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RESUMO

Trypanosoma cruzi é um parasito patogénico em mamiferos, causador da
doenca de Chagas em humanos, cujo tratamento atual ndo € eficiente e possui
efeitos colaterais diversos, o que impulsiona a busca de novos farmacos.
Dentre eles destaca-se a classe dos inibidores da biossintese de ergosterol
que em breve poderdo ser utilizados clinicamente. Angomonas deanei € um
tripanossomatideo parasito de insetos que possui um endossimbionte
bacteriano. Pelo fato de ser avirulento para humanos e possuir uma baixa
exigéncia nutricional de cultivo, A. deanei se constitui um excelente modelo
para estudos em tripanossomatideos. Os lipidios desempenham papéis
importantes na célula (como estrutural, energético e regulatério) e
recentemente um campo de estudos chamado lipiddomica tem despertado o
interesse de diversos pesquisadores. A lipiddmica trata da caracterizacdo e
qguantificacdo de todos os lipidios presentes na célula ou tecido de interesse e
do relacionamento destes com outros componentes, como enzimas e demais
proteinas. Neste trabalho foi realizado um estudo lipidémico comparativo entre
cepas de T. cruzi; avaliou-se os efeitos de um inibidor da biossintese de
ergosterol no perfil lipidico de T. cruzi; comparamos a composi¢ao lipidica de T.
cruzi e A. deanei e entre A. deanei crescida na auséncia e presenca de soro
fetal bovino e sem o endossimbionte. Através de técnicas de ressonancia
magnética nuclear, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas e analise por componentes principais, identificamos como principais
diferencas entre as cepas de T. cruzi: 4cido graxo C18:1, fosfatidilserina e
colesterol. Os componentes afetados pelo tratamento com cetoconazol foram
ergosterol,  eburicol, colesterol, colesterol acetato, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, succinato e cistina. A analise entre T.
cruzi e A. deanei revelou fosfatidilserina, acidos graxos poliinsaturados (C18:2
e C18:3), C17:0 e um acido graxo ciclopropano C19 como 0s componentes
principais na diferenciacdo, ao passo que entre A. deanei sem SFB, com SFB e
curada tivemos ergosterol, fosfatidilserina e acidos graxos insaturados. Deste
modo, a unido das técnicas analiticas usadas neste trabalho permitiu um
estudo lipidébmico que foi capaz de identificar a maioria dos componentes
encontrados e avaliar as principais diferencas entre 0s parasitos e suas
condicBes de crescimento testadas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Angomonas deanei. Lipidémica.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is a pathogen in mammals and etiological agent of Chagas
disease in humans, which treatment is not efficient and have a lot of side
effects, stimulating the new drugs research. The inhibithors of ergosterol
biosynthesis soon can be use clinically for treatment of this disease.
Angomonas deanei is a trypanosomatid parasite of insects that has an
endosymbiont. Since it is avirulent for humans and has low nutritional
requirement, A. deanei has become an excellent model of study in
trypanosomatids. Lipids play important roles in cells (as structural, energetic
and regulatory) and recently a new research field called lipidomics has attracted
the concern of many researchers. Lipidomics is the characterization and
quantification of all lipid classes present on cells or tissue of interest and their
relationship with others components, like enzymes and proteins. We carried out
a comparative lipidomic study among T. cruzi strains; also we evaluated the
effects of an ergosterol biosynthesis inhibitor (ketoconazole) in lipid profile of T.
cruzi; we compare the lipid composition of T. cruzi and A. deanei and among A.
deanei grown in absence and presence of fetal calf serum (FCS) and without
endosymbiont (cured). Through nuclear magnetic resonance, gas
chromatography coupled to mass spectrometry and principal component
analysis, we identified as main differences among T. cruzi strains: C18:1 fatty
acid, phosphatidylserine and cholesterol. The components affected by
ketoconazole treatment were ergosterol, eburicol, cholesterol, cholesterol
acetate, phosphatidylserine, phosphatidylethanolamine, phosphatidylinositol,
succinate and cistine. The comparison of T. cruzi and A. deanei revealed that
phosphatidylserine, polyunsaturated fatty acids (C18:2 and C18:3), C17:0 and a
C19 cyclopropane fatty acid are the most variable components. Meanwhile,
when we compared the influence of A. deanei growth conditions (with or without
FCS), and the absence of the endosymbiont the ergosterol, phosphatidylserine
and unsaturated fatty acids were the most affected components. Thereby, the
union of analytical techniques used in this work allowed a lipidomic study that
was able to identify most of components and evaluate the main differences
among parasites and their grown conditions tested.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Angomonas deanei. Lipidomics.
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1 INTRODUCAO

O protozoario Trypanosoma cruzi € o causador da doenca de Chagas,
a qual é endémica em varios paises da América Latina onde se estima que
existam 7,7 a 10 milhGes de pessoas infectadas. Ainda ndo ha um tratamento
totalmente eficaz para esta doenca, existindo medicamentos que nao possuem
efeitos em todas as fases da doenca e também com muitos efeitos colaterais.
O desenvolvimento de pesquisas para identificar possiveis alvos de drogas
mais eficazes tem despertado interesse de varios grupos de pesquisa. Dentre
as classes de farmacos, alguns azois (inibidores da biossintese de ergosterol)
tém-se destacado como um grupo potencial para ser utilizado no tratamento da
doenca, principalmente posaconazol e ravuconazol.

Angomonas deanei € um protozodrio parasito de insetos. Também
pertencente a familia Trypanosomatidae, possui um endossimbionte
bacteriano, sendo um parasita muito usado como modelo para estudos
nutricionais de protozoarios.

Os lipidios estdo presentes principalmente nas membranas celulares
dos parasitos, as quais exercem funcdo estrutural, bem como atuam em
processos especificos como invasdo da célula hospedeira, aquisicdo de
nutrientes e protecdo contra o sistema imunoldgico. Variacdes na composicao
de lipidios na membrana celular de um organismo podem ser responsaveis por
alterar a fluidez de membrana e também afetar a eficiéncia de fagocitose e a
permeabilidade a drogas, alterando assim a patogenicidade do microrganismo.
O conhecimento da composicéao lipidica de diferentes cepas de T. cruzi pode
fornecer importantes dados na identificacdo de novos alvos quimicos para
tratamento, além de um melhor conhecimento de seu metabolismo.

A lipiddmica € um campo recente e que tem-se mostrado bastante util
ao tratar da identificacdo e quantificacdo dos lipidios, envolvendo também um
estudo dos demais componentes envolvidos em seu metabolismo e regulacéo.

Utilizando-se de técnicas avancadas de analise estrutural de lipidios
(como ressonancia magnética nuclear, cromatografia e espectrometria de

massas) pode-se tracar o perfil lipiddbmico destes parasitos e obter informacgdes
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detalhadas sobre seu estado metabdlico e estrutural, permitindo inferir
conclusdes e direcionar estudos mais especificos.

Um estudo lipiddmico a respeito de T. cruzi pode colaborar assim na
identificacdo de potenciais alvos de drogas e também fornecer um
conhecimento sobre as alteracfes sofridas pelo parasito quando submetido a
um tratamento. A composicéo lipidica de diferentes cepas também pode ajudar

a explicar comportamentos diferentes observados entre elas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trypanosoma cruzi E DOENCA DE CHAGAS

O protozoéario flagelado Trypanosoma cruzi pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, é o agente etiolégico da doenca de
Chagas ou também chamada de tripanossomiase Americana. A doenca de
Chagas € endémica em varios paises da América Latina e de acordo com
estimativas da Organizacdo Pan Americana de Saude (SALVATELLA, 2006) e
da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2010) 7,7 a 10 milhdes de pessoas
estdo cronicamente infectadas com T. cruzi e 10 a 14 mil mortes por ano sao
causadas pela doenca de Chagas.

Este protozoario pode ser transmitido por varias espécies de insetos
hematofagos da subfamilia Triatominae e muitas espécies de mamiferos
silvestres funcionam como seu reservatorio. Este parasita possui seu ciclo
biolégico em hospedeiros vertebrados e invertebrados apresentando diferentes
formas evolutivas em cada um deles (Figura 1). Nos vertebrados sé&o
encontrados nos tecidos intracelularmente as formas amastigotas (replicativa e
infectiva), e extracelularmente as tripomastigotas sanguineas (nao-replicativa e
infectiva). Ja no hospedeiro invertebrado, encontram-se formas epimastigotas
(replicativa e ndo infectiva) e tripomastigota metaciclica (ndo-replicativa e
infectiva) (BRENER, ANDRADE e BARRAL-NETO, 2000; NEVES, DE MELO e
LINARDI, 2005).

Em laboratério, as formas epimastigotas sdo cultivadas em meio de
cultura acelular (meio LIT, liver infusion tryptose). Por outro lado, as formas
infectivas amastigotas e tripomastigotas podem ser obtidas a partir de cultivos
em monocamadas (infeccéo de fibroblastos) ou por meio da metaciclogénese e
amastigogénese em meio axénico (BRENER, ANDRADE e BARRAL-NETO,
2000).
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Estagio no inseto Estagio no mamifero
Durante a alimentacdo o triatomineo
elimina tripomastizotas metaciclicas Formas tripomastigotas metaciclicas
o nasfezes, gue irdo invadir o organisme 6 invadem vériostipos celulares na
através da leséo da picada regido daferida e se diferenciam nas
formas amastigotas.

Diferenciagdo em formas N (\

tripomastigotas A C\

metaciclicas e

Multiplicacdo no intestino %

Triatomineo adquiri
formas tripomastigotas
eEpimﬁitiEDtES no durante alimentac3o

e ~_7

Amastigotas intracelulares se
A diferenciam em tripomastigotas
Formas infectivas sanguineas e s3o liberadas na
corrente sanguinea.

As amastigotas multiplicam por
divisdo bindria no interior de

célulasinfectadas.
Tripomastigotas e

amastigotas liberadas
podem invadir novas
células e se diferenciam
emamastigotas
intracelulares

Figura 1 — CICLO DE VIDA DE Trypanosoma cruzi. Adaptado de DPDX/CDC:
http://dpd.cdc.gov/dpdx/html/trypanosomiasisamerican.htm

A doenca de chagas pode ser assintomatica, aguda ou crbnica, sendo
um dos sinais mais precoces o desenvolvimento de uma area eritematosa e
endurecida denominada chagoma no local da picada. Esta doenca torna-se
grave em criancas abaixo de 5 anos, levando a um processo agudo com
envolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC), febre, calafrios, mal-estar,
mialgia e fadiga (MURRAY, 2006). O microrganismo se aloja nos musculos e a
invasdo dos parasitos resulta em uma variada estratégia de sobrevivéncia, que
impede a maturacdo do fagossomo, inibe a fusdo com os lisossomos e a
acidificacdo ou inversamente promove a invasao pelo recrutamento rapido dos
lisossomos (ROITT, BROSTOFF e MALE, 2003). A doenca de chagas cronica
caracteriza-se por hepatoplenomegalia, miocardite e aumento do eséfago e
cOlon resultante da destruicdo das células nervosas e de outros tecidos
responsaveis pelo crescimento deste érgao (MURRAY, 2006).

