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RESUMO

As espécies de Trypanosoma (Trypanosoma rangeli e Trypanosoma cruzi) e as espécies de
Leishmania (Leishmania braziliensis, Leishmania chagasi, Leishmania major e Leishmania
amazonensis) sdo protozoarios parasitos que pertencem a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae que causam doengas ao homem. Trypanosoma rangeli (T. rangeli) nao ¢
patogénico, mas o Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é o agente etioldgico da doenca de Chagas e
as espécies de Leishmania causa a leishmaniose. Estas doencgas estdo presentes em todas as
regides brasileiras, com maiores incidéncias nas regides Norte ¢ Nordeste. O diagnodstico
destas duas infec¢des tem apresentado limitagdes como a reagdo cruzado promovido pelos
testes sorologicos (ELISA e IFA), morosidade, baixa sensibilidade, sdo caros e precisam de
informagdes clinicas e epidemiologicas, que, normalmente, ndo sdo disponiveis. Neste
contexto, apresentamos uma técnica diferente dos métodos tradicionais chamada de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier - (FT - IR), a qual tem
apresentado vantagem, como, por exemplo, pouca quantidade de amostra, a dispensa do uso
de reagente, o que ¢ menos oneroso ¢ o que fornece resultados rapidos, podendo ser adaptada
em testes clinicos com o propdsito de obter uma alta sensibilidade e especificidade. Neste
trabalho, a espectroscopia FT - IR foi utilizada como uma ferramenta para investigar a forma
promastigota das espécies de Leishmania e a forma epimastigota das espécies de
Trypanosoma. As culturas de Trypanosoma e Leishmania foram cultivadas no meio LIT e no
meio 199 respectivamente. As subculturas foram lavadas com solucdo de NaCl,
centrifugadas, liofilizadas e analisadas por FT - IR. Os espectros obtidos de cada amostra
foram averiguados pelas andlises de cluster e de ajuste de curva. O dendrograma ¢ o resultado
obtido pela andlise de cluster que mostra claramente a heterogeneidade entre as espécies e
especifica as regides que as separam. A andlise de ajuste de curva foi feito por meio da
deconvolugdo de banda que tem como base de procedimento a segunda derivada da regido
espectral. Esta andlise mostra a diferenciacdo quantitativa entre as espécies nas regides de
vibracdo de polissacarideos, amida III, aminoacido, fosfolipidios, proteinas e 4acidos
nucleicos. E evidente que a técnica de espectroscopia FT - IR é uma ferramenta indispensavel
para discriminar estes parasitos. Tal técnica abre as possibilidades para futuros estudos sobre
caracterizacdo de outros micro-organismos.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi. Trypanosoma rangeli. Leishmania. Espectroscopia
FT-IR. Analise de Cluster. Deconvolu¢ao de banda



CHARACTERIZATION OF THE LEISHMANIA AND TRYPANOSOMA SPECIES BY
FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY

ABSTRACT

The trypanosomes species (Trypanosoma rangeli and Trypanosoma cruzi ) and the
Leishmania (Leishmania braziliensis, Leishmania chagasi, Leishmania major and Leishmania
amazonensis) species are protozoan parasite that belong to the Kinetoplastida order and
Trypanosomatidae family that cause diseases to man. Trypanosoma rangeli (T. rangeli) is not
pathogenic, but the Trypanosoma cruzi (T. cruzi) is the etiological agent of Chagas disease
and the Leishmania species causes the leishmaniasis. These diseases are present in all
Brazilian regions, with highest incidences in the North and Northeast. The diagnostic of these
two infections has presented limitations as crossed reaction promoted by the serological test
(ELISA and IFA), time consuming, low sensitivity, expensive and need clinics and
epidemiologic information that normally are not available. In this context, suggesting a
different technique of the traditional methods called of Fourier Transform Infrared - (FT - IR)
— Spectroscopy, which have presented advantages because need little quantity of sample, do
not need reagent, it is not expensive, provides rapid results and may be adapted for a clinical
test with the purpose to obtain a high sensitivity and specificity. In this work, FT - IR
spectroscopy was used as a tool to investigate the promastigote form of the Leishmania
species and the epimastigote form of the Trypanosomes species. Culture of Trypanosomes and
Leishmania were grown in the LIT medium and in the 199 medium, respectively. The
subcultures were washed with NaCl solution, centrifuged, lyophilized, and analyzed by FT -
IR. The spectra obtained of each sample were examined by cluster and fitting curve analysis.
The dendrogram is the result obtained by cluster analysis that shows clearly the heterogeneity
among species and specifies the regions that separate them. The curve fitting analysis was
done by mean of the band deconvolution that have, as base of procedure, the second
derivatives of the spectral region. This analysis shows the differentiation quantitative among
species in the vibrational regions of polysaccharides, amide III, amino acids phospholipids,
proteins, and nucleic acids. It is evident that the FT - IR spectroscopy technique is an
indispensable tool to discriminate these parasites. This technique opens up the possibilities for
further studies about characterization of other microorganisms.

Key -Words: Trypanosoma cruzi; Trypanosoma rangeli; Leishmania; FT — IR spectroscopy;

Cluster Analysis; Band deconvolution.
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1 INTRODUCAO

Os parasitos sdo organismos que vivem em dependéncia de seus hospedeiros, por esta
razao podem lhes causar algum tipo de infec¢@o. Os parasitos que foram estudados nesta tese
sdo Trypanosoma rangeli (T. rangeli) bem como o Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e as
Leishmania. Estes parasitos sdo protozoarios flagelados que pertencente a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae e sdo amplamente distribuidos nas Américas
Central e do Sul (BARRAL; COSTA, 2011; MOLYNEUX, 1983).

As espécies de T. cruzi e Leishmania tém sido investigadas de forma incisiva por
causa das caracteristicas incomuns, tais como a variagdo antigénica, habilidade de
sobreviverem e de se multiplicarem em células do sistema imune do homem, principalmente
macrofagos e neutrdfilos, provocando-lhe infeccdes. Em relagdo ao 7. rangeli, este ndo se
multiplica e pouco se sabe sobre o seu comportamento na presenca do sistema imune.
(BARRAL; COSTA, 2011; MOLYNEUX, 1983).

A espécie de T. rangeli ndo é patogé€nica para mamiferos (seres humanos), mas a
espécie de T. cruzi apresenta essa natureza, sendo a causadora da doenga de Chagas, também
conhecida como a tripanossomiase americana (BRIGADA et al., 2010; CENTERS, 2015;
TEIXEIRA et al., 2011). Ambos os parasitos sdo encontrados nas mesmas espécies de vetores
de habito hematofago e nas mesmas espécies de hospedeiros mamiferos, incluindo o homem.
Apesar de o T. rangeli ndo ser patogénico, ele apresenta uma importancia para os estudos
clinicos devido a reagdes sorologicas cruzadas com o 7. cruzi, o que dificulta o diagnostico
preciso da doenca de Chagas (CENTERS, 2015; MONTGOMERY et al., 2014). As espécies
de Leishmania sdo patogé€nicas e causam a doen¢a em humano conhecida como leishmaniose
(cutanea e visceral) (AGUIAR et al., 2015; LEVINE et al., 1980; MARZOCHI; MARZOCHI,
1994; SCARISBRICK et al., 2006).

Essas doengas afetam regides localizadas na América Latina, Africa e Asia. Elas sdo
endémicas na América Latina, em especifico no Brasil (CENTERS, 2015; DESJEUX, 2001b;
LAINSON; SHAW, 1987; WHO, 2013). Os dados epidemioldgicos no Brasil apontam
prevaléncia dessas infecgdes nas regides Norte e Nordeste.

Os principais fatores associados com o aumento do niimero de casos de infecg¢des
parasitarias nessas regides estdo relacionados com a exploragdo das florestas, como as
atividades agricolas e o ecoturismo (AGUIAR et al., 2015; DESJEUX, P., 2001b;
WERNECK, 2008; WHO, 2013).
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O diagnostico dessas infeccdes ndo ¢ trivial, pois esses parasitos tém semelhanca
filogenética, morfologica e reagdes dependentes do meio. Além disso, os vetores de ambas as
infeccoes sdo normalmente encontrados na mesma regido epidemioldgica € o movimento
continuo da populagcdo ¢ um fator que dificulta a interpretacdo dos resultados, conduzindo
muitas vezes o paciente ao tratamento inadequado (BRASIL, 2005; XAVIER et al., 2014;
YANG; ROTHMAN, 2004).

O processo padrdo de identificacdo desses parasitos inclui diferentes testes de
diagnostico e ¢ bastante trabalhoso, pois depende do tempo de crescimento do parasito, do
estagio da infec¢do, da caracteristica genética e da resposta imunologica do hospedeiro ao
parasito (MOLYNEUX, 1983).

Nesse sentido, os exames parasitologico, sorologico e molecular sio métodos
utilizados para diagnosticar a leishmaniose e a doenca de Chagas. O teste parasitologico para
leishmaniose apresenta uma sensibilidade em torno de 95% e uma especificidade de 100%,
quando feito em um laboratorio especializado e quando se tem um aparato técnico de alto
nivel para fazer tanto os procedimentos de extracdo do parasito no bago, na medula, quanto
para fazer a bidpsia hepatica, entre outros. Ja para a doenca de Chagas, a sensibilidade ¢ de
80% a 90% na fase aguda ou inicial da infec¢@o, mas na fase cronica ¢ de 20% a 50 %, e a
especificidade estd proxima de 100%. Este método € invasivo, complexo porque pode causar
riscos de morte do paciente, para além do alto custo. Tais fatores contribuem para o desuso
desse método (BRASIL, 2006b; GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009; GONTIJO; DE
CARVALHO MDE, 2003).

No Brasil, os testes sorologicos mais utilizados para identificar as infeccoes
parasitarias sdo o Imunoenzimatico - ELISA e o Imunofluorescéncia indireta - IFI, que
consistem na verificacdo dos niveis de anticorpos circulantes no soro do individuo, podendo
causar reacdo cruzada entre as leishmanioses e a doenga de Chagas. No primeiro ano da
leishmaniose, a sensibilidade e a especificidade desses testes atingem aproximadamente 70%
e 80%, respectivamente. Para doenca de Chagas, na fase cronica da infec¢do, a sensibilidade e
a especificidade chegam a 97% e 96%, respectivamente (BRASIL, 2005; BRASIL, 2006b).

A sensibilidade desses métodos ¢ associada com a informagdo clinica e
epidemioldgica, com a qualidade dos equipamentos, dos reagentes quimicos, com o local da
infeccdo no corpo humano, com o tempo em que foi adquirida e com a espécie envolvida e o
grau de parasitismo que existe na amostra biologica coletada (APT B et al., 2008; NIETO et
al., 2009; TRONCARELLI et al., 2009).
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A PCR (Polymerase Chain Reaction) ¢ uma técnica de diagndstico molecular capaz de
fazer uma identificagdo especifica baseada no DNA do parasito, ou seja, tem boa
sensibilidade quando comparada com os ensaios de ELISA e IFI. A sensibilidade da PCR
para a leishmaniose ¢ em torno de 80% a 98% e a especificidade ¢ de 95%. Na fase cronica da
doenca de Chagas, a PCR mostrou sensibilidade de 50% a 90% e especificidade proxima de
100%, mas este teste, quando associado aos exames parasitologicos, pode aumentar a
sensibilidade. A sensibilidade do teste depende como amostra foi coletada e armazenada,
informagdes epidemiologicas e do DNA alvo utilizado no processo de amplificacdo génica.
Por outro lado, o PCR apresenta elevado custo operacional que desfavorece a sua utilizagao
em regides menos assistidas (FERREIRA et al., 2006; SHAHBAZI et al., 2008; SUNDAR;
RAIL 2002; YANG; ROTHMAN, 2004).

Assim, esses métodos tém limitagdes, sejam operacional ou laboratorial, para
identificar e caracterizar os micro-organismos. Neste contexto, utilizamos a espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT - IR) para identificacdo e caracteriza¢do das
espécies de Leishmania e de Trypanosoma. (HELM et al., 1991)

O principio fisico da espectroscopia FT - IR é baseado na interacdo da radiagdo
infravermelha (IR) com a matéria (HELM et al., 1991). Nesta interacdo, a IR ¢ absorvida
quando a sua frequéncia estd na mesma frequéncia de vibracdo das moléculas do material
analisado. Estas vibragdes moleculares sdo unicas e o espectro de absorcdo ¢ uma impressao
digital do composto. Logo, por meio dos espectros, podemos obter informagdes da
composicdo quimica da matéria organica, como proteinas, acidos graxos, carboidrato e acidos
nucleicos (DAVIS; MAUER, 2010). A técnica de espectroscopia de FT - IR ¢ confiavel,
sensivel, especifica, reprodutivel e rapida para analises microbioldgicas (KIRSCHNER et al.,
2001; NAUMANN, 2000).

Com o propésito de facilitar a compreensdo da tese, foi feita uma divisdo do contetido
em introducdo, fundamentagdo teodrica, metodologia, resultados, discussdo e conclusdo. Os
resultados e discussodes foram divididos em trés subtopicos. Os dados coletados que estdo em

cada subtdpico foram analisados e submetidos a uma revista.



17

1.1 Objetivos

Nesta secdo ¢ apresentada o objetivo geral e o objetivo especifico que norteara o

estudo que foca essa pesquisa.

1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar por espectroscopia no Infravermelho as espécies de Trypanosoma
(Trypanosama cruzi e Trypanosoma rangeli) e a de Leishmania (Leishmania chagasi,
Leishmania major, Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis) e diferencia-las por

meio de ferramentas estatisticas.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Mostrar a heterogeneidade entre os parasitos por meio do dendrograma utilizando a
segunda derivada como parametro.

2. Expor as regides espectrais de separacdo entre as espécies de Leishmania major,
Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis utilizando a segunda derivada como
parametro.

3. Apresentar as regides espectrais de separacdo entre as espécies de Leishmania
braziliensis, Leishmania chagasi e o Trypanosoma cruzi utilizando a segunda derivada como
parametro.

4. Apresentar as regides espectrais de separacdo entre as espécies de Trypanosoma
rangeli, Trypanosoma cruzi ¢ a de Leishmania chagasi utilizando a segunda derivada como
parametro.

5. Diferenciar as espécies de Leishmania major, Leishmania chagasi e Leishmania
amazonensis por meio da deconvolug@o de bandas das regides espectrais de separacao.

6. Exibir as diferencas quantitativas dos modos vibracionais nas regides de
polissacarideos, lipidios e proteinas, aminoacido, ésteres lipidicos, acidos graxos ¢ amida III
dos espectros dos parasitos

7. Distinguir as espécies de Leishmania braziliensis, Leishmania chagasi da espécie
Trypanosoma cruzi por meio da deconvolugdo de bandas das regides espectrais de separagao.

8. Diferenciar as espécies de Trypanosoma rangeli, Trypanosoma cruzi e a de

Leishmania chagasi por meio da deconvolugdo de bandas das regides espectrais de separagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo, serd abordada uma visdo geral dos parasitos no que tange a
proximidade tanto filogenética quanto morfologica entre as espécies de Leishmania e
Trypanosoma e uma fundamentacdo tedrica da espectroscopia vibracional e aplicacdo da

técnica de FT - IR em micro-organismo.
2.1 Taxonomia dos parasitos

Os organismos apresentados nesta tese sdo do género Leishmania e do gé€nero
Trypanosoma, os quais se apresentam entre 0s mais primitivos e especializados do reino
animal. Estes parasitos possuem a seguinte posi¢do taxondmica, conforme a figura 1

(BARRAL; COSTA, 2011; MOLYNEUX, 1983).

Figura 1 - Classificagdo da ordem Kinetoplastida.

Reino Protista
Sub-reino Protozoa
| | I |
Filo Apicomplexa Sarcomastigophora Microspora  Ciliophora
|
[ | I
Subfilo Opalinata Mastigophora Sarcodina
|
o 1
Classe Phytomastigophorea Zoomastigophorea
Ordem Kinetoplastida
| |
Subordem Bodonina Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
| | I [
Género Crithidia Leptomonas ~ Hepetmonas  Blastocithidia  Trypanosoma  Phytomonas — Leishmania Endotrypanum  Rhynchoidomenas

Fonte: Molyneux (1983).

Os parasitos da ordem Kinetoplastida sdo caracterizados por serem tipicamente
flagelados, possuem uma nica mitocondria extensa proxima ao corpo basal flagelar, auséncia
de pseudodpodes, unico nucleo vesicular com predominancia do endossoma, ndo contém
plasto, a parelho de Golgi localiza-se peculiarmente na regido do bolso flagelar, mas ndo esta

conectado nem ao corpo basal nem ao flagelo, tém em regra vida parasitaria, todavia uma
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minoria vive de forma ndo parasitaria (BARRAL; COSTA, 2011; BRASIL, 2006a; BRASIL,
2014; LAINSON; SHAW, 1987).

A ordem Kinetoplastida estd subdividida em duas subordens: a Bodonina, que
compreende os protozoarios de agua doce ou salgada, ou seja, de vida livre (ndo parasitaria), e
a Trypanosomatina, que ¢ exclusivamente parasitaria. Ressalve-se que somente os parasitos
da subordem Trypanosomatina foram investigados nesta tese.

A subordem Trypanosomatina tem uma unica familia, a Trypanosomatidae, que ¢
caracterizada por tnico flagelo locomotor livre ou atracado a uma membrana ondulante, e
uma ultraestrutura kinetoplastida, que ¢é relativamente pequena e compacta com fibrilas de
DNA. Todos os protozoarios petencentes a esta familia sdo parasitos de hospedeiro tanto
vertebrado como invertebrado (BRASIL, 2014; MOLYNEUX, 1983; TEIXEIRA et al.,
2011).

A familia Trypanosomatidae estd subdividida em 9 géneros, mas somente o género
Leishmania e o género Trypanosoma foram estudados. Os parasitos pertencente a esses dois
géneros sofrem mudancas na sua estrutura durante o ciclo de vida, ou seja, quando eles
mudam de hospedeiro invertebrado para vertebrado ou vice versa. Nestes parasitos, as
diferengcas morfologicas externa servem para identifica-los (SACKS, 1992), mas, em uma
nomenclatura mais moderna, a classificacdo e identificacdo se referem principalmente a
posicdo do flagelo no corpo destes parasitos (BARRAL; COSTA, 2011; BRASIL, 2005;
BRASIL, 2014).

