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RESUMO

A leishmaniose estd incluida em um grupo de zoonoses tropicais e subtropicais causadas por
parasitos intracelulares do género Leishmania. A doenga apresenta diferentes manifestagdes
clinicas, como a leishmaniose visceral (LV), causada nas Américas pelo protozoario
Leishmania (Leishmania) infantum e caracterizada pela disseminagdo do parasito através do
sistema reticuloendotelial do hospedeiro, acometendo, de maneira sistémica, figado, bago,
medula e linfonodos. Essa ampla variabilidade de respostas clinicas ocorre devido, entre
outros fatores, a diversidade populacional de parasitos, sob essa perspectiva, torna-se crucial
a caracterizagdo dos parasitos de areas endémicas. Para isso, ferramentas pds-gendmicas,
como a protedmica e lipidomica, oferecem interessantes possibilidades de andlise e
compreensdo das vias bioquimicas e processos metabolicos possivelmente envolvidos na
diferenciagdo, viruléncia, replicagdo, resisténcia a farmacos e patogenicidade. Diante desses
aspectos, este trabalho teve por objetivo analisar o perfil protedmico e lipidomico de trés
isolados clinicos de L. (L.) infantum obtidos de pacientes provenientes do estado do
Maranhao, uma area geografica de alta endemia para LV. O conteudo total de proteinas foi
acessado por meio do extrato proteico total de 1x10® de parasitos promastigotas, submetido a
digestdo e purificacdo seguida da técnica de cromatografia em fase liquida acoplada a
espectrometria de massa de alta resolu¢do, ao passo que para os lipidios foi utilizado
cromatografia gasosa. Nessa caracterizacdo, foram encontradas 12 proteinas e 5 lipidios
diferencialmente expressos nos isolados clinicos quando comparados a uma cepa de
referéncia (controle). Os resultados mostraram que a cepa de referéncia apresentou um perfil
marcadamente distinto, com alto grau de dissimilaridade em relagdo aos isolados clinicos. As
classes de proteinas encontradas estdo envolvidas na metaciclogénese, diferenciagdo
intracelular e resposta ao estresse térmico, oxidativo e quimico; os lipidios, por sua vez, estdo
relacionados a estabilidade da membrana, metabolismo energético e regulacdo redox. Assim,
os resultados indicam que os isolados clinicos possuem caracteristicas metabdlicas
especificas, provavelmente devido as pressdes seletivas ou adaptagdes ambientais, que por
consequéncia podem explicar diferentes padrdes de viruléncia ou resisténcia medicamentosa.

Palavras-Chave: leishmaniose visceral; proteinas; lipidios; metabolismo
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose representa um grupo de doengas zoondticas tropicais e subtropicais,
causadas por parasitos intracelulares do género Leishmania (familia Trypanosomatidae),
transmitidos pela picada de fémeas de flebotomineos, principalmente dos géneros
Phlebotomus (no Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo), embora outros géneros
também possam estar envolvidos na transmissdo (Torres-Guerrero et al., 2017). As
leishmanioses sdo doencas com distribui¢do mundial, apresentando endemicidade em cerca
de 99 paises pertencentes a 4 regides ecoepidemioldgicas, sendo estas Américas, Africa
Oriental, Norte da Africa e Oeste e Sudeste Asiatico (Ruiz-Postigo ef al., 2023).

De acordo com a OMS, a leishmaniose pode se manifestar em trés formas
principais: a leishmaniose tegumentar (LT), leishmaniose mucocutanea (LMC) e
leishmaniose visceral (LV), sendo essa ultima caracterizada por representar a forma clinica
mais grave das leishmanioses (WHO, 2023; Ruiz-Postigo et al., 2023). Cerca de 12 milhdes
de pessoas em todo o mundo estdo infectadas, enquanto 350 milhdes estdo em risco de
contrair alguma forma de leishmaniose. Estima-se que, a cada ano, ocorram 212.000 novos
casos da doenca (Thomaz-Soccol ef al., 2018; OMS, 2023).

A LV, causada pelo protozoario Leishmania (Leishmania) infantum nas Américas e
pelo Leishmania donovani na Europa, Africa e Asia, é caracterizada pela disseminagdo do
parasito através do sistema reticuloendotelial do hospedeiro, acometendo de maneira
sistémica, portanto, figado, baco, medula e linfonodos. Por tais motivos, € o tipo mais grave
de leishmaniose, sendo uma doenga crdonica e debilitante e, se ndo tratada adequadamente,
pode evoluir a ébito, como em 90% dos casos (Alvar et al., 2012).

A quimioterapia representa, ainda hoje, uma das ferramentas terapéuticas mais
importantes para o controle da doenca, sendo constituida, no Brasil, principalmente pelo
antimoniato de meglumina (Glucantime®) e a anfotericina B (Ambisome®) nas formulag¢des
Lipossomal (Abelcet®) ou Desoxicolato de Anfotericina B (Fungizone®) (Torres-Guerrero et
al., 2017). Embora essas opg¢des farmacologicas sejam comprovadamente eficazes, fatores
como a toxicidade e a biodisponibilidade podem limitar bastante o tratamento. Além disso,
estes tratamentos apresentam ocorréncia de falhas terap€uticas e recidivas clinicas nos
pacientes, que podem ter relagdo direta e multifatorial com a baixa adesdo ao tratamento
(e/ou tratamento inadequado) além de fatores como estado imunologico e varidveis clinicas
do hospedeiro (Vanaerschot et al., 2014; Bamorovat et al., 2021). Cabe ressaltar que a forma
de administracdo desses farmacos representa um obstaculo adicional ao tratamento, uma vez

que nao possuem absor¢ao oral e devem ser aplicados exclusivamente em unidades de satde
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ou hospitais, por via endovenosa ou intralesional. Frequentemente, os locais que dispdem do
medicamento ndo estdo situados no mesmo municipio de residéncia do paciente, o que
compromete a adesdo e a continuidade do tratamento. Atualmente, a Miltefosina ¢ a unica
droga de administragdo oral disponivel para o tratamento da leishmaniose, sendo aprovada no
Brasil pelo SUS em 2018 para o tratamento somente de LT (Brasil, 2018; Palic; Beijnen;
Dorlo, 2022).

Fatores como a resisténcia do parasito aos medicamentos convencionais podem
interferir diretamente no desfecho clinico. Esse fendmeno pode ser atribuido a diversos
mecanismos, incluindo alteracdes no DNA ou na expressao génica, modificagdes em vias
bioquimicas envolvidas na entrada, no metabolismo e no transporte de farmacos, bem como
em vias relacionadas a morte celular (Santos et al., 2023; Khadem Erfan et al., 2013). A
heterogeneidade na resposta aos farmacos estd diretamente relacionada a diversidade
populacional de patogenos, frequentemente observada em doencas infecciosas, o que
constitui um desafio para os profissionais da saude, os quais ja relatam, através da literatura,
diferengas significativas na manifestacdo e gravidade de determinadas doengas, além de
resposta variavel ao tratamento (Tkindt et al., 2010). Com base nisso, ensaios de
sensibilidade fenotipica e caracterizacao de isolados clinicos de L. (L) infantum representam,
sobretudo, importantes instrumentos de delineamento terapéutico, podendo resultar em dados
significativos acerca da resisténcia do parasito aos medicamentos (Garin et al., 2001;
Bamorovat et al., 2018).

Sob essa perspectiva, para garantir o sucesso das medidas preventivas contra a
leishmaniose, ¢ essencial compreender o complexo equilibrio entre hospedeiro, patdogeno e
vetor, explorando suas interagdes em nivel molecular. As abordagens 6micas emergem como
ferramentas vitais, fornecendo insights sobre as dindmicas entre parasitos, hospedeiros
vertebrados, e os vetores flebotomineos, possibilitando a caracterizacao de parasitos de areas
endémicas de infeccdo, como o Maranhdo (Cantacessi et al., 2015). Estudos anteriores do
nosso grupo de pesquisa ja isolaram material biologico de pacientes com diferentes desfechos
clinicos (Santos, 2022), o que reforca a relevancia de caracterizar biologicamente esses
parasitos. A partir dessas estratégias multiomicas (jun¢ao de duas ou mais ciéncias dmicas,
como protedmica e lipidomica) ¢ possivel realizar andlises sistémicas abrangentes, abrindo
novas perspectivas para o estudo de doencas e a biologia de sistemas como um todo (Khan et
al., 2019).