A alta heterogeneidade da populacdo do parasito é um ponto

importante, sabendo-se ja que, no Brasil, hA uma predominéancia de um grupo
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de cepas durante o ciclo selvagem e de outro no ciclo doméstico, porém ainda
ndo foi possivel estabelecer uma associacdo entre seu genoétipo e
manifestagbes da doenca (MANOEL-CAETANO e SILVA, 2007). Estudos com
inmeras cepas e isolados utilizando varios marcadores moleculares revelaram
a existéncia, inicialmente, de duas linhagens filogeneticamente distintas na
populacido de T. cruzi (ANONIMO, 1999; ZINGALES et al., 1999).
Posteriormente, evidéncias da existéncia de outras linhagens foram
apresentadas, até que em 2009, com o intuito de unificar as nomenclaturas
utilizadas na classificacdo das cepas de T. cruzi, foi proposta a existéncia de 6
grupos de cepas do parasito (T. cruzi I, II, lll, IV, V e VI), classificadas de
acordo com sua unidade de tipagem distinta (UTD) (ZINGALES et al., 2009).
Estudos indicam diferencas biol6gicas importantes entre os grupos de cepas de
T. cruzi inclusive diferencas nos niveis de variabilidade genémica, os quais séo
significativamente maiores em cepas de T. cruzi pertencentes a linhagem T.
cruzi Il (BUSCAGLIA e DI NOIA, 2003). Também sao relatadas diferencas de
infectividade entre as cepas, tanto in vivo quanto in vitro (ANDRADE et al.,
1999; 2002; ANDRADE et al., 2010) e reacdes distintas no hospedeiro foram
observadas quando cobaias foram infectadas com diferentes cepas
(RODRIGUES et al., 2010). Uma analise qualitativa e quantitativa abrangente
dos compostos presentes nas diferentes cepas colaboraria, neste sentido, a
elucidar essas diferencas relatadas entre elas. Cabe ressaltar que a
identificacdo de marcadores moleculares de facil e rapida utilizacdo pode
facilitar os trabalhos de identificacdo de cepas em laboratorio.

Os farmacos mais usados atualmente para o tratamento da doenca de
Chagas sao 0 nirfutimox (um 5-nitrofurano, [3-metil-4-(5’-
nitrofurfurilideneamina)] tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-di-oxido, da Bayer®) e o
benzonidazol, (um 2-nitroimidazol, N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, da
Roche®), comercializados respectivamente com o0os nomes de Lampit e
Rochagan (Figura 2). Esses dois compostos mostraram alta atividade
experimental in vivo e in vitro contra o T. cruzi (COURA e CASTRO, 2002).
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FIGURA 2 — ESTRUTURAS QUIMICAS DO BENZONIDAZOL E NIFURTIMOX.

O nifurtimox atua em nivel mitocondrial, através da geracdo de radicais
de O, e H,O; por nitroredutases que sé&o compostos reativos capazes de inibir
a sintese de DNA, RNA e proteinas. Sendo T. cruzi deficiente em mecanismos
de detoxificacdo, torna-se susceptivel a tais intermediarios. Ja o benzonidazol
atua por mecanismo diferente, envolvendo a modificacdo covalente de
macromoléculas por intermediarios nitroreduzidos, 0os quais interagem com o0
DNA do T. cruzi resultando em degradacédo e inibicdo da biossintese dessas
macromoléculas (COURA e CASTRO, 2002). Estas drogas, porém apresentam
inumeros efeitos colaterais, como perda de peso, alteracdo psiquica, alteracdo
do sono e manifestacdes digestivas como nausea, colicas e diarréia no caso do
nifurtimox, ao passo que o0 uso do benzonidazol acarreta sintomas de
hipersensibilidade, depressdo da medula 6ssea e polineuropatia (CASTRO e
DIAZ DE TORANZO, 1988).

Desta forma, as drogas atualmente utilizadas estdo longe de serem
consideradas ideais, logo o desenvolvimento de pesquisas para identificar

alvos de drogas mais eficazes é de grande importancia para a saude publica.

2.2 Angomonas deanei

Anteriormente denominada Crithidia deanei e agora reclassificada, A.

deanei é um protozoario monogenético, parasito de insetos que tem como
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caracteristica diagndéstica a ocorréncia de formas coanomastigotas (MOTTA et
al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011). Pertencente a familia Trypanosomatidae, foi
isolado do hemiptero Zelus leucogrammus e possui um endossimbionte
bacteriano pertencente ao género Bordetella de nome Kinetoplastibacterium
crithidii (Figura 3). E um género muito usado como modelo para estudos em
protozoarios, possuindo uma baixa exigéncia nutricional e facilidade em seu
cultivo. Possui um mecanismo de transmissao entre dipteros que parece incluir
um estagio de vida livre capaz de infectar as larvas dos hospedeiros e um
comprimento meédio, célula e flagelo, de 4 a 13 pym e 7 a 14 um
respectivamente (NEVES, DE MELO e LINARDI, 2005; MOTTA et al., 2010).

FIGURA 3 — MICROSCOPIA DE A. deanei MOSTRANDO O NUCLEO (N) E O
ENDOSSIMBIONTE (S). Adaptado de Motta et al. (2010).

2.3 LIPIDIOS

2.3.1 Lipidios e sua importancia

Os lipidios desempenham uma diversidade de func¢des na célula e
estdo integrados bioquimicamente nela permitindo assim o cumprimento de
suas funcdes biologicas especificas (GROSS e HAN, 2011). Segundo
estimativas, eles abrangem dezenas de milhares de compostos distintos (VAN
MEER, 2005; SHEVCHENKO e SIMONS, 2010).

No nivel estrutural sdo os principais componentes das membranas

biolégicas. Em um segundo nivel, sdo uma importante fonte de energia celular
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através da oxidacdo de acidos graxos e triacilgliceroéis. Além disso, lipidios sé&o
importantes na regulacdo bioenergética celular, integrando o0s processos
oxidativos metabodlicos (MICHALIK et al.,, 2006), modulando o balanco
sisttmico de energia através da producdo de eicosanoides e lisolipidios
(SKOURA e HLA, 2009; VEGIOPOULOS et al., 2010) e regulando a cadeia de
transporte mitocondrial de elétrons em um acoplamento eficiente, funcdo esta
exercida pela cardiolipina e acidos graxos (Figura 4) (ZHANG,
MILEYKOVSKAYA e DOWHAN, 2002; BREEN et al., 2006). Em um terceiro
nivel, as membranas lipidicas servem como suportes moleculares que
promovem interacdes entre por¢cdes associadas a membrana que regulam a
sinalizacao celular, a fim de facilitar a transmissao de informacdes através das
membranas celulares e entre os compartimentos intracelulares ou para outras
células (GROSS e HAN, 2011). Além disso, a dinamica molecular e as
propriedades fisicas das bicamadas lipidicas sdo determinantes criticos para a
atividade de proteinas transmembrana como o0s canais e bombas ibnicas
(SCHMIDT e MACKINNON, 2008). Por fim, muitas classes de lipidios servem
como mensageiros secundarios na transducdo de sinal (como eicosandides,
lisolipidios, fosfoinositideos e endocanabindides), localizando-se nas
membranas biolégicas num estado latente, podendo ser ativados por hidrélise
(WOLF e GROSS, 1985; SHAW e CANTLEY, 2006).
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FIGURA 4 — OS PRINCIPAIS LIPIDIOS E SEUS COMPARTIMENTOS
CELULARES. Adaptado de Wenk (2010).

2.3.2 Lipidémica

Lipidémica € um novo termo para descrever um campo cientifico amplo
que abrange as enzimas participantes do metabolismo e transportadores de
lipidios, seus genes e regulacao, além da determinacéo quantitativa de lipidios
no espaco e no tempo (VAN MEER et al., 2007). Lipidios sé@o insollveis em
meio aquoso e naturalmente formam barreiras que separam 0 meio extra e
intracelular, podendo-se definir a lipiddmica também como um campo
especializado da metabolébmica, usando por sua vez solventes hidrofébicos
para extrair seus componentes de interesse localizados principalmente nas
membranas biolégicas (LAYRE e MOODY, 2013).

A lipidémica comeca com a identificacdo e quantificacdo dos lipidios
que coletivamente compreendem o lipiddbma (a colecdo das espécies
moleculares lipidicas) em células, tecidos ou fluidos biol6gicos de interesse.
Através da identificacdo e quantificacdo das alteragcBes em espécies lipidicas,

obtém-se uma informacgéo fundamental sobre o estado metabdlico, nutricional e



23

funcional dos tipos celulares de interesse (GROSS e HAN, 2011). Além disso, o
campo lipiddbmico engloba os papéis de constituintes lipidicos especificos na
mediacao da formacdo das balsas (rafts) lipidicas, na facilitacdo de interac6es
entre redes de sinalizacdo de proteinas (como proteina G) e fornecendo bases
moleculares altamente especializadas para a construcdo de estruturas
bioguimicas necessérias para os processos vitais (KLOSE et al., 2010).

Um grande numero de doencas atuais como diabetes, obesidade,
aterosclerose, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral sdo desordens
relacionadas a lipidios (UNGER, 2002; DIXON, 2010; UNGER et al., 2010).
Deste modo, a lipidémica fornece uma perspectiva direta e Unica para
verificacdo de alteracbes patoldégicas nas vias regulatérias celulares
envolvendo os lipidios que promovem estas doencas. A lipiddmica também
tem-se firmado como um campo j4 capaz de identificar biomarcadores que
predizem estados patoldgicos, podendo as alteracdes de perfis lipidicos
refletirem o grau de desenvolvimento de uma doenca e ser usado para
determinar a eficacia de um tratamento (BARTZ et al., 2007; NOMURA et al.,
2010; PORTER et al., 2010). Portanto, através de uma abrangente analise de
alteracdes nas espécies lipidicas e sua abundancia, a lipiddmica produz uma
variedade de dados para diagnostico, terapia e entendimento dos mecanismos
envolvendo os lipidios, tanto nos processos naturais quanto patoldgicos
(MANCUSO et al., 2009; LIU et al., 2010).

Os avancos recentes na area de espectrometria de massas,
cromatografia e ressonancia magnética nuclear (RMN) tem reforcado o rapido
desenvolvimento de andlises lipidicas de uma forma holistica, com alta
sensibilidade e possibilitando analises em larga escala (VAN MEER et al.,
2007). Porém, o desenvolvimento de metodologias capazes de detectar,
identificar e quantificar os diversos tipos de lipidios presentes nos organismos
constitui-se um problema, necessitando a unido de algumas técnicas de analise
estrutural para elucidacdo, como ESI-MS (ionizag&o por electrospray acoplada
a espectrometria de massas), APCI-MS (ionizagdo quimica a pressao
atmosférica acoplada com espectrometria de massas), CG-EM (cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas) e RMN (VAN MEER et al.,
2007).
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2.3.3 Lipidios e T. cruzi

As membranas dos parasitas abrigam grande parte dos lipidios e
apresentam funcéo estrutural, bem como atuam em processos especificos
como invasao da célula hospedeira, aquisicdo de nutrientes, e protecdo contra
o sistema imunologico (VIAL et al., 2003). Na Figura 5 estdo destacadas as
principais organelas ja descritas no género Trypanosoma.