Esses dois géneros sdo bastante estudados em hospedeiro vertebrado, em especial no
homem. A sua relacdo com hospedeiro, especificamente com o homem, esta condicionada a

interacdo da membrana do parasito com as células do sistema imune (TEIXEIRA et al.,2011).

2.2 Leishmania

As leishmanias sdo protozodarios, isto ¢é, sdo seres que vivem em dependéncia
metabolica de seus hospedeiros, causando-lhes algum tipo de dano (FERREIRA, 2012). O
nome do género Leishmania foi dado em homenagem ao médico escocés William Boog
Leishman (1865 — 1926) (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

A taxonomia estava baseada em manifestacdo clinica de distintas doencas em diversas
regides geograficas dos diferentes parasitos existentes na localidade. O médico Piotr Fokich

Borovsky foi o primeiro a reconhecer o protozoario como o responsavel pela forma clinica da
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infeccdo (leishmaniose cutidnea), mas ele ndo chegou a atribuir nome ao protozoario
(ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; BARRAL; COSTA, 2011; COSTA, 1992).

A grande variedade de formas clinicas das doengas causadas pelas diversas espécies de
Leishmania possibilitou correlacionar o parasito com a infec¢do. Devemos ressaltar que as
formas clinicas desta infecc@o estdo associadas a relacdo do parasito com seu hospedeiro, o
que dificulta identificar o parasito. (SARAVIA et al., 1989). Neste sentido, 0 comportamento
do parasito estd associado a sua morfologia dentro do inseto que pode nos auxiliar na
taxonomia.

Em 1979, Phyllis T. Johnson & Marshall Hertig, baseados no estudo de LAINSON &
SHAW, dividiram o género Leishmania em trés se¢oes de acordo com o desenvolvimento do
parasito no intestino do vetor, quais sejam: Hipopildrico, Peripildrico e Suprapildrico. No
Hipopilarico, o parasito tem seu desenvolvimento no intestino superior do vetor, tendo como
hospedeiro os répteis. As espécies dessa secdo sdo conhecidas como Sauroleishmania. No
Peripilarico, o parasito migra para o intestino médio do vetor e se desenvolve. Estes parasitos
sdo incluidos no subgénero Vianna. E, finalmente, no Suprapilarico, o parasito se desenvolve
somente no intestino médio do vetor. Estes parasitos pertencem ao subgénero Leishmania,
que inclui a grande maioria das espécies tanto do velho mundo (Europa, Africa e Asia) como
do novo mundo (As Américas). Nessa linha de analise, a figura 2 mostra de forma mais
detalhada a nova classificacdo, incluindo os subgéneros Leishmania e Viannia (LAINSON,

2010; LAINSON; SHAW, 1979).’

Figura 2 - Taxonomia da Leishmania.
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Fonte: Brasil (2006a)
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No Brasil, atualmente, sdo conhecidas oito espécies de Leishmania, sendo sete
espécies causadoras da leishmaniose tegumentar americana (LTA), a qual € composta de uma
do subgénero Leishmania, e seis do subgénero Viannia, que ¢é responsavel pela doenca em
humanos. Neste entendimento, as espécies responsaveis pela leishmaniose sdo: L.(V.)
braziliensis, L. (V.)guyanensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V. )naiffi, L.(V.)
L.lindenberg ¢ L. (V.) shawi (BRASIL, 2006; LAINSON, R, 2010). E, por ultimo, uma
espécie de L. (L.) chagasi, a principal causadora da forma mais grave da doenca, que ¢

denominada de leishmaniose visceral (LV) (BRASIL, 2014; LAINSON, 2010).

2.2.1 Morfologia da Leishmania

O género Leishmania tem duas principais formas evolutivas, a amastigota e a
promastigota. No hospedeiro vertebrado ¢ encontrada a forma amastigota, a qual vive no meio
intracelular de macréfago. Ela tem um flagelo ausente (imével) e uma forma ovoide medindo
entre 2,1 e 3,2 um. Enquanto a forma promastigota ¢ encontrada nos vetores invertebrados e
vive no meio extracelular, especificamente no trato digestivo do inseto. Ele tem flagelo livre,
que ajuda na locomogao, corpo alongado medindo entre 14 e 20 um e o kinetoplasto anterior
ao nucleo (LAINSON; RANGEL, 2005; MOLYNEUX, 1983). A figura 3 apresenta a

morfologia das formas amastigota e promastigota.

Figura 3 - Organizagao das organelas presentes tanto na forma amastigota quanto na forma
promastigota do género Leishmania.

g

Amastigota

Promastigota

Fonte: Rey (2002).
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O bolso flagelar (B) é onde se localiza o flagelo; os flagelos (F) sdo formados de
actina, cuja fung@o ¢ mover o parasito como um todo; o complexo de Golgi (G) é responsavel
pela sintese de carboidratos e condensacdo da secrecdo proteica; o kinetoplasto (k) é uma
regido especializada da mitocondria e rica em DNA; os lisossomos (L) sdo responsaveis pela
digestao intracelular; a mitocondria (m) € responsavel pela producdo de energia; a membrana
(mt) ¢ responsavel pela protecdo, nutricdo, excrecdo e revestimento; e o reticulo
endoplasmatico (RE) ¢é responsavel pela sintese de esteroides e proteinas (MOLYNEUX,
1983; NEVES, 1998; VANNIER-SANTOS; MARTINY; SOUZA, 2002)

2.2.2 Biologia da Leishmania

O ciclo biologico inicia quando o inseto vetor de protozodrios parasito do género
Leishmania, o flebotomineos, estd apto a se alimentar de sangue. Estes insetos pertencem a
ordem Diptera, a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e a dois géneros:
Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo).(BARRAL; COSTA, 2011;
MOLYNEUX, 1983; SANTOS et al., 1998). A figura 4 sintetiza o ciclo biologico da

Leishmania.

Figura 4 - O ciclo biologico da Leishmania.
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Os vetores machos tém mandibulas rudimentares, o que os impossibilitam de penetrar
na pele dos invertebrados, por essa razao nao se alimentam de sangue. Entretanto, a fémea
tem mandibula desenvolvida capaz de rasgar a epiderme do hospedeiro, criando naquele local
uma poca de sangue para se alimentar. Durante o repasto sanguineo, podera de forma
acidental ingerir o protozoario, que pertence ao género Leishmania, ou transmiti-lo ao
hospedeiro (BARATA et al.,2004; BARRAL; COSTA, 2011; NIEVES; PIMENTA, 2000).

Depois do repasto infectante, o sangue e as formas amastigotas vao para o intestino
médio do inseto, iniciando-se o processo de diferenciacdo entre a forma amastigota e as outras
fases, como promastigotas prociclicas, nectomonadas, leptomonadas, metaciclicas e
haptomonadas (BARRAL; COSTA, 2011; LAINSON, 2010). Todas essas fases sao
caracterizadas pelas diferencas morfologicas e alteragcdes bioquimicas que aumentam a
resisténcia contra as proteases intestinais (como, por exemplo, a tripsina) do vetor
flebotomineo (KAMHAWTI, 2006; PIMENTA et al., 1997).

As formas promastigotas metaciclicas sdo as formas que passaram pelo processo de
transformac¢do denominado metaciclogénese, ou seja, neste processo elas deixam de replicar,
tornando-se infectantes. Nesta forma metaciclica, ha uma grande modificacdo morfologica e
bioquimica do parasito impossibilitando a sua ligacdo com o intestino do inseto, o que
ocasiona o seu deslocamento para a faringe e cavidade bucal que, no momento da picada do
inseto, ele passara para o hospedeiro (BARRAL; COSTA, 2011).

Com a picada ocorre a inoculagdo do promastigota metaciclicos, ou seja, a sua
transmissdo ao hospedeiro, mas a efetividade desta transmissdo se dara mediante a agdo
conjunta da saliva com o proteofosfoglicano - PPG, que ¢ um tipo de mucina secretada pelo
parasito (MOLYNEUX, 1983).

A saliva do flebotomineo ¢ injetada na derme do hospedeiro por meio da picada, a
qual causa uma reacgdo inflamatoria que atrai as células de defesa (o macrofago e neutrofilo)
para o local da picada onde estdo os parasitos. Assim, ativa o sistema de complemento (SC),
que pode induzir a morte dos parasitos, sobretudo das espécies que causam a leishmaniose
cutdnea, as quais por esse sistema de complemento se tornam mais sensiveis a lise em
comparagdo as espécies que causam leishmaniose visceral (TEIXEIRA et al., 2005).

Logo apos a sua inoculagdo, os promastigotas metaciclicos infectantes sdo capazes de
inativar enzimaticamente o fragmento C3b do complemento transformando-o em C3bi por
meio da ag@o da glicoproteina de superficie (GP63), dando a ele condi¢do de se ligar ao

macrofago.
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A ligacdo do promastigota metaciclico ao macréfago ocorre quando o fragmento
inativo, C3bi, se liga ao promastigota gerando condi¢do de ligacdo aos receptores de
complemento, como o CR1 e/ou CR3, existentes em células fagociticas (macrofago e
neutrofilo), sem acionar o alerta de suas defesas (DOMINGUEZ; TORANO, 1999).

Uma vez ligado, os macrofagos reconhecem quimicamente na membrana do
promastigota uma molécula de superficie denominada fosfatidil serina, especifica em células
que estdo em fase de apoptose. Essa ¢ a razdo pela qual os macrofagos fagocitam os
promastigotas sem ativar o processo oxidativo. Dessa forma, os promastigotas nao sofrem os
efeitos destrutivos da célula que os fagocitou, iniciando assim o processo de diferenciagéo
(BALANCO et al., 2001).

No processo de fagocitose, o parasito passa para o meio intracelular, o qual fica dentro
do fagossomo onde sofre rapidamente alteracdes tanto metabdlicas como bioquimicas, ou
seja, se diferencia de forma rapida para a forma amastigota. Desse modo, a saliva do inseto
que esta acoplada ao parasito induz a apoptose ¢ inibe o processo oxidativo, assim garante a
sobrevivéncia do parasito (DOMINGUEZ; TORANO, 1999). Os neutréfilos que fagocitaram
0s protozoarios passardo para a fase de apoptose, que expressa em sua superficie uma elevada
quantidade fosfatidil serina, para, em seguida, serem fagocitados pelos macrofagos. No
interior da célula de defesa (do macréfago), o parasito se adapta com rapidez as novas
condicdes fisiologicas antes desta célula desencadear reagdes oxidativas; capazes de eliminar

o parasito (PRATES et al., 2011).

2.2.3. As moléculas de membrana da Leishmania

A membrana da Leishmania é recoberta por varias moléculas que sdo extremamente
importantes. Sendo elas responsaveis pela interagdo com as células do hospedeiro, pela
multiplicacdo, patogénese do parasito e pela sobrevivéncia do mesmo (FERGUSON, 1997). A

figura 5 mostra essas moléculas.



Figura 5 - Tlustragdo da membrana com os gliconjugados do estidgio promastigota metaciclico das
espécies de Leishmania.
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Fonte: Ferguson, (1999). 5 x 10° representa a quantidade de LPG, 5 x 10°, a quantidade de PSP ¢ 10’.

A molécula mais abundante na superficie do estagio promastigota da Leishmania é o
Glicosilfosfatidilinositol (GPI), que funciona como “ponte” ou “ancora” para varios
gliconjugados, como as glicoproteinas, chamadas de proteina de superficie de promastigota
(PSP), a familia de glycoinositol-fosfolipideos (GIPLs) e o lipofosfoglicano (LPG). Esta
molécula € composta por carboidrato, lipidios, fosfato e aminas, por essa razdo tem atraido
varios grupos quimicos organicos (FERGUSON, 1999; MCCONVILLE et al., 1990).

O GPI ¢ definido pela estrutura Manal- 4GIcNal-6PI e pode ser de trés tipos que
variam de acordo com sua estrutura de glicano. O tipo 1 tem a estrutura Manol - 6Manal -
4GlcNal-6PI, que consiste em uma densa camada na superficie do estagio promastigota.
GIPLs ¢ muito similar a esse tipo de GPI. O tipo 2 de estrutura Manal - 3Manal - 4GlcNal-
6PI e o tipo 3 sdo hibridos da estrutura Manal - 3 (Manal-6) Manal-4GlcNol-6PI
(FERGUSON, 1999).

A quantidade expressa na superficie do parasito do tipo de GPI varia entre as espécies
de Leishmania e também entre estagios de mudanga do parasito da mesma espécie
(FERGUSON, 1997; MCCONVILLE; FERGUSON, 1993).

A molécula de lipofosfoglicano (LPG) é um glicoconjugado do tipo 2 de GPI, que se
liga a uma longa cadeia de fosfosacarideo, o que forma uma densa camada de glicocélice na
superficie do promastigota. De outro lado, o estagio amastigota tem pouca ou nenhuma
quantidade dessa molécula (BAHR et al., 1993; MCCONVILLE et al., 1995).

As diferencas no LPG ocorrem ao longo das fases de diferenciagdo do parasito para
garantir a este sobrevivéncia e o deslocamento dentro do vetor, interacdo com a célula do

hospedeiro ocasionando a invasdo do macrofago e a protegao contra os efeitos do sistema de
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complemento (DESCOTEAUX; TURCO, 1999; ILGOUTZ; MCCONVILLE, 2001; MARR;
MULLER, 1995).

A glicoproteina ancorada pela molécula GPI que podemos destacar na superficie do
parasito ¢ GP63. Essa glicoproteina pode estar acoplada a membrana ou pode ser secretada
pelo parasito, que tem mostrado uma atuagdo na resposta imune (ILGOUTZ;

MCCONVILLE, 2001; MCCONVILLE; FERGUSON, 1993).

2.2.5 Epidemiologia

No contexto atual, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) considera a leishmaniose
uma das seis doengas mais infecciosas do mundo. Ela estd presente tanto no velho mundo
quanto no novo mundo. No novo mundo, especificamente no Brasil, a doenca esta distribuida
em todas as unidades federadas do Pais (BRASIL, 2007; BRASIL, 2014).

Para compreender melhor, observa-se, de modo geral, que nos ltimos anos a doenga
teve uma expansao significativa nas areas endémicas e em novas areas. Entre 2007 e 2011,
constatou-se a sua distribui¢do em todas as unidades federadas do Pais. Sobre esse ponto, o
Ministério da Saude (MS) e a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) registraram os casos de
LTA e LV (BRASIL, 2007; BRASIL, 2014), como indica a figura 6 (6A, mostra os casos de
LTA ¢ 6B mostra os caos de LV).

Figura 6 - Distribuicdo dos casos da LTA e LV que foram confirmados entre 2007 e 2011.
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Fonte: SINAN (2014)

A figura 6A nos mostra que, no periodo compreendido entre 2007 e 2011, a Regido
Norte apresentou os maiores indices de casos confirmados por LTA (s@o as formas mucosa e
cutinea), com uma média de 8.262,4 casos. Ao mesmo tempo que a Regido Sul apresentou os
menores indices em relacdo as demais regides brasileiras, ou seja, uma média de 437 casos.

O registro de casos indicados pela UF refere-se aos pacientes que residem nessas
regides, porém adquiriram a infec¢do em outra. Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude
do Ministério da Satde, a doenga atinge quase 100 (cem) pessoas para cada 100 mil
habitantes. A figura 6B mostra a distribuicao dos casos LV por todo pais.

Podemos observar na figura 6B que a maior incidéncia concentra-se na Regido
Nordeste e a menor, na Regido Sul, com respectivas médias de 1.711,4 e 2,4. Segundo a
Secretaria de Vigilancia em Satde, o numero de individuos atingidos, anualmente, pela
doenca em todo o pais € em torno de cinco a dez mil. Dessa estimativa, cerca de 10% nao
sobrevivem. Esses dados nos mostram que essa doenca €, sem divida, um problema de satude

publica.

2.3 Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli

As espécies de Trypanosoma sdo protozoarios flagelados da Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae (TELLERIA et al., 2006). Esses protozoarios por terem uma
proximidade morfologica e bioquimica, o que dificulta a sua identificacdo, foi proposto
primeiramente uma classificagdo com base na morfologia (MOLYNEUX, 1983; TEIXEIRA
etal., 2011).

A morfologia é o principal critério que tem sido usado para identificar os parasitos
pertencentes a ordem Kinetoplastida; no entanto, as espécies de Trypanosoma, por terem
formas bastante variadas, dificultam a identificagdo dos parasitos por esse critério. Portanto,
para uma melhor identificagdo das espécies de Trypanosoma, foi preciso criar uma nova
taxonomia baseada em estudos bioldgicos associados ao comportamento do parasito no vetor,
com a intencao de fortalecer a que ja existe (MOLYNEUX, 1983). Neste sentido, a taxonomia
do género Trypanosoma facilita a identificacdo desse parasito, conforme podemos verificar no

quadro 1.
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Quadro 1 - Taxonomia do Trypanosoma
Trypanosoma

Seccdo Stercoraria Salivaria
Subgénero Megatrypamum ~ Herpetosoma  Schizotrypanum — Duttonella Nanomonas Trypanozoon Pynomonas
Espécies T.M)thetlert [T (H)lewist  [[(S)cruzicuzi  [T.(D.Jumforme  [T.(N.)congolense  [T.(T.)brucel T.(P.)sus
Tepresentativas I (H)musculi  [[(S.) cruzi T.(D.)vivax IT.(N.)simae IT.(T.)b. brucei
I.(H)rangel  uarinkellei IT.(T.)b.thodesiense
IT(S.) dionisii IT.(T.)b.gambiense

IT.(T Jequiperdum
IT.(T.)evansi

Fonte: Molyneux (1983).