Nesse contexto, andlises a niveis gendmico e poOs-genOmico (transcriptomico,

protedmico, metabolomico e lipidomico) envolvendo espécies de Leishmania t€ém sido
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cruciais na compreensdo da plasticidade genética e das diferencas moleculares entre
espécies/cepas, as quais podem estar associadas a resisténcia a medicamentos e a falha do
tratamento (Cruz; Freitas-Castro, 2019; Zheng et al., 2020). Através da protedmica, estudos
tém revelado proteinas diferencialmente expressas entre formas do ciclo de vida, bem como
entre diferentes espécies e at¢é mesmo de cepas da mesma espécie, destacando vias
metabolicas especificas, fatores de viruléncia e possiveis alvos terapéuticos (Coelho et al.,
2012; Rezende et al., 2017; Pinho et al., 2020). Enquanto a lipidomica tem contribuido para a
caracterizacdo de perfis lipidicos relacionados a modulacdo da membrana e ao metabolismo
energético (Ribeiro et al., 2024). Essas técnicas integradas t€ém permitido o mapeamento
funcional de componentes celulares e metabolicos do parasito, aprofundando o entendimento
de sua biologia, o que possibilita a investigagdo de novas estratégias de combate a

leishmaniose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Género Leishmania e o ciclo de vida do parasito

O género Leishmania ¢ composto por protozodrios parasitas flagelados unicelulares,
pertencentes a familia Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida). Esses parasitos apresentam
um ciclo de vida heteroxénico digenético, alternando entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados. As duas principais formas evolutivas do parasito sdo as promastigotas,
geralmente sdo flageladas, livres ou aderidas ao interior do trato digestivo do vetor e as
amastigotas, em sua maioria com flagelo retraido, encontradas no interior das células do
sistema mononuclear fagocitdrio dos hospedeiros mamiferos infectados (McNicoll et al.,
20006).

A classificacdo taxonomica de Leishmania divide o género em trés subgéneros:
Viannia, Leishmania e Mundinia. Essa divisdo ¢ fundamentada em caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas e moleculares dos protozoarios, levando em consideracdo ainda as linhas
evolutivas e apoiado por métodos taxondmicos tradicionais e cladisticos (Shaw, 1994;
Auwera; Dujardin, 2015). Os parasitas do subgénero Viannia se desenvolvem inicialmente no
intestino posterior do flebotomineo, migrando subsequentemente para o intestino médio e
anterior. Em contraste, os parasitas do subgénero Leishmania se desenvolvem exclusivamente
no intestino médio e anterior do vetor (Shaw, 1994; Akhoundi et al., 2016). O subgénero
Mundinia, criado em 2018, abrange espécies de Leishmania responsaveis por doencas
humanas e animais previamente reunidas no complexo L. enriettii, que inclui L.
martiniquensis (Espinosa et al., 2018; Sereno, 2019).

De um modo geral, a transmissao do protozoario ocorre através da picada de fémeas
de flebotomineos (ordem Diptera, familia Psychodidae), pertencentes principalmente aos
géneros Phlebotomus no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e Lutzomyia, principal género
envolvido na transmissdo de L. infantum, no Novo Mundo (Américas). Esses insetos se
alimentam alternadamente de um reservatorio mamifero infectado e de um hospedeiro
vertebrado suscetivel (Ready, 2013; Neuber, 2008). A infec¢do do vetor acontece durante a
hematofagia, quando a fémea do flebotomineo ingere, junto com o sangue ou liquido
intersticial do hospedeiro, macrofagos contendo as formas amastigotas do parasito (Neuber,
2008; Sacks; Perkins, 1984). No trato intestinal do inseto, os macréfagos se rompem,
liberando as amastigotas, que se diferenciam em promastigotas prociclicas, forma com
intensa atividade proliferativa. Apos alguns dias, os protozodrios migram para o esofago e a

faringe do vetor, onde se aderem ao epitélio pelo flagelo até se transformarem em
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promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado e

obstruem o canal alimentar do inseto (Figura 1) (Sacks; Perkins, 1984; Besteiro et al., 2007).
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Figura 1. Ciclo biologico de parasitos do género Leishmania. Fonte: Adaptado de Pareyn et al. (2025).

A Leishmania spp. ¢ novamente transmitida durante o processo de hematofagia do
inseto vetor, quando a fémea do flebotomineo infectada regurgita na derme do hospedeiro
vertebrado, no sitio de ocorréncia do repasto sanguineo, as formas promastigotas metaciclicas
(McNeely et al., 1990). Eventualmente, as promastigotas sdo fagocitadas pelos neutrofilos e
principalmente por macroéfagos. Dentro destas células os parasitos assumem a forma
amastigota (com flagelo reduzido e interno) que, uma vez que atingem sucesso na infecgao,

multiplicam no vactiolo parasitéforo e irdo infectar novas células (Spath et al., 2000).

2.2 Leishmaniose visceral
2.2.1 Epidemiologia

A leishmaniose visceral € uma das sindromes clinicas da leishmaniose, causada
principalmente por L. donovani e L. infantum, sendo esta Ultima também chamada de L.
chagasi na América do Sul. No continente asiatico, em paises como India, Bangladesh e
Nepal, e no leste da Africa, especialmente no Sudao, Etidpia, Quénia e Somadlia, a LV ¢

causada por L. donovani. Ja L. infantum provoca LV na regido do Mediterraneo, no Oriente
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Meédio, Afeganistdo, Ird, Paquistdo e Brasil, havendo poucos casos notificados na América
Latina e Central (excluindo o Brasil) (van Griensven; Diro, 2012; Burza; Croft; Boelaert,
2018; Scarpini et al., 2022).

Cerca de 80 paises sdo considerados endémicos para a leishmaniose visceral. Na
regido das Américas, os 13 paises com perfil de endemicidade apresentam uma taxa de
notificacdo de 100% a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) (Figura 2) (Ruiz-Postigo et al.,
2023). O Brasil estd em segundo lugar dentre os trés principais focos ecoepidemiologicos
para LV, representando 12% dos novos casos no ano de 2023. Quatro paises concentram 60%

dos casos de LV no ambito mundial: Brasil, Etidpia, Quénia e Sudao (PAHO, 2024).
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importados de LV, 2023: A "
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Figura 2. Situacdo de endemicidade da LV em todo o mundo (2023). Fonte: Control of Neglected
Tropical Diseases (NTD), World Health Organization, Adaptado (2024).

No Brasil, durante os anos de 2013 a 2022 foram notificados 31.473 casos de LV,
sendo a regido Nordeste responsavel pelo maior nimero desses casos, totalizando 17.783.
Essa mesma regido apresenta a maior taxa de mortalidade para a LV no territério brasileiro,
com aproximadamente 1.400 obitos durante o periodo analisado (Negreiros et al., 2024). Os
registros do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) do Ministério da
Saude apontam que foram 7428 casos de LV entre 2007 ¢ 2024 no estado do Maranhao,
sendo este, portanto, responsavel pelo maior nimero de casos durante esse periodo. O
nimero de dbitos também sofreu um importante aumento, entre 2007 e 2024, foram um total
506 o6bitos somente no estado do Maranhdo durante esse periodo (Fonte: Ministério da

Saude/SVS - Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo - Sinan Net).
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2.2.2 Tratamento