Os protozoarios kinetoplastidia possuem uma superficie de membrana
celular peculiar que pode ser dividida em pelo menos dois tipos
morfologicamente distintos: bolsa flagelar e membrana plasmatica (VIAL et al.,
2003).

Alguns exemplos do envolvimento dos lipidios em processos
patogénicos na interacdo patdégeno hospedeiro foram revisados por
Christensen e Kolomiets (2011). Estes autores descrevem evidéncias de que
alguns fungos fitopatogénicos sao capazes de modular o metabolismo de
lipidios do hospedeiro e obté-los para sua utilizacdo na biossintese de
moléculas envolvidas na elevacdo de sua viruléncia. Outro trabalho
desenvolvido por Gimenez et al. (2010) aponta que lipidios obtidos de formas
atenuada e virulenta de Babesia bovis sdo capazes de induzir ativacdo de

macréfagos de forma diferencial.
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FIGURA 5 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SECCAO
LONGITUDINAL DE UMA FORMA EPIMASTIGOTA DE T. cruzi
DESTACANDO AS PRINCIPAIS ORGANELAS. Adaptado de DoCampo
(2005).

A composicdo de lipidios por parte da célula hospedeira também
interfere em diferentes niveis no processo infectivo. Por exemplo, as balsas
lipidicas de células humanas, que sao ricas em esfingolipidios e colesterol, tém
sido implicadas em mecanismos de infec¢cdo do HIV (RAWAT, JOHNSON e
PURI, 2005).

Em T. cruzi, o favorecimento da invasao por formas infectivas devido a
composicao de colesterol e esfingolipidios da membrana da célula hospedeira
também ja foi demonstrado (FERNANDES et al., 2007; PRIOTTO et al., 2009).
Ha evidéncias de que a estratégia de entrada do T. cruzi na célula envolve

mecanismos dependentes da presenca de lipidios especificos na célula. Foi
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observado que a extracdo do colesterol celular do hospedeiro reduz a infeccéo
por T. cruzi e a capacidade de infeccdo é recuperada quando os niveis de
colesterol sé@o restaurados. O colesterol se acumula no sitio de entrada da
forma tripomastigota metaciclica e da forma amastigota extracelular,
acreditando-se que o colesterol esta envolvido no processo de entrada do T.
cruzi na ceélula. A diminuicdo do esterol do parasito diminui a infectividade da
forma tripomastigota, porém ainda ndo esta claro o papel deste esterol na
cascata de sinalizacdo (FERNANDES et al., 2007).

Outro composto lipidico, tromboxano A2 derivado de T. cruzi, tem sido
relatado como um importante modulador da sobrevivéncia do parasita e
progressdo da doenca de Chagas em hospedeiros mamiferos (ASHTON et al.,
2007).

As moléculas de superficie mais abundantes nas formas epimastigota e
metaciclica de T. cruzi sdo os glicoinositolfosfolipidios (GIPLs) (DE
LEDERKREMER et al., 1991; CARREIRA et al., 1996; FERGUSON, 1997) e os
glicosilfosfatidilinositéis (GPIs) ancorados com glicoproteinas de mucina
(PREVIATO et al., 1994; SERRANO et al., 1995; ALMEIDA et al., 1999). H4
varios estudos que tratam da atividade destas moléculas no sistema imune do
hospedeiro, agindo as GIPLs na reducao da ativacao de células T (GOMES et
al.,, 1996), enquanto aumenta a ativacdo de células B, a secrecdo de
imunoglobulinas (BENTO et al., 1996) e suprime a atividade de macréfagos e
células dendriticas humanas (BRODSKYN et al.,, 2002). As GIPLs também
estdo envolvidas na adesdo a superficie luminal do intestino médio do
Rhodnius prolixus, o inseto vetor que abriga a forma epimastigota. Neste caso,
ainda, parece haver uma contribuicdo tanto da parte lipidica quanto glicidica da
molécula (NOGUEIRA et al., 2007). Por outro lado, GPIs ancorados com
glicoproteinas de mucina induzem a sintese de interleucina 12 (IL-12) e do fator
de necrose tumoral alfa (TNFa) por macrofagos murinos (CAMARGO et al.,
1997; GAZZINELLI et al., 1997). Além disso, a por¢cdo GPI de glicoproteinas de
mucina € suficiente para desencadear a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (GAZZINELLI et al., 1997).
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2.3.3.1 Esterbis e T. cruzi

Os organismos eucarioticos necessitam de ester6is para sua
sobrevivéncia (SCHROEPFER, 1981; BENVENISTE, 1986; SCHALLER, 2003).
Os esterodis, como o colesterol nos animais, o estigmasterol em plantas e o
ergosterol nos fungos (Figura 6) sdo essenciais para manter a estrutura de
membranas, modulando sua fluidez e permeabilidade (HAINES, 2001). Além
disso, os esterdis servem como precursores de moléculas biologicamente
ativas, as quais regulam o crescimento celular (LEPESHEVA, VILLALTA e
WATERMAN, 2011).

Colesterol Estigmasterol Ergosterol

FIGURA 6 - ESTRUTURAS QUIMICAS DO COLESTEROL,
ESTIGMASTEROL E ERGOSTEROL.

Ester6is sao produzidos apenas endogenamente pelas plantas, pela
maioria dos fungos, Trypanosoma cruzi e Leishmania ou entdo adquiridos pela
dieta, no caso dos insetos, alguns fungos e protistas. Muitas espécies,
incluindo humanos, leveduras e Trypanosoma brucei podem utilizar tanto
esterdis de origem enddégena quanto exdégena para satisfazer sua necessidade
para fins estruturais, porém os esterois que sao convertidos em moléculas com
funcdo regulatéria sédo provenientes apenas de fonte endégena (LEPESHEVA
et al., 2010).

A biossintese de esterdis pode ser considerada uma extensdo
eucariotica da via do mevalonato (VOLKMAN, 2005). Esta via comega com a

condensacao de acetil-CoA e procede com varios intermediarios até produzir
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farnesilpirofosfato (Figura 7). Na primeira etapa da biossintese de esterois
farnesilpirofosfato forma esqualeno (Figura 7) e na presenca de oxigénio
molecular o esqualeno € transformado em esqualeno 2,3-epoxido.
Contrariamente as plantas e algas onde este Udltimo € convertido em
cicloartenol, nos animais, fungos e tripanossomatideos ele se transforma em
lanosterol (LEPESHEVA e WATERMAN, 2007; LEPESHEVA, VILLALTA e
WATERMAN, 2011).

Em T. cruzi o lanosterol € primeiramente convertido em eburicol (C24-
metileno-24, 25-dihidrolanosterol) o qual € substrato da esterol 14a-demetilase
de T. cruzi, chamada também de CYP51 (LEPESHEVA et al., 2006). O produto
14a-demetilado da reacdo da CYP51 € entéo reduzido a 4,4-dimetil-fecosterol e
depois demetilado novamente em C4, resultando em fecosterol (Figura 7). O
rearranjo da dupla ligacdo na posicdo AC8-9 e AC7-8 produz o episterol; a
introducdo de uma dupla ligacdo no C5-6 gera o 5-dehidroepisterol. O grupo
metileno em C24 do 5-dehidroepisterol é saturado formando 22,23-
dihidroergosterol; a desaturagdo em AC22-23 resulta na formacdo de
ergosterol, o qual juntamente com seu analogo metilado em C24 representam
0S principais produtos da via.

Em eucariotos superiores, a biossintese de esterodis ocorre no reticulo
endoplasmatico e a maior parte destes esterdis concentram-se na membrana
plasmatica. J& em tripanossomatideos a producdo de esterdéis, assim como a

presenca das enzimas da via, podem ser encontradas também nas membranas
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dos glicossomos e das mitocondrias, sugerindo assim uma localizacdo mdultipla
da biossintese de esterbéis em parasitos (LEPESHEVA, VILLALTA e
WATERMAN, 2011).

2.3.3.1.1 Inibicdo da biossintese de ergosterol

Sabendo-se que em T. cruzi ha uma dependéncia enddgena para
suprir a necessidade de esterois, temos entdo uma via muito importante para
ser utilizada como alvo de farmacos. Existem varias enzimas nesta via que em
breve podem se tornar alvos para uma terapia contra a doenca de Chagas
(Figura 9). Dentre elas podemos citar algumas que sédo também encontradas
em humanos e fungos, as quais ja sdo usadas para outros fins, como HMG-
CoA redutase, que em humanos é alvo das estatinas (utilizadas no tratamento
de hipercolesterolemia); farnesildifosfato sintase, que é alvo dos bifosfonatos
(utilizados no tratamento da osteoporose); a esterol 24-metil-transferase que é
alvo dos azasterodis (usados como antifungico agricola); C8 isomerase e Al4
esterol redutase que sao inibidas pelos morfolinos (antifingico na agricultura) e
esterol 14a-demetilase (também chamada de CYP51), que é inibida pelos
azois, os quais sdo amplamente usados como antifingicos em humanos como

o cetoconazol, fluconazol e miconazol (Figura 8) (BUCKNER, 2008).
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FIGURA 8 — ESTRUTURAS QUIMICAS DE ALGUNS AZOIS USADOS COMO
ANTIFUNGICOS. Adaptado de Vandeputte, Ferrari e Coste (2012).

Os azlis sdo 0s mais promissores nos ensaios que antecedem sua
aprovacdo para uso clinico em doenca de Chagas. Como exemplos temos o
posaconazol que entrou na fase Il de testes clinicos para tratamento de doenca
de Chagas na Espanha e o0 ravuconazol, que estd em ensaios clinicos
Diseases Initiative (DNDi) como uma opcédo para o tratamento de doenca de
Chagas (CLAYTON, 2010).
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FIGURA 9 — VIA DE BIOSSINTESE DE ERGOSTEROL EM T. cruzi
PRODUTOS, ENZIMAS E INIBIDORES. AS SETAS DA CASCATA INDICAM A
QUANTIDADE DE ETAPAS ATE O PRODUTO. Adaptado de Buckner (2008)
e Lepesheva (2011).

Inimeros trabalhos tém sido feitos avaliando-se os variados efeitos e
eficacia no tratamento com azéis nas diferentes formas de T. cruzi (DOCAMPO
et al, 1981; BEACH, GOAD e HOLZ, 1986; URBINA et al., 1988;
CONTRERAS, VIVAS e URBINA, 1997; ARAUJO et al., 2000; MOLINA et al.,
2000; URBINA et al., 2000; DOYLE et al., 2010). Alguns ainda tém
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demonstrado o efeito curativo de certos azoéis em modelos animais infectados
agudamente e cronicamente com doenca de Chagas (URBINA et al., 1996;
APT et al.,, 1998; URBINA et al., 2003; URBINA, 2009). Porém, um estudo
lipidébmico ap6és o tratamento nunca foi relatado, ocorrendo apenas
caracterizacbes lipidicas menos abrangentes (CONTRERAS, VIVAS e
URBINA, 1997; URBINA et al., 1998; DOYLE et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a necessidade de um melhor conhecimento a respeito
do causador da doenca de Chagas, um estudo amplo a respeito do perfil
lipidico global e componentes relacionados (lipiddmica) de T. cruzi, destaca-se
como uma estratégia bastante promissora. Esta hipotese € ainda reforcada
pelos estudos que ja verificaram a importancia que inUmeras espécies lipidicas
desempenham nesta doencga e na sobrevivéncia do parasito.