De acordo com o desenvolvimento do parasito no hospedeiro invertebrado, o género
Trypanosoma estd dividido em duas segdes, a stercoraria e a salivaria, conforme o quadro 1.
Os parasitos da secdo stercoraria se desenvolvem no intestino posterior do inseto e ¢
excretado por suas fezes durante o repasto sanguineo sobre a pele do hospedeiro. O T. cruzi
faz parte desta secdo, o qual vive de forma parasitaria no homem, causando-lhe a doenga de
Chagas. Essa infeccdo foi nomeada por Carlos Chagas, apos descrever o agente causativo e
alguns sintomas clinicos associados a doenca. Os parasitos que pertencem ao subgénero
Schizotrypanum sao indistinguiveis morfologicamente, o que dificulta a identificacdo,
gerando um problema publico mundial MOLYNEUX, 1983). Na sec¢do salivaria, os parasitos
se desenvolvem no intestino anterior do inseto e migram para a hemolinfa e glandulas
salivares do vetor onde completardo o seu desenvolvimento, ou seja, chegardo a forma
infectiva para serem inoculados no momento do repasto sanguineo do vetor (BRIGADA et
al., 2010; CENTERS., 2015; TEIXEIRA et al., 2011). O T. rangeli tem uma classificagao
complexa devido as caracteristicas morfologicas e biologicas se apresentarem ora similar a
secdo stercoraria ora similar a se¢io salivares (ANEZ, 1982; D'ALESSANDRO; SARAVIA,
1999).

2.3.2 Morfologia

Os protozodrios do género Trypanosoma sdo parasitos de insetos que se adaptaram aos

mamiferos. Eles sdo geralmente organismos fusiformes de tamanhos que variam de 15 a
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100 um, dependendo da espécie e do subgénero, multiplica-se por divisdo binaria e
apresentam trés principais formas evolutivas: amastigota, epimastigota e trypomastigota,
como mostra a figura 7 (FAUCHER; BALTZ; PETRY, 1995; MOLYNEUX, 1983;
TEIXEIRA et al., 2011).

Figura 7 - Ilustragdo do flagelo, membrana e kinetoplasto presente na forma amastigota, epimastigota
e trypomastigota do Trypanosoma.

Membrane ondulante

Amastigota

Flagelo

Trypomastigota  Unicamitocondria ~ EPIMastigota

Fonte: Doenca de Chagas (2014)

A forma amastigota ¢ arredondada ou oval, possui um flagelo reduzido, o kinetoplasto
esta localizado entre o nucleo e o flagelo. E infectiva, multiplicativa e vive no interior da
célula dos hospedeiros. As formas epimastigotas ou prociclicas sdo encontradas no hospedeiro
invertebrado, particularmente no intestino do barbeiro, onde vivem e estdo em processo de
transformagdo. Apresentam-se de forma fusiforme, o kinetoplasto tem a aparéncia de bastio e
estd localizado proximo a bolsa flagelar, onde surge o flagelo. Nesta fase, elas ndo sdo
infectivas, mas multiplicativas. As formas trypomastigotas ou metaciclicas do 7. cruzi e do T.
rangeli sdo encontradas no sangue dos hospedeiros, no intestino posterior do vetor e no meio
intracelular dos hospedeiros quando se referem ao 7. cruzi. Essa tltima forma apresenta um
comprimento em torno de 20 um para a espécie de 7. cruzi e de 13 um de comprimento para a

espécie de T. rangeli, ambas t€ém uma membrana ondulante (DIAS; COURA, 1997).

2.3.3 Biologia
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O T. cruzi e o T. rangeli foram encontrados nas mesmas espécies de vetores e nas
mesmas espécies de hospedeiro vertebrados, ou seja, sio mamiferos pertencentes a diferentes
ordens e géneros de animais, incluindo o homem. O ciclo biolégico desses parasitos do
género Trypanosoma inicia se apds o repasto sanguineo do inseto vetor deste protozoario, o
triatomineo. Esses insetos pertencem a ordem Hemiptera, a familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae. Sdo denominados popularmente como barbeiro, chupdo, bicudo, entre outros.

(TEIXEIRA et al., 2011). A figura 8 sintetiza o ciclo bioldgico do 7. cruzi.

Figura 8 - Ciclo biologico do T. cruzi.
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Fonte: Teixeira (2011).

A transmissdo do T. cruzi, o causador da doenga de Chagas no homem, ocorre de duas
formas: a primeira da-se pela transmissdo natural que ocorre quando o inseto fémea,
hematofaga da subfamilia dos triatomineos, elimina o 7. cruzi pelas fezes ou urina na pele do
homem, apds alimentagdo sanguinea. Na pele, as fezes e/ou urina provocam irritagdo que leva
o individuo a se cocar, causando-lhe pequenas fissuras, o que ¢ suficiente para que o parasito
penetre e inicie o processo de contaminacdo pela via sanguinea; e a segunda ocorre pela
alimentacdo durante o periodo da amamentacao da crianga, a ingestao de acai, suco de cana de
agucar, carne mal cozida, transfusdo sanguinea, transplante e no decorrer da gravidez por

meio da placenta (CENTERS, 2015; MONTGOMERY et al., 2014; SATOH et al., 2010).
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Apbés o processo de transmissdo, a forma trypomastigota inicia o processo de
interagdo, quer dizer, a membrana do parasito possui moléculas que interagem
bioquimicamente com a célula de defesa (o macrofago), até que seja fagocitada. Com o
processo de fagocitose feito pelo macrofago, o parasito passa para o meio intracelular
envolvido em uma bolsa chamada de vactiolo parasitéforo, o qual se funde com os lisossomos
a fim de eliminar o parasito, porém a membrana dele dispde de moléculas que o protegem da
acdo litica dos lisossomos. Assim, ele sofre com rapidez alteragdes, tanto metabdlicas, como
bioquimicas, ou seja, se diferencia rapidamente para as formas amastigotas (BRENER;
ANDRADE, 1979; CENTERS, 2015 MOLYNEUX, 1983).

O vacuolo parasitoforo se rompe e a forma amastigota vai para o citoplasma do
macrofago, onde se inicia o processo de multiplicacdo até que ocorra a lise desta célula, assim
liberando para o meio extracelular as formas trypomastigota, amastigota e epimastigota
(BRENER; ANDRADE, 1979; TEIXEIRA et al., 2011).

Com o macrofago lisado, as formas amastigotas e epimastigotas se deslocam para o
meio extracelular porque ndo houve tempo suficiente para que as duas se diferenciassem.
Destaque-se, contudo, que a forma epimastigota, quando fagocitada, ¢ eliminada pelo
macrofago, sendo essa a razdo pela qual ndo ¢ encontrada na corrente sanguinea do
hospedeiro (SERRANO et al., 1995; TEIXEIRA et al., 2011).

O ciclo biologico do parasito do subgénero Herpetosoma, o T. rangeli, constitui um
ciclo similar a forma de transmissdo natural do 7. cruzi (MENEGUETTI et al., 2014;
VALLEJO et al., 1999). O ciclo de vida do parasito no hospedeiro vertebrado nao foi
esclarecido por completo e os poucos dados existentes apresentam controvérsias. Esse
parasito, por ndo ser patogénico ao homem, poderia esclarecer a baixa viruléncia e a sua baixa
parasitemia, o que configuraria para muitos autores que o 7. rangeli ndo se multiplica em
hospedeiro vertebrado. O tem de vida deste parasito no hospedeiro pode levar variar entorno

de um ano. (D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999; D’ ALESSANDRO; SARAVIA, 1992).

2.3.4 Membrana do Trypanosoma cruzi

A membrana do T. cruzi ¢ composta por gliconugados (GIPLs e GPI), os quais de
forma conjunta corroboram a adaptacdo e sobrevivéncia desse parasito em seus vetores assim
como em seus hospedeiros. O GIPLs ¢ uma molécula de GPI do tipo 1, que se caracteriza por
ser a mais abundante no que tange as formas epimastigota e trypomastigota. Diferentemente

da membrana da espécies de Leishmania que tem como molécula mais abundante na sua
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superficies o GPI do tipo 2. O GIPLs é constituido pela molécula de GPI mais a estrutura de
glicano (6Manal). Essa molécula forma na membrana uma densa camada juntamente com a
mucina, que se localiza logo acima dela. A mucina sofre uma importante mudanca na sua
estrutura lipidica quando as formas epimastigota estdo em processo de diferenciagdo para
forma trypamastigota (forma infectiva) (HEISE; ALMEIDA; FERGUSON, 1995).

A estrutura lipidica da membrana da forma epimastigota ancorada pelo GPI ¢ de
glicerideo, ja a estrutura lipidica da forma trypomastigota ancorada no GPI ¢ formada por
mais de 70% de ceramida (SERRANO et al., 1995). Essa diferenca de estrutura lipidica da
forma trypomastigota estd relacionada com sua sobrevivéncia dentro do vetor e o aumento da
resisténcia ao sistema de defesa do hospedeiro.

No estdgio trypamastigota o componente lipidico ancorado pelo GPI ¢ a cadeia de
acidos graxos insaturada diferentemente dos demais estiagios que predomina ¢ a cadeia de
acidos graxos saturado. Essa diferenga na estrutura lipidica desenvolve um importante papel
imunolégico por que induz a apoptose da célula do hospedeiro (o macréfago), ou seja, a
morte celular (FERGUSON, 1997).

A mucina ¢ o principal meio da interacdo quimica entre a membrana do parasito os
gliconjugados presentes na membrana do macréfago. Ela continua ligada, a membrana do
parasito mesmo apds a interacdo permanece ligada através da glicoproteina ancorada pelo GPI
chamada de antigeno 1G7. A interacdo da mucina do parasito no estagio trypamastigota, ou
seja, no estagio infectivo implica na viruléncia e a invasdo da célula do hospedeiro,
macrofago (FERGUSON, 1997; HEISE; ALMEIDA; FERGUSON, 1995). A figura 9 mostra

a membrana do 7. cruzi com o GIPLs e as mucinas.

Figura 9 - Tlustragdo da membrana do estagio trypomastigota metaciclico do 7. cruz.
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Fonte: Ferguson (1997). Os pontos amarelos ligados 8 mucina sdo acido sialico.
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Os polissacarideos presentes na membrana da forma trypamastigota quando ligado ao
oxigénio e termina na forma P —galactopyranose, ou seja, polissacarideo na forma ciclica
temos sitios de receptores de acidos sidlico especifico que sdo responsaveis por desencadear
um alto niveis de anticorpos (anti-aGal) observado em pacientes com doenga de Chagas
(FERGUSON, 1997).

2.3.5 Epidemiologia

A doenca de Chagas (também conhecida como tripanossomiase americana) ¢ uma
doenca tropical que permanece negligenciada, causando problemas tanto social quanto
econdmico, principalmente em areas endémicas de 21 paises da América Latina. Estima-se
que em torno de 10 a 15 milhdes de pessoas estejam infectadas na América Latina e 60 a 100
milhdes estejam na area de risco (MARTINS-MELO et al., 2012a; WHO, 2013).

No Brasil, a prevaléncia dessa infeccdo ocorre na regido Norte. Avalia-se que o
numero de pessoas infectadas se aproxima de 2 a 3 milhdes. Dessas pessoas infectadas, cerca
de 33% sofrem com a fase cronica da infec¢do, cardiaca e digestiva, causando a imobilidade
ou mortalidade desses individuos, fato este que gera um percentual considerdvel nessas
regides endémicas. A doenga leva a morte desses individuos, o que chega por volta de 97%
quando estdo na fase cronica e 9% na fase digestiva, provocando aproximadamente 6000
mortes por ano. Com base nesses dados, € absolutamente necessaria a busca de diagnosticos
mais precisos (DESJEUX, P, 2001a; MARTINS-MELO et al., 2012a; MARTINS-MELO et
al., 2012b; XAVIER et al., 2014).

Trypanosoma rangeli & a segunda espécie de tripanosoma mais comum que infecta os
humanos nos paises da América Latina. Para os hospedeiros vertebrados, ele ndo é um
parasito patogénico, mas € patogénico ao seu hospedeiro invertebrado (MENEGUETTI et al.,
2014; SOUSA, 1999; VALLEJO et al., 1999).

Além da distribuigdo geografica do 7. ramgeli ser as mesmas regides onde foi
encontrado o 7. cruzi, ele ¢ também frequentemente encontrado no mesmo hospedeiro,
inclusive no homem (ANEZ, 1982). Apesar da similaridade morfoldgica e bioldgica do T.
rangeli (Herpetosoma) e 7. cruzi (Schizotrypanum), eles sdo geneticamente diferentes. Esses
dois parasitos ainda t€ém em comum de maneira aproximada 60% de sua constitui¢do
antigénica soluvel, o que obscurece o diagnostico parasitologico e imunologico de infecgdo

por T. cruzi em areas nas quais ambos os parasitas coexistem e partilham hospedeiro e vector.



34

Em outras palavras, causam a reac¢do cruzada nos testes sorologicos, dificultando um
diagnostico preciso da doenca de Chagas (AFCHAIN et al., 1979; ANEZ, 1982).

Na América do Sul, treze paises registraram 2700 casos de contaminagdo pelo T
rangeli. No Brasil houve registros de ocorréncia deste parasito em humanos nas regides
amazodnica e baiana. Nas demais regides foram registradas a presenga do parasito somente em

animais silvestres e no proprio vetor, o triatomineo (GRISARD; STEINDEL, 2005).

2.4 A radiacao eletromagnética e o espectro eletromagnético

A luz ou radiag@o eletromagnética visivel ¢ uma forma de energia que € transmitida no
vacuo com velocidade constante de 3 x 10 8 m s -!. Essa radiacdo tem um movimento
ondulatorio caracteristico, que consiste em oscilacdes de campo elétrico e de campo
magnético, sendo perpendiculares entre si e perpendiculares na direcdo da propagacdo da

onda, conforme ilustrado na figura 10 (STUARTS, 2004).

Figura 10 - Representacdo da propagacgdo da onda eletromagnética.
- :J'._ ol

| Direcao de
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E

Fonte: Stuarts (2004). B representa o vetor campo magnético. E representa o vetor campo elétrico E. A
representa o comprimento da onda.
A relagdo entre a velocidade da onda eletromagnética (c), da figura 12, e o seu

comprimento de onda (A), obtém —se ai a frequéncia desta onda descrita pela equacdo 1.

(MOHAN, 2000).
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Sendo ¢ a velocidade da luz no vacuo e A (cm) é o comprimento de onda.

O inverso do comprimento de onda 1/ A é chamado de numero de onda v (cm)

(MOHAN, 2000). Portanto, a equagdo | acima pode ser rescrita do seguinte modo:
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A radiacdo eletromagnética ¢ descrita pela teoria da Mecanica Quantica que a define
como pacotes quantizados de energia, sem massa, chamados de fotons ou quanta, viajando na
direcdo da propagacdo com a velocidade da luz. Quando essa radiacdo ¢ absorvida por
espécies quimicas, dizemos que este evento ¢ quantizado ou discreto, ou seja, somente
quantidades de energias especificas dos niveis energéticos das espécies quimicas terdo a
probabilidade de serem registrada no espectro. A energia de um foéton ou quantum depende da

frequéncia e ¢ dada pela equacdo 3, de Bohr (STUARTS, 2004).

E=hv (03)

Sendo % a constante de Planck (& = 6.626 x 1073* J s). Escrevendo a frequéncia em
caracteristica angular temos w = 27f, onde ® ¢é a frequéncia angular. Entdo podemos

rescrever a equagdo 03 com base na definicao da frequéncia angular.

E=hi=h — = ho (04)

2.4.1 Espectroscopia vibracional

Em 1665, o termo “espectro” foi descrito pela primeira vez por Isaac Newton no
campo da Otica, para explicar um famoso experimento: a imagem colorida formada por feixe
de luz solar apods atravessar um prisma triangular de vidro (BREBBIA; GREATED;
COLLINS, 2014).

Newton foi o primeiro a chamar um conjunto de cores de espetro. A observagdo deste
espectro levou-o a defender a ideia de que a luz era constituida por corpusculos de varios
tamanhos, ou seja, cada cor representada no espectro tem um corpusculo de tamanho
diferente. Esses corpusculos ndo poderiam ser da mesma forma, porque a propriedade de
polarizagdo da luz implica alguma dissimetria (JENKINS; WHITE, 2001; WALDMAN,
2002).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Optics&usg=ALkJrhhdFpii713qEw6U_aiHbuk52Tkm2w
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A defini¢do de espectro ¢ toda faixa sobre a qual uma propriedade mensuravel de um
sistema fisico ou fendmeno que possa variar, tal como a frequéncia no limite do som, o
comprimento de onda da radia¢do eletromagnética ou uma massa de tipo especifico de
particula. Em outras palavras, o espectro ¢ a representacdo grafica da interacdo (absorgao,
emissdo ou espalhamento) da radiacdo com a matéria em funcdo da frequéncia, energia ou
comprimento de onda da radiacdo (JENKINS; WHITE, 2001).

A energia absorvida, espalhada ou emitida pelos &tomos e moléculas da amostra, pode
ser aferida pela técnica de espectroscopia, isto €, por meio do instrumento de analise
conhecido como espectrofotdmetro, o qual registra essas interacdes por meio dos espectros
(LINNE, 2002).

A regido espectral da radiacdo eletromagnética, em especifico a regido do
infravermelho que esta situada entre a regido do visivel e das micro-ondas, apresenta uma
regido de maior interesse para a quimica organica, que corresponde a faixa de 4000 cm™' até a
400 cm'. Nesta faixa os atomos de carbono e hidrogénio ligados a outros atomos estdo
presentes nos grupos funcionais estdo ligados por meio de uma ligacdo covalente, a qual
interagem com esté faixa da frequéncia da regido do infravermelho médio. Compreendendo os
grupos funcionais podemos entender ou denominar o composto organico. A figura 11
representa o espectro eletromagnético de radiacdo, dando énfase na regido do infravermelho
meédio. (NAUMANN, 2000; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; STUARTS,
2004).

Figura 11 - Espectro eletromagnético de radiagio.
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Fonte: Naumann (2000).
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Os niveis energia vibracional das moléculas que interagem com a radiacdo
infravermelha ocorrem por meio de um processo quantizado. Essa interagdo proporciona o
aumento da amplitude das vibragdes moleculares devido a absorcao da radiacdo e € registrada
por meio de um grafico (MOHAN, 2000; SALA, 2008; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2007; STUARTS, 2004).