O tratamento para leishmaniose ainda ¢ bastante limitado e dificil, sendo a
quimioterapia a Unica op¢do atualmente. Os medicamentos disponiveis dividem-se em duas
linhas: os antimoniais, sendo estes o estibogluconato de sddio- Pentostam® e o antimoniato de
meglumina - Glucantime®, e os ndo-antimoniais, incluindo a Pentamidina, Anfotericina B,
Paromomicina e Miltefosine (Frézard et al., 2001; Scarpini et al., 2022). No Brasil, o
antimoniato de meglumina (Glucantime®) é a droga de primeira escolha, sendo utilizado e
indicado pelo Ministério da Saude tanto para lesdes cutaneas quanto para a forma visceral.
No entanto, esse medicamento apresenta alta toxicidade, dificuldades durante a administracao
e alto indice de recidivas (Martinez ¢ Marr, 1992; Ministério da Saiade, 2022). O tratamento
para LV no Brasil, além do antimoniato de meglumina, conta com a Anfotericina B
lipossomal, opcao para gestantes, individuos imunossuprimidos e pacientes que além de
contraindica¢des e manifestacdo de toxicidade, ndo tenham sido responsivos ao Glucantime®.
Esse medicamento existe em quatro formulacdes distintas, sendo elas: Anfotericina B
desoxicolato, Anfotericina B lipossomal, Anfotericina de dispersdao de colesterol e
Anfotericina B complexo lipidico (Kariyawasam et al., 2019). Embora essa opcao seja
altamente eficaz, ainda ¢ toxico na formulagdo livre de desoxicolato e apresenta um alto custo
de producdo (Ponte-Sucre et al., 2017). Importante ressaltar que, em relacdo a linha dos
ndo-antimoniais, existe ainda uma outra opg¢ao, a Miltefosina, a qual foi aprovada em 2018

para tratamento da Leishmaniose cutanea (Brasil, 2018).

2.3 Abordagens pos-gendomicas e estudos envolvendo Leishmania spp.
2.3.1 A Biologia do parasito e o papel das omicas no estudo da leishmaniose

A biologia parasitaria vai muito além da abordagem genética, abrangendo multiplos
conjuntos de dados 'Omicos' para desvendar as redes moleculares subjacentes as
caracteristicas das doengas (Tang et al., 2009). A nivel molecular, as interacdes
hospedeiro-patdégeno ocorrem ao longo de todo o ciclo de replicagdo do patdégeno, e, embora
existam diferentes estratégias replicativas, a maioria dos agentes infecciosos necessitam
entrar na célula hospedeira e, para garantir sua replicacdo e sobrevivéncia, aproveitar
componentes celulares, como proteinas, metabolitos e lipidios (Beltran et al., 2017).

Os parasitas causadores das leishmanioses possuem ciclos de vida complexos e
adotam diversas estratégias para garantir a infec¢@o, sobrevivéncia e transmissao, refletindo

uma ampla diversidade biologica. Essa diversidade se manifesta também na estrutura
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genOmica e nas estratégias de transmissdo genética, influenciando as estruturas populacionais
e desafiando o desenvolvimento de métodos de controle. Nesse contexto, estudos gendomicos
integrados a dados de transcriptoma, proteoma, metaboloma e lipidoma tém revelado
variagoes moleculares entre espécies e estdgios de desenvolvimento e eventualmente em
diferentes cepas da mesma espécie, contribuindo para a compreensdao das diferengas em
infectividade e patogenicidade (Buscaglia; Kissinger; Agiiero, 2015).

Mesmo dentro de uma unica espécie de Leishmania podem ocorrer desafios clinicos
relevantes, pois esta pode estar associada a uma ampla gama de manifestacdes e formas
clinicas. A gravidade da doenca varia consideravelmente entre os pacientes, sendo frequentes
respostas terapéuticas variaveis ou até a auséncia de resposta aos tratamentos atualmente
disponiveis. Esse quadro clinico diverso ¢ resultado de uma interagdo complexa entre
diversos fatores, incluindo variagcdes no hospedeiro, no parasito, no vetor € no ambiente
(Dujardin, 2009). Nesse contexto, as abordagens pos-genOmicas, tecnologias de analise em
larga escala, tem permitido a descri¢do molecular dos principais agentes da vida, além de
fornecer informagdes biologicas, tais como metabolismo, fisiologia, biologia celular e
patologia. Diante disso, torna-se essencial aprofundar a caracterizacdo molecular da
diversidade do parasito e compreender sua biologia (Alves-Ferreira et al., 2014;
Weissenbach, 2016), para alcangar esse objetivo, estudos como o sequenciamento completo
de genomas, andlises transcriptomicas e investigagdes protedmicas, metabolomicas e

lipidomicas em larga escala demonstram ser uma alternativa moderna promissora.

2.3.2 Proteomica

A protedmica consiste em uma analise em larga escala das proteinas presentes em um
sistema bioldgico, incluindo sua identificagdo, quantificacdo, interacdes e modificacdes
pos-traducionais (Pandey; Mann, 2000; Chambers, 2000). O proteoma € o conjunto completo
de proteinas expressas por uma célula e revela a maior parte das informagdes funcionais dos
genes (Pandey; Mann, 2000). Nesse sentido, essa estratégia corresponde a uma das
metodologias mais significativas na compreensao da fungdo dos genes, pois explicita o estado
fisiologico do organismo (Lander et al., 2001). Atualmente, a protedmica abrange uma série
de técnicas sofisticadas e integralmente confiaveis, possibilitando a identificagdo de
marcadores proteicos associados a doengas para auxiliar no diagnostico ou prognostico e
selecionar alvos potenciais para terapias medicamentosas especificas (McArdle; Menikou,
2021). Esse tipo de abordagem po6s-gendmica tem fornecido informagdes valiosas sobre a

biologia envolvida na interacdo entre Leishmania ¢ o hospedeiro, possibilitando o
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desenvolvimento de novas abordagens imunoldgicas e quimioterdpicas (Peixoto-Capelli et
al., 2019).

A protedmica tem sido aplicada ao estudo da leishmaniose com diversos objetivos,
sendo os principais: elucidar os mecanismos moleculares envolvidos nos fendmenos de
resisténcia da Leishmania a medicamentos; compreender as adaptacdes sofridas pelo parasito
em seus distintos estagios evolutivos (promastigotas prociclicas e metaciclicas e amastigotas)
a diferentes condicdes fisioldgicas do ambiente; analisar e caracterizar o proteoma das
fragdes celulares (como membranas, organelas e o citoplasma) e de vesiculas extracelulares,
estruturas envolvidas na comunicacao celular ¢ modulagdo do sistema imunolégico do
hospedeiro; identificar proteinas associadas as diferentes formas clinicas, auxiliando na
compreensdo das variagdes fenotipicas entre isolados de Leishmania; descobrir antigenos
protéicos potenciais para o desenvolvimento de vacinas; ou ainda caracterizar biologicamente
uma populagdo de parasitos ou mesmo diferentes cepas de uma mesma espécie (Biyani;
Madhubala, 2012; Jesus; Mesquita-Rodrigues; Cuervo, 2014; Sundar; Singh, 2018;
Peixoto-Capelli et al., 2019). Em suma, a aplicagdo da protedmica no estudo da leishmaniose
¢ fundamental para aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos biologicos e
moleculares do parasito (Jesus; Mesquita-Rodrigues; Cuervo, 2014; Sundar; Singh, 2018;
Peixoto-Capelli et al., 2019). Com base nos registros apresentados, ¢ possivel observar que a
protedmica possui grande potencial para uma ampla gama de aplicacdes no estudo de
Leishmania.

2.3.3 Lipidomica

A lipidomica constitui uma importante ferramenta de caracteriza¢do e quantificagao
de moléculas lipidicas em células e fluidos bioldgicos, além de estar estritamente relacionada
a abordagens gendmicas e protedmicas (Postle, 2012). Os lipidios correspondem a uma
grande familia de compostos geralmente soliveis em solventes organicos e estruturalmente
ndo homogéneos (Gross; Han, 2011). Essas moléculas sdo os principais constituintes das
membranas bioldgicas, responsaveis por desempenhar varias fungdes bioldgicas e estruturais,
tais como conversdo de energia, transporte de substancias, reconhecimento e transdugdo de
sinais, crescimento e diferenciagdao (Meer; Voelker; Feigenson, 2008). O papel dos lipidios na
relacdo hospedeiro-patdgeno inclui processos como constituintes estruturais do hospedeiro,
reconhecimento do hospedeiro, transferéncia intracelular e homeostase de energia e recursos
durante a duplicagdo de patdégeno (Koriem, 2017).

