que o B-hidroxibutirato é considerado um produto do metabolismo do acetil-CoA, onde
a L-prolina, que é derivada do acetil-CoA, é preferencialmente convertida em (-
hidroxibutirato e acetato através do ciclo do acido tricarboxilico. Bringaud et al. (2006)
ressaltam que todas as formas adaptativas de tripanosomatideos analisadas (exceto as
formas sanguineas do T. brucei) produzem acetato a partir da glicose.

O CO, esteve presente em todos os sobrenadantes das amostras analisadas neste
estudo pelo *C, com excecéo do isolado EFSF6 de L. (V.) braziliensis. Sugere que o acetil-
CoA, produzido a partir do metabolismo da glicose, é convertido em CO, através do ciclo do
acido tricarboxilico na cepa M2903 e no isolado WSS5 de L. (V.) braziliensis e na cepa PH8
de L. (L.) amazonensis. Ja o isolado EFSF6 de L. (V.) braziliensis apresenta uma menor
atividade do ciclo do acido tricarboxilico.

No presente estudo, o glicerol foi detectato através do **C no sobrenadante de todas
as amostras analisadas e no pellet somente na cepa M2903 e no isolado EFSF6 de L. (V.)
braziliensis. Foi relatada a presenca de glicerol em T. brucei gambiense, Trichomonas
vaginalis e L. braziliensis panamensis em condicfes de anaerobiose (Darling et al. 1987) e
em L. pifanoi (Rainey & Mackenzie, 1991). O glicerol é formado no glicossomo a partir da
glicélise, sendo re-oxidado na membrana mitocondrial em dihidroxiacetona-fosfato que é
convertido em metilglioxal e este em lactato, sendo utilizado na gliconeogénese (Saunders et

al. 2010).
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O catabolismo da glicose em Leishmania apresenta alguns aspectos diferenciais
guando comparada a dos mamiferos hospedeiros, como por exemplo, a via glicolitica em
tripanosomatideos que ocorre dentro do glicossomo, e a via do metilglioxal, como uma via de
desintoxicacdo celular parasitaria. Essas diferentes caracteristicas metabdlicas em
Leishmania podem demonstrar exemplos de adaptacdo genética e especializag¢do, surgindo
a necessidade de mais estudos bioquimicos, especialmente em formas amastigotas.

Através deste estudo foi possivel observar que ha diferencas na E/S de metabdlitos
entre diferentes cepas e isolados de Leishmania spp para a obtencdo de energia necessaria
a sua sobrevivéncia. A cepa M2903 e os isolados EFSF6 e WSS5 de L.(V.) braziliensis E/S
lactato, indicando uma maior atividade glicolitica e maior necessidade de fontes energéticas.

O isolado EFSF6 de L.(V.) braziliensis parece ter o ciclo do acido tricarboxilico menos
ativo do que os demais isolados e cepas. A cepa PH8 de Leishmania (Leishmania)
amazonensis parece ser a mais rica em metabdlitos, com uma maior E/S de metabdlitos e
auséncia de lactato, podendo estar relacionada com as caracteristicas da doenca, por
exemplo, na forma difusa, além de ser a cepa mais imunossupresora.

Mudancas bioquimicas no metabolismo podem indicar possiveis adaptacbes do
parasito as diferentes condi¢cbes ambientais e fisiologicas durante o ciclo de vida, sendo esta
a possivel causa das diferencas bioquimicas encontradas entre isolados de uma mesma
espécie, além de estabelecer diferencas metabdlicas na relacdo parasito-hospedeiro.

Os estudos realizados através da CLAE e RMN integram a metabolémica
possibilitando a identificacdo de metabdlitos E/S por diferentes cepas de Leishmania spp e
isolados de L. (V.) braziliensis, permitindo uma melhor compreensao e descricdo das

respostas dos mecanismos bioquimicos e biolégicos do metabolismo parasitario. Séo
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métodos distintos, porém complementares, utilizados para se tracar as vias bioguimicas
utilizadas pelo parasito durante a metaciclogénese e durante sua adaptacéo no hospedeiro.
Pela RMN, utilizando uma técnica altamente sensivel, ndo invasiva e sem destruicdo
das células in vitro a HR-MAS, inédita para estudos parasitarios, permitiu a confirmacdo na
identificacdo dos metabdlitos detectados tanto no sobrenadante quanto nos parasitos. Foram
analisadas variaveis qualitativas, cujas taxas de concentracdes nao foram mensuraveis.
Necessitando de estudos futuros através da RMN quantitativa ou da espectrometria de
massa, que melhor definira estatisticamente as diferencas e semelhancas existentes entre as
cepas e isolados de Leishmania spp. Com a utilizacdo da RMN pode-se ter uma visao global
do perfil metabdlico utilizado pelo parasito, permitindo a identificacdo de uma via metabolica

comum a todas as espécies e esta ser utilizada na atuacao de farmaco.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Através de estudos in vitro foi possivel verificar diferencas bioquimicas na
excrecao/secrecdo de  metabdlitos entre os isolados MHOM/BR/2003/IMG3,
MHOM/BR/2005/RPL5 e a cepa MHOM/BR/1975/M2903 de formas promastigotas de L. (V.)
braziliensis, entre as fases de crescimento logaritmicas e estacionarias.

Pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) verificou-se diferenca na
excrecdo/secrecao dos acidos organicos do metabolismo de carboidratos (piruvato e lactato),
do metabolismo intermediario (citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato e
oxaloacetato) e do metabolismo dos acidos graxos (B-hidroxibutirato). Sendo que o citrato,
oxaloacetato, malato, succinato, lactato e B-hidroxibutirato apresentaram-se em maiores
concentragfes E/S durante a fase de crescimento estacionaria do que na fase logaritimica. O
malato foi o metabdlito detectado em maiores concentracdes tanto na fase logaritimica
guanto na fase estacionaria, e em todas as cepas e isolados analisados. Ja o fumarato e a-
cetoglutarato apresentaram maiores concentracdes E/S na fase logaritimica do que
estacionaria. Foram verificadas diferencas nas concentracfes de todos os metabdlitos E/S
supracitados entre cepas e isolados de L. (V.) braziliensis.

Pela analise espectrofotométrica enzimatica verificou-se diferenca na concentracéo de
glicose, onde as formas promastigotas da fase de crescimento logaritmico apresentaram
maior concentracdo de glicose do que na fase estacionaria, com excec¢éo da cepa M2903.

O método de ressonancia magnética nuclear - RMN foi utilizado como mais uma
ferramenta nos estudos bioquimicos parasitarios, tendo como modelo experimental a cepa

de referéncia de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 e os isolados de L. (V.)
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braziliensis MHOM/BR/2006/EFSF6 e MHOM/BR/2005/WSS5, e de L. (L.) amazonensis a
cepa de referéncia IFLA/BR/1967/PH8. Utilizando *C e 'H detectaram-se os seguintes
metabdlitos no sedimento e sobrenante: alanina, lactato, acetato, oxalato, piruvato,
succinato, glicerol, CO,, uréia e aminoacidos (glutamina, valina e arginina). Qualitativamente
houve diferenca na S/E dos metabdlitos entre parasitos e sobrenadantes e entre diferentes
cepas e isolados de Leishmania spp.

Por *C RMN, o lactato n&o foi detectado no sobrenadante da cepa PH8 de L. (L.)
amazonensis e, a uréia e CO, também ndo foram detectados no isolado EFSF6 de L. (V.)
braziliensis, porém este isolado apresentou a valina e glutamina, Assim, o isolado EFSF6 de
L. (V.) braziliensis parece ter o ciclo do &cido tricarboxilico menos ativo. Por *H RMN no
sobrenadante foi detectado o oxalato, glutamina e prolina na cepa PH8 de L. (L.
amazonensis e no isolado WSS5 de L. (V.) braziliensis, parecendo haver uma maior
atividade do ciclo do acido tricarboxilico. Na cepa M2903 e no isolado EFSF6 L. (V.)
braziliensis ndo foi detectado o oxalato, porém houve a presenca do succinato e do piruvato,
gue podem ser derivados da via de fermentacéo succinica glicossomal.

Por **C RMN as andlises dos parasitos permitiu a deteccéo da uréia e CO, na cepa
PH8 de L. (L.) amazonensis e a uréia no isolado WSS5 de L. (V.) braziliensis. Na cepa
M2903 de L. (V.) braziliensis verificou-se a presenca do glicerol, e no isolado EFSF6 de L.
(V.) braziliensis detectou-se o glicerol e succinato. Em todas as amostras analisadas parece
ndo haver atividade do ciclo do acido tricarboxilico.

Por *H RMN as analises dos parasitos permitiu a deteccdo do oxalato, aminoacidos no
deslocamento quimico 1,0 ppm e acidos graxos no deslocamento quimico 1,3 ppm em todas

as cepas e isolados analisados, com excecao do isolado EFSF6 de L. (V.) braziliensis.
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A CLAE e RMN demostraram ser métodos totalmente diferentes para o estudo
bioquimico parasitario, porém tornam-se complementares para definir as vias bioquimicas
comuns utilizadas pelo parasito. No presente estudo, pode se observar que apenas o
succinato e o lactato foram os metabdlitos E/S comuns as duas metodologias empregadas

Utilizando uma técnica altamente sensivel, ndo invasiva e sem destruicdo das células
in vitro a HR-MAS, inédita para estudos parasitarios, permitiu a identificacdo das moléculas.
Foram variaveis qualitativas, cujas taxas de concentracbes ndo foram mensuradas.
Necessitando de estudos futuros, definindo estatisticamente as diferencas e semelhancas
existentes entre cepas e isolados de Leishmania. Atravées da RMN pode-se ter uma viséo
global do perfil metabolico utilizado pelo parasito, permitindo a identificacdo de uma via
especifica na atuacdo de farmaco.