A energia de vibragdo molecular ¢ uma consequéncia da absor¢do da radiagdo
infravermelha que permita transicdo entre os niveis de energia vibracionais Eo para Ei. De
outra maneira, passa do estado menos excitado Eo para outro mais excitado Ei. Por
conseguinte, podemos reescrever a equagdo 03 conforme a equagdo 5 (HOLLAS, 2004;

SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

AE = hw (05)

A interag@o dessa radiacdo com uma molécula enseja a probabilidade de ocorrer varios
eventos de transicdes. As transi¢des eletronicas normalmente estdo localizadas na regido do
ultravioleta ou visivel. Os eventos rotacionais estdo situados na regido das micro-ondas e os
vibracionais estdo situados na regido do infravermelho, o que resulta no
estiramento/deformacdo das ligagdes dos atomos que constituem a molécula.

A energia da molécula (energia potencial total da molécula) ¢ a somatoria da energia
eletronica, que estd associada ao movimento dos elétrons, o qual se baseia na teoria de
aproximacdo de Bohr — Oppenheimer. A energia rotacional da molécula, que se fundamenta
no movimento da molécula como um todo e no movimento da energia vibracional, esta
associada com a vibragdo constituinte dos atomos de uma molécula, que estdo relacionadas

pela equacdo 6.

Etotar = Eeter + Evip + Erot (06)

Como se vé, a energia de translacdo ndo estd inserida, pois ndo pertence a molécula
(MOHAN, 2000; SALA, 2008).

A figura 12 mostra os niveis de energia eletronica, vibracional e rotacional (MOHAN,
2000; SALA, 2008). Cada nivel eletronico dentro da molécula esta associado ao nimero de

niveis vibracionais e os niveis vibracionais estdo associados ao conjunto de niveis rotacionais.
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Essa ordem também indica que a energia eletronica ¢ maior que a vibracional e esta ¢ maior

que a rotacional: Eciet > Evib > Erot..

Figura 12 - Representacdo dos niveis de energia: rotacional, vibracional e eletronico.
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Fonte: Slideplayer (2016). Adaptada aparte da ideia da fonte citada. As setas de cor vermelha
indicam os niveis vibracionais, as de cor azul representam os niveis rotacionais e a de cor preta
representam os niveis eletronicos.

A energia da radiacdo infravermelha ndo motiva excitagdes dos niveis eletronicos, e
isso oferece maior probabilidade das transi¢cdes entre os niveis de energia vibracional e a
energia rotacional da molécula. Essas transi¢cdes geram um espectro de absor¢do, que permite
a correlacdo entre as posicdes de bandas do IR e as estruturas quimicas na molécula
(COLTHUP; DALY; WIBERLEY, 1997; HELM et al., 1991; MAITY et al., 2013).

A radiagdo do infravermelho absorvida pela molécula diatomica provoca em sua
ligacdo uma deformacdo decorrente das vibragdes entre os atomos. Essas vibragdes podem ser
de estiramento ou de flexdo. Na vibragdo de estiramento, as distidncias entre os atomos podem
aumentar ou diminuir de duas formas - estiramento assimétrico ou simétrico. Os atomos em
estiramento assimétrico ora se movem para dentro ora se movem para fora. De maneira
diferente, no estiramento simétrico, os atomos se movem para fora ou para dentro
simultaneamente, como esta ilustrado na figura 13 (CHALMERS; GRIFFITHS, 2002;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A flex@o ou deformagdo angular ocorre quando um atomo esté entre dois outros. Este
atomo permanece constante, mas os outros dois atomos t€m a sua posicdo alterada do eixo
que estavam ligados. Nessa logica, podemos expor algumas deformacdes mais comuns, como
a angular simétrica no plano (tesoura), a angular assimétrica no plano (balango), a angular

simétrica fora do plano (tor¢do) e a angular assimétrica fora do plano (abano) (CHALMERS;



GRIFFITHS, 2002; HOLLAS, 2004; MOHAN,

KIEMLE,2007). A figura 13 exibe os dos tipos de vibracdes mais comuns.

Figura 13 - Os modos vibracionais molecular
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2000; SILVERSTEIN; WEBSTER;

Fonte: Silverstein, Webster e Kiemle (2007). Adaptada aparte da idéia da fonte citada

Os graus de liberdade das moléculas correspondem ao grau de liberdade de seus
atomos de forma individual, ou seja, ao se considerar o sistema cartesiano X, y, z para um
atomo, este tera trés graus de liberdade. Assim, a molécula com N atomos tera 3 vezes N grau
de liberdade. No tocante as moléculas ndo lineares, devemos respeitar os movimentos de
translacdo. A expressdo matematica para esta situacdo ¢ 3N - 6 graus de liberdade de
vibragdo. J& para as moléculas lineares, a expressdo ¢ 3N -5 graus de liberdade de vibragao,
pois, para descrever o movimento rotacional, ¢ necessario somente dois graus de liberdade ou
duas coordenadas (CHALMERS; GRIFFITHS, 2002; SALA, 2008; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A absorgdo da radiagdo infravermelha ocorre quando o momento dipolar elétrico
oscilante ocasionado pela principal ligagdo entre os componentes organicos, a ligagdo
covalente entre os atomos da molécula, esteja interagindo, predominantemente, com o campo
elétrico da radiagdo (CHALMERS; GRIFFITHS, 2002). O momento de dipolo elétrico ¢é
definido como um movimento anarmdnico elétrico da molécula, que € representado pela série

de Taylor, conforme descrito na equagéo 07.

du 1 (du*\
u(q) = po + (d—q) q+5 dq? q°+ .. (07)
0 ' 0
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Sendo g a coordenada interna, po € o vetor do momento do dipolo permanente e a derivada € a
posicao de equilibrio.

A condi¢do para que ocorra a interacdo da radiagdo IR com a molécula ¢ que a
derivada, que representa a posi¢do de equilibrio, seja diferente de zero [(du/dq), # 0], ou
melhor, na variagdo da posi¢ao de equilibrio existird movimento do momento dipolar elétrico.
Os demais termos da série de Taylor podem ser desprezados (SALA, 2008).

Todo o processo da interagdo é quantizado. Se ndo ocorrer a variagdo do momento
dipolar elétrico, ndo havera absor¢do da radiacdo IR, conforme a figura 14. A figura (a) indica
que nao ha variacio do momento dipolar elétrico, uma vez que ndo ha interagdo com a
radiacdo infravermelha. Entretanto, (b) e (c) indicam a movimentagdo do momento dipolar
elétrico, havendo dessa forma interagdo da radiagdo IR (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2007; STUARTS, 2004).

Figura 14 - A variagcdo do momento dipolar elétrico
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Fonte: Stuarts (2004).

A intensidade da absor¢do depende da diferenca entre o0 momento dipolar elétrico no
estado fundamental e o momento dipolar elétrico no estado excitado, quer dizer, as diferengas
entre esses estados do momento dipolar elétrico aumentardo a medida que for maior a
absorcdo (MOHAN, 2000; WARTEWIG, 2003).

Para os pequenos deslocamentos dos atomos da molécula diatomica, em relacdo a
posicdo de equilibrio em decorréncia das vibragdes, existira uma for¢a de restauracdo
causando uma oscilacdo harmodnica. Esta oscilagdo representa o modelo da equacdo de onda
que ¢ representado pela vibracdo da mola que obedece & lei de Hooke (CHALMERS;
GRIFFITHS, 2002; MOHAN, 2000; SALA, 2008). A figura 15 demostra esquematicamente,

o deslocamento entre dois atomos de massas diferentes m; € mo.
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Figura 15 - Representacdo da vibragdo de uma molécula diatomica pela Lei de Hooke

4

Fonte. Autor.

A equagdo 08 mostra a variacdo da posi¢do de equilibrio em funcdo das coordenadas

internas R e re de ligag@o entre os dois 4tomos ilustrados na figura 15.

g=R-r, (08)

Sendo o R a posicao de deslocamento dos 4tomos, re a posi¢ao de equilibrio entre os atomos e
q a variacdo entre a posi¢do de equilibrio r. € o deslocamento R, que ¢ conhecida como
coordenada interna.

Quando o R > re ou R< re, indicara que os dois atomos estdo em vibracao; por outro
lado, quando tivermos R = 0, ou seja, R= re, indicard que os atomos estdo na posi¢cdo de
equilibrio. Dito de outro modo, ndo estdo em vibracdes que justifiquem a existéncia da
coordenada interna q.

A equagdo que define esse movimento harménico ¢ a lei de Hooke, cuja formula ¢
dada pela equagdo 09. A forga F, responsavel pelo deslocamento dos atomos do estado de
equilibrio, € proporcional a deflexdo ¢ entre os atomos; entretanto, isso ndo altera o centro de

gravidade entre atomos no decorrer da vibracdo (HOLLAS, 2004).
F = —kg,sendo q = q, cos2nvt (09)
Sendo k (dina/cm) a constante de forca da ligacdo (o sinal negativo corresponde a forga de

restauracdo e € oposta ao deslocamento dos atomos), go a amplitude da deflexdo dos atomos e

v a frequéncia da vibragdo do oscilador.
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As vibragdes da molécula diatomica em termos de frequéncias podem ser expressas
por meio da equagdo 10. Logo, podemos calcular as frequéncias aproximadas das vibragdes
que ocorrem com as ligagdes entre os atomos (HOLLAS, 2004; SALA, 2008; STUARTS,
2004).

1 |k mm, 10
- 2mc u'u_m1+m2 10)

<l

Sendo ¢ a velocidade da luz e p a massa reduzida que representa as massas dos atomos
envolvidos na vibracao.
A energia de vibracdo da molécula diatobmica em cada nivel vibracional ¢ dada pela

equacdo 11.

1
E,ip = hyy (n + E),para n=0,123.. 11D

Sendo que v, € a frequéncia vibracional do estado fundamental da molécula ¢ o n é o numero
quéantico vibracional.

Para o n igual a zero, temos uma diferenca importante entre a mecanica classica e a
mecanica quantica. Na teoria quantica, a energia vibracional no estado fundamental ¢ a
metade da energia que corresponde a mecanica classica (CHALMERS; GRIFFITHS, 2002;
MOHAN, 2000; SALA, 2008). A energia potencial da vibragdo (oscilador harménico) ¢ em
funcdo da deflexdo da coordenada interna ¢, que pode ser verificada pela expressdo da série

de Taylor, dada pela equagao 12.

dv

Vig) =V, + +1 v 2+ 12

Sendo que Vo € o termo constante, dependendo do referencial adotado convenientemente
considerado igual a zero, o segundo termo ¢ a derivada da posi¢do minima da funcdo
potencial para um pequeno deslocamento mecanico dos atomos. Este deslocamento causa um
pequeno potencial que pode ser desprezado. A derivada do terceiro termo descreve uma curva
de potencial, ou seja, o movimento harmonico elétrico, que ¢ representado como uma

parabola. Isso pode ser representado na equagdo 13.
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V()—ldV2 S V() = 2 Kq? 13
q _2| dqz Oq , S€ENAO - dqz 0" q _2 q ( )

A anarmonicidade (o movimento n2o harménico) ocorre quando consideramos os

) . N 1 y3 3
termos de maiores ordens no desenvolvimento da equagdo de Taylor como 3 \agd q’,
: 0

%(Z—Z:)O q4 ... (HOLLAS, 2004; TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994). A figura 18
retrata os dois tipos de osciladores, o harménico e o anarmonico mecénico, para a energia
potencial de uma molécula diatomica.

A figura 16 mostra a energia potencial em fun¢do da distancia interatomica para uma
molécula diatdmica. A figura 16A reproduz o oscilador harmonico, representado por uma
parabola, a partir da ordem da coordenada interna. Esta parabola indica uma aproximagao da
curva de potencial com a situacdo ideal de vibracdo. A energia potencial estd em fungdo da
posicdo de equilibrio (energia minima) dos 4tomos. Nesse modelo, a energia de transicao
entre os niveis vibracionais ¢ verificada no intervalo de nimero quéntico de + 1. Além disso,
para esse modelo, a diferenga de energia entre os dois estados adjacentes ¢ sempre o mesmo.
A seta para cima designa transi¢do de absor¢do e a seta para baixo indica a transi¢do de

emissdo (PASQUINI, 2003; WARTEWIG, 2003, p. 27 - 30).

Figura 16 - Representagdo do modelo do oscilador a harmonico (A) e anarmonico (B).
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Na Figura 16 B ¢ mostrado o oscilador anarménico, o qual ¢ um modelo mecanico
mais realista para a molécula diatdmica. Ele ocorre quando as ligagdes quimicas se dissociam
em func¢do do movimento rapido de afastamento e de aproximacdo entre os atomos. Nesse
modelo, as distancias entre os niveis de energia ndo sdo as mesmas. Sendo assim, para
descrever a energia potencial do ultimo efeito ou dissociagdo, utilizam-se os termos de ordem
superiores da série de Taylor (WARTEWIG, 2003, p. 27 - 30).

As transigOes do estado fundamental para o estado excitado (v =1) sdo chamadas de
transicdo fundamental. No entanto, as transi¢des, que ocorrem do estado fundamental,
mostrado na figura 16 B, para os estados excitados como v =2 e v =3, assim por diante, sdo
uma consequéncia da anarmonicidade chamada de overtones (WARTEWIG, 2003, p. 27 -
30).

Outro tipo de funcdo de energia para molécula diatomica, que se aproxima do modelo
anarmonico, ¢ a funcdo de Morse que estd especificada na equacdo 14 (PASQUINI, 2003;
WARTEWIG, 2003, p. 27 - 30).

V(q) = D, (1 — e~ )" (14)

Sendo V (q) fungdo o potencial elétrico, De a dissociagdo de energia da molécula e B a
constante que descreve o grau de curvatura da curva.

No que diz respeito ao oscilador anarmoénico, as transigdes, quando o nimero
quantico varia entre +1, apresentam maior probabilidade de ter intensidades mais elevadas em
um espectro. Em contrapartida, as transi¢cdes, quando o nimero quantico varia entre +2, £3,
possuem bandas espectrais de intensidades menores (HOLLAS, 2004, p. 142 — 147,
PASQUINI, 2003).

2.4.2 Espectrometros

Os instrumentos utilizados para obtencdo dos espectros de infravermelho sdo
chamados espectrometros, os quais sdo classificados em dispersivos e ndo dispersivos (FT -
IR) (STUARTS, 2004).

Os espectrometros dispersivos foram bastante utilizados na década 40 para obtencdo

dos espectros de infravermelho, porém tiveram um declinio na década de 60, quando surgiram
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as novas tecnologias. Tais instrumentos consistem em dispersar a luz policromatica em varias
faixas de comprimento de onda, obtendo assim uma radiagdo monocromatica. Este processo
de obtencdo da radiacdo monocromatica ¢ feito por meio de espelhos, fendas e elementos
dispersivos, como, por exemplo, o prisma e grade de difracdo. Esses elementos organizados
formam o monocromador. O feixe, que provém da radiacdo desses instrumentos, tem, em seu
caminho 6tico, a amostra que interage com ele. Uma parte do feixe ¢ absorvida e a outra parte
¢ transmitida, esta ultima segue até o detector, o qual tem a fun¢ao de transformar a radiagdo
infravermelha em sinais elétricos para serem amplificados e registrados por meio dos graficos
que sdo chamados de espectros (STUARTS, 2004).

Os espectrometros de infravermelho com transformada de Fourier (FT - IR) sdo
instrumentos nao dispersivos, que foram substituindo os instrumentos dispersivos por volta da
década de 70, os quais predominam em pesquisas que envolvem a analise da radiagdo
infravermelha, pois melhora, de forma significativa, a aquisi¢do de espectros. Esses
espectrometros t€m intimeras vantagens sobre os espectrometros dispersivos. Dentre essas
vantagens, podemos destacar duas: a de Fellgett e a de Jacquinot (STUARTS, 2004).

As vantagens de Fellgett decorrem do fato de que as informacgdes de todos os
comprimentos de onda do feixe chegam ao detector simultaneamente ganhando muito tempo.
Isso resulta em uma maior velocidade da varredura (“scans”), ou seja, o espelho movel
permite fazer varredura em torno de 0,2s para um espectro. Essas varreduras combinadas
melhoram a relag@o entre sinal e ruido, o que possibilita garantir espectros de boa qualidade.
Contrariamente, os instrumentos dispersivos permitem que apenas uma pequena faixa de
frequéncia atinja o detector, ou seja, o maior tempo para fazer uma varredura de espectro nas
mesmas condigdes € de, aproximadamente 3 min (STUARTS, 2004).

A vantagem de Jacquinot consiste no aumento da quantidade de energia que chega ao
detector que ¢ limitado somente pelo diametro do feixe proveniente da fonte de radiagdo, o
qual é responsavel pela resolucdo que tem a capacidade de distinguir vizinhancas de regiodes
espectrais. Isto acarreta uma combinag¢do de varredura melhorando a relacdo sinal ruido.
Diferentemente dos espectrometros dispersivos, que a quantidade de energia e a resolugdo sdo
determinadas pelas fendas e pelos elementos dispersivos do monocromador, o que aumenta a
relagdo sinal ruido (STUARTS, 2004).

O FT - IR tem como estrutura basica a fonte, o interferdmetro, a porta amostra, o
detector, o amplificador, o conversor de analogico para digital e o computador. Este
equipamento esta fundamentado no principio do interferometro de Michelson, segundo indica

a figura 17 (STUARTS, 2004).
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Figura 17 - Representagdo do interferometro de Michelson.
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Fonte: Naumann (2000). B(v) ¢ a fonte da intensidade, ¥ ¢ o niimero de onda e 4 é o
comprimento de onda.