A utilizacdo das tecnologias mais refinadas para conhecimento da
composicdo lipidica global de protozoarios permite realizar avancos que
poderdo resultar, em um futuro préoximo, na identificacdo de novos alvos de
farmacos possibilitando o desenvolvimento de métodos mais eficazes para o
combate as parasitoses, tais como a doenca de Chagas.

Ao se estudar a lipidomica de formas epimastigotas de T. cruzi e
coanomastigotas de A. deanei, estamos dando um passo inicial para estudos
mais avancados, tendo em conta a facilidade maior de se trabalhar com formas
ou parasitos nao infectivos a humanos. A caracterizacdo e quantificacdo de
lipidios na forma infectiva em humanos de T. cruzi, por exemplo, seria um
importante ponto de compara¢do com a forma utilizada neste estudo e com A.
deanei, a qual pertence a mesma familia de T. cruzi.

A deteccao de diferencas lipidicas entre cepas de T. cruzi € um ponto
importante quando jA se sabe de uma patogenicidade distinta entre certas
cepas. Os efeitos globais na composicao lipidica quando certas drogas agem
neste parasito também se constitui um relevante estudo, principalmente
guando ja se tem em vista uma utilizacéo clinica de tal droga.

Paralelamente, a identificacdo das perturbacdes bioquimicas causadas
pela exposicdo do parasito a uma droga é crucial devido ao fato de podermos
verificar potenciais mecanismos de sobrevivéncia/resisténcia ao tratamento.
Desta forma, podemos identificar alvos alternativos para serem utilizados em

combinagdes de drogas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar e comparar o lipiddma dos parasitos T. cruzi e A. deanei.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o perfil lipidico total de formas epimastigotas de diferentes
cepas/clones de T. cruzi pertencentes a trés unidades de tipagem
distintas (cepas/clones CL Brener, Sylvio, DM28c, Col17G2, Y e G).

b) Avaliar quais alteracdes neste perfil sdo observadas quando T. cruzi
é submetido ao tratamento em diferentes condigées de um inibidor
da biossintese de ergosterol (cetoconazol).

c) Comparar a composicdo lipidica total de T. cruzi com o
tripanossomatideo nao infectivo a humanos, A. deanei e verificar
neste diferencas quando crescido na auséncia ou presenca de soro

fetal bovino e na auséncia do endossimbionte (curada).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CULTIVO DOS PARASITOS, ENSAIO DE INIBICAO E CURVA DE
INIBICAO DO CRESCIMENTO

A forma epimastigota de quatro cepas e trés clones de T. cruzi
pertencentes a trés diferentes UTDs (de acordo com 0 novo consenso
classificatério para T. cruzi de Zingales et al. (2009): T. cruzi | para DM28c
[clone de DM28], Sylvio, G e Col17G2 [clone de Colombiana]; T. cruzi Il para Y
e T. cruzi VI para CL Brener [clone de CL]) juntamente com a forma
coanomastigota de A. deanei, foram cultivadas em meio LIT (infuso de figado
10 g/L; triptose 5 g/L; NaCl 4 g/L; KCI 400 mg/L; Na,HPO, 8 g/L, glucose 1 g/L;
e 3,76 mL/L de hemina (2 mg/mL em 0,2 M de NaOH) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) inativado por calor (ou na auséncia de SFB no caso
de alguns experimentos com A. deanei), penicilina e estreptomicina, sem
agitacdo, a 28 °C em frascos de cultura apropriados. As culturas de A. deanei
foram cedidas por Stenio Fragoso do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz
(Curitiba, PR). As cepas/clones de T. cruzi: Y, DM28c, Sylvio, CL Brener e
Col17G2 foram provenientes do laboratorio de Santuza Maria Ribeiro Teixeira
do Departamento de Bioguimica e Imunologia da UFMG (Belo Horizonte, MG)
enguanto que a cepa G foi cedida por Renato Arruda Mortara do Departamento
de Microbiologia Imunobiologia e Parasitologia da UNIFESP (Séao Paulo, SP). A
metodologia usada para obtencdo de A. deanei curada (sem a presenca do
endossimbionte bacteriano) foi descrita por Mundim e Roitman (1977). As
culturas em sua fase logaritmica de crescimento (1,5x10° epimastigotas/mL
para T. cruzi, 8x10° coanomastigotas/mL para A. deanei e 4x10’
coanomastigotas/mL para um experimento de composicdo de acidos graxos
em A. deanei) e em volume aproximado de 70 e 100 mL para T. cruzi e A.
deanei respectivamente, foram separadas por centrifugacdo a 2000 g por 10
min, lavadas duas vezes com PBS (tampéao fosfato salino) e congeladas a -20
°C.
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Para os ensaios de inibicdo, o clone DM28c de T. cruzi foi inicialmente
crescido até atingir concentracdo de 2x10° epimastigotas/mL, quando entdo
uma solucdo de cetoconazol preparada de acordo com Contreras et al. (1997)
foi adicionada as culturas em diferentes concentragcdes e permanecendo por
tempos de exposicao distintos (1uM por 24 e 72h; 10 uM por 72h). Os parasitos
em volume suficiente foram centrifugados, lavados e congelados conforme ja
descrito anteriormente.

A curva de inibicdo de crescimento foi feita com dois clones de T. cruzi
(DM28c e CL Brener) e duas concentracdes de cetoconazol (1 e 10 uM). Ela
iniciou-se com 5x10° parasitos/mL e a droga foi adicionada no dia 1 (com
aproximadamente 2x10° parasitas/mL). Quando o controle atingiu 2x10’
parasitos/mL ou mais, a cultura foi diluida para 5x10° parasitos/mL e a
proporcédo da diluigdo foi mantida para as demais culturas. Na terceira diluicdo
(dia 10) optou-se por nado diluir mais devido a auséncia de crescimento

observado através da contagem em camara de Neubauer.

5.2 EXTRACAO DOS LIPIDIOS

Para se extrair as fracGes lipidicas dos parasitos os mesmos foram
submetidas a lise por choque térmico, sendo submergidos em nitrogénio liquido
a -199 °C por 2 minutos e retornando a temperatura de 37 °C pelo mesmo
periodo. Feito isso, uma quantidade pré-determinada e igual para as amostras
foi pesada (aproximadamente 20 mg) e transferida para um tubo de vidro com
tampa rosqueada de teflon e volume de 4 mL. Os parasitos foram submetidos a
extracdo com uma mistura de 2 mL de cloroférmio:metanol (1:1, v/v), a
temperatura de 100 °C por 2 horas, sem agitacdo (FOLCH, LEES e SLOANE
STANLEY, 1957; CABRINI et al., 1992; LIN et al., 2004). O extrato lipidico foi
centrifugado a 8000 g, o solvente organico contido no sobrenadante recolhido e

com este extrato foram realizadas as derivatizacdes e analises.
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5.3 DERIVATIZACAO PARA ANALISE EM CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Aliquotas de 100 pL das amostras (dissolvidas em 500 pyL de CHCIs-
MeOH, 1:1 v/v) foram evaporadas e metanolisadas com MeOH-HCI 3N (2:1,
v/v) a 100 °C por 2h, a fim de se obter os metil ésteres de &cido graxo (MEAG).
Apos isso, as amostras foram submetidas a uma particdo utilizando 1 mL de
hexano e adicionando 0,5 mL de agua destilada para facilitar a separacdo das
fases. A fase apolar (hexano) foi coletada, evaporada e dissolvida em acetona.
Para determinacdo da composicdo de esterdis, 50 pL de amostra foram
evaporados e derivatizados com N,N-bis(trimetilsilil)-2,2,2-trifluoroacetamida
(BSTFA)-piridina (2:1, v/v) por 30 min a 100 °C e injetada diretamente no
equipamento de CG-EM. O reagente BSTFA usado foi adquirido da empresa
Sigma-Aldrich.

5.4 ANALISES DE CG-EM

A analise de CG-EM foi realizada utilizando cromatografo a gas Varian:
3800 acoplado a um detector de MS 4000, com detector de massa do tipo ion
trap. Este equipamento possui uma coluna capilar baixo sangramento/MS (VF-
1MS) dimensbes de 30 m x 0,25 mm de diametro interno (adquirida da
empresa Agilent/Varian, Santa Clara, CA, EUA). A deteccdo por massas foi
realizada através de ionizacdo eletrénica (70 eV). Para andlise de acidos
graxos a temperatura do injetor foi mantida em 250 °C e do trap em 200 °C,
Hélio 5.0 analitico foi utilizado como gas de arraste, a um fluxo de 1 mL/min e a
programacao da coluna foi a seguinte: inicial a 50 °C, mantido por 2 min,
aquecido a 90 °C (20 °C por min, mantida durante 1 min) e em seguida a 280
°C (5 °C por min, mantida durante 2 min). Para andlise de esterbis foram
utilizadas as seguintes condi¢des: injetor a 250 °C, a coluna foi mantida

inicialmente a 200 °C por 1 min e entdo aquecida até 300 °C, numa taxa de 15
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°C por min e mantida por 15 min (DOYLE et al., 2010). O volume de inje¢cédo
para ambas analises foi de 1 pL, com uma razéo de split de 1:10. A analise dos
dados foi realizada utilizando-se o software Saturn 5.1.

Uma estimacéo do nivel de insaturacdo (DBI, double-bond index), para
acidos graxos C18 e C16 foi calculado dos valores obtidos em mol% da anélise

de CG-EM, de acordo com o descrito por Skoczowski et al. (1994).

5.5 ANALISES POR ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (RMN)

Espectros de 1D e 2D de 'H, 3C foram obtidos em um espectrometro
de RMN Bruker Avance 1l 400, operando a 9,4 Tesla equipado com uma sonda
multinuclear de observacéo inversa de 5 mm e gradiente de campo no eixo z.
Antes das andlises, as amostras foram submetidas & troca de H por D, por
sucessivas solubilizacbes e evaporagcdes em solventes deuterados. Em
seguida foram solubilizadas em 500 pL de uma solucédo de CDCI3:MeOD (1:1,
v/v), centrifugadas e transferidos para tubos de RMN de 5 mm para aquisi¢céo
dos experimentos de RMN. Os deslocamentos quimicos de 'H e *3C foram
referenciados em relacdo ao sinal do TMS em 0,00 ppm. Os experimentos
foram realizados sem a rotacdo do tubo, com o sinal de TMS a uma largura
média variando de 0,8-1,0 Hz.