A combinacao de técnicas lipidomicas com abordagens gendmicas ou pos-genomicas

tem sido aplicada em estudos associados a infec¢ao por Leishmania, que podem ser usados
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para diagnostico, progndstico ou monitoramento da resposta ao tratamento (Malta-Santos et
al., 2020). Além disso, a lipidomica pode ajudar na identificacdo de lipidios especificos
envolvidos nos processos de replicagdo, diferenciacdo ou patogenicidade da Leishmania, o
que pode levar a descoberta de novos alvos terap€uticos para o desenvolvimento de drogas
mais eficazes contra a doenca (Negrao et al., 2017; Biagiotti et al., 2017). A partir dessa
abordagem ¢ possivel identificar bioassinaturas influenciadas por mediadores lipidicos e
prever, com precisdo, o fracasso do tratamento em pacientes com LC (Malta-Santos et al,
2020).

A analise do perfil lipidomico pode ser usada, ainda, para investigar se a resisténcia a
drogas leishmanicidas esta associada a alteragdes no perfil lipidico do parasito, o que de certa
forma pode auxiliar a identificar mecanismos de resisténcia e a desenvolver estratégias para
superar esse problema (Aquino ef al, 2022). Um estudo desenvolvido por Kim et al. (2024)
avaliaram uma remodelacdo significativa dos lipidios em cepas sob pressao de
medicamentos, 0 que sugeriria potenciais mecanismos associados a resisténcia. Em suma, a
caracterizacdo do perfil lipidico de isolados clinicos de Leishmania é essencial para uma
melhor compreensao da biologia do parasito.

Diante das diversas possibilidades oferecidas pelas abordagens pds-gendmicas,
propomos este trabalho pioneiro, visando caracterizar o perfil protedmico e lipidomico de
isolados clinicos de L. (L.) infantum obtidos de uma éarea de alta endemia para leishmaniose

visceral.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o perfil protedmico e lipidomico de isolados clinicos de L. (L.) infantum
obtidos de pacientes maranhenses com uma cepa referéncia para caracterizar moléculas

relacionadas a vias de metabolismo adaptativo do parasito.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar o conjunto de proteinas e lipidios presentes em isolados clinicos de L.
(L.) infantum, a fim de estabelecer o perfil protedmico e lipidomico;

b) Comparar os perfis moleculares entre os isolados clinicos e a cepa de referéncia,
visando reconhecer proteinas e lipidios diferencialmente expressos associados a

processos de adaptagdo metabdlica do parasito.
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4. METODOLOGIA
4.1 Obtencao de isolados clinicos

Os trés isolados foram obtidos em estudos anteriores do grupo, a partir da aspira¢ao
da medula 6ssea de pacientes com leishmaniose visceral. A coleta do material biologico foi
realizada por um médico infectologista especializado, durante o procedimento de rotina para
confirmagdo laboratorial da presenca de parasitas, em um Centro de Referéncia em Doencas
Infectocontagiosas, em Sao Luis, MA. Tais isolados estdo disponiveis no biorrepositorio do
Laboratorio de Genética e Biologia Molecular (LabGeM). A coleta desse material bioldgico
esta regulamentada, com aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa (n° 2.793.599), bem
como devidamente registrados no SisGen. Os parasitos foram isolados através de dilui¢ao
seriada do aspirado em placa de 24 pocos contendo meio de cultura Schneider (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco®), 10 U/mL
de penicilina (Gibco®) e 10ug/mL de estreptomicina (Gibco®). Apds a observagio da
migracdo de parasitas do meio intra para o extracelular, estes foram repicados para garrafas

de cultura de células (25 cm?).

4.2 Extracio de proteinas de células de Leishmania infantum

A extracdo de metabolitos e a separagdo de proteinas de culturas promastigotas de L.
(L.) infantum foi realizada segundo metodologia previamente descrita por Tkindt et al.
(2010). De cada amostra foram utilizados 1x10® parasitas, contados previamente na cAmara
de Neubauer. As formas promastigotas foram submetidas a temperatura de 0°C em recipiente
contendo gelo e etanol e posteriormente lavadas trés vezes com ImL de tampao fosfato salino
(PBS; pH 7.4 — Invitrogen) a 0°C por centrifugacao (15.557 rpm, 0°C, 3 min). A ruptura das
células para extracdo dos metabolitos foi executada através da lavagem do pellet em 1 mL de
solu¢do cloroférmio/metanol/agua 20/60/20 (v/v/v) durante 1h em Thermomixer (1400 rpm
4°C). Em seguida, os componentes celulares foram separados por centrifugagao (15.557 rpm,
0°C, 3 min). O sobrenadante contendo metabdlitos foi coletado e seco em um concentrador de
amostras SpeedVac (Thermo Scientific Savant SpeedVac™ Vacuum Concentrators) por 2h, a
analise do metaboloma ndo estd inclusa neste trabalho. O debris celular obtido ap6s a tltima
centrifugacdo foi armazenado a -4°C para ser submetido a posterior analise protedmica. As
amostras foram armazenadas em freezer a -20°C e sua solubilizacio em metanol de grau
espectroscopico (700 uL) foi feita proximo ao momento da injecdo, seguida por uma
filtragem em filtro 0.22 um, diretamente em vial de vidro especifico para o espectrometro de

massa.
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4.3 Digestao e purificacio de proteinas

100pg das proteinas obtidas foram submetidas a digestdo com tripsina (quantificacao
por método Bradford). O agente surfactante RapiGest SF (Waters) foi usado para melhorar a
eficiéncia da digestdo enzimdtica. Apds essa etapa, as amostras foram reduzidas com
Ditiotreitol (Sigma-Aldrich) e alquiladas com Iodoacetamida (Sigma-Aldrich), em seguida
submetidas a acdo da tripsina (Promega) a 37°C por 16 horas. A acdo da enzima foi
interrompida pela adicdo de solug¢do de acido trifluoroacético (TFA) (Sigma-Aldrich) 0,5%.
Os peptideos obtidos foram entdo submetidos a purificagdo por extragdo em fase solida (SPE)
em ponteira de fase reversa C18 Bond Elut OMIX® (Agilent Technologies). Apos a secagem
em concentrador de amostras, a amostra foi solubilizada em TFA 0,1% e acondicionada em

vial especifica para inje¢do no Espectrometro de Massa.

4.4 Extracao de lipidios de células de Leishmania infantum

A extrag¢do de lipidios das culturas promastigotas de Leishmania infantum seguiram
metodologia previamente descrita por Tkindt et al. (2010). Apos a lavagem e ruptura das
células em uma solugdo de extragdo, os lipidios extraidos foram separados por centrifugagdo.
O sobrenadante contendo lipidios, especificamente a fase de cloroférmio, foi separado e
levado a um concentrador de amostras para secagem do solvente. Apds, o armazenamento foi
feito em freezer a -20°C. A solubilizacdo das amostras foi feita préximo ao momento da
injecdo em metanol, seguida por uma a filtragem em filtro 0.22 pum, diretamente em vial de

vidro especifico para o espectrometro de massa.

4.5 Espectrometria de massa para proteinas

As analises de Espectrometria de massa foram realizadas em um cromatégrafo liquido
(Agilent Infinity 1260), acoplado a Espectrometro de massa de alta resolucdo com fonte de
ionizagdo por eletrospray e analisador Q-TOF (Agilent 6520B Q-TOF), alocado no
Laboratorio de Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia. Os parametros
cromatograficos para analise foram: coluna Agilent modelo AdvanceBio Peptide Mapping,
2,1 mm de diametro interno, 10 cm de comprimento, particulas de 2,7 pm, a fase movel: agua
(A) e acetonitrila (B) ambas acidificadas com acido férmico (0,1% vv-1), com o gradiente:
2% de B (0 min), 2% de B (10 min), 15% de B (40 min), 50% de B (150 min), 70% de B
(200 min), 98% de B (220 min), 98% de B (300 min), 100% de B (301 min) e 100% de B
(400 min), em um fluxo de 400 pL/min. Os parametros de ionizacdo foram: pressdo do
nebulizador de 45 psi, gas secante a 8L/min a uma temperatura de 325 °C e no capilar foi

aplicado uma energia de 4KV
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4.6 Espectrometria de massa para lipidios

As andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia gasosa e espectrometria
de massas (GC/MS) da Agilent Technologies 7890B, equipado com amostrador automatico
PAL RSI 85, alocado no Laboratorio de Nanobiotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia. Os parametros cromatograficos para analise de lipidios foram: Coluna DB-5 (30
m x 0,22 mm x 0,1 um) com fluxo de 1 mL min-1, no modo monitoramento de ion
selecionado (SCAN) e rampa de aquecimento de 60°C - 250°C em 40min. Foi injetado 1 puL
de cada amostra. A deteccao foi realizada por ionizacdo por impacto eletronico (70 eV),

utilizando um analisador quadrupolar simples.

