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1.INTRODUCAO: As formas promastigotas de Leishmania sp degradam
carboidratos pela via glicolitica e a primeira reagdo ocorre dentro do glicossomo
(Tielens & Hellemond, 2009). 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
desses parasitos (Tielens & Hellemond, 2009). A andlise bioquimica do metabolismo
de Leishmania através da RMN vem atualizar os estudos parasitolégicos com
técnicas adequadas a avaliacdo do perfil bioquimico na relagédo parasito-hospedeiro.
Neste trabalho foi utilizada a técnica de **C*H- RMN para a identificacdo in vitro de
metabolitos excretados/secretados por formas promastigotas de duas diferentes
espécies de Leishmania spp e dois isolados de L. (Viannia) braziliensis
demonstrando possiveis diferencas entre suas vias metabolicas para producdo de
energia. 2.MATERIAL E METODOS: As formas promastigotas de L. (V.) braziliensis
(M2903, EFSF6 e WSS5) e L. (L.) amazonensis (PH8) foram cultivadas em meio
Grace’s e o crescimento dos parasitos se iniciou com 1 x 10° Leishmania/mL,
mantido em garrafas de cultura a 26°C por seis dias. Promastigotas foram coletadas
por centrifugacdo e lavadas trés vezes em PBS contendo 1mM de U-'*C-glicose.
Num total de 2 x 10° Leishmania/mL foram ressuspensas em PBS contendo 5mM de
U-*C-glicose e mantidas & 26°C por 5 horas. Em seguida, o metabolismo foi
paralisado em gelo por 5 minutos e centrifugado para a obtencdo do sobrenadante.
Este foi coletado, adicionado D,O (10%v/v) e analisado por RMN. Espectros
monodimensionais foram obtidos a 25°C em espectrébmetro Bruker Avance Il 500
(operando a 125,76 MHz para '°C). A atribuicdo dos sinais de metabdlitos foi
realizada pelos valores de deslocamento quimico e constante de acoplamento **C-

13C ja publicados. 3.RESULTADOS E DISCUSSAO: 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 EFSF6 além dos metabdlitos supracitados apresentou a
valina e glutamina, e na espécie PH8 nédo foi detectado a presenca do lactato. 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 espécie PH8 e no isolado WSS5 foi
detectado o oxalato e de aminoacidos, e na PH8 verificou-se a presenca da arginina.
O piruvato e succinato foram detectados apenas na espécie M2903 e no isolado
EFSF6. Os metabdlitos detectados no pellet das amostras analisadas por **C foram:
Alanina, succinato, glicerol, CO; e uréia. Sendo que, somente no isolado EFSF6 foi
detectado succinato. E apenas a espécie M2903 e o isolado EFSF6 apresentaram o
glicerol. Os metabdlitos detectados no pellet de todas as amostras analisadas por *H
foram: Alanina, lactato, oxalato, aminoacidos e acidos graxos. Durante os periodos
de crescimento parasitario a glicose € catabolizada pela via glicolitica e como
produto da glicélise o piruvato, foi detectado nas amostras analisadas. Os produtos
do metabolismo intracelular, como oxalato, foram observados nas amostras do
pellet. Darling et al. (1987) em promastigotas de L. braziliensis utilizando RMN **C
detectou alanina, lactato, acetato, piruvato, succinato e glicerol. Rainey & MacKenzie
(1991) utilizando **C em promastigotas de L. pifanoi detectou a presenca de alanina,
acetato, citrato, malato e succinato no sobrenadante. Singha et al. (1996) em
promastigotas de L.donovani utilizando a extracdo do pellet com acido perclérico
detectou através 'H: valina, lactato, alanina, arginina, acetato, acetoacetato,
succinato, a-glicerofosforilcolina, glicina, S-adenosil metionina, inosina monofosfato,

tirosina, histidina, fenilalanina, hipurato, adenosina e etanol. O piruvato é produto da



glicdlise sendo importado para a mitocondria e convertido em acetil-CoA. A primeira
reacdo do TCA € a condensacdo 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). A producdo de alanina
requer uma fonte de nitrogénio, por exemplo, a uréia, sugerindo ser derivada do
catabolismo dos aminoacidos. Darling et al. (1987) utilizando ressonancia magnética
nuclear verificou que o succinato foi 0 maior produto metabdlico da glicélise em L.
braziliensis, sob condi¢des aerdbias. O succinato € rapidamente consumido do meio
de cultura por ser um importante doador de elétrons na cadeia respiratéria
mitocondrial. Foi relatada a presenca do piruvato E/S por promastigotas de L.
braziliensis (Darling et al. 1987). O piruvato € o produto final da glicolise sendo
transportado para dentro da mitocondria para sua oxidacdo e formacédo de ATP.
Acetato € formado intracelularmente em meio de cultura rico em glicose. O acetil-
CoA pode ser produto final da B-oxidacéo dos acidos graxos (Riviere et al. 2009). O
CO, presente em todos os sobrenadantes pelo *C sugere que o acetil-CoA
produzido a partir do metabolismo da glicose € convertido em CO, através do TCA
em acetato e succinato, sendo estes uma excelente forma de se obter ATP
(Bringaud et al. 2006). 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). 4.CONCLUSAO: Através deste trabalho foi possivel observar que ha
diferencas na excrecdo/secrecdo de metabolitos entre diferentes espécies e até
mesmo entre isolados de Leishmania spp para a obtencdo de energia necessaria a
sua sobrevivéncia. Mudancas bioguimicas no metabolismo podem indicar possiveis

adaptacdes do parasito as diferentes condicdes ambientais e fisiolégicas durante o



ciclo de vida e essas caracteristicas bioguimicas individuais poderdo ser utilizadas
como identificacdo para cada isolado, além de estabelecer diferencas metabdlicas

na relacdo parasito-hospedeiro. Fonte Financiadora: FAPEG e CNPQ.
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