A fonte da radiagdo IR emite um feixe de radiagdo que segue direto para o
interferdmetro, este consiste em dois espelhos planos perpendiculares entre si, um espelho
divisor de feixe que permite, teoricamente, dividir a radiacdo incidente em dois feixes iguais.
Os 50% do feixe incidente sdo refletidos e seguem até o espelho fixo, os outros 50% sdo
transmitidos e seguem até o espelho movel. Os dois feixes tornam a ser refletidos por esses
espelhos e retornam para se interferir no divisor de feixes (WARTEWIG, 2003)

Em outra andlise, 50% do feixe proveniente do espelho fixo sdo transmitidos e
atingem o detector, os outros 50% percorrem na direcdo da fonte. O feixe proveniente do
espelho movel tem caminho Optico diferente, isto é, sofre um retardamento em relagdo ao
feixe do espelho fixo. Essa diferenga de distancia ou retardamento (38) percorrida pelos feixes
forma uma sequéncia de interferéncias entre eles (WARTEWIG, 2003)

O retardamento do feixe depende do movimento do espelho que pode ser definido
como a distancia percorrida de ida e volta pelo feixe transmitido do divisor feixe até o espelho
movel. A expressdo matematica que define o retardamento esta inserida na equagdo 15

(WARTEWIG, 2003).

6(t) = 2x = 2vt (15)
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Sendo x o deslocamento do espelho movel, v a velocidade constante do espelho movel e t o

tempo.

Um feixe monocromatico tem intensidade do campo elétrico E dado pela equacdo 16:
E = Aei(kr—wt) (16)

Sendo A a amplitude da onda, k o vetor onda, r a posi¢ao do vetor e ® a frequéncia angular.

O principio da interferéncia da onda ocorre quando a intensidade do campo E; =
Aelr=De g intensidade do campo E, = A,etkr=wt+d) ambas no mesmo sentido, sdo
dadas pela resultante das amplitudes das suas ondas, consoante a figura 18 (KAUPPINEN;
PARTANEN, 2001)

Figura 18 - Representacdo grafica da somatoria vetorial da amplitude de duas ondas do campo elétrico.
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Fonte. Kauppinen; Partanen (2001). Sendo Im a parte imaginaria, Re a parte real ¢ A a
resultante das amplitudes das ondas

A intensidade da energia eletromagnética ¢ dada por area, ou seja, a intensidade 1 ¢

proporcional ao quadrado da amplitude da onda A:

[ < A? a7
Assim sendo, a amplitude resultante das intensidades dos campos E; e E> das ondas

pode ser descrita pela lei dos cossenos:

A% = A3 4+ A% + 24,4, cosb (18)
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A interferéncia dos feixes ¢ uma funcdo do retardamento otico (8) e pode ser
construtiva ou destrutiva, conforme mostrado na figura 19. A interferéncia construtiva ocorre
quando as ondas estdo em fase, ou seja, & € um multiplo inteiro do comprimento de onda (0,

A, 2, 3A...). Para a interferéncia destrutiva, as ondas estdo fora de fase quando & tem como

A
fator multiplicador > (A/2, 3/2, 5A/2, 71/2...) (HOLLAS, 2004, p. 56).

Figura 19 - Interferéncia da radiagdo construtiva e destrutiva
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E 1 1 Interferéncia destrutiva

E,

Fonte. Hollas (2004)

As interferéncias formam um espectro caracteristico e aparentemente irregular
chamado de interferograma, sendo a intensidade do sinal em fun¢@o do retardamento otico I

(), como mostrado na figura 20.

Figura 20 - Espectro de interferéncia em funcdo do retardamento do caminho 6tico, interferograma
0,20 T T T T T T T T T

| Interferograng)

T T T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0015 0,020
3 (am)

Fonte: Autor.

Para o 0 =0, o sinal do interferograma ¢ intenso porque todas as ondas estdo em fase,

todavia, com o aumento do deslocamento, as ondas tendem a ficar fora de fase, quer dizer, o
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sinal tende a ser apenas ruido. Este interferograma ¢ definido matematicamente pela equagado

19 (HOLLAS, 2004, p.57-59).
+ o0
1(6) =f B(v)cos2nvddv (19)
0

Sendo B(7) a intensidade da fonte da radiacdo.
O processo de conversdo do interferograma para o dominio da frequéncia ¢é feito pela
equagdo 20. Esse procedimento de conversdo exige operagcdes matematicas complexas

(WARTEWIG, 2003).

B(¥) = f +m1(6)cos(2m76d5) (20)

— 00

Essa equagdo evidencia a variagdo da intensidade da fonte de radiagdo em fungdo do
namero de onda. A conversdo do espectro da figura 20, apos a transformacdo de Fourier, ¢

detalhada na figura 21.

Figura 21 - Espectro de interferéncia em fungéo da frequéncia ou numero de onda.
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Fonte: Autor.
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Com base nesse espectro proveniente da IR absorvida, & possivel fazer um
detalhamento das principais regides. A primeira (de 3000 cm™ a 2800 cm™), que representa
vibracdo de estiramento do grupo funcional — CH3, > CH», = CH, usualmente, em amostras
bioldgicas, contém componentes de acidos graxos. A segunda (de 1800 cm™ a 1500 cm™)
denota a regido de amida I e II, melhor dizendo, de proteinas. A terceira regido (de 1500 cm’!
a 1200 cm™!) também apresenta informagdes relacionadas as proteinas € aos acidos graxos. A
quarta regido espectral (correspondente a faixa de frequéncia de 1200 cm™ a 900 cm™) indica
a regido de polissacarideo. A ultima regido (de 900 cm™ a 700 cm -') é caracterizada por
apresentar uma “impressdo digital do material”, ou seja, mostra alguns padrdes espectrais
extremamente especificos, que ainda ndo sdo atribuidos aos componentes celulares ou aos

grupos funcionais. (HELM et al., 1991).

2.4.3 Fontes e detectores

As fontes de radiagdo infravermelha para o espectrometro FT - IR sdo Nernst e
Globar, as quais sdo constituidas, basicamente, por uma resisténcia elétrica. Essas
resisténcias, ao serem percorridas por uma corrente elétrica, emitem radiacdo produzida por
efeito Joule. O emissor de Nernst ¢ uma mistura de 6xido de zirconio e itrio, chegando a
temperatura de 1500 °C a 2000° C. Enquanto o Globar é um composto sintetizado de carbeto
de silicio, que chega a 1500 °C a 1700 ° C. Portanto, a Globar é menos intensa que a fonte
Nernst, porém ¢ mais satisfatoria acima de 667 cm™!, visto que a sua emissividade decai mais
lentamente e ¢ ideal para estudos de células e tecidos (STUARTS, 2004, p.19-20;
TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994, p.59).

Os fotodetectores sao elementos do espectrometro FT — IR, que convertem a radia¢do
IR em um sinal elétrico, que, posteriormente, ¢ amplificado. A aquisicdo e/ou o
processamento matematico dos dados sdo feitos via computador. Os detectores mais
utilizados na regido do infravermelho médio sdo o DTGS (Deuterated Triglycine Sulfate) e o
MCT (Mercury Cadmium Telluride). O detector DTGS opera em temperatura ambiente, ¢ de
facil utilizacdo e tem boa sensibilidade. O detector MCT, por sua vez, ¢ resfriado com
nitrogénio liquido, sendo 4 a 10 vezes mais sensivel, mais rapido e produz menos ruido no
sinal quando comparado ao DTGS (STUARTS, 2004, p. 19 - 20; TWARDOWSKI;
ANZENBACHER, 1994, p. 59).
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2.4.4 Analise de dados

Os métodos estatisticos mais utilizados na andlise de dados espectrais sdo os métodos
estatisticos multivariados e o ajuste de curva. Os métodos estatisticos multivariados utilizados
para fazer a analise dos dados fazem uso da analise de cluster hierarquico, a qual ¢
normalmente utilizada para diferenciagdo e classificagdo de micro-organismos (DAVIS;
MAUER, 2010). Para realizar a analise de cluster hierdrquico, utilizou-se o algoritmo de
Ward, que também ¢ conhecido como método da minima varidncia. Este método foi
desenvolvido por Joe. H. Ward Jr (WARD, 1963), o qual esta fundamentado no agrupamento
por similaridade entre grupos (cluster). O objetivo € minimizar a soma dos quadrados das
distancias euclidianas dentro dos grupos.

Os dados dos espectros de infravermelho sdo analisados pelo algoritmo de Ward, que
permite identificar as semelhangas entre os espectros dos micro-organismos utilizando as
distancias entre os espectros e algoritmos de agregacdo. O algoritmo de Ward representa
graficamente a classificacdo de micro-organismos por meio do dendrograma, possibilitando a
visualizacdo bem definida de grupos. Este algoritmo ¢ definido pela equacdo 21 (DZUBA et
al., 2007; HAIR et al., 1998; SANDT et al., 20006).

N n 2

, 1
ESS, =in - le- 21

i=1 i=1

Sendo ESS a soma dos erros de quadrados, o indice g o agrupamento dos elementos, n o
numero total de objetos do agrupamento g e X; 0 i-€simo objeto do agrupamento k.

O dendrograma ¢ um diagrama que tem a forma de uma arvore usada frequentemente
para mostrar os agrupamentos por meio da similaridade dos elementos ou objetos decorrentes
do método hierarquico de cluster (DZUBA et al., 2007; HAIR et al., 1998; SANDT et al.,
2006). Um exemplo da andlise cluster s3o os grupos de Leishmania, representados pelo

dendrograma ilustrado na figura 22.
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Figura 22 - Exemplo da analise de Cluster das espécies de Leishmania representadas pelo
dendrograma

L. amazonensis L. chagasis

0 = R —

L. major —

Heterogeneidade
|

Data Preprocessing: 2nd Derivative

Wlard's Algorithm Frequency Ranges (Weights) =
Correlation with 1370 - 1462 /em (1.0)
Scaling to lst range 1150 - 1282 /em (1.0)

Methed File = TEMPVIEW.CLA

Fonte: Autor.

O método de ajuste de curva ¢ usado para decompor a area das bandas dos espectros
em cada subarea, objetivando quantificar os componentes constituintes na banda. Com base
nesse conceito, foi utilizada a ferramenta estatistica qui quadrado (X?) e o R? ajustado. O qui
quadrado (X?) serve para fazer inferéncia estatistica que nos reporta a teste de hipoteses em
que duas variaveis categorizadas sdo independentes. O quantitativo de X? tem distribui¢do de

probabilidade definida, de acordo com a equagdo 22 (MORETTIN, 2000).

1 2
2y — -x*/2 y(a/2)-1
fx*) =—7 /D¢ X (22)

Sendo X? o qui quadrado, a o grau de liberdade e I' a fungdo gama.

Essa equacdo define uma curva e a area sob esta curva determinando assim a
probabilidade de ocorrer o evento. A distribuicdo X? depende do grau de liberdade a, que
numero inteiro. O grau de liberdade dos dados indica que quanto maior for este grau, maior
sera a simetria por meio das gaussianas da regido delimitada.

O R? ajustado permite explorar e inferir uma relagdo entre duas ou mais variaveis
dependentes (representadas pelo eixo Y) com variaveis independentes (representadas pelo
eixo X), ou seja, ajusta o valor estatistico com base no numero de variaveis independentes do
modelo. A equagdo 23 descreve a relacdo entre duas ou mais variaveis (KENNEDY, 2008;
SOUZA, 1998).
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n—1 t[20] — [20]

2 —1_ 2 2 _
R4ajustado =1 T (1—7r°),onder [120] (23)

Sendo que o n representa o nimero de elementos, o k representa as variaveis independentes, o

12 é o coeficiente de determinagdo e [20] e t[20] sdo as relagdes de funcionais de Ward.

O coeficiente de determinacdo esta diretamente associado a qualidade do ajuste, ou
seja, quanto maior o coeficiente de determinagdo calculado significa melhor a qualidade do
modelo ajustado (SOUZA, 1998). Neste sentido, a eq.23 determina a menor distancia entre os
pontos e a curva, por outra forma, nos mostra a curva que melhor se ajusta aos niumeros de

pontos. Um exemplo do ajuste de curva esta exposto na figura 23.

Figura 23 - Representacdo grafica da deconvolucao de bandas em ajuste gaussiano.
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Fonte. Autor.

A regido delimitada para fazer a andlise estatistica acima mencionada ¢ uma regido do
espectro. Nestas regides € possivel fazer a decomposicdo ou deconvolucdo da sua a area em
subareas. Para fazer este procedimento, temos como suporte a segunda derivada desta regido
espectral que produz uma melhor resolucdo dos espectros, o que facilita a localizagdo
adequada das bandas que servem de pardmetros para realizar a deconvolucdo da regido
espectral. Essa deconvolugdo ¢é representada pelas gaussianas e suas respectivas areas
representam as contribuicdes bioquimicas de cada regido espectral. Assim, podemos obter

informagdes estruturais capazes de identificar os grupos funcionais. Frise-se que, por meio do
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ajuste de curva, podemos expressar as diferengas entre as espécies (COLTHUP; DALY;

WIBERLEY, 1997; HELM et al., 1991; MAITY et al., 2013).
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo, serdo mostrados de onde as cepas foram adquiridas, como foram
identificadas, os procedimentos de cultura dos parasitos, metodologia de preparacdo da

amostra para o FT-IR e a forma como os dados foram analisados.

3.1 Leishmania

Foram utilizadas no estudo as espécies Leishmania braziliensis (cepa
MHOM/BR/75/M2904), Leishmania chagasi (cepa MHOM/BR/1974/PP75), L. major (cepa
MHOM/SU/1973/5 - ASKH) e Leishmania amazonensis (cepa MHOM/BR/73 M2269). As
cepas foram isoladas de pacientes com lesdes ulceradas localizadas e identificadas por PCR.
(MIRANDA et al., 2014). A faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista (FMVZ /UNESP), do campus de Botucatu - Brasil, forneceu as cepas. A
forma promastigota foi cultivada em meio M199, pH 7,4, suplementado com 10 % de soro
bovino fetal, 2 % de urina, 10U/ml de penicilina, 10 pg/ml estreptomicina, 0,25 % de hemina,
0.1 % biotina, 10uM adenina,1M hepes, ¢ mantida a 26 °C. Os repiques das subculturas para a

manuten¢do dos promastigotas foram realizados semanalmente.

3.2 Trypanosoma

Em relacdo ao Trypanosoma rangeli (Cepa SC - 58) e ao Trypanosoma cruzi (Cepa
Y), os procedimentos foram executados da seguinte forma: a cepa SC - 58 foi isolada do
roedor da familia Echimyidae, caracterizada por transmissdo experimental e desenvolvida em
hospedeiro invertebrado e vertebrados, com a morfometria de tripomastigotas, a cultura e as
formas de glandulas salivares, a protecdo cruzada, a susceptibilidade de complemento da
cobaia, inclusive o humano, a aglutinacdo de lectina e o perfil de isoenzima; e a cepa Y foi
isolada de humanos e identificada por PCR (STEINDEL et al., 1993). As cepas foram
fornecidas pelo Dr. Mario Steindel da Universidade Federal de Santa Catarina — Brasil.

Esses parasitos em estagio epimastigota foram cultivados no meio LIT e suplementado
com 10% soro fetal bovino, 2 % de urina, 10U/ml de penicilina, 10 U/ml estreptomicina,
0.25 % de hemina, pH 7,4 ¢ mantida em 26 °C. Os repiques das subculturas para a

manuten¢do dos epimastigotas foram realizados semanalmente.
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3.3 A preparacio da amostra

Para realizacdo da andlise pelo FT - IR, a preparagdo da amostra ¢ de suma
importancia. Primeiramente, para cada amostra foram feitos oitoplicatas para realizar este
experimento. Em cada turbo de 20 ml desta oitoplicatas foram feitos trés novos turbos de 20
ml e para cada turbo desses trés turbos foi necessario remover o meio de cultura, pois €
riquissimo em proteinas, lipidios e aminoacidos e podem causar forte influéncia nos
resultados, dificultando a sua interpretagdo. No processo de remocdo do meio, a membrana de
parasitos pode ser danificada e as organelas podem ser levadas para fora. Neste ambito, um
protocolo de limpeza foi elaborado e permitiu remover o meio de cultura de todas as espécies
e manter a integridade dos parasitos. Assim, tubos com 20 ml de meio de cultura foram
centrifugados a 3500 rpm (uma for¢a de 2300G) durante 10 min, levando a formagdo de um
pellet. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 15 ml de solugdo de
NaCl a 0,2 %. O processo foi repetido por trés vezes, obtendo um pellet sem meio de cultura.

Apos a obtencdo deste pellet a integridade destes parasitos foi verificada por meio do
microscopio otico. O protocolo assegurou a limpeza e a integridade dos parasitos de todas as
amostras. Na figura 24 mostra de forma ilustrativa a preparacdo das amostras de cada espécie

referente aos parasitos do género Leishmania e Trypanosoma.

Figura 24 - Ilustrag¢@o do protocolo de preparagdo da amostra até a obtenc¢do do espectro
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Fonte: Autor
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3.4 FT - IR espectroscopia e analise estatistica

Apo6s o procedimento de limpeza, uma gota de 10 ul de cada amostra foi depositada
em janelas de fluoreto de Calcio (CaFa, transparente na regido do infravermelho médio). As
amostras foram desidratadas utilizando um liofilizador (Eppendorf Concentrator), as quais
permitiram a formacgao de um filme fino das espécies de Leishmania e de trypanosoma.

Os espectros de IR foram obtidos em 22 pontos (ou 22 espectros) coletados
aleatoriamente [em coordenada (X, y)] de cada amostra, o que foi realizado a partir da
observagdo da banda centrada 1650 cm™ e dos valores de absorbancia que ficaram em torno
de 0,9 a 1,0 unidade de absorbancia. Por isso, podemos afirmar que os pontos coletados de
cada amostra da superficie dos filmes finos sobre as janelas de CaF; tém aproximadamente a
mesma espessura.

O espectrofotometro FT - IR utilizado para a aquisi¢do dos espectros foi o Spectrum
400 de versdo 3.6.2, acoplado a um microscopio (Spotlight Perkin Elmer 400, EUA) e
controlado por um computador com software Spotlight 400. A obtencdo dos espectros, que
estdo na faixa de frequéncia entre 4000 cm™ e 750 cm’!, foi feita pelo modo de transmissdo
com um tempo de varredura espectral de 0,2 s, 4 cm™ ! de resolugdo € uma média de 64 pontos
espectrais da amostra.