4.7 Estatistica e tratamento dos dados obtidos por MS

Tanto para as proteinas quanto para os lipidios foi utilizado o software Mass Profiler
Professional-MPP (Agilent Technologies) para alinhamento e normaliza¢do dos espectros de
massa obtidos. A identificacdo das proteinas foi realizada levando em consideracdo a massa
de alta resolucdo (erro com a massa exata menor que 10 ppm) e os espectros de massa/massa
(MS/MS), sendo estes dados cruzados com banco de dados. A andlise foi feita no programa
Spectrum Mill MS Proteomics Workbench (Agilent Technologies) usando banco de dados
UniProt, disponivel online (https://www.uniprot.org/). Os lipidios foram filtrados utilizando
filtro de abundancia minima de 10.000 contagens e filtro de frequéncia de 100% (apenas os
compostos encontrados em 100% das amostras biologicas dentro de pelo menos um grupo
foram considerados), p < 0,05 e fold change > 2. As andlises estatisticas dos lipidios foram
realizadas no programa MassHunter Profiler Professional 15.1, e a identificacdo MassHunter

Qualitative com as bibliotecas NIST 2023.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados neste trabalho 03 isolados clinicos de pacientes com leishmaniose
visceral, todos coletados em momento anterior ao inicio de qualquer tratamento e
identificados previamente como L. (L.) infantum, sendo eles: MHOM/BR/PV09-MA;
MHOM/BR/PV020-MA; MHOM/BR/PV21-MA (Torres, 2021; Sousa, 2021). Estes isolados
foram comparados com uma cepa de referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1974/PP75).

5.1 Analise do proteoma
5.1.1 Analise de significincia

No proteoma, foram identificadas 12 proteinas diferencialmente expressas (Tabela 1).
A comparagao entre os isolados clinicos e a cepa de referéncia demonstrou que as proteinas
(1), (3), (4) e (8) apresentaram abundancia consistentemente aumentada nos isolados clinicos.
A proteina (6) também exibiu aumento de abundancia em parte dos isolados, com valores
semelhantes ou superiores aos observados na cepa de referéncia. Esses resultados indicam um
padrao de aumento da abundancia proteica nos isolados clinicos em comparagao com a cepa
de referéncia. Os isolados apresentaram, aparentemente, uma taxa de tradugao mais elevada,
possivelmente devido a replicagdo mais intensa em comparagdo com a cepa de referéncia.
Essa diferenca metabdlica pode estar associada a um processo de adaptacdo dos isolados

clinicos ao ambiente de cultivo in vitro.

Tabela 1. Abundancia das proteinas diferencialmente expressas nos isolados e na cepa.

Abundancia das proteinas

Isolados clinicos Cepa de
Identificacao Proteinas referéncia
PV09 PV20 PV21 PP75
1 Cadeia alfa de tubulina 17,65228 18,65228  18,72733 16,30563
2 Proteina 1 mitocondrial relacionada 15,68551 15,90595 17,23257 16,90829
ao choque térmico 70 putativa

3 Subunidade beta da ATP sintase 16,11553 14,25118  15,04899 12,92740
4 Helicase de RNA dependente de ATP 15,14370 14,63820 1490124 14,00140
5 Translocase ADP/ATP 13,90124 17,33210  16,28048 17,14569
6 Proteina da familia AhpC/TSA 16,54924 14,22128  17,25118 16,16545
7 Proteina eS1 da subunidade 0 13,538673 15,67176 15,68825

ribossomica pequena

8 Proteina 1 relacionada ao choque 16,30919 16,30919 13,41204 12,72067
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térmico 70, mitocondrial, putativa

9 Fator de iniciagdo da traducao 13,92925 14,99258 14,30919 14,98815
eucariotica SA

10 Proteina ndo caracterizada 16,54924 15,92230 15,30919 17,49716

1 Histona H2B 15,67176 15,66622  14,92925 16,86060

12 Proteina ribossomica 60S L5, putativa 15,87747 11,17990 17,20419 16,0254

*Para facilitar a organizagdo grafica dos dados, foram atribuidos numeros as proteinas diferencialmente
expressas.

5.1.2 Clusterizagdo hierdrquica

Com os valores normalizados de intensidade das 12 proteinas diferenciais foi
construido um cluster heatmap agrupando as cepas de acordo com a similaridade dos perfis
encontrados. Os 4 grupos foram clusterizados em 3 niveis (Figura 3). O primeiro nivel
agrupou o isolado MHOM/BR/PV21-MA e a cepa de referéncia MHOM/BR/74/PP75 com
menor grau de dissimilaridade. O segundo nivel agrupou o isolado MHOM/BR/PV020-MA ¢
o terceiro nivel inclui o isolado MHOM/BR/PV09-MA. Essa variagao sugere que os isolados
clinicos provavelmente exibem perfis de expressdao proteica moldados pelas pressdes
ambientais e seletivas encontradas em um ambiente de infecgdo ativa. Essa variabilidade na
expressdo proteica ¢ consistente com o que foi relatado por Zheng et al. (2020), os quais
demonstraram que alteragdes genéticas (como variacdo no numero de cOpias € mutagdes
pontuais) e variabilidade na expressao proteica entre diferentes cepas de Leishmania estao

potencialmente moldadas pelas pressdes seletivas do ambiente de infecgao.

id
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Figura 3. Heatmap da intensidade normalizada das 12 proteinas significantes. Clusterizagdo por distancia
euclidiana dos valores de intensidade normalizada das proteinas das cepas de Leishmania. A variagdo de cores
no heatmap representa as diferencas de intensidade de cada proteina: quanto mais vermelho, mais intenso.
Meétodo de ligacao: simples. Produzido pelo software https://software.broadinstitute.org/morpheus/.

5.1.3 Papel biologico das proteinas com expressdo diferencial

As proteinas com expressdo diferencial identificadas desempenham papéis essenciais
para a biologia e sobrevivéncia do parasita (Tabela 2). Entre elas, destacam-se as proteinas
relacionadas ao choque térmico (2) e (8), cruciais para a protecdo contra estresses ambientais,
e as proteinas ribossomais (7) e (12), fundamentais para a sintese proteica. As proteinas
envolvidas na producdo e transporte de ATP (3), (4) e (5) s@o vitais para o fornecimento e
transporte de energia celular. Estudos anteriores com L. major, L. braziliensis e L. donovani
também descreveram alguns desses componentes, particularmente em investigagdes sobre
diferenciagdo celular, divisao celular e motilidade (Dashatan et al., 2020; Alcolea et al.,
2023).

A avaliacdo do perfil protedmico obtido sugere a presenga de um padrdo metabolico
mais ativo nos isolados clinicos, uma vez que foi observado o aumento da abundancia
relativa de proteinas associadas a diferentes processos metabolicos do parasito, incluindo
sintese proteica, metabolismo energético, processos relacionados a replicacdo celular e
adaptacdo ao estresse ambiental. Essas diferencas possivelmente podem estar relacionadas ao
contraste entre o ambiente de cultivo da cepa de referéncia (controlado, com abundancia de
nutrientes ¢ baixo estresse) e o ambiente de infeccao ativa ao qual os isolados clinicos
estavam expostos antes da coleta.