Experimentos de RMN 2D foram realizadas usando as seguintes
sequencias de pulsos: HSQC editado (heteronuclear correlation via double
inept transfer) com desacoplamento durante a aquisicdo, com edicdo de
multiplicidade durante a etapa de selecdo (hsqcedetgp), COSY, correlacdo
homonuclear com pré-saturacdo durante o atraso de relaxamento utilizando
gradiente de pulsos de selecéo (cosygpprgf), TOCSY, correlagdo homonuclear
total através de transferéncia Hartman-Hahn usando a sequéncia MLEV17 para
o tempo de mistura, utilizando-se um tempo de mistura de 0,06 s (mlevphpr.2),
e HMBC correlacdo heteronuclear via zero e dupla coeréncia quantica
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otimizada para acoplamentos de longo alcance (hmbcgplpndgf). Os
experimentos de RMN 2D foram adquiridos com deteccdo de quadratura na
dimensdo indireta, sendo que os experimentos de HSQC editado foram
adquiridos com 128 scans por série de 1K x 256 pontos com zero de filling na
dimenséo F1 (4 K) antes de transformada de Fourier (SASSAKI et al., 2011).

5.5.1 Reducdo dos dados e Analise por Componentes Principais (ACP)

Ap6s a correcdo da fase e linha de base, cada espectro de RMN de *H
foi reduzido a 597 regides de igual largura (0,01 ppm) usando o software AMIX
(andlise de misturas), versédo 3.8 (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Alemanha). A
janela de 'H utilizada foi de 0,5 a 6,50 ppm. A regido espectral proxima a
ressonancia do metanol (CHD,OD, & 3,32-3,36 ppm) foi removida de todos os
conjuntos de dados antes de normalizacdo e analise multivariada, a fim de
eliminar variacbes derivadas de possiveis irregularidades da supressao da
agua ou heterogeneidades do sinal do solvente. Ap6s uma andlise de ACP
preliminar, as regides correspondentes as ressonancias dos grupos R-CHs (&
0,84-0,91), (CHy), (6 1,20-1,41 ppm), Ala-CB (d 1,50-1,57), succinato (& 2,58-
2,61) e N'(CHas)s (& 3,19-3,25) também foram removidas dos conjuntos de
dados (informando-se quando feita), principalmente porque pequenas
deformagbes dos sinais nesta regido interferiram significativamente na ACP,
devido a elevada intensidade dos sinais nesta regido. Todas as regides dentro
da janela analisada remanescentes dos espectros foram analisadas em pareto
scaling.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO DE FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi NA PRESENCA DE CETOCONAZOL

A fim de avaliar se parasitos de diferentes grupos apresentam
susceptibilidade diferenciada ao tratamento com cetoconazol, foram testados o
comportamento dos clones CL Brener (T. cruzi VI — genoma sequenciado) e
DM28c (T. cruzi | — genoma em fase de montagem) (Figura 10). O efeito do
inibidor foi bastante semelhante entre as cepas, sendo mais acentuado apos 4
dias de crescimento. Diante disto, optou-se por usar as concentragdes testadas
na curva (1 e 10 uM de cetoconazol) nos demais experimentos analiticos,

assim como determinados tempos de exposicao a droga (24 e 72h).

6.2 ANALISES DOS EXTRATOS LIPIDICOS DE T. cruzi E A. deanei POR
RMN DE 'H E CORRELACAO DIRETA *H-3C

Os espectros de RMN de hidrogénio do clone DM28c controle e tratado
com cetoconazol mostraram-se bastante semelhantes (Figura 11A e 11B),
exceto as diferencas mais acentuadas relativas ao acumulo de eburicol — um
precursor da biossintese de ergosterol — e uma reducdo no deslocamento de
C18 correspondente ao colesterol, apds o tratamento. A presenca de colesterol
no extrato evidencia uma provavel captacéo dele do meio de cultura, ja que em
tripanossomatideos a biossintese de colesterol ndo ocorre (LEPESHEVA et al.,
2010). Os assinalamentos lipidicos foram feitos combinando-se os dados de
RMN uni e bidimensional, aléem do suporte da literatura consultada (CASU et
al., 1991; CHOI, CASU e GIBBONS, 1993; ADOSRAKU et al., 1994; WILLKER
e LEIBFRITZ, 1998; COEN et al., 2003; DUARTE et al., 2009; BECKONERT et
al., 2010).
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FIGURA 10 — EFEITO INIBITORIO DE CETOCONAZOL NA TAXA DE
CRESCIMENTO DE EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi DOS CLONES DM28c E
CL BRENER. Os parasitos foram crescidos na presenca de 0, 1 e 10 uM da
droga. Quando o controle atingiu 2x10’ parasitos/mL ou mais, a cultura foi
diluida para 5x10° parasitos/mL e a proporcéo da diluicdo foi mantida para as
demais culturas. Na terceira diluicdo (dia 10) optou-se por ndo diluir mais
devido a auséncia de crescimento. Os resultados expressam a média de trés
experimentos independentes. Os desvios padrdoes das contagens foram iguais
ou menores a 10% das médias.
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Um dado complementar para verificagcdo dos efeitos da droga em T.
cruzi foi a analise e comparacdo das integrais obtidas pelo experimento de
HSQC-ed das culturas controle e tratada (Tabela 3), mostrando as principais
variagdes que ocorreram entre determinados componentes. Destaca-se nessa
analise uma reducado de 58,1% na integral de colesterol acetato (ChA-C6), de
61,6% em cistina (Cys-CpB), de 29,6% em colesterol (Chol-C18) e 10,2% em
fosfatidiletanolamina (PE-2’) ap6s o tratamento, ao passo que houve um
aumento de 18,9% em fosfatidilinositol (P1-6’) e 4,5% em fosfatidilcolina (PC-1’)
(Tabela 3).

Os espectros de RMN de hidrogénio das demais cepas e clones foram
bastante semelhantes e por isso uma analise visual do espectro ndo revelou
muitas diferencas, fazendo-se necessario recorrer a analise por componentes
principais a fim de detecta-las (Figura 12).

A fim de termos uma nocdo geral das provaveis diferencas entre
espécies da mesma familia, verificamos o espectro de hidrogénio do outro
tripanossomatideo — A. deanei — crescido na presenca de 10% de SFB e sem o
endossimbionte (curada). Destacou-se neste caso a auséncia do
assinalamento caracteristico de colesterol em 0,70 ppm quando comparado
com T. cruzi (Figura 11A, 11C e 11D), indicando que em A. deanei ndo ocorre
(ou ocorre pouca) captacéo de colesterol do meio de cultura, diferentemente de
T. cruzi. Um assinalamento relevante no espectro de RMN de *H foi observado
em -0,32 ppm (ndo mostrado na figura) e que € caracteristico de anel
ciclopropano de &cido graxo em cis (WOOD e REISER, 1965; OUDEJANS,
VAN DER HORST e VAN DONGEN, 1971; FISH et al., 1981). Tal dado foi
confirmado pela andlise feita por CG-EM (Tabela 2) que apresentou tempo de
retencdo e fragmentos caracteristicos (m/z 310 [M*], 278, 236, 194) de um
acido graxo ciclopropano C19, cis-9,10-acido metilenoctadecanoico (WOOD e
REISER, 1965; FISH et al., 1981).
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FIGURA 11 — ESPECTROS DE RMN DE 'H DOS EXTRATOS LIPIDICOS
OBTIDOS DO CLONE DM28c DE T. cruzi CONTROLE (A), CLONE DM28c
TRATADO COM CETOCONAZOL NA CONCENTRACAO DE 1uM POR 72h
(B), A. deanei CRESCIDA NA PRESENCA DE 10% DE SFB (C) E A. deanei
CURADA (D). Os deslocamentos quimicos sédo relativos ao padréo interno de
TMS (® = 0 ppm). Os valores dos assinalamentos quimicos e as abreviacdes

utilizadas encontram-se na Tabela 1.
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A. deanei curada apresentou um sinal intenso em C18 de ergosterol
(0,65 ppm) quando comparado com o espectro de A. deanei crescido na
presenca de 10% de SFB (Figura 11C e 11D). Os demais assinalamentos que
diferenciam os espectros de hidrogénio mostrados sao mais bem observados
na analise quimiométrica realizada por componentes principais, tanto para o
clone DM28c de T. cruzi tratado e controle (Figura 15), tanto de A. deanei
(Figura 14).

Com algumas poucas excecdes, todas as classes lipidicas presentes
nos extratos analisados puderam ser identificadas na analise de RMN de
hidrogénio e também através dos experimentos de correlacdo direta *H-*C
HSQC-ed, confimando a identificacdo dos deslocamentos quimicos

sobrepostos (Figura 12 e Tabela 1).

6.3 ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A anélise por componentes principais dos espectros de RMN de 'H foi
feita com o objetivo de detectar diferencas que ndo puderam ser assinaladas
visualmente entre as diversas amostras. Epimastigotas de T. cruzi (DM28c, CL
Brener, G, Y, Coll7G2 e Sylvio) foram discriminadas principalmente pelo
primeiro componente principal gerado (PC1), o qual explicou 53% da variancia.
Os extratos lipidicos mostraram uma alta reprodutibilidade entre cada cepa,
como se pode observar nos scores plot (Figura 13.1). Entre as classes
lipidicas, os picos que influenciaram a discriminagcdo em PC1 foram R-CHj
(0,84-0,91 ppm), (CH,), (1,20-1,41 ppm), N*(Me3)3(PC) (3,19-3,25 ppm), e Ala-
CpB (1,48-1,54 ppm) quando nenhuma regido do espectro foi excluida (Figura
13B2 e 13B3) e PS-1’ (3,37 ppm), Mono-UFA (5,34 ppm), Gly-C3(PC/PE) (4,01
ppm), Chol-C17 (1,08-1,10 ppm) e C18:1 (2,01-2,03 ppm) quando as regides
correspondentes a R-CH3, (CH.),, N*(Mes)3(PC), e Ala-CB foram excluidas
(Figura 13C2 e 13C3).
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FIGURA 12 — MAPA PARCIAL DE CORRELACAO DIRETA 'H-*C OBTIDO
DE EXPERIMENTO DE HSQC-ed DO EXTRATO LIPIDICO DE FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi (DM28c) COM OS PRINCIPAIS
ASSINALAMENTOS. A fase positiva (em azul) corresponde as correlacdes de
primeira ordem de tipo CH e CHgs, enquanto a fase negativa (em vermelho)
corresponde as correlacdes de primeira ordem de tipo CH,. Um assinalamento
mais detalhado e as abreviacfes utilizadas estédo presentes na Tabela 1.
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FIGURA 13 — Scores plot DE ACP FEITA DE INFORMAC}AO OBTIDA DOS
ESPECTROS DE RMN DE 'H DOS EXTRATOS LIPIDICOS DE
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi: DM28c, CL BRENER, G, Y, Col17G2 E SYLVIO
(1), LOADINGS PLOT (2) E 1D LOADINGS PLOT DE PC1 (PRETO) E PC2
(AZUL) (3. A: NENHUMA REGIAO EXCLUIDA; B: REGIOES
CORRESPONDENTES A R-CHs, (CH,),, ALANINA E N*(ME3)3(PC) FORAM
EXCLUIDAS; C: APENAS REGIAO CORRESPONDENTE
MAJORITARIAMENTE A FOSFOLIPIDIOS FOI SELECIONADA (3,24-5,40
ppm). A ACP foi realizada conforme condi¢cGes descritas na secao de Materiais
e Métodos.