A analise estatistica multivariada e o ajuste de curvas foram o processo utilizado para
analisar os espectros. Primeiramente, foi feita a analise hierarquica de cluster representada
pelo dendrograma que expressa a heterogeneidade entre os parasitos. Para esse procedimento
foi utilizado o software OPUS versdo 4.2, com os seguintes parametros: a segunda derivada,
suavisamento da curva em 9 pontos, algoritmo de Ward’s e o método de intervalo de primeira
ordem (scaling to first range), o qual calcula a distancia espectral separadamente para regides
espectrais de separacdo usando coeficientes de correlacio (WERNECK, 2008).

A segunda analise foi o método de ajuste de curva, que tem como base a deconvolugdo
de bandas por meio de curvas gaussianas. As areas dessas gaussianas representam as
contribui¢des bioquimicas de cada regido espectral (KONG; YU, 2007). Portanto, o ajuste de
curva permitiu quantificar bioquimicamente as diferencas entre as espécies. O software usado

para este procedimento foi o Origin Pro versao 8.5.
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4 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em topicos, conforme as duas publicagdes dispostas
nesta tese. O subtitulo 4.1 e a sua discussdo descrita no subtitulo 5.1 ja foram publicados
como relata o anexo A. Ja os subtitulos 4.2 e 4.3 ¢ a suas discussoes descritas nos subtitulos
5.2 e 5.3 respectivamente estdo submetidos, em conformidade com os anexos B e C desta

pesquisa.

4.1 Resultados alusivos as espécies de L. major, L. chagasi e L. amazonensis

O dendrograma da figura 25 mostra os resultados da analise de cluster, utilizando
médias espectrais das amostras de Leishmania feitas em quintuplicatas, sendo elas: a)
1AMAZ2MD, 2AMAZ2MD, 1AMAZD, 3AMAZMD ¢ 3AMAZ2MD, representando as
espécies da L. amazonensis; b) 1CHAGMD, 2CHAGMD, 3CHAGMD, 2CHAG2 ¢
3CHAG2MD, representando as espécies de L. chagasi; e c) IMAJORMD, 3MAJORMD,
2MAJOR2MD, 2MAJORMD e 3MAJOR2MD, representando as espécies de L. major. Os
resultados das analises mostram uma evidente heterogeneidade entre as espécies de
Leishmania. As espécies de L. major e L. chagasi apresentaram menor heterogeneidade entre
si e a espécie de L. amazonensis indicou uma maior heterogeneidade quando comparada as
outras duas espécies. Essa heterogeneidade esta relacionada a sua filogenética, que esta

fortemente correlacionada com sua origem geografica. (ZEMANOVA et al., 2007).

Figura 25 - Dendrograma das espécies de Leishmania
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Fonte: Autor. A analise de cluster usou a segunda derivada para agrupar as espécies por similaridade.
As regides de separacdo ficaram entre 2890 cm™ a 3040 cm™, 1364 cm™ a 1472 c¢cm ', 1190 cm™ a
1282 cm™ e 1028 cm™ a 1120 cm™.
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A figura 26 exibe a média dos espectros de infravermelho das espécies de L. major, L.
chagasi e L. amazonensis com seus respectivos desvios padrdo (cor cinza). Os melhores
resultados de analise de agrupamento, que permitem a diferenciagdo destas trés espécies de
Leishmania, foram encontrados utilizando as regides espectrais indicadas por: A (2890 cm™ a
3040 cm™); B (1364 cm™ a 1472 cm!); C (1190 cm™ a 1282 cm™); e D (1028 cm™! a
1120 em ).

Figura 246 - Espectros de FT-IR das espécies de Leishmania e respectivos desvios padrio.
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Fonte: Autor. (2014). As letras A, B, C e D representam as principais regides de separagao.

As bandas de absorcdo de acidos graxos estdo representadas pela regido A, a qual
indica a diferenga de intensidade nas bandas 2923 c¢cm™ e 2963 cm’!, sendo a primeira
atribuida a estiramento assimétrico de CH; e a segunda 2963 cm’! atribuida a ligagdo de C- H
de estiramento assimétrico de CHs. Ambas com caracteristicas de 4acidos graxos
(MAQUELIN et al., 2002; NAUMANN, 2000).

Na regido B pode — se citar as bandas de absorcdo de lipidios e proteinas. Nesta
regido, existem duas principais bandas: a banda em 1399 c¢m !, devido ao estiramento de C =
O de ligagcdo de COOr, que esta associada aos aminoacidos e aos acidos graxos; e a banda em
1453 cm !, atribuida a vibragdo tipo tesoura de & (CH3) e & (CHz) associada aos lipidios
(BEEKES; LASCH; NAUMANN, 2007; DAVIS; MAUER, 2010; MAQUELIN et al., 2002;
WANG et al., 2010).
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A regido C representa a banda de amida III, sendo o principal componente de
proteinas. No que concerne ainda a essa regido, observou-se uma pequena diferenca de
intensidade em relagdo a banda 1239 ¢cm !

A regido D representa as bandas de absor¢a@o de polissacarideos e inclui uma banda em
1086 ¢cm™!, que corresponde a P = O de estiramento simétrico de > PO»™ em 4cido nucleico.
Uma pequena diferenga entre as intensidades deste grupo funcional fosfodiéster de DNA /
RNA ¢ observada nos espectros (NAUMANN, 2000).

A tabela 1 expde as contribuigdes de bandas espectrais do FT - IR das espécies de
Leishmania, usando a segunda derivada (2°d) e aos valores de areas das gaussianas (GF). O

parametro estatistico utilizado foi R?, ajustado em 0,999 para todas as regides.

Tabela 1 - Atribui¢des de bandas encontradas nos espectros da Leishmania em FT - IR

L. amazonensis L. chagasi L. major Atribuicdes *
2°d GF - % 2°d GF — % 2°d GF - %
3496 3512 - 3496 3530  ---- 3496 3509 -— v de O-H de grupo hidroxilo

(BEEKES et al., 2007,
COLTHURP et al., 1997)
3434 3427 12,7 3434 3423 14 3434 3433 8,7 v (N-H) de amida A (SPENCE,

2012)

3352 3352 27 3352 3357 198 3352 3341 41,4 v (N-H) de amida B (SPENCE,
2012)

~3285 3291 23,7 3285 3291 395 3285 3286 17,6 ude(N-H)(amida A) (BARTH,
2007)

3193 3218 31,1 3193 3208 214 3193 3223 20,6 uN-H (amida A) de proteina
(MAQUELIN et al., 2002)

3089 3125 1,5 3089 3126 24 3089 3169 84  Cadeia de  4cido  graxo
(NAUMANN, 2000)

3062 3069 34 3062 3068 2,6 3062 3068 29  Acido graxo (DAVIS; MAUER,
2010; NAUMANN, 2000)

3012 3013 0,2 3014 2756 --- 3014 3015 0,03 v de = C-H de cadeia de acido
graxo insaturada (NAUMANN,
2000)

2985 - e 2985 2983 0,14 2985 3042 - Acido graxo (SCHMITT;

FLEMMING, 1998)

2962 2959 23,8 2962 2961 25,2 2962 2961 28,7 v de C-H (as) de > CH;z em acido
graxo (NAUMANN, 2000;
SARAVIA et al., 1989)

2925 2926 46,2 2923 2926 46,9 2923 2925 44,5 v de C-H de vibragdo de 4cido
graxo de
> CH; (MAQUELIN et al.,
2002)

2897 2900 5,7 2897 2899 29 2897 2899 3,1 v de C-H de — C-H de
aminoacidos (DAVIS; MAUER,
2010)

2874 2870 16,7 2874 2872 18,1 2874 2873 182 v de C-H (s) de - CH;
(MAQUELIN et al., 2002)

2854 2854 713 2854 2853 58 2854 2853 5,3 v de C-H (s) de > CH; em é&cido
graxo (MAQUELIN et al., 2002)

1467 1468 7,6 1467 1468 45 1467 1469 6,6 C-H de >CH, (BEEKES et al,
2007; MAQUELIN et al., 2002)
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8(CH3) e (CHy) tipo tesoura de
lipidios e proteinas (WANG et al.,
2010)

CH; de vibragao de flexdo (HELM
et al.,, 1991, KAMNEV et al.,
2006)

Ls(CH3) de lipidios e aromaticos
(WANG et al., 2010)

v de C=0 (s) de COO" (BEEKES
et al., 2007, MAQUELIN et al.,
2002)

3(CHs) (BARTH, 2007)

v de COO e flexdo (s) de CHs em
proteinas e lipidios (WANG et al.,
2010)

Amida III. 3(CH) (BARTH, 2007,
NAUMANN, 2000)

Amida II, (C-N) (SCHMITT;
FLEMMING, 1998)

Amida IT (NAUMANN, 2000)
Amida III, a — helix (WANG et
al., 2010)

Amida III, componentes de
proteinas (MAQUELIN et al,
2002)

C-O-C e C-0O, polissacaridos
(DAVIS; MAUER, 2010)
Triptofano, vs de ( CC) (BARTH,
2007)
Polissacaridos
2000)
Polissacaridos
2000)
Polissacaridos
2000)

vs de (POy) em acido nucleico
(WANG et al., 2010)

v de P= 0 (s) de >PO;,", em DNA,
RNA e fosfolipidios (BEEKES et
al., 2007, DAVIS; MAUER,
2010)

C-O-C e C-0O, polissacaridos
(DAVIS; MAUER, 2010)
Vibragao de flexdao no plano de C
— H aromatico (WAHAB, 2011)
C—O—C do anel de polissacarideos
(NAUMANN, 2000)

Serina, vs de (C — O) (BARTH,
2007)

Triptofano, vs de (CC),d de
(CH)(BARTH, 2007)

C-0O-C e C-O, carboidrato. vs de
PO, em  4acidos  nucleico
(ALVAREZ-ORDONEZ;
PRIETO, 2010; NAUMANN,
2000)

C—C e C-O vibragdo de em
desoxirribose (AHMED, 2009)

(NAUMANN,
(NAUMANN,

(NAUMANN,
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Fonte: Autor. O s = simétrica; as = antissimétrico; v = vibragdo de estiramento; vs = vibragdo de
estiramento simétrico; & = vibracio de flexdo no plano. O parimetro estatistico foi R?, ajustado em
0,999 para todas as Gaussianas.

4.2 Resultados relacionados as espécies de L. braziliensis, L. chagasi e T. cruzi

O dendrograma da figura 27 feito por meio das médias dos espectros das espécies de
Leishmania em quintuplicadas, senda elas: a) 1BRAZMD, 1LLBRAMD e LLIbraMD,
representando as espécies de L. braziliensis; b) 1ICHAG2MD, 2CHAG2MD ¢ 3CHAGMD,
representando as espécies de L. chagasi; ¢ ¢) 1"TRIPA2MD, 2TRIPAIMD e 3TRIPAMD,
representando as espécies de 7. cruzi. Os resultados das andlises mostram uma
heterogeneidade entre a espécie de T.cruzi e as espécies de Leishmania ao mostrar dois ramos,
um para as espécies de Leishmania e outro para as espécies de T.cruzi. As espécies de T. cruzi
registrou aproximadamente uma heterogeneidade de 700 relativos as duas espécies de
Leishmania. Em se tratando somente das espécies de Leishmania, a L. chagasi e a L.

braziliensis registraram uma heterogeneidade de 200 entre si aproximadamente.

Figura 27 - Dendrograma entre as espécies Trypanosoma cruzi e as espécies de Leishmania.
o
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Data Preprocessing: 2Znd Derivative

Ward's Algorithm Frequency Ranges (Weightsa) =
Correlation with 1040 - 1148 /em (1.0)
Scaling to 13t range 2886 - 2994 /om (1.0)

Fonte: Autor. A analise de cluster usou a segunda derivada para agrupar as espécies por similaridade.
As regides de separagdo ocorreu entre 1040 cm™ a 1148 cm™ € 2886 cm™ 22994 c¢cm™.

A figura 28 mostra a média dos espectros das espécies de T. cruzi, L. braziliensis e L.
chagasi e a cor cinza representa o desvio padrdo, a qual apresenta diferencas entre as espécies.

Os melhores resultados de andlise de agrupamento, que permitem a diferenciacdo destas trés
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espécies de parasitos, foram encontrados utilizando as regides espectrais indicadas por A

(2994 cm™ a2 2886 cm™) e B (1148 cm! a 1040 cm™).

Figura 28 - Espectros de absorc¢do representativos das espécies de T. cruzi, L. braziliensis
e L. chagasi e respectivos desvios padrao.
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Fonte: Autor. A e B so as regides que possibilitaram a separagdo desses parasitos.

As regides A ¢ B foram selecionadas a partir dos espectros de infravermelho que

permitiram a distingdo desses parasitos. A regido A representa a banda de absor¢ao dos acidos

graxos, a qual revelou diferenga entre as intensidades da banda de absor¢do em 2924 cm,

correspondente ao estiramento assimétrico de CH> da ligacdo C-H (MAQUELIN et al., 2002;

NAUMANN, 2000). A banda em 2936 cm™! mostrou diferen¢a de absorgio, que contribuiu

fortemente para separar os parasitos. Para melhor visualizagdo dessas diferencas espectrais,

foi feita a segunda derivada destas regides, que permitiram observar as bandas que

contribuiram para diferenciar essas trés espécies, conforme as figuras 29 e 30.
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Figura 29 - Grafico da segunda derivada e os pontos de absor¢do dos espectros da regido A das
espécies de T. cruzi, L. braziliensis e L. chagasi.
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Fonte : Autor.

A deconvolugdo das bandas da regido A utilizando a segunda derivada dos espectros
pode ser visualizada na figura 30. As diferengas entre as gaussianas indicam a variagdo na
composi¢do bioquimica das espécies, o que representa a variacdo de composto quimico da

membrana dos parasitos. Isso nos leva a uma melhor compreensao dos modos vibracionais do

grupo funcional.
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Figura 30 - Andlise de ajuste de curva dos espectros de FT - IR da regido A
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Fonte: Autor. As gaussianas da regido A (2994 cm ' a 2886 cm™ ) indicaram uma variacdo entre as
espécies T. cruzi e as espécies de Leishmania.

As areas totais das tré€s regides espectrais estdo em porcentagem e representadas pelas

cinco gaussianas que cada uma contém. O centro das posi¢oes das gaussianas ¢ dado em

numero de onda (cm™) e o coeficiente de determinagdo ajustado (R? ajustado) foi de 0,999

para todas as gaussianas, conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2 - Atribui¢des das bandas espectrais da regido A dos espectros do FT - IR referente as
espécies de T. cruzi, L. chagasi e L. braziliensis.

L. chagasi L. braziliensis T. cruzi Atribui¢des
(cm™)  GA (cm™’) GA (cm?)  GA
(%) (%) (%)
2983 1,48 2983 1,71 2980 1,86 Acido graxo (SCHMITT; FLEMMING, 1998)
2961 349 2961 379 2961 3436 v de C-H (as) de — CH; em 4acido graxos
(NAUMANN, 2000)
2936 24,5 2936 22,5 2936 10,23 v de C- H (as) de CH, (NAUMANN, 2000)
2921 31,6 2921 31,5 2923 48,33 v de C-H de > CH; em éacido graxo (MAQUELIN

et al., 2002)
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2900 74 2900 6,3 2900 52 v de C-H de — C-H de aminoacidos
(DAVIS;MAUER, 2010)

Fonte: Autor. A area da Gaussiana - GA; * v = vibragdo de estiramento; as = antissimétrico.

A deconvolucao espectral da regido A nos possibilitou destacar duas bandas indicadas
por tragos longos e curtos. A primeira banda observada em 2936 c¢cm™! ¢ atribuida ao
estiramento assimétrico C - H do grupo de CHa, e isso colaborarou fortemente na separagdo
das espécies de T. cruzi das espécies de Leishmania.

A segunda banda observada foi em 2921 c¢cm, a qual é atribuida a vibragdo de
estiramento de C-H de acido graxo de > CHz, o que também cooperou para discernir as
espécies. Quantitativamente, a espécie de 7. cruzi apresenta maior percentual de acidos graxos
nessa banda em relagdo as espécies de Leishmania, de acordo com o explicitado na tabela 4.

A regido B representa as bandas de absor¢do do polissacarideo, e isto contribui para
acentuar ainda mais as diferencas entre as espécies. A segunda derivada dessa regido ¢

mostrada na figura 31.

Figura 31 - Gréfico da segunda derivada e os pontos de absorcdo referentes a regido B das espécies de
T. cruzi, L. braziliensis e L. chagasi.
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Fonte: Autor.
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Nessa regido foram observados duas bandas especificas. A primeira banda em
1147 cm™ ! somente foi registrada para as espécies L. chagasi. A segunda banda em 1130 cm’!
foi registrada para as espécies de L. braziliensis e T. cruzi. As outras bandas da regido,
nomeadamente as bandas em 1119 cm!, 1101 cm™, 1086 cm™, 1056 cm™ e 1068 cm™, estdo
presentes nas trés espécies, mas, saliente-se, todas elas apresentaram diferengas na absorgao.

A deconvolucdo das bandas da regido B foi feita utilizando a segunda derivada do

espectro de absorcao FT — IR, como mostra a figura 32.

Figura 32 - Analise de ajuste de curva dos epectros do FT - IR da regido B.
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Fonte: Autor. As gaussianas da regido B (comprendidas entre 1148 cm ' a 1040 cm™) indicaram a
variagdo entre as espécies de 7. cruzi e as espécies de Leishmania.

A curva da Gaussiana centrada em 1130 ¢m™! foi destacada (linha mais grossa sélida)
para indicar que sO estd presente nas espécies de L. braziliensis e T. cruzi. A curva da

Gaussiana em 1147 cm! na espécie de L. chagasi foi muito pequena e ndo ¢ evidenciada
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A tabela 3 registra as contribui¢des bioquimicas da banda espectral da regido B. As
gaussianas foram dadas em porcentagem da area geométrica em relagdo a area total das
regides espectrais; o centro das posi¢des das gaussianas foi dado em ntimero de onda (cm™) e
o coeficiente de determinagdo ajustado (R? ajustado) foi de 0,999 para todas as gaussianas,

conforme se observa na tabela 3.