Um estudo realizado por Silva, Cordeiro-da-Silva e Coombs (2011) avaliou, a partir
de uma abordagem metabol6mica, como diferentes fases de crescimento e desenvolvimento
dos promastigotas de Leishmania donovani levam a variagdes em componentes metabolicos,
incluindo lipidios e outros metabdlitos que podem estar relacionados a adaptagdo e
sobrevivéncia do parasita. Esse estudo também destacou que transicdes metabolicas e
morfologicas ndo sdo apenas resposta a estimulos ambientais, mas também resultado de uma
programacao genética que prepara o parasita para enfrentar os desafios especificos de cada
ambiente (Silva, Cordeiro-da-Silva, Coombs, 2011; Bates, Rogers, 2004). Nesse sentido, ¢
importante a realizacdo de novos experimentos para analisar a curva de crescimento desses
isolados, a fim de comparar o intervalo da fase logaritmica entre eles e entender possiveis
diferencas na velocidade de proliferagdo, bem como suas implicacdes na adaptagdo

metabolica e na resposta as condigdes ambientais durante o desenvolvimento.
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A proteina 1 trata-se de um constituinte estrutural do citoesqueleto, responsavel pela
forma celular, transporte e mobilidade flagelar (Ramirez; Requena; Puerta, 2013). Devidos
suas caracteristicas estruturais, esse composto estd envolvido em processos cruciais para a
sobrevivéncia do parasita, tais como divisdo celular, polimerizacdo dos microtibulos e
transformag¢dao da morfologia dos parasitas durante a metaciclogénese e diferenciacao do
estagio intracelular (Datashan et al., 2020; Martinez et al., 2017; Ramirez et al., 2012).

Os compostos (2) e (8), ambos catalisadores de dobramento e redobramento adequado
das proteinas, estdo envolvidos também na manuten¢do da homeostase celular, respondendo
ao estresse térmico, oxidativo e quimico (Toye; Remold, 1989; Brochu; Haimeur; Ouellette,
2004). Além disso, alguns estudos sugerem que a familia HSP70 desempenha um papel
determinante durante os estagios intermedidrios da diferenciacdo de promastigotas de L.
donovani (Alcolea, 2023), ja foi demonstrado inclusive, que proteinas HSP70 ¢ HSC70
atuam como uma forma inicial de protecao contra o antimonio trivalente (Brochu; Haimeur;
Ouellette, 2004; Codonho et al., 2016) e estimulam uma forte resposta imunoestimuladora

(Rico et al., 1998).

Tabela 2. Classificagdo e descri¢do das proteinas com expressao diferencial

Proteina Func¢ao Principal Classe

Cadeia alfa de tubulina Componente estrutural de microtubulos Proteina
(citoesqueleto). Estrutural
Proteina 1 mitocondrial Chaperona molecular (auxilia no dobramento Chaperona
relacionada ao choque térmico de proteinas) na mitocondria. (HSP70)
70 putativa
Subunidade beta da ATP Componente da ATP sintase, responsavel pela ATPase
sintase sintese de ATP (ndo hidrélise para transporte). F-tipo/Sintese
de ATP

Helicase de RNA dependente Desenrola estruturas secundarias do RNA, Helicase

de ATP

usando ATP.

Translocase ADP/ATP Transporta ADP e ATP entre a mitocondria e Trocador de
o citosol (transporte passivo/trocador). Nucleotideos
Proteina da familia AhpC/TSA Envolvida na resposta a estresse oxidativo Peroxidase
Proteina eS1 da subunidade Componente estrutural do ribossomo Proteina
ribossomica pequena (subunidade pequena). Ribossomal
Proteina 1 relacionada ao Chaperona molecular. Chaperona
choque térmico 70, (HSP70)

mitocondrial, putativa
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9 Fator de iniciagdo da tradugdo Fator necessario para o inicio da tradugdo de Fator de
eucaridtica SA proteinas. Iniciagdo
10 Proteina ndo caracterizada Fungdo desconhecida. N/A
11 Histona H2B Componente estrutural do nucleossomo Histona/Protei
(empacotamento de DNA). na Estrutural
12 Proteina ribossomica 60S L5, Componente estrutural do ribossomo Proteina
putativa (subunidade grande). Ribossomal

O composto (11) corresponde a uma proteina construtora de nucleossomos, cujas
principais fungdes incluem o empacotamento do DNA e organizagdao da cromatina, e
transcricdo e regulacdo da expressdo génica (Wang et al., 2011; Meddeb-Garnaoui et al.,
2010; Galanti et al., 1998). Ja a proteina (12) representa uma subunidade ribossdmica,
envolvida no processo de tradugdo (Liu et al., 2016; Ayub et al, 2012; Ayub et al., 2009).
Essa proteina garante o sucesso do processo de montagem das subunidades do ribossomo,
tendo, portanto, um papel fundamental na sintese proteica, além de fornecer propriedades
imunomoduladoras para o desenvolvimento de vacinas. Um estudo realizado Maarouf e
Abdlwahab (2021) selecionou um gene da proteina ribossomica L5 para desenvolver uma
vacina de DNA contra a infec¢ao por Leishmania tropica, ao final foi induzida uma resposta
Thl que estd associada a protecdo contra o desenvolvimento e a progressdo de lesdes
cutaneas causadas por Leishmania em camundongos.

A proteina (6) apresentou expressdo aumentada nos isolados clinicos. Essa proteina
pertence a familia das peroxidases, a qual atua no sistema antioxidante da Leishmania e
auxilia na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), por meio da decomposi¢ao
de hidroperoxido com o uso de um equivalente de tiol, como a tioredoxina (Alcolea et al.,
2023). Adicionalmente, essa classe proteica estd associada a sobrevivéncia do parasito no
ambiente macrofagico, considerando que os macrdfagos exibem uma atividade microbicida
contra Leishmania mediada principalmente por EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) (Fang, 2011).

Um estudo realizado por Henard et al. (2014) demonstrou como formas amastigotas
de L. amazonensis sdo resistentes a toxicidade mediada por ERNSs, crescendo robustamente
dentro de macrofagos ativados por citocinas, enquanto as promastigotas sdo prontamente
eliminadas. Essa defesa estd ligada a expressdo aumentada de uma proteina pertencente a
mesma classe do composto identificado (6), ela estaria permitindo que o parasita se adaptasse

e neutralizasse o ambiente hostil do macrofago, promovendo a sobrevivéncia intracelular e a
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persisténcia da infeccdo. Esse cendrio sugere que, a expressdo dessa proteina em isolados
clinicos, os quais foram recentemente isolados do hospedeiro (e, portanto, de um ambiente
rico em macrofagos ativados), pode estar revelando resposta adaptativa sustentada ao estresse
nitroxidativo.

Os niveis elevados de expressdo desta proteina também té€m sido associados a
resisténcia aos antimoniais, pois aumentam a capacidade do parasita de “limpar” os produtos
gerados pelo farmaco que levam a morte por estresse oxidativo (Tabatabaie ef al., 2012).
Estudos conduzidos por Patino et al. (2019) revelaram, ainda, variagdes significativas na
expressao de proteinas, envolvidas no metabolismo e na resposta ao estresse, entre isolados
suscetiveis e resistentes ao antimonial trivalente em L. amazonensis. Rojo et al. (2015)
identificaram, a partir de uma abordagem metabolomica, diferencas nos perfis metabolicos de
cepas de L. infantum suscetiveis e resistentes a antimonio trivalente, destacando como a agao
dos antimoniais ¢ amplamente baseada na deterioragdo do metabolismo tiol-dependente do
parasita. Essa superexpressdo em isolados clinicos sugere que as adaptacdes fenotipicas
observadas em ambientes naturais podem conferir uma vantagem competitiva ao parasita,

permitindo-lhe sobreviver e proliferar mesmo na presenga de tratamentos antimoniais.