Pela analise por CG-EM foi possivel confirmar a discriminagdo em
C18:1 entre as cepas e clones de T. cruzi, onde observamos a mais alta
porcentagem em CL Brener (29,13) e a mais baixa em Y (17,79) (Tabela 2). A

analise por componentes principais demonstrou mais claramente também as
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diferencas entre classes lipidicas especificas como os fosfolipidios (Figura
13C), sendo Gly-C3(PC/PE) (4,01 ppm), Cer-C1(SM)/Gly-C3(PI)/PE-1" (4,03-
4,04 ppm), PS-1° (3,37 ppm) e um sinal em 3,30 ppm pertencendo
provavelmente a uma colina, como aqueles que mais influenciaram a
discriminacéo.

Foi realizada também a ACP comparando-se A. deanei cultivada na
presenca ou auséncia de SFB e A. deanei curada, para verificagdo das
principais diferencas e influéncia do SFB e do endossimbionte no perfil lipidico
(Figura 14A e 14B). O PC1 gerado neste caso foi capaz de explicar 55% da
variancia. Pode-se observar uma alta reprodutibilidade entre as diferentes
culturas de A. deanei analisadas através dos scores plot (Figura 14Al e 14B1).
Os deslocamentos quimicos que mais influenciaram a diferenciagdo em PC1
foram R-CHz (0,84-0,91 ppm), (CH,), (1,20-1,41 ppm), N*(Mes)s(PC) (3,19-3,25
ppm), PS-1" (3,37 ppm), 3,30 ppm (provavel colina) e succinato (2,60 ppm)
qguando nenhuma regido de excluséo foi selecionada (Figura 14A2 e 14A3) e
Fa (2,27-2,39 ppm), PS-1’ (3,37 ppm), Erg-C19 (1,06 ppm), 3,30 ppm (provavel
colina) e Mono-UFA (5,34 ppm) quando as regides de R-CHgs,(CHy)y,
N*(Me3)3(PC), succinato e Ala-CB foram excluidas (Figura 14B2 e 14B3).

Foi feita a ACP com o objetivo de comparar o espectro de RMN de *H
do clone DM28c de T. cruzi com A. deanei crescida com e sem SFB. Esta
verificagdo assinalou as principais classes lipidicas diferentes entre estes
parasitos pertencentes a mesma familia. PC1 foi capaz de explicar 93% da
variancia encontrada, sendo assim 0 componente mais importante na
discriminacdo entre as amostras. Os deslocamentos quimicos que mais
influenciaram a diferenciacdo foram R-CHj; (0,84-0,91 ppm), (CH>), (1,20-1,41
ppm), N*(Mes)s(PC) (3,19-3,25 ppm), PS-1’ (3,37 ppm), Ala-CB (1,48-1,54 ppm)
e succinato (2,60 ppm) (Figura 14C2 e 14C3) e ap0s a exclusao das regides R-
CHa, (CH,),, N*(Me3)3(PC), succinato e Ala-CpB, obtivemos PS-1’ (3,37 ppm),
Poly-UFA (5,36 ppm), Fa (2,27-2,39 ppm), C18:2 (2,76-2,86 ppm) e a provavel
colina (3,30 ppm) como os sinais que mais influenciaram a discriminagéo
(Figura 14D2 e 14D3).
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FIGURA 14 — ACP DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H OBTIDOS DOS
EXTRATOS LIPIDICOS DE A. deanei CRESCIDA NA PRESENCA E
AUSENCIA DE SFB E CURADA (QUADROS A E B); ACP DE A. deanei
CRESCIDA NA PRESENCA E AUSENCIA DE SFB E DM28c DE T. cruzi
(QUADROS C E D). A e C: nenhuma regido excluida do espectro. B e D:
regides correspondentes & R-CHs, (CH,),, N*(Mes)3(PC) alanina e succinato
excluidas. Scores plot (1), Loadings plot (2) e Loadings plot 1D de PCL1 (preto)
e PC2 (azul) (3). A ACP foi realizada conforme condi¢cbes descritas na secao
de Materiais e Métodos.
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TABELA 1 — ASSINALAMENTOS LIPIDICOS DE 'H E *C OBTIDOS A
PARTIR DE HSQC-ED DO EXTRATO LIPIDICO DO CLONE DM28c DE T.
cruzi CONTROLE E TRATADO COM CETOCONAZOL. Abreviacbes: Chol,
colesterol; Erg, ergosterol; ChA, colesterol acetato; Ala, alanina; Cys, cistina;
Suc, succinato; Gly, glycerol; PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PI,
fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina; Cer, ceramida; SM, esfingomielina; DAG,
diacilglicerol; TAG, triacilglicerol; Mono-UFA, &cido graxo monoinsaturado;
Poly-UFA, acido graxo poliinsaturado; PLA, plasmal6geno.

Composto 5 (ppm) *H/C Variacao*
Erg-C18 0,65/12,01
Chol-C18 0,70/11,90 129,6%
Ebu-C18 0,72-0,73/15,91
Ebu-C30 0,81/15,59
R-CHs3 0,84-0,91/14,08
Chol-C9 0,94/50,64
Chol-C14 1,02/57,20
Erg-C19/Chol-C19 1,06/15,38
Chol-C17 1,08-1,10/56,64
(CHy)s 1,20-1,41/29,62
Ala-CB 1,48-1,54/16,81 19,3%
FB:R-CH»-CH,-CO,- 1,56-1,67/25,21
-CH=CH-CH,-CH-CH-(18:1) 2,01-2,03/27,44
Fa: R-CH,-CH,-CO»- 2,27-2,39/34,37
Suc 2,60/29,32 182,2%
-CH=CH-CH,-CH=CH-(18:2) 2,76-2,86/25,93
PE-2’ 3,14/40,88 110,2%
‘N*(Mes)s (PC) 3,19-3,25/54,25
Cys-CB 3,22/46,31 161,6%
PI-5 3,24/75,13
CHD,OD 3,34/49,01
PS-1’ 3,37-3,38/41,81 110,1%
Cys-Ca 3,39/46,28
PI-3’ 3,42-3,43/71,85




TABELA 1 — Continuagéo.

Composto 5 (ppm) *H /*3C Variacdo*
Ala-Ca 3,56-3,60/50,92
PC-2’ 3,63/66,82
Pl-4’ 3,64/73,01
PI-2’ 3,66/73,03
PI-6’ 3,80/72,37 118,9%
PI-1’ 3,88/77,26
Cys-Ca 3,96/61,71
Gly-C3(PC/PE) 4,01/61,84
Cer-C1(SM)/Gly-C3(PI)/PE-1  4,03-4,04/61,87
Cer-C3(SM) 4,18/72,09
pC-1 4,27/59,46 14,5%
PLA-(=CH-) 4,36/108,07 18,8%
Gly-C1(DAG/TAG/PC/PE/PI) 4,18-4,44/63,02
HOD/CD3;0OD 457
Gly-C2 (DAG) 5,17/72,13 18,0%
Gly-C2 (PC/PE/PI) 5,25/70,88
Mono-UFA 5,34/128,36
Chol-C6 5,34/121,77
Poly-UFA 5,36/130,28
ChA-C6 5,37/122,97 158,1%
Erg-C7 5,38/116,72
Erg-C8 5,55/119,95
PLA (-O-HC=) 5,94/145,12

*Porcentagem correspondente a variagdo encontrada em integral de HSQC-ed medida em
cultura controle e apés tratamento com cetoconazol, 1uM por 72h.

Para se avaliar os efeitos do cetoconazol no perfil lipidico de T. cruzi,
procedemos a ACP dos espectros de hidrogénio do clone DM28c tratado com
diferentes doses e tempo. PC1 explicou 76% da variancia entre 0os espectros e
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0s assinalamentos que mais influenciaram a separacdo entre as amostras
foram alanina, R-CHs (0,84-0,91 ppm), (CHa), (1,20-1,41 ppm) e N*(Me3)3(PC)
(3,19-3,25 ppm) quando nenhuma regido de excluséo foi selecionada (Figura
15A2 e 15A3). Apés a exclusdo dessas mesmas regides encontradas
anteriormente, obtivemos Ebu-C18 (0,73 ppm), Chol-C17 (1,09 ppm), Chol-C14
(2,02 ppm), Ala-Ca (3,56-3,60 ppm) e PS-1" (3,37 ppm) como o0s
deslocamentos que mais influenciaram a diferenciacéo (Figura 15B2 e 15B3).
Com o objetivo de avaliar de maneira mais acurada os efeitos da droga,
realizamos a selecdo de regibes no espectro onde se encontram
predominantemente deslocamentos de fosfolipidios (Figura 15C) e esterdis
(Figura 15D). Os deslocamentos fosfolipidicos que mais influenciaram a
discriminagéo foram PS-1’ (3,37 ppm), PI-3’ (3,42 ppm), PI-6’ (3,80 ppm), PI-2’
(3,66 ppm), Gly-C3(PC/PE) (4,01 ppm) e Cer-C1(SM)/Gly-C3(PI)/PE-1" (4,03-
4,04 ppm) (Figura 15C2 e 15C3). Como esperado, o tratamento com
cetoconazol inibiu a sintese de ergosterol e elevou 0s niveis de seu precursor,
eburicol, sendo estes os deslocamentos que mais influenciaram a diferenciacao
na regido dos esterdis (Figura 15D2 e 15D3). Entretanto, a presenca destes
esterdis € melhor avaliada na analise quantitativa feita por CG-EM (Tabela 2),
assim como os efeitos na porcentagem de colesterol, que também foi uma
diferenca detectada na ACP ja descrita (Figura 15B2 e 15B3).
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FIGURA 15 — Scores plot DE ACP REALIZADA DE RMN DE 'H DOS
EXTRATOS LIPIDICOS DO CLONE DM28c DE T. cruzi CONTROLE E
TRATADO COM CETOCONAZOL POR DIFERENTES CONDICOES DE
DOSE E TEMPO DE EXPOSICAO A DROGA: 1uM POR 24h, 72h E 10 pM
POR 72h (1), LOADINGS PLOT (2) E 1D LOADINGS PLOT DE PC1 (PRETO)
E PC2 (AZUL) (3). A: nenhuma regido excluida; B: regides correspondentes a
R-CH3, (CH,), alanina e N¥(Mes)s(PC) foram excluidas; C: regi&o
correspondente majoritariamente a fosfolipidios selecionada (3,24-5,40 ppm);
D: regido de esterdis selecionada (0,60-0,83 ppm). A ACP foi realizada
conforme condi¢Bes descritas na secdo de Materiais e Métodos.
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6.4 ANALISES DE COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS E ESTEROIS POR
CG-EM

A fim de se identificar e quantificar com outra técnica analitica a
composicdo de certos compostos de interesse procedeu-se a verificacdo de
acidos graxos e esterois de T. cruzi e A. deanei por CG-EM.

A composicdo de acidos graxos das diferentes cepas e clones de T.
cruzi analisados foram bastante similares, sendo a principal diferenca relativa a
composicdo de C18:1 entre CL Brener (29,06%) e Y (17,7%). Estudamos
também aqui uma possivel influéncia da presenca de SFB e auséncia do
endossimbionte (curada) em A. deanei, a qual apresentou grandes quantidades
de C17:0, tanto crescida na presenca (32,23%) ou na auséncia (33,25%) de
SFB, curada (34,04%) e 17,85% numa concentracdo menor de parasitos
(4x107 coanomastigotas/mL) (Tabela 2).