Tabela 3 - Atribui¢des das bandas espectrais da regido B dos espectros do FT - IR referente as espécies
de L. chagasi, L. braziliensis e T. cruzi.

L. chagasi L. braziliensis T. cruzi Atribuigdes™
(cm) GA (cm™) GA (em) GA
(%) (%) (%)
1147 0,04 Polissacarideos (NAUMANN, 2000)
1130 0,37 1130 0,59 Polissacarideos (NAUMANN, 2000))
1119 79 1119 12,2 1119 24,06 Polissacarideos (NAUMANN, 2000)
1101 26,1 1or 21,1 11or 10,2 vs de (PO7) em 4cidos nucleico (WANG et al., 2010)

1086 28,9 1086 29,8 1086 41,9 v de P= O (s) de >PO,’, em DNA, RNA e fosfolipidios
(BEEKES et al., 2007; DAVIS; MAUER, 2010)

1068 30,6 1068 32,3 14,7 C-0-C e C-O, polissacarideos (DAVIS;MAUER,
2010)
1056 6,3 1056 4,04 1056 8,3 Vibragdo de flexdo no plano de C — H aromaético

(WAHAB, 2011)

Fonte: Autor. A arca da Gaussiana - GA; *s = simétrico; v = vibracdo de estiramento; vs = vibragdo de
estiramento simétrica.

4.3 Resultados referentes as espécies de 7. rangeli, T cruzi e L. chagasi

O dendrograma da figura 33 mostra os resultados da analise de cluster, utilizando
médias espectrais das amostras feitas em quintuplicatas das espécies de Trypanosama e da
espécie de Leishmania, sendo elas: a) 3RANGMD, 4RANGMD e SRANGMD, representando
a espécie de 7. rangeli; b) ITRIPA2MD, 2TRIPAIMD e 3TRIPAMD, indicando a espécie de
T. cruzi; e ¢) ICHAG2MD, 2CHAG2MD e 3CHAGMD, apontando a espécie de L. chagasi.
Esses parasitos por terem uma similaridade morfoldgica e filogenética apresentaram apenas
quatro regides espectrais que os diferenciaram. Na figura 33 ilustra uma nitida
heterogeneidade entre as espécies de T. rangeli, T. cruzi e L. chagasi, com base nas quatro

regides espectrais.



Figura 33 - Dendrograma das espécies de Trypanosoma rangeli Trypanosoma cruzi e Leishmania
chagasi.
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Fonte: Autor. O dendrograma indica a heterogeneidade entre as espécies de T. rangeli, T. cruzi e L.
chagasi. Analise de cluster usou a segunda derivada dos espectros como parametro. As regides
espectrais de separacio foram 1040 cm™ a 1148 cm™, 1196 cm™ a 1298 cm™, 1700 cm™ a 1774 cm™ e
2886 cm™ 22994 cm™.

A figura 34 mostra a média dos espectros de infravermelhos das espécies de

Trypanosoma rangeli, Trypanosoma cruzi e Leishmania chagasi bem como as regides que

diferenciaram as espécies e o desvio padrdo que esta representado na cor cinza.
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Figura 34 - Espectros de absorcao representativos das espécies de Trypanosoma rangeli, Trypanosoma
cruzi e Leishmania chagasi e respectivos desvios padrao.
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Fonte: Autor.

As analises da deconvolugdo de bandas foram feitas utilizando as quatros regides
espectrais representadas na figura 35, sdo elas: a regido A (2886 cm! a 2994 cm™'), a regido B
(1700 cm™ a 1774 ¢cm™), a regido C (1196 cm™ a 1298 cm) e a regido D (1040 cm™! a
1148 cm™), a qual permitiu a diferenciagdo dos parasitos.

A tabela 4 descreve as contribuigdes bioquimicas das bandas espectrais das regides
que separaram as espécies utilizando a segunda derivada (2°d) e as areas das gaussianas em
porcentagem de cada espécie. Além disso, mostra a banda de cada gaussiana e as atribui¢des
das regides encontradas nos espectros das espécies de L. chagasi, T. cruzi, T. rangeli. O

parametro estatistico foi ajustado a R? = 0,999 para todas as gaussianas.

Tabela 4 - Atribui¢des de bandas encontradas nos espectros das espécies de L. chagasi, T. cruzi e T.
rangeli em FT - IR.

L. chagasi T. cruzi T. rangeli Atribuicao*

2°d  Gaussiana %  2°d Gaussiana % 2°d  Gaussiana %

2994 2981 1,05 Acido graxo (Schmitt and Flemming
1998)
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C-0-C and C-0, Polissacarideo (Davis;
Mauer, 2010)
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Fonte: Autor. * Str = alongamento; sym = simétrica; asym = antisymmetric; vs = simétrica vibragdo de
alongamento; v, = estiramento simétrico vibragio. O pardmetro estatistico foi R* ajustado em 0,999

para todas as Gaussianas.
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5 DISCUSSAO

A discussao sera apresentada em trés blocos, conforme a apresentagdo dos resultados.
Nos trés blocos, foram observadas diferencas no desvio padrao entre as espécies consoante as
figuras 27, 29 e 35. Essas diferencas dos desvios padrdo podem ser reflexo do estagio de
desenvolvimento da cultura, pois sdo parasitos diferentes, ou seja, respondem distintamente
ao tempo. No entanto, no preparo das amostras, utilizamos um protocolo que garantiu uma
boa qualidade dos espectros. Devemos mencionar que as diferencas desses desvios padrao

ndo interferiram na analise estatistica usada para separar as espécies.

5.1 Diferenciagao entre as espécies de Leishmania

As diferencas podem ser em virtude da resposta distinta do tempo em relacdo a fase de
crescimento de cada espécie. Entretanto, repita-se, no preparo das amostras, utilizamos um
protocolo que garantiu uma boa qualidade dos espectros.

A deconvolugdo espectral utilizou a segunda derivada para exibir as diferencas que
possam nos levar a uma compreensdo da variacdo da composicdo quimica dos parasitos.
Nesta variacdo quimica, podemos destacar os principais componentes quimicos de interesse
em micro-organismos, como polissacarideos, acidos nucleicos, aminoacidos, lipidios e
proteinas. Assim, a diferenca das bandas espectrais sera discutida relacionando os grupos
funcionais correspondentes.

Os resultados registraram bandas espectrais comuns as espécies, mas apresentaram
diferengas em relacdo as suas areas e bandas especificas para as espécies.

Polissacarideos: Os resultados descritos na tabela 1 mostram que todas as espécies
apresentaram diferencas quantitativas de polissacarideo nas bandas centradas em 1039 ¢cm™,
1119 cm?, 1172 cm™ e 1153 cm™.

Na banda centrada em 1039 cm!, a L. chagasi € L. major registraram respectivamente
percentuais de 10% e 6,2%, maiores que L. amazonensis. Na banda centrada em 1119 cm™, a
L. amazonensis e L. chagasi revelaram, de modo respectivo, valores de 15,4% e 11,8%,
maiores que a L. major. Nas demais bandas foram observadas pequenas variacdes nos
percentuais. Além disso, a banda centrada em 1068 cm™ foi registrada apenas para as espécies
de L. chagasi e L. major. A banda centrada em 1221 cm™ € especifica para L. amazonensis.

As diferengas entre as bandas de absor¢cdo supramencionadas podem ser explicadas

pelas modificacdes especificas na superficie da membrana de todas as espécies de
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Leishmania. Mesmo que haja uma semelhanca morfologica e quimica devido a sua
proximidade filogenética, as bandas mostram variagdes de polissacarideo, o que ajuda a
discriminar esses parasitos. Estas diferencas de polissacarideos podem ser justificadas pela
quantidade de glicoconjugados presentes na superficie do parasito, ja que varia de espécie
para espécie. As substituicdes de um ou mais agicares promovem um alto polimorfismo
interespecifico e intraespecifico das espécies. Dentro do glicoconjugados, os lipofosfoglicano
(LPG) e as glicoproteinas (gp63) sdo mais abundantes na membrana do parasito e
desempenham um papel importante na invasdo, viruléncia e sobrevivéncia dentro do
macrofago. Além do mais, glicoconjugados sdo alvos potenciais para o desenvolvimento de
vacinas (FERGUSON, 1999; MCCONVILLE et al., 1990; SCHNEIDER et al., 1993)

As moléculas de superficie celular mais abundantes na fase promastigota da
Leishmania sdo os glicosilfosfatidilinositol (GPI), ancora de proteina. O GPI é chamado de
ancora de membrana, por ser é um glicolipidio que se liga as proteinas ou a um polimero de
carboidrato na membrana (MARR; MULLER, 1995; TURCO; DESCOTEAUX, 1992).

Lipidios e proteinas: Uma ampla variedade de lipidios e proteinas esta presente na
membrana ligada pela dncora GPI. Os lipidios e as proteinas variam drasticamente entre as
espécies, inclusive entre as fases distintas do ciclo de vida da mesma espécie. Os lipidios sdo
estruturalmente essenciais para a formacao de fosfolipidios, que sdo parte da ancora GPI.
Portanto, a variacdo quantitativa dos lipidios entre as espécies também pode indicar os vérios
tipos de glicoconjugados presentes na superficie externa dos parasitos (VIAL et al., 2003).

A tabela 1 mostra, quantitativamente, a diferenca de lipidios entre as espécies e
destaca duas bandas: a primeira centrada em 1401 c¢cm™ tem maior percentual para a L.
amazonensis quando comparado com as outras duas espécies. De modo inverso, a segunda
banda centrada em 1387 cm™!, ou seja, a L. chagasi e L. major, indicou os maiores percentuais
quando comparados aos da L. amazonensis. As outras bandas, como as centradas em
1367 cm’!, 1413 cm™! e 1467 cm™!, também apontam pequenas diferengas entre as espécies.

Além das diferencas quantitativas de lipidios, foi encontrado um deslocamento de
bandas nessa regido. O deslocamento ocorreu nas bandas em 1380 cm™ e 1387 cm™!. A banda
centrada em 1380 cm! foi observada na L. amazonensis ¢ a banda centrada em 1387 cm! foi
observada nas outras duas espécies. Este deslocamento das bandas espectrais e as diferencas
de lipidios e proteinas, mostradas na tabela 1 pelas bandas, refor¢a a diferenga entre os trés
parasitos (MCCONVILLE; BACIC, 1989).

Ainda nessa sequéncia, na banda centrada em 1086 cm, que corresponde aos

fosfolipidios, os resultados mostraram que a L. amazonensis ¢ L. major tém respectivamente
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diferencgas de 12,3% e 9,5% quando comparados ao resultado da L. chagasi. Estas variacdes
de fosfolipidios entre as espécies contribuem para diferenciar uma espécie da outra. A banda
centrada em 1101 cm™!, que representa os acidos nucleicos, exibiu pequenas diferengas.

Aminoacido: O aminoacido serina faz parte da composi¢do de um tipo de
fosfolipidios conhecido como fosfatidil serina. A fosfatidil serina é o componente da
membrana que a mantém intacta, ajudando-a a executar suas fungdes vitais, tais como mover
nutrientes para dentro e bombear os residuos para fora da Leishmania (VANCE; VANCE,
2008). Nesse sentido, a banda centrada em 2897 cm™! na regido A aponta diferenga pequena
na quantidade de aminodcidos entre as espécies. Portanto, a diferenca de aminodcidos
encontrados colabora para diferenciar as espécies.

Na regido C, foi encontrada uma banda do aminoacido triptofano centrada em
1206 cm - ! para as espécies de L. chagasi e L. major cm™'. Este aminoacido esta associado a
viruléncia do parasito. Enquanto na regido D, os resultados mostraram uma banda especifica
de serina centrada em 1030 cm! para L. amazonensis.

Acidos graxos: Os 4cidos graxos mostram nas bandas pequenas contribuicdes entre as
espécies. As bandas centradas em 1453 cm! e 1443 cm’' apresentaram as maiores
desigualdades entre as bandas. A banda centrada em 3012 cm™! apresentou pouca contribui¢do
de acidos graxos insaturados. Estas diferencas entre as espécies de Leishmania em relagdo ao
acido graxo podem ser explicadas pelas quantidades relativas a glicolipidios presentes na
membrana ¢ nas organelas do parasito, o que pode ajudar a distinguir as trés espécies
(ILGOUTZ; MCCONVILLE, 2001; ROBERTS et al.,, 2003; TURCO; DESCOTEAUX,
1992).

Amida III: A regido amida III € outra regido espectral que colaborou para separar as
espécies. Nesta regido, L. amazonensis tem uma banda especifica em 1298 cm™. A L. chagasi
apresentou um percentual inferior em relacdo as outras duas espécies de 14 % na banda
1242 cm™'. As L. chagasi € L. major apresentaram diferencas na banda em 1266 cm!, esta
banda ¢ especifica para essas duas espécies. Na regido de amida II, ndo houve diferenca
importante entre as trés espécies.

Os resultados do subtitulo 4.1 e a sua discussdo descrita no subtitulo 5.1 ja foram
publicados na revista Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular

Spectroscopy, que se encontra no anexo A desta tese.

5.2 Diferenciaciio das espécies de 7. cruzi e das espécies de Leishmania
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Os resultados de FT - IR mostraram que sdo suficientes para distinguir as espécies de
Leishmania e T. cruzi, que pertencem a mesma familia e 4 mesma ordem. O dendrograma
mostrou dois ramos, o primeiro representa a espécie de Leishmania e segundo, as espécies de
T. cruzi (Figura 28). Portanto, esta andlise de cluster, representada pelo dendrograma, se
mostrou eficiente em confirmar, de forma evidente, a heterogeneidade entre as espécies de
Trypanosoma cruzi ¢ as espécies de Leishmania e também foi capaz de promover dois ramos
que separam as espécies de Leishmania.

As diferencas entre esses parasitos sdo atribuidas principalmente & composi¢do
bioquimica de sua membrana (FERGUSON, 1997). As contribuicdes de acidos graxos e
aminodcidos da regido A foram quantificadas e estdo descritas na tabela 2.

Acidos graxos: Os 4cidos graxos constituem a molécula mais abundante na superficie
dos parasitos, o glicosilfosfatidilinositol (GPI). A fun¢do do GPI sdo se associar a molécula de
proteina ou polimero de carboidrato, para fazer a interagdo com as células do hospedeiro e se
proteger contra os efeitos do sistema de complemento dele (HELM et al., 1991; TURCO;
DESCOTEAUX, 1992).

As bandas centradas em 2983 cm™ e 2961 cm’' registraram poucas diferengas
percentuais entre as espécies. Contudo, existem duas bandas pertencentes a regido A que
contribuiram inegavelmente para acentuar as diferencas entre as espécies de 7. cruzi e as
espécies de Leishmania quando comparadas com as espécies de 7. cruzi. Considerando-se a
primeira banda centrada em 2936 cm’!, as espécies de L. braziliensis apontaram uma
diferenga de 12,27 % e as espécies de L. chagasi indicaram uma diferenga de 14,27 %. No
que toca a segunda banda centrada em 2921 cm, as espécies 7. cruzi exibiram uma diferenca
média de vibragdo de estiramento de C-H de > CH: em 4cidos graxos em torno de 16,78 %
relacionados as duas espécies de Leishmania.

A partir do embasamento acima, a disting@o entre os parasitos descritos na tabela 2 das
bandas da regido A ¢ dada, sobretudo, pela variagdo do componente de membrana celular,
correspondente aos acidos graxos.

Aminoacidos: Na regido A foi observada em 2900 cm™ uma atribuigdo dada ao
estiramento de C - H de — C - H de aminoacidos. A pequena diferenga do aminoacido entre
as espécies indica que as proteinas tém uma pequena contribuicdo para a distingdo desses
parasitos.

Polissacarideos: A banda centrada em 1147 cm™ ¢ especifica para as espécies L.
chagasi, mas em relagdo a banda centrada em 1130 cm™ ndo houve registro para estas

espécies.
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Na banda centrada em 1119 cm’!, a espécie 7. cruzi mostrou diferencas de percentuais
de 16,16% e 11,86% em relacdo as espécies de L. chagasi e L. braziliensis, respectivamente.
Para a banda centrada em 1068 cm!, de atribui¢do de C - O - C e C - O de polissacarideos, as
espécies de L. chagasi apresentaram uma diferenca de percentual de 15,9 % e as espécies L.
braziliensis de 17,6 % em relacdo as espécies de 7. cruzi. Essas duas bandas contribuiram
ainda mais para separacdo destes parasitos.

O polissacarideo estd presente na membrana celular desses parasitos e constitui o
lipofosfoglicano (GPL) e a glicoproteina (GP63). A fungdo destas moléculas ¢ promover a
sobrevivéncia e a viruléncia no hospedeiro (BEVERLEY; TURCO, 1998; MARR; MULLER,
1995; TURCO; DESCOTEAUX, 1992). Assim, a diferenca entre a quantidade de
polissacarideo observado na tabela 3 colaborou para a distinguir as trés espécies.

Acido nucleico e fosfolipidios: Na banda centrada em 1086 cm™!, a espécie T. cruzi
obteve uma diferencga de atribuigcdo de estiramento simétrico de P = O de > POy, em DNA,
RNA e fosfolipidios de 13 % em relagdo as espécies L. chagasi ¢ de 12,1% em relagdo as
espécies de L. braziliensis. Neste sentido, os resultados mostraram que as espécies de 7. cruzi
apresentam maior quantidade de fosfolipidios, o que acentua as diferencas entre as espécies.
J& dentre as espécies de Leishmania, houve pequena diferenca de fosfolipidios nesta banda.

Fosfolipidios desses parasitos sdo responsaveis por manter intacta a sua membrana e
ajudar a executar funcdes vitais, tais como mover nutrientes para dentro dos parasitos e
excretar os residuos. Eles formam as estruturas de membrana especifica do parasito e sdo mais
abundantes na superficie deles (VIAL et al., 2003).