Assim, através de varios métodos foi possivel observar que ha diferencas na
excrecao/secrecao de metabdlitos entre diferentes cepas e isolados de Leishmania spp que
utilizam diversas vias bioquimicas para a obtencdo de energia necessaria a sua
sobrevivéncia e a identificacdo dessas vias poderdo ser utilizadas na atuacdo de farmacos
anti-parasitarios. Mudancas bioquimicas no metabolismo podem indicar possiveis
adaptacdes do parasito as diferentes condicbes ambientais e fisiologicas em que ele se
encontra durante o ciclo de vida, além de poder estabelecer diferencas metabdlicas na

relacéo parasito-hospedeiro.
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ANEXO 2. FLUXOGRAMA DE MATERIAL E METODOS

Metodologia do Artigo 1

CLAE

L. (V.) braziliensis: M2903, IMG3 e RPL5

.

Cultura de promastigotas

R R

Curva de Crescimento O — 8 dias

s 2

Amostras coletadas durante as fases
log (3° dia) e est (6°dia)

=

Dosagem espectrofotométrica de glicose nas amostras
de sobrenadante da fase log (3° dia) e est (6°dia)

o

Extracao de acidos organicos com Bond Elut ®
nas amostras de fase log(3° dia) e est (6°dia)

0

Aplicacdo das amostras CLAE

o

Quantificagcdo dos metabdlitos

o

Analise estatistica dos metabélitos detectados
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ANEXO 3. FLUXOGRAMA DE MATERIAL E METODOS

Metodologia do Artigo 2

RMN *H e *°C
L. (V.) braziliensis: M2903, WSS5 e EFSF6

L. (L.) amazonensis: PH8

:

Cultura de promastigotas

. 3

Curva de Crescimento O — 8 dias

i

Parasitos coletados por centrifugacdo durante a fase est (6°dia)

R i

Parasitos lavados 3x com PBS, diluidos em PBS com 5mM de
glicose U-13C e mantidos por 5 horas em suspensao

0

Suspenséo centrifugada para obtencéo do sobrenadante e dos
parasitos (acumulo de células)

Emi

Analise do 'H e **C por TOCSY, HMBC, HSQC e HR-MAS para
identificacdo dos metabolitos

Rt

Confirmacéo pelo software ACDLABS
NMR®
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ANEXO 4. NORMAS PARA ELABORACAO DE TESE PARA OBTENCAO DO TiTULO DE
DOUTOR N° 04/2009

As Teses de Doutorado devem ser apresentadas na forma de artigos cientificos incluindo
dois ou mais artigos/ manuscritos publicados/aceitos/submetidos a periddicos internacionais
indexados no JCR, sendo pelo menos um artigo em periddico com fator de impacto 1.1.
Excepcionalmente podera ser aceito um Unico artigo para doutorado de acordo com o0s
critérios de avaliacdo da CAPES para a area de Medicina Il. O doutorando devera ser o
primeiro autor, em pelo menos um dos artigos, que devem pertencer a uma Unica linha de

pesquisa ou a temas relacionados.

1. Preambulo (Anexo Il): Capa e Contracapa; catalogacdo bibliografica segundo regras da
UFG; membros da banca examinadora; dedicatéria, agradecimentos; Sumario; Lista de
tabelas, figuras e anexos incluindo a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa onde a
pesquisa foi desenvolvida; Lista das siglas, simbolos e abreviaturas; Resumo; Abstract e

Apresentacao da trajetoria do candidato até o doutorado (opcional).

2. Corpo da Tese

1. Introducédo/revisdo da literatura sobre o tema; Artigo(s) de revisdo sistematica sobre o
tema da tese pode(m) substituir a introducéo de revisao classica da literatura;

2. Justificativa;

3. Objetivos;

4. Métodos (opcional);

5. Resultados
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Artigos cientificos (submetidos, aceitos ou publicados) redigidos segundo as normas de cada
periddico selecionado;

6. Discusséo objetiva geral dos principais resultados dos artigos apresentados;

7. Conclusoes;

8. Recomendaco®es (se pertinentes);

9. Referéncias Bibliograficas da tese segundo normas do peridédico Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz;

Serdo considerados artigos cientificos: Artigo completo, Relato Preliminar/ Comunicacao

Concisa ou Carta ao Editor (no maximo uma carta ao editor por tese quando for o caso).

FORMATACAO:

Qualquer que seja a modalidade, o produto final apresentado ao PPGMTSP devera ser
preparado de acordo com as seguintes especificacdes: Papel A4; espacamento entre linhas:
1,5; fonte: Times New Roman tamanho 12; margem superior = 2,5cm margem inferior =
2,5cm , a direita = 3,0cm e a esquerda = 3,0cm. Impresséao final - devera ser encadernada
em capa dura — cor preta com letras douradas. Estas normas foram aprovadas em reunido
extraordinaria da CPG do dia 18/09/2009 e serao aplicadas aos alunos que ingressarem no

PPGMTSP a partir de Marco de 2010.
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ANEXO 5. NORMAS PARA ELABORACAO E SUBMISSAO DE ARTIGO CIENTIFICO DA
REVISTA EXPERIMENTAL PARASITOLOGY
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