A presenca de C18:3 foi detectada em todas analises de A. deanei,
porém T. cruzi ndo apresentou tal acido graxo. O célculo de DBI foi feito para
0s acidos graxos insaturados das diferentes amostras apresentou valores
préximos para o clone DM28c controle (0,45) e tratado (0,43) enquanto entre
as demais cepas/clones de T. cruzi Coll7G2 (0,59) e Y (0,49) apresentaram o
valor maximo e minimo (Tabela 2). A. deanei curada mostrou um elevado DBI
(0,73) quando comparada com A. deanei crescida na presenca (0,35) ou
auséncia (0,41) de SFB, sendo este dado uma influéncia da maior
porcentagem de C18:3 (11,87) e C18:1 (27,30) em A. deanei curada (Tabela
2). A maior e menor razao UFA/SFA foi observado no clone Col17G2 (0,83) e
no clone DM28c (0,54) respectivamente. O tratamento com cetoconazol
reduziu ainda mais esta razdo em DM28c (0,48) e A. deanei curada apresentou

a mais alta razéo (0,80) entre as amostras de A. deanei analisadas (Tabela 2).
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TABELA 2 — COMPOSICAO PERCENTUAL DE METIL ESTERES DE ACIDOS
GRAXOS (MEAG), DBI E RAZAO DE UFA/SFA DOS EXTRATOS LIPIDICOS

DE A. deanei E CEPAS/CLONES DE T. cruzi.

MEAG C14.0 Ci6:1 Cl6:.0 C17.0 C183 Ci18:2 cis:1 C18:0 Ci19* D8I Razéo
UFA/SFA

DM28c 3,57 3,30 29,26 1,50 9,92 21,76 30,69 0,45 0,54
DM28c? 3,47 2,45 31,13 1,12 10,74 19,28 31,82 0,43 0,48
CL Brener 1,53 2,52 27,21 0,95 10,66 29,13 28,01 0,53 0,73
G 1,62 357 2751 0,88 13,25 24,51 28,68 0,55 0,70

Y 2,54 507 3128 1,01 12,92 17,79 29,40 0,49 0,56
Sylvio 2,94 3,81 2628 0,72 9,96 28,27 28,02 0,52 0,73
Col17G2 1,94 321 2482 0,76 13,50 28,67 27,07 0,59 0,83
A.deanei® 1,83 0,91 11,07 32,23 4,08 2,32 17,59 29,96 8,11 0,35 0,33
A.deanei 1494 17,85 7,28 3,07 24,21 32,65 295 0,52 0,53
A. deanei® 1,41 11,35 3325 5,79 2,97 17,32 2791 6,61 041 0,35
A. deanei® 299 34,04 11,87 5,15 27,30 1865 8,34 0,73 0,80

% Clone DM28c tratado com cetoconazol, 1 uM por 72h.
®_ A. deanei crescida com 10% de SFB.
°. A. deanei crescida com 10% de SFB e concentracdo de 4x10’ coanomastigotas/mL.

4 A. deanei crescida na auséncia de SFB.

- A. deanei curada.

*Acido graxo ciclopropano C19 (cis-9,10-acido metilenoctadecandico).

Pela andlise da composi¢do de esterdis do clone DM28c de T. cruzi

tratado com cetoconazol, pode-se observar o acumulo de precursores da

biosintese de ergosterol (lanosterol e eburicol) e a total auséncia de ergosterol,

apo6s o tratamento com diferentes concentracbes da droga e tempo de

exposicao, mesmo na menor dose e tempo testados (Tabela 3 e Figura 16).
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TABELA 3 - COMPOSIC}AO PERCENTUAL DE ESTEROIS DO CLONE
DM28c DE T. cruzi E A. deanei.

Esterois (%)

I Il [l v vV VI VI VI

DM28c 60,57 11,41 9,13 3,12 10,69 - 5,08 -
DM28¢? 69,68 - - - - 4,79 - 25,583
DM28c” 43,21 - - - - 9,46 - 47,33
DM28c°® 48,38 - - - - 537 - 46,26

A.deanei® 7,85 87,03 - - 322 - 191 -
A. deanei® - 93,95 - - 6,05 - - -
A.deanei’ 11,41 6752 - 11,199,838 - - -

| — colesterol; Il — ergosterol; lll — episterol; IV — fecosterol; V — 4-metil-ergosta-8,14,24-trienol;

VI — lanosterol; VII — metil-episterol; VIII — eburicol.

% Clone DM28c tratado com cetoconazol, 1uM por 24h.
®. Clone DM28c tratado com cetoconazol, 1uM por 72h.
°- Clone DM28c tratado com cetoconazol, 10uM por 72h.
. A. deanei crescida na presenca de SFB.

¢- A. deanei crescida na auséncia de SFB.

" A. deanei curada.

1001 1 Colesterol

I Ergosterol

I Episterol

I Fecosterol

== 4-metil-ergosta-8,14,24-trienol
0 Lanosterol

Metil-episteral

Eburicol

T3

254
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FIGURA 16 — GRAFICO DE COMPOSICAO PERCENTUAL DE ESTEROIS
DO CLONE DM28c DE T. cruzi E A. deanei. Legenda: ®- Clone DM28c tratado
com cetoconazol, 1uM por 24h. - Clone DM28c tratado com cetoconazol, 1uM
por 72h. °- Clone DM28c tratado com cetoconazol, 10uM por 72h. % A. deanei
crescida na presenca de SFB.°- A. deanei crescida na auséncia de SFB.- A.
deanei curada.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, os perfis lipidicos foram analisados para se
explorar as diferencas quimicas entre 6 cepas/clones de T. cruzi (DM28c, CL
Brener, G, Y, Col17G2 e Sylvio) pertencendo a 3 diferentes UTDs (T. cruzi I, Il
e VI). Também foram avaliados os efeitos da adicdo de cetoconazol (um
inibidor da biossintese de ergosterol) no perfil de um clone (DM28c) e fizemos,
por fim, um estudo quimiométrico comparativo entre T. cruzi e o parasito nao-
infectivo a humanos, A. deanei, ambos pertencentes a familia
Trypanosomatidae.

A técnica de ressonancia magnética nuclear tem sido usada em
estudos de caracterizacao de variados tipos de compostos em microrganismos
da familia Trypanosomatidae. Como exemplos temos a verificacdo da morte
celular através da andlise de determinados lipidios de T. cruzi na forma
epimastigota por RMN (BENITEZ et al., 2012); caracterizacdo de metabdlitos
de T. cruzi (SANCHEZ-MORENO et al., 1995) e Crithidia luciliae (GILROY et
al., 1988) por RMN de hidrogénio; analise do metabolismo de glucose em
Crithidia fasciculata (DE LOS SANTOS et al., 1985) e T. cruzi (FRYDMAN et
al., 1990) através de RMN de C; analise dos produtos finais do metabolismo
em T. cruzi por RMN de hidrogénio (PENIN, SANCHEZ-MORENO e DE
DIEGO, 1998); caracterizacdo estrutural de uma proteina ligante de calcio em
Trypanosoma brucei (XU et al., 2012); RMN de *P com alta resolucéo de T.
brucei, T. cruzi e Leishmania major (MORENO et al., 2000) e caracteriza¢cédo da
resposta temporal multivariada em modelo animal infectado com T. brucei
brucei por RMN de hidrogénio (WANG et al., 2008).

A ACP foi uma das técnicas quimiométricas usada com sucesso para
avaliar a relacdo genética e biolégica entre 12 cepas de T. cruzi pertencendo a
diferentes UTDs e provenientes de diferentes reservatorios (LALA et al., 2009).
Nossos resultados mostraram que ACP também foi capaz de discriminar, com
alta reprodutibilidade, os perfis lipidicos de 6 cepas/clones de T. cruzi
pertencendo a 3 diferentes UTDs (T. cruzi I, Il e VI) partindo-se dos dados de

espectros de RMN de 'H. Destaca-se, nesse caso, que a separacdo por ACP
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ocorreu de maneira satisfatoria mesmo em cepas/clones pertencentes a
mesma UTD, como DM28c, Sylvio, G e Col17G2, as quais pertencem a UTD T.
cruzi |I. Tal fato indica uma variabilidade entre o perfil lipidico destas
cepas/clones de mesmo grupo e ao observarmos a distribuicdo de seus scores
plot respectivos (Figura 13B1) notamos que ndo estdo préximos entre si,
(principalmente entre G, Coll7G2 e DM28c). Evidencia-se, ao contrario, uma
aproximacédo entre CL Brener (T. cruzi VI) e G (T. cruzi l) as quais também
neste caso se isolam das demais. Enfocando-se a regido predominante de
fosfolipidios (Figura 13C1), temos uma acentuada aproximacdo entre CL
Brener (T. cruzi VI), G (T. cruzi I) e Y (T. cruzi ll), ao passo que DM28c (T. cruzi
) isola-se bastante. Um trabalho de Rodrigues et al. (2010) demonstrou que
houve uma diferenca significativa dos efeitos em hospedeiro quando
camundongos eram infectados com o clone CL Brener e/ou a cepa JG (T. cruzi
II) de T. cruzi. Verificou-se um reduzido parasitismo, baixa resposta imune e
nenhuma manifestacéo clinica da doenca quando a infeccdo se dava apenas
com a cepa JG, os efeitos contrarios quando ocorria infecgdo por CL Brener e
um efeito intermediario no caso de co-infeccdo. Andrade et al. (2002) relata
ainda a deteccdo apenas da cepa JG em tecido cardiaco de camundongo
quando co-infectado com a cepa Colombiana (T. cruzi I). Tais trabalhos vém
destacar a importancia que a populacdo do parasito pode influenciar na
infeccdo com T. cruzi. Os componentes diferenciais detectados na ACP
realizada neste trabalho (acido graxo C18:1, fosfatidilserina e colesterol) podem
indicar um caminho a ser estudado para elucidar as diferencas também nas
formas infectivas em humanos e uma provavel relacao dos lipidios encontrados
com a sua fungdo no processo infectivo, ndo havendo ainda trabalhos que
esclarecam tais pontos. Ja € sabido, no entanto, que a exposicdo de
fosfatidilserina na superficie celular de formas tripomastigotas de T. cruzi esta
relacionada com mecanismos de evasdo do parasito ao sistema imune do
hospedeiro (DAMATTA et al., 2007) podendo a variacdo deste fosfolipidio entre
as cepas/clones da forma epimastigota detectada neste trabalho, fornecer uma
possivel explicacdo para os diferentes comportamentos das cepas observados

em modelo animal infectado.
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Alguns fosfolipidios que influenciaram a diferenciacdo na ACP
realizada em T. cruzi apds o tratamento com cetoconazol ja foram relatados em
trabalho semelhante. Contreras et al. (1997) ao analisarem os efeitos do
cetoconazol em epimastigotas de T. cruzi verificaram uma inversdo nas
porcentagens encontradas entre fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina ap6s o
tratamento, reduzindo a primeira e aumentando a segunda. O estudo sugere
gue um dos principais efeitos da deplecdo de esterdis enddgenos induzida por
inibidores é uma modificagdo da composi¢éo fosfolipidica como consequéncia
da atividade reduzida da enzima PE-PC-n-metil transferase. Em nosso trabalho
a ACP detectou Gly-C3(PC/PE) (4,01 ppm) como um sinal influente na
diferenciacéo (Figura 15C2 e 15C3), e a analise das integrais de PC-1’ e PE-2’
acusou uma elevacgédo de 4,5% na primeira e reducdo de 10,2% na segunda,
comportando-se as porcentagens destes fosfolipidios de maneira inversa ao
relatado no trabalho citado (Tabela 1). PI-6’ foi o assinalamento de fosfolipidio
que apresentou maior variacdo na area de integral, elevando-se em 18,9% e
sendo também discriminado na ACP (Figura 15C2 e 15C3).