5.2 Analise do lipidoma
5.2.1 Analise de significincia

A anélise realizada adotou algumas condi¢des para a avaliacdo do perfil lipidomico
dos isolados clinicos em comparagdo com a cepa de referéncia. Os espectros de massa
obtidos no modo de ionizagdo positiva foram avaliados nas analises de significancia.
Inicialmente, identificou-se um total de 161 compostos. Para refinar os resultados e focar nos
compostos mais relevantes, aplicaram-se filtros de frequéncia e abundancia de 100%,
reduzindo o numero de compostos para 21. Em seguida, realizou-se uma analise estatistica
para verificar a significancia das diferencas entre as condigdes estudadas. Foi utilizado o teste
t ndo pareado, com um nivel de significancia de p < 0,05 e um critério de fold-change maior
ouigual a 2.

Essa analise permitiu detectar 5 compostos que apresentaram expressao diferencial
significativa entre as condi¢des comparadas, sendo estes identificados como Heneicosano,
Heneicosano, Dodecano, 2,6,10-trimetil-, Acido benzoico, 4-metil-, 2-p-Tolilpiridina e Acido
4-n-propilbenzoico. Neste trabalho, esses compostos serdo denominados composto A, B, C,

D e E, respectivamente, para facilitar a discussao.
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Na figura 4 ¢ possivel observar um grafico do tipo Volcano Plot, em que o eixo X
(log: fold change) indica a magnitude da alteracdo na expressdo relativa dos compostos,
enquanto o eixo Y (—logw corrected P-value) representa a significancia estatistica dessas
diferencas. Os pontos em azul correspondem a compostos diferencialmente expressos que
apresentaram reducao significativa, ultrapassando o valor de corte estabelecido tanto para o
fold change quanto para o p-valor corrigido. J& o ponto em vermelho indica um dos
compostos que apresentou aumento significativo de expressdo nos isolados clinicos, também
dentro dos critérios de cutoff definidos (p < 0,05 e fold change > 2). Por outro lado, os pontos
em cinza representam compostos que nao superaram os limiares de significancia estatistica
ou de fold change, nao sendo considerados diferencialmente expressos.

Ao avaliar os cinco lipidios diferencialmente expressos nos isolados clinicos,
observou-se que os compostos A, B, D e E apresentaram expressiao reduzida
(down-regulation) em comparagao com a cepa de referéncia, enquanto o composto C foi o
unico a exibir expressdo aumentada (up-regulation) nos isolados clinicos, essa regulagdo
positiva indica que o composto pode desempenhar um papel especifico e possivelmente
compensatorio no metabolismo ou na viruléncia da cepa analisada. Contudo, ndo foi possivel
estabelecer uma relagdo direta, uma vez que ndao had evidéncias da participagdo desse
composto em vias metabolicas conhecidas em organismos vivos. O valor da abundéancia dos

compostos em cada isolado e cepa de referéncia pode ser acessado na Tabela 3.
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Figura 4. Volcano plot dos lipidios com expressdo diferencial encontrados nos isolados clinicos em
comparagdo com a cepa de referéncia de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75).

Tabela 3. Abundancia dos compostos diferencialmente expressos nos isolados e na cepa de referéncia



32

Abundincia dos compostos

Isolados clinicos Cepa de
Identificacdo Compostos referéncia
PV09 PV20 PV21 PP75

A Heneicosano 16,92065133 17,199735 16,65633433 18,531446

B Dodecano, 2,6,10-trimetil- 0 4,708118667 4,562241333 15,243458

C Acido benzoico, 4-metil- 16,14809467 16,26477 15,40556967 0

D 2-p-Tolilpiridina 0 0 0 13,964862

E Acido 4-n-propilbenzoico 0 0 0 15,430598

*Para facilitar a organizagdo grafica dos dados, foram atribuidas letras aos compostos diferencialmente expressos.

5.2.2 Comparacio de perfis lipidomicos

Com os valores normalizados de intensidade dos lipidios diferenciais, foi construido

um heatmap para representar graficamente a variagao nos perfis lipidomicos entre os isolados

clinicos e a cepa de referéncia (Figura 5).
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Figura 5. Heatmap dos compostos diferenciais entre isolados clinicos e a cepa de referéncia. As colunas
agrupam os grupos analisados de acordo com a similaridade dos perfis, enquanto as linhas representam os cinco

compostos com expressdo diferencial.



33

Os isolados clinicos apresentam perfis de intensidade relativamente homogéneos entre
si e foram agrupados na analise como um unico bloco em comparacgdo com a cepa referéncia,
a qual exibiu padrdo distinto para todos os compostos. O composto A apresenta coloracio
mais intensa em ambas as condig¢oes, indicando niveis elevados tanto nos isolados clinicos
quanto na cepa de referéncia. Em contrapartida, o D ¢ o E exibem intensidades mais
pronunciadas na cepa de referéncia, enquanto nos isolados clinicos essas intensidades se
mostram atenuadas. Por outro lado, o composto C ¢é caracterizado por maior intensidade de
cor nos isolados clinicos, refletindo sua maior abundancia relativa neste grupo.

Esse contraste evidencia a clara separacao metabdlica entre os grupos, sugerindo que
os isolados clinicos desenvolveram um perfil caracteristico em relagdo a cepa de referéncia.
Como todas as amostras foram processadas de forma idéntica, sem que houvesse diferengas
técnicas na extragdo de lipideos, as variacdes observadas refletem, de fato, componentes
celulares ou alteragdes em vias metabolicas proprias dos isolados. Além disso, € importante
considerar que esses isolados foram obtidos diretamente de pacientes humanos, onde
estiveram sujeitos a constantes pressoes seletivas do hospedeiro, enquanto a cepa de
referéncia tem sido mantida em cultura por longos periodos, o que pode explicar parte das
diferencas metabolicas observadas entre os grupos.

Para reforgar essa clara distingdo, a andlise de Componentes Principais (PCA) foi
empregada para comparar os isolados clinicos de L. infantum com a cepa de referéncia,
possibilitando a visualizagdao de padrdes de similaridade e dissimilaridade entre as amostras.
Conforme ilustrado na Figura 6, os isolados clinicos (em vermelho) apresentam-se dispersos
no grafico, o que reflete variagdes em seus perfis lipidicos e demonstra a diversidade
fenotipica de parasitos obtidos de amostras de campo. Por outro lado, a separacdo observada
entre esses isolados e a cepa de referéncia indica que seus perfis de expressdo de lipidios
diferem de forma marcante daqueles verificados em parasitos mantidos rotineiramente em

laboratorio.
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Figura 6. Analise de Componentes Principais entre isolados clinicos e cepa de referéncia. Os pontos
vermelhos representam as replicatas de cada isolado clinico e os pontos amarelos, a cepa de
referéncia.

Esse achado esta em consonancia com outros trabalhos, que também observaram esse
tipo de resultado e destacam que a manutencao prolongada de uma cepa em cultura pode
modificar profundamente seu metabolismo, tornando-a distinta de parasitos recém-isolados
de hospedeiros. Berg et al. (2013) avaliou como condi¢gdes de manuten¢do em cultura podem
levar a adaptagdes metabdlicas e fenotipicas significativas. De modo semelhante, Silva,
Cordeiro da Silva, Coombs, (2011) analisaram mudancgas no perfil metabdlico a medida que
promastigotas de L. donovani se desenvolvem durante culturas in vitro, destacando alteragdes
principalmente nas classes lipidicas. Um estudo de Saunders et al. (2014) revelou que as
fases culturais de L. mexicana, como as amastigotas axénicas, exibem um metabolismo mais
“estrito” e dependente do metabolismo mitocondrial. Essa mudanga metabdlica difere
substancialmente das formas de amastigotas isoladas diretamente de hospedeiros, indicando

que o ambiente de cultura pode promover um remodelamento metabdlico importante.

5.2.3 Papel biologico dos lipidios com expressao diferencial

Os lipidios desempenham fungdes cruciais na biologia de células e organismos. Eles
constituem o0s principais componentes estruturais das membranas biologicas, permitem a
ancoragem de glicoconjugados e diversas proteinas, atuam como mediadores de sinalizagao
intra ¢ extracelular, além de servirem como uma forma eficiente de armazenamento de
energia ¢ de poder redutor (Ramakrishnan et al., 2014). A Leishmania apresenta uma
composi¢do lipidica complexa e especializada, essencial para sua sobrevivéncia e

infectividade. Estudos demonstram que a membrana plasmatica da Leishmania ¢ composta
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principalmente por fosfolipidios, lipofosfoglicanos (LPGs) e ergosterol, com variagdes
dependendo da forma do parasita (promastigota ou amastigota) e do hospedeiro (Pawlowic et
al., 2016; Basu et al., 2023).