Na banda centrada em 1101 cm™ de vibragdo de estiramento simétrico de PO, de
acidos nucleicos, foi constatada uma diferenga das espécies 7. cruzi de 15,9% quando
comparadas com as espécies de L. chagasi e de 10,9% quando relacionadas as espécies de L.
braziliensis, o que torna evidente a distingdo entre esses parasitos. Ao mesmo tempo que a
banda centrada em 1056 cm'exibiu pequenas contribuigdes.

Os resultados do subtitulo 4.2 e a sua discussdo descrita no subtitulo 5.2 ja foram

submetidos na revista Vibrational Spectroscopy, que se encontra no anexo B desta tese.
5.3 Diferenciacio das espécies de Leishmania e das espécies de Trypanosoma
No dendrograma, as espécies de L. chagasi registraram aproximadamente uma

heterogeneidade de 800 relativa as duas espécies de Trypanosoma. As espécies de T. rangeli e

T. cruzi apresentaram uma heterogeneidade aproximadamente de 190 entre si.
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Consequentemente, a andlise de cluster, por meio do dendrograma também ¢ capaz de
diferenciar as espécies que pertencem a mesma ordem, familia e a0 mesmo género.

As diferengas entre os parasitos supramencionados sdo atribuidas especialmente a
composi¢do bioquimica de sua membrana. As contribuigdes do composto organico (acidos
graxos, ¢ésteres, amida III e polissacarideos) foram quantificadas e registradas na tabela 4.
Esses compostos organicos s3o encontrados nas membrana dos parasitos, tais como GPI, PSP,
GIPLs e LPG. (VIAL et al., 2003; FERGUSON, 1997).

A molécula mais abundante na membrana no estagio promastigota da Leishmania € o

na

glicosilfosfatidilinositol (GPI), que atua como "ancora" para varios glicoconjugados, como as
glicoproteinas chamadas de proteinas de superficie de promastigota (PSP), a familia de
glicoinositol-fosfolipidios (GIPLs) e o lipofosfoglicano (LPG). Esta molécula ¢ constituida
por carboidratos, lipideos e fosfato. (FERGUSON, 1999; MCCONVILLE et al., 1990).

O GIPL varia entre as espécies de Leishmania, bem como entre os estagios
promastigota e amastigota do parasito. O GIPL também estd presente na membrana das
espécies 7. rangeli e T. cruzi, formando um denso glicocalice imediatamente adjacente a
membrana. Este glicoconjugado varia entre as espécies, notadamente no estagio epimastigota
e na forma metaciclica desses dois parasitos. (FERGUSON, 1997).

O LPG ¢ um fosfosacarideo ancorado pela molécula de GPI, o qual forma uma densa
camada sobre a superficie do promastigota, enquanto que no estagio amastigota apresenta
uma pequena quantidade ou uma quantidade negligenciavel. As diferencas de LPG sdo
registradas entre as diversas espécies de Leishmania e entre os estagios de diferenciagdo da
mesma espécie. (NYALWIDHE et al, 2003).

A glicoproteina ancorada pelo GPI na membrana desses trés parasitos ¢ diferente. A
glicoproteina ¢ o LPG sdo responsaveis para assegurar a entrada do parasito dentro do
hospedeiro, a protecdo contra os efeitos do sistema de complemento, a invasdo para dentro da
célula, a multiplicacdo e sobrevivéncia. Além do que, promove o deslocamento do parasito
dentro do vetor e dentro do hospedeiro. (NYALWIDHE et al, 2003; FERGUSON, 1997).

A diferenga na estrutura quimica da membrana pode ser responsavel por mudangas em
determinadas regides espectrais, que separam os micro-organismos. Neste entendimento,
podemos dizer que as regides foram principalmente separadas por atribui¢des da estrutura da
molécula. Essas atribuicoes de estrutura da molécula de - CH3, > CH,, = CH, > C = O e N-H
de estiramento (simétrico e assimétrico) ou vibragdes de flexdo normalmente estdo presentes

em todos os grupos funcionais.
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Acidos graxos: A regido A representa a contribui¢io de 4cidos graxos. Nesta regido, a
espécie de L. chagasi mostrou cinco bandas. As bandas centradas em 2994 cm! e 2936 cm’!
sdo especificas para a espécie de L. chagasi. As espécies de T. cruzi e T. rangeli apresentaram
trés bandas cada.

As duas bandas em 2922 cm™! € 2960 cm™! estdo presentes nas trés espécies. Na banda
em 2922 cm!, a espécie de T. rangeli tem um percentual de 20,60 % e a espécie de 7. cruzi
indicou um percentual de 14,70 % de 4cidos graxos maiores do que a espécie de Leishmania.
Enquanto a banda em 2960 c¢cm™! apresentou pequena diferenca de acidos graxos entre as
espécies. Estas bandas ajudaram acentuar a diferenga entre as espécies.

A banda de 2898 cm’!, que representa a regido de aminoacido, apresentou percentual
de 4,89 % para a espécie de L. chagasi e percentual de 2,72 % para a espécie 7. cruzi. Esta
banda ndo foi registrada para a espécie de 7. rangeli.

As diferengas quantitativas de acidos graxos apresentados na regido A podem indicar
variacdo de fosfolipidios entre as espécies, os quais t€ém em sua constituicdo uma cadeia de
acidos graxos. Os fosfolipidios sdo o principal componente de membrana dos parasitos e estdo
associados a formagao do GPI, o qual ¢ a molécula mais abundante na superficie dos parasitos
trypanosomatideos. Esta molécula na membrana ¢ ligada a proteinas ou a polimeros de
carboidrato, o que contribui para a viabilidade e viruléncia do parasito no hospedeiro.
Portanto, pelas razdes expostas conclui que a regido contribuiu para distinguir as trés
espécies.

Esteres lipidicos: A regiio B mostra a ligagio de > C = O de atribuigdo para
estiramento de ésteres lipidicos. A segunda derivada indicou as diferengas com base no
namero de bandas para cada espécie, ou seja, para a espécie de L. chagasi trés bandas foram
registradas, para a espécie de 7. cruzi duas bandas foram registradas e para as espécies de 7.
rangeli foi apresentada somente uma banda.

A banda em 1736 cm! ¢é especifica para a espécie de L. chagasi, a banda em
1747 cm™ ! foi registrada para todas as espécies € a banda em 1728 cm! foi registrada apenas
para as espécies de L. chagasi e T. cruzi. Estas bandas mostraram diferengas no percentual de
suas contribuigdes.

A banda em 1747 cm! foi registrada 29 % para a espécie de L. chagasi e 58,6 % para
as espécies de T. cruzi. A espécie de T. rangeli apresentou somente esta banda nesta regio.

A banda de 1728 cm! foi registrada para a espécie de T. cruzi, com o percentual de
41,30 %, o que denota uma banda forte para separar esta espécie das outras duas espécies.

Nessa regido, as referidas bandas ajudaram a acentuar a diferenga entre as espécies.
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Os acidos graxos ligam-se @ molécula de glicerol para formar ésteres, esses ésteres
constituem o principal componente de membrana fosfolipidica. Portanto, as diferencas
encontradas nas bandas colaboram para distinguir as trés espécies.

Amida III: A regido C indica as bandas de absor¢do de Amida III. Para esta regido,
quatro bandas foram registradas para a espécie de L. chagasi; duas bandas para espécie de 7.
cruzi; e uma banda para a espécie de T. rangeli. As bandas em 1265 cm™ e 1239 cm™! estdo
presentes nesta regido. A banda em 1265 cm! € especifica da espécie de L. chagasi e indica
estruturas secundarias das proteinas, a — hélice e a banda em 1239 cm™! estdo presentes nas
tr€s espécies. A espécie de T. rangeli mostrou somente esta banda nesta regido espectral ¢ a
espécie de T. cruzi revelou nesta banda uma diferenca de 23,20 % em relagdo a espécie de L.
chagasi. Assim, estas duas bandas colaboraram de modo significativo para distinguir estes
parasitos.

A banda em 1283 cm’!, referente a espécie de T. cruzi, apresentou diferenca de
10,30% de amida II em relagdo a espécie de L. chagasi. A banda em 1208 cm’!, atribuida ao
aminoacido triptofano, foi registrada apenas para as espécies de L. chagasi. Estas bandas
fornecem evidéncias para separag@o das espécies.

Polissacarideos: A regido D representa as bandas de absor¢@o de polissacarideos. Para
a espécie de L. chagasi, uma banda especifica em 1069 cm™ foi verificada. Esta banda tem
atribuicdo de ligacdo C - O - C e C - O (polissacarideos).

Relativamente a banda em 1119 cm’!, as espécies de T. rangeli e T. cruzi apresentaram
percentuais de diferenga quando comparadas a espécie de L. chagasi de 11,40% e 10,10% de
polissacarideo, respectivamente. Para a banda em 1085 ¢cm™!, a qual tem atribui¢do de P = O
str (sym) de > POy, em DNA, RNA e fosfolipidios, os parasitos apresentaram grande
absor¢do, mas indicaram diferengas entre as espécies. A espécies de L. chagasi mostraram
75,10%, o maior percentual e a espécie de T. cruzi apresentou 62,70 %, o menor percentual
para essa atribuigdo. A banda em 1055 cm™' mostrou que entre as espécies, a espécie de L.
chagasi apresentou a menor absorcdo indicada pelo percentual de 7,09 % de atribuigdo de C-
H aromadtico de vibracdo de flexdo planar para aromaticos C - planar H dobra vibragao.
Enquanto os trypanossomas apresentaram o dobro do percentual que foi apresentado pelas
espécies de L. chagasi, em se tratando desta atribuicdo. Portanto, a diferenca encontrada nesta
regido contribuiu para a separagdo destas espécies.

Essas diferencas entre as espécies de polissacaridos podem contribuir para a variagdo
na quantidade de glicosilfosfatidilinositol (GPI), o que implica modifica¢do da bioquimica na

membrana dos parasitos para a determinagdo de uma espécie. As alteragdes quantitativas e
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estruturais das moléculas de GPI podem resultar no aumento de ligagdes com glicoconjugados
(que formam uma camada espessa e funcionam como protecdo contra o sistema imune dos
seus hospedeiros), assim como na invasdo, aquisi¢do de nutrientes e viruléncia do hospedeiro.

Os resultados do subtitulo 4.3 e a sua discussdo descrita no subtitulo 5.3 ja foram
submetidos na revista Journal of Physics D: Applied Physics que se encontra no anexo C

desta tese.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que essa técnica de espectroscopia vibracional FT - IR,
quando associada a analise estatistica multivariada (analise de cluster) e a analise de ajuste
curva, permitiu fazer uma descricdo, tanto qualitativa, quanto quantitativa das moléculas
presentes na superficie da forma promastigota das espécies de Leishmania e da forma
epimastigota das espécies de Trypanosoma, ou seja, mostrou ser um procedimento eficiente
para diferenciar essas espécies.

A analise de cluster por meio do dendograma se revelou eficaz as regides espectrais
que separam esses parasitos que tém uma constitui¢do bioquimica similar. No dendrograma,
foi possivel visualizar a heterogeneidade das quintuplicatas, tanto das espécies de Leishmania
entre si como das triplicatas das espécies de Leishmania e das espécies de Trypanosoma.
Portanto, esta andlise pode nos garantir que essa técnica ¢ adequada e reprodutivel.

Nestas regioes espectrais foi possivel fazer deconvolucdo de banda com base na
segunda derivada que esta representada pelas gaussianas, as quais espessaram as diferengas
quantitativas das contribui¢cdes bioquimicas referentes aos modos vibracionais nas regides de
polissacarideos, lipidios e proteinas, aminoacido, ésteres lipidicos, acidos graxos e amida III
dos espectros dos parasitos. Essas diferencas mostradas nos resultados foram suficientes para
identificar, caracterizar e diferenciar esses parasitos.

A espectroscopia FT - IR de parasitos estabelece possibilidades para novos estudos
sobre outras espécies de Leishmania e Trypanosoma e pode ser uma ferramenta promissora,
ndo s6 para identificar e classificar, mas também para servir como suporte para outros
métodos. Assim sendo, a espectroscopia FT - IR pode contribuir para minimizar os problemas
que ocorrem com 0s testes soroldgicos, pois costuma apresentar uma reagdo cruzada entre as
infecgOes causadas por esses parasitos.

Neste processo de identificacdo das espécies de Trypanosama e Leishmania por
espectroscopia FT - IR para utilizacdo em trabalho de rotina, entendemos que seja necessario
a criacdo de um banco de dados espectrais destes parasitos para possamos comparar para
identifica-los. Lembrando que esta técnica utiliza uma amostra de cada espécie para obter os
dados espectrais para que se torne possivel a comparagao.

Essa técnica € o primeiro passo para identificacdo de parasitos pertencentes & mesma
familia, 0 mesmo género. Além disso, pode se associar a nanotecnologia e tornar possivel a

aplicagdo em rotina laboratorial.
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ANEXO A: Artigo - Differentiation of Leishmania species by FT — IR spectroscopy
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ANEXO B: Artigo - Differentiation between Trypanosome genus (1. cruzi species) and
Leishmania genus (L. chagasi and L. braziliensis species) by FT-IR
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ANEXO C: Artigo - Development of methodology for identification of the 7. cruzi, T.
rangeli, and the L. chagasi species by FT — IR spectroscopy
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ANEXO D: Artigo - Amniotic membrane: An option for the treatment of induced injury of
the Achilles tendon in rats
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ANEXO E: Artigo - Analysis of serum by Fourier transform infrared Spectroscopy for
diagnosis of stress in athletes
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ANEXO F: Artigo — Isokinetic muscle performance and salivar immune-endocrine
responses in handball players by Fourier transform infrared spectroscopy
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ABSTRACT
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Objective: Evaluate isokinetic muscle performance of the hamstring and quadriceps muscles in male
handball players. as well as verify the effect of handball match on salivary cortisol and immunoglobulin
A by Fourier transform infrared spectroscopy.
Method: The isckinetic parameters evaluated were peak torgue, fatigue index, and hamstring/quadriceps
peak torque ratio. Saliva samples were collecred before and after a simulated handball match, as well as
after 2 h of recovery. Analysis of saliva by Fourier transform infrared spectroscopy was based on infrared
region of the pure substances (cortisol and human salivary cortisol and immunaglobulin A).
Results: Mo significant difference was found between the non-dominant and dominant lower limb
at 60 and 180¢/s, in extension and flexion for variables of peak torgue and fatigue index. The ham-
string/quadriceps ratio at 60 /s was lower than at 180%s. The main absorption bands of cortisol are
in the region (1180-955cm ') and human salivary cortisol and immunoglobulin A bands in the region
(1584-1489 cm-'). The saliva samples collected before and after match showed no significant difference.
The variation of cortisol per playing positions was positively correlated with session rate of perceived
exertion.
Conclusions: The handball players had good muscle performance of the lower limbs in the isokinetic
evaluation. The Fourier transform infrared spectroscopy analysis identified the main absorption bands
of cortisol and salivary cortisol and immunoglobulin A, as well as playing positions that demand higher
stress levels, through changes of bands related to salivary cortisol.

© 2016 Consejeria de Turismo y Deporte de la Junta de Andalucia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U.
This is anopen access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.orgflicenses{by-

nc-ndf4.0{).
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ANEXO G: Resumo - Differentiation of Leishmania by FTIR
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ANEXO H: Resumo - Biochemical differentiation between the trypanosoma cruzi and
leishmania amazonensis by FT - IR
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ANEXO I: Resumo - Band deconvolution analysis of infrared spectra of the saliva for
monitoring physiological stress in athletes
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ANEXO J: Resumo - Human amniotic membrane: An option to the treatment of Achilles

tendon induced tendinopathy
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Human amniotic membrane: An option to the treatment of Achilles tendon induced tendinopathy

Luciana Barres Sant’Anna, Mariana de Castro Nicodeme, Lio Rend das Newves, Josafa Carvalhe Aguiar, Flaviane de Sovza Brito, Isabelle Ferreira,
Leandra José Raniers, Paulo RoxoBarja and Emilia Angela Loschiave Arisawa
University of Paraiba Valley, Brazil

Human placenta at term which is usually discarded as medical waste has attracted much attention as a source of tissues and
stem/progenitor cells for research and potential clinical applications. The anti-inflammatory, anti-scarring and wound healing
properties of amniotic membrane (AM) could make her useful for development of new therapeutic approaches in regenerative
medicine and warrant studies of their effects in animal models of inflammatory and fibrotic pathologies. Biliary fibrosis and resultant
cirrhosis are among the most common outcome of chronic liver disease. Currently, liver transplantation remains the only effective
treatment. Here, we investigated if the intact hAM has the capacity to reduce a well-established liver fibrosis induced in rat by bile
duct ligation (BDL) model. After 2 weeks from BDL, the liver was covered with a fragment of hAM or left untreated. Six weeks later,
the fibrosis was first assessed by semi-quantitative scoring systems and by Cell Profiler digital image analysis to quantify the area
occupied by ductular reaction, activated myofibroblasts, collagen deposition and by transforming growth factor (TGF)-1, the main
profibrogenic factor in chronic liver disease. After 6 weeks of BDL, AM rats showed a significant reduction in the severity of fibrosis.
The amount of collagen deposition, the ductular reaction and the myofibroblasts were all reduced to about 50% of levels observed in
BDL rats. AM was able to markedly attenuated TGF-1 immunoexpression in liver. These findings suggest that hAM patching is usetul
for treating cholestatic fibrosis and the mechanism was partly by reduction in the TGF-lexpression.
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ANEXO L: Resumo - Differentiation of saliva collected in resting and in stress by FT-IR
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ANEXO M: Resumo - Differentiation of Trypanosoma species by FT - IR spectroscopy
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ANEXO N: Resumo - Parasites Characterization by FT - IR spectroscopy
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ANEXO O: Resumo — Label — Free Detection of Paracoccidioides Brasiliensis by Gold
Nanoparticles Using gp-43 Sequence
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ANEXO P: Resumo — Influence of oligonucleotide on the stability of gold nanoparticles
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