A composicdo de acidos graxos de T. cruzi na forma epimastigota
encontrada neste trabalho apresentou algumas diferencas em relacdo a outros.
Kaneda et al. (1986) encontraram como principal acido graxo também na forma
epimastigota C18:2 (49%), porém na cepa Tulahuen, utilizando 5% de SFB e o
mesmo meio usado em nosso trabalho, ao passo que nosso estudo mostrou
uma média de 11,5% de C18:2 entre as cepas de T. cruzi, sendo C18:0, C18:1
e C16:0 os principais acidos graxos (Tabela 2). Outro trabalho, detectou 24%
de C18:2 e 23% de C14:0 em epimastigotas do clone DM28c de T. cruzi
cultivado em mesmo meio, indicando que a composi¢do de acidos graxos tem
diferido entre os estudos ja feitos (ESTEVES et al., 1989).

Os éacidos graxos encontrados em maior quantidade tanto em A. deanei
crescida na auséncia e presenca de SFB foram C17:0 (33,25 e 32,23%
respectivamente) e C18:0 (27,91 e 29,96% respectivamente), enquanto em A.
deanei curada temos também C17:0 como o acido graxo encontrado em maior
porcentagem (34,04%) juntamente com C18:1 (27,30%). Meyer & Holz (1966)
detectaram em Crithidia fasciculata, uma espécie préoxima a A. deanei, que

seus principais acidos graxos sédo C18:1 (26%) e C18:3 (17%), destacando-se
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neste estudo a presenca de 7,1% do &cido graxo ciclopropano (AGC) C19 (cis-
9,10-acido metilenoctadecandico) o qual também foi encontrado em nossas
analises de A. deanei nas porcentagens de 8,11% quando crescida na
presenca de SFB, 6,61% na auséncia de SFB e 8,34% quando curada (Tabela
2).

A presenca de altas porcentagens de C17:0 ainda n&o havia sido
relatada na familia Trypanosomatidae, sendo pequenas quantidades deste
acido graxo encontradas em bactérias (O'LEARY W, 1962). Fish et al. (1981)
fez um estudo a respeito da presenca do acido graxo ciclopropano C19 (cis-
9,10-a4cido metilenoctadecandico) entre diversas espécies da familia
Trypanosomatidae e detectou a presenca de 44% deste AGC na fracdo de
fosfatidiletanolamina de A. deanei. De acordo com o mesmo estudo, esta
presenca nao parece estar associada com o endossimbionte e isto foi
confirmado por nosso trabalho, jA que ele foi detectado em proporcdes
similares em A. deanei com soro (8,11%), sem (6,11%) e curada (8,34%).
Porém a porcentagem detectada em A. deanei crescida em baixa concentracao
de parasitos (4x10’ coanomastigotas/mL) foi bem menor, apenas 2,95%, assim
como a porcentagem de C17:0, que foi de 17,85% (Tabela 2). Alta
porcentagem de um AGC C17 foi relatada na bactéria Pseudomonas putida
durante sua fase estacionaria de crescimento e ndo em sua fase logaritmica.
Este AGC parece estabilizar os lipidios de membrana contra a degradacéo,
podendo estar envolvidos também na tolerancia ao estresse quando a bactéria
alcanca a fase estacionaria (MACDONALD, SYKES e MCELHANEY, 1985;
MUNOZ-ROJAS et al., 2006). Esta hipétese da relacéo entre altas quantidades
de AGC e a resisténcia ao estresse ja foi testada na bactéria E. coli e verificou-
se, porém, que os mutantes da enzima ciclopropano acido graxo sintetase se
comportaram da mesma maneira que a bactéria selvagem com relacdo a
resisténcia ao estresse testado de varias maneiras, permanecendo incerta a
funcdo de tais acidos graxos em bactérias e tripanossomatideos (TAYLOR e
CRONAN, 1976; FISH et al., 1981). Podemos, no entanto, sugerir um possivel
envolvimento do AGC cis-9,10-acido metilenoctadecanoico e também de C17:0

(apesar de ndo ser um AGC) na multiplicacdo e resisténcia do parasita, tendo
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em vista suas reducdes drasticas de percentual em fase logaritmica de
crescimento.

A andlise de esterd6is em T. cruzi, demonstrou o efeito do inibidor da
biossintese de ergosterol (cetoconazol) utilizado em diferentes doses e tempos
de exposicao (Tabela 3). Ergosterol ndo foi detectado ja a partir da dose de 1
UM por 24h de tratamento (Tabela 3). Doyle et al. relataram resultados
similares ao nosso quando formas epimastigotas de T. cruzi foram tratadas
com outro inibidor da mesma enzima (posaconazol), apresentando uma
deplecdo total de ergosterol com 5 uM da droga por 72h e acumulo dos
mesmos precursores eburicol (em maior propor¢ao) e lanosterol.

Os assinalamentos do espectro de RMN em T. cruzi controle e tratado
também confirmaram os efeitos do cetoconazol, ocorrendo deplecdo dos
assinalamentos de ergosterol e acumulo de eburicol (Figura 11A e 11B). Os
esterdis de A. deanei crescida na auséncia ou presenca de SFB (Tabela 3)
mostraram resultados semelhantes a Korn et al. (1969) que detectaram em
Crithidia fasciculata principalmente ergosterol e uma pequena quantidade de
colesterol quando crescida na presenca de SFB. Diferentemente, um estudo de
Palmie-Peixoto et al. (2006) analisou esterdis de A. deanei crescida com 10%
de SFB e detectou somente ergosterol, ndo apresentando colesterol. T. cruzi e
A. deanei ndo sdo capazes de sintetizar colesterol (LEPESHEVA, VILLALTA e
WATERMAN, 2011) e uma captacdo deste do meio de cultura foi mais
acentuada em T. cruzi que apresentou 60,57% de colesterol no controle,
enquanto A. deanei apresentou 7,85% quando crescida com SFB e 11,41%
para A. deanei curada (Tabela 3). De fato, formas epimastigotas de T. cruzi sdo
capazes de captar, armazenar e mobilizar colesterol de inclusdes lipidicas no
reservossomo de acordo com a porcentagem de SFB, entretanto as
implicacdes celulares desta captacdo ainda sdo desconhecidas (PEREIRA et
al., 2011).

O pico mais acentuado de ergosterol C18 observado no experimento
de RMN de 'H em A. deanei curada (Figura 11D) pode ser explicado pelas
maiores quantidades de acidos graxos insaturados encontrados nela (Tabela
2), 0 que pode significar uma compensacédo estrutural para manter o estado

liquido-ordenado da membrana, jA& que uma maior quantidade de esterois
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diminui a fluidez da membrana e o0 aumento de acido graxos insaturados tem
efeito contrario (DUFOURC, 2008).
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8 CONCLUSAO

Este trabalho empreendeu a caracterizacao do perfil lipidico do parasito
T. cruzi através de técnicas de RMN 1D, 2D e CG-EM e a diferenciacao através
de analise quimiométrica por componentes principais de 6 cepas/clones
pertencentes a diferentes UTDs. Os principais componentes lipidicos nesta
diferenciacéo foram o &cido graxo C18:1, fosfatidilserina e colesterol.

Foi realizado também um estudo dos efeitos de um inibidor da
biossintese de ergosterol (cetoconazol) no perfil lipidico do clone DM28c deste
parasito, apresentando ergosterol, eburicol, colesterol, colesterol acetato,
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, succinato e cistina como
0s componentes que mais influenciaram a diferenciacéo apos o tratamento.

Uma andlise comparativa entre T. cruzi e um parasito ndo infectivo a
humanos, A. deanei foi feita revelando como principais elementos de
diferenciacao fosfatidilserina, acidos graxos poliinsaturados (C18:2 e C18:3) e a
presenca de alta porcentagem de &cido graxo impar C17 em A. deanei. A
andlise comparativa realizada entre A. deanei crescida na auséncia ou
presenca de soro fetal bovino e sem o endossimbionte (curada) teve como
diferengcas mais proeminentes ergosterol, fosfatidilserina e acidos graxos
insaturados (C18:1 e C18:3, que estiveram em alta porcentagem em A. deanei
curada).

Um dado interessante proveniente da andlise de A. deanei foi a
presenca em alta porcentagem e pela primeira vez relatada de acido graxo C17
e a identificacdo de um acido graxo ciclopropano C19 ja relatado. A deteccéo
de uma queda significativa na porcentagem destes acidos graxos quando A.
deanei foi crescida em uma menor concentracdo de parasitos, constitui-se
também uma informacao bastante relevante.

Este estudo apresentou uma correspondéncia alta de resultados entre
as diferentes técnicas usadas para caracterizagdo estrutural (RMN 1D e 2D e
CG-EM) e a andlise quimiométrica por componentes principais. Foi possivel
mostrar 0s compostos que mais contribuiram para diferenciacdo entre as

diferentes classes lipidicas (e até mesmo alguns compostos néo lipidicos).
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Com os dados de RMN bidimensional e as informacGes obtidas da
literatura, conseguimos assinalar a grande maioria dos picos obtidos do
experimento de RMN 1D e confirmar as diferencas provenientes da andlise de
ACP, fornecendo assim um conjunto de dados bastante util para identificacao

de lipidios encontrados numa amostra.
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9 PERSPECTIVAS

Este foi um trabalho pioneiro, que empreendeu a unido de técnicas
analiticas buscando a sua aplicacdo na caracterizacdo dos lipidios obtidos de
diferentes cepas/clones de T. cruzi e do parasito infectivo de insetos A. deanei,
(ambos pertencentes a familia Trypanosomatidae) assim como a verificacdo
dos efeitos de um inibidor da biossintese de ergosterol em T. cruzi. Os
resultados promissores abrem possibilidades para a continuac¢ao dos estudos e
como sugestao de experimentos podemos citar: um estudo quantitativo mais
aprofundado dos principais componentes diferenciados entre as cepas/clones
de T. cruzi e os efeitos do tratamento com cetoconazol; um estudo lipidémico
nos mesmos moldes deste trabalho com a forma infectiva em humanos de T.
cruzi (tripomastigota metaciclica) para fins de comparacdo; verificacdo da
possivel funcdo desempenhada pelos acidos graxos C17 e C19 no crescimento

de A. deanei.
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