Os compostos com expressdo diferencial identificados desempenham papéis
essenciais para a biologia e sobrevivéncia do parasita. Entre eles, destaca-se o composto A e
B, ambos pertencentes a classe dos alcanos ramificados. Os hidrocarbonetos saturados em
cinetoplastideos, como a Leishmania, atuam como moduladores da fluidez e estabilidade da
membrana, precursores de lipidios complexos, reservas energéticas e como defesa contra
estresse oxidativo, sendo fundamentais para a adaptacao aos diferentes ambientes do ciclo de
vida (Aquino et al., 2021). Nesse contexto, o metabolismo lipidico torna-se particularmente
relevante, uma vez que a Leishmania depende fortemente da aquisicao de acidos graxos para
sua sobrevivéncia intracelular. Embora esses compostos sejam essenciais para a formagao de
membranas e produgao de energia, o parasita nao apresenta vias biossintéticas completamente
caracterizadas para sua sintese, o que o obriga a obté-los a partir do hospedeiro. Essa
captagdo ocorre por meio do recrutamento de corpos lipidicos (/ipid bodies — LBs) para o
vacuolo parasitéforo, onde os acidos graxos sdo liberados e utilizados tanto na biossintese de
membranas quanto no metabolismo energético. Além disso, a Leishmania ¢ capaz de utilizar
acidos graxos como fonte de energia por meio da P-oxida¢do, uma via metabdlica
especialmente importante na forma amastigota, quando o parasita depende de fontes
alternativas para sua manuten¢ao no ambiente intracelular do hospedeiro (Sood et al., 2024).

O composto D trata-se de um heteroaromatico nitrogenado, tais compostos constituem
uma classe de grande relevancia bioldgica, pois estdo presentes em diversas moléculas
essenciais a vida, incluindo as bases nitrogenadas dos dcidos nucleicos, moléculas energéticas
como o ATP, mensageiros e seus analogos, além de varias coenzimas (Rodriguez et al., 2019;
Walsh, 2015). No entanto, a biossintese natural desses heteroaroméaticos em organismos vivos
ainda ndo ¢ completamente compreendida, especialmente em condi¢des de cultivo in vitro,
onde fatores ambientais e regulatorios podem alterar as rotas metabolicas (Portero, Hang,
Marchan-Rivadeneira, 2023).

A deteccdo exclusiva do 2-p-Tolylpyridine (D) na cepa de referéncia, em contraste
com sua auséncia nos isolados clinicos sugere que sua producdo esteja relacionada as
adaptacdes metabolicas decorrentes do cultivo prolongado em laboratério. A auséncia do
composto nos isolados clinicos indica que esta via pode nao desempenhar papel relevante em
parasitos submetidos as pressdes seletivas do hospedeiro, caracterizando uma diferenciagao

metabolica entre cepas de campo e a cepa de referéncia mantida in vitro. Essa expressao
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também pode refletir diferencas na regulacdo das vias biossintéticas endogenas.
Considerando que alguns tripanossomatideos podem dispensar a biossintese de compostos
heterociclicos aromaticos, como as pirimidinas, em favor do salvamento a partir do
hospedeiro (Hammond, Gutteridge, 1984; Ali Mohmed, 2013) Propomos, assim, que a cepa
de referéncia, mantida em cultura in vitro, mantenha atividade de rotas anabolicas que
conduzem a formagdo de derivados piridinicos ou a desvios de fluxo metabdlico dependentes
de cofatores.

Os compostos C e E referem-se a acidos carboxilicos aromaticos, esses compostos
podem atuar como precursores na sintese de metabolitos secundarios e de cofatores
essenciais, participando de rotas ligadas ao metabolismo energético e a regulagdo redox.
Derivados aromadticos estdo envolvidos tanto na modulagdo da resposta ao estresse oxidativo
quanto na manuten¢cdo da integridade da membrana, podendo influenciar diretamente a
sobrevivéncia do parasito em ambientes hostis (Marchese et al., 2018; Westrop et al., 2015;
Nowicki, Cazzulo, 2008). Importante destacar que diferentes cepas ou espécies podem
apresentar variagdes na expressao de enzimas relacionadas a sintese de lipidios e compostos
secundarios, refletindo possiveis adaptagdes metabolicas (Ramakrishnan et al., 2014). Assim,
alteragcdes na expressdao de certos compostos podem estar relacionadas a diferencas nas vias
de biossintese ou catabolismo, dependendo do isolado clinico versus a cepa de referéncia.

Nesse sentido, hipotetizamos que a maior abundancia do composto 3 exclusivamente
nos isolados clinicos pode estar associada a estratégias de sobrevivéncia frente ao ambiente
intracelular hostil, como o estresse oxidativo e a pressdo imunoldgica, indicando possivel
papel desse composto na modulagdo redox, na comunicagdo celular ou mesmo na viruléncia.
Por outro lado, a expressdo predominante do composto E na cepa de referéncia pode refletir
uma rota metabolica mantida em condi¢Oes laboratoriais, onde a auséncia de desafios do
hospedeiro favorece o acumulo de metabolitos menos relevantes para a adaptagdo in vivo.
Assim, a heterogeneidade metabdlica evidenciada ressalta ndo apenas a plasticidade
bioquimica desses parasitos, mas também a importancia de considerar o contexto ambiental e

evolutivo ao interpretar diferengas no perfil metabolomico entre linhagens.
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6. CONCLUSAO

A andlise protedmica e lipidomica revelou a expressao diferencial de 12 proteinas e 5
lipidios, com cendrios de abundancia diferentes, sugerindo que as alteragcdes nos perfis
bioquimicos e protéicos-lipidicos em isolados clinicos podem refletir adaptagdes metabolicas
relacionadas a sobrevivéncia e patogenicidade do parasita. Além disso, ficou evidente que os
isolados clinicos de Leishmania infantum, analisados neste trabalho, apresentaram um perfil
protedmico e lipidomico distintos quando comparados a cepa de referéncia, refletindo
adaptagdes especificas ao ambiente do hospedeiro e as pressoes seletivas que ocorrem dentro
do organismo infectado. Os padrdes de expressao proteicos sugerem que os isolados clinicos
apresentam ajustes metabolicos para otimizar a sobrevivéncia no ambiente intracelular,
particularmente frente ao estresse oxidativo e as pressdes imunologicas do hospedeiro. A
maior abundancia de proteinas associadas a detoxificagdo, metabolismo energético e
manutengdo estrutural pode refletir uma resposta adaptativa ao microambiente inflamatorio e
microbicida encontrado no hospedeiro humano.

Na andlise de PCA realizada para o lipidoma foi possivel observar que os isolados
clinicos apresentam diferencas entre si, evidenciando a existéncia de variagdes
intraespecificas. Esse aspecto ¢ particularmente relevante quando se trabalha com amostras
de campo, uma vez que tais diferengas podem refletir adaptagdes especificas de cada isolado,
influenciando tanto o perfil metabolico quanto a resposta frente a diferentes condig¢des
ambientais ou ao hospedeiro.

As perspectivas futuras deste trabalho incluem ensaios que comparem viruléncia,
infectividade e tolerancia a farmacos e outros possiveis fenotipos dos isolados clinicos
implicados por essas diferengas de expressao proteico-lipidicas. Além disso, outra possivel
correlacdo a ser estabelecida ¢ com os dados epidemioldgicos e clinicos dos pacientes dos
quais os parasitas foram obtidos

Ressaltamos, aqui, a importdncia da caracterizacdo biomolecular integrada de
parasitos circulantes em areas endémicas e o ineditismo do presente estudo. Esses achados
evidenciam a importidncia do estudo com parasitas isolados de pacientes, uma vez que
conclusdes baseadas somente em cepas adaptadas ao cultivo em laboratorio podem resultar

em extrapola¢des dos mecanismos bioldgicos evidenciados em Leishmania.
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