-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byﬁ CORE

provided by Repositério Institucional da Universidade de Aveiro

Nuno Pedro Moreira Captacéao de ferro por amastigotas de  Leishmania
Santarém infantum


https://core.ac.uk/display/15560985?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Nuno Pedro Moreira
Santarém

MK Universidade de Aveiro Departamento de Biologia
L= 2006 ~

Captagdo de ferro por amastigotas de Leishmania
infantum

Dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos
requisitos necessarios & obtencao do grau de Mestre em Microbiologia
Molecular, realizada sob a orientagdo cientifica da Prof. Doutora Ana Maria Luis
Ramos Tomas, Professora Associada do Instituto de Biomédicas Abel Salazar
e a Prof. Doutora Anabela Cordeiro-da-Silva, Professora Associada com
agregacéo do Departamento de Bioguimica da Faculdade de Farmécia da
Universidade do Porto

Texto Apoio financeiro do POCTI no
ambito do 1l Quadro Comunitério de UA-SD

Apoio:
POCTIESP/41082/2001 “lm ml “ Im u m I“ l“\

264855




O jdri

presidente

Doutora Maria da Conceicao Lopes Vieira dos Santos
Professor associado da Universidade de Aveiro

Doutor Vitor Manuel Vieira da Costa
Professor auxiliar do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar. da Universidade do
Porto

Doutora Ana Maria Ramos Tomas
Professora associada do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, da universidade do
Porto

Doutora Anabela Cordeiro da Silva
Professora associada da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto




agradecimentos

Agora a parte mais dificil os agradecimentos... Séo tantos que nem sei por
onde comegcar!! .

Obviamente comegamos por quem “permitiu” esta tese para com quem tenho
ja uma divida impagdvel, pois mesmo que devolva em trabalho e dedicacao
tudo gue me ofereceram nunca poderei pagar o facto de me terem ensinado a
andar no mundo da ciéncia. Por isso obrigado Doutoras Ana e Anabela.

Agradec¢o ainda a todos os que contribuiram directa ou indirectamente para
esta tese ao longo destes dois anos... Por uma questdo de respeito nio irei
dizer nomes pois correria o risco de me esquecer de alguém... No entanto
vocés sabem quem sio! Nao escondo de quem gosto e ao lado de quem me
da prazer trabalhar por isso muito obrigado a todos!

Dedico também esta tese a todos os meus amigos do ‘tasco” que me
mantiveram vive e socializante...

E agora para terminar gostaria de agradecer a um nivel mais pessoal ao Sr.
Santarém, a Sra. Margarida, Maria Angelina, Jorge, Familia Simdes, Pedro
Simdes e Ana Mota... Todos contribuiram a sua maneira dando-me a
estabilidade necessaria para levar esta tese a bom porto, por isso muito
ohrigado por serem como s3o...

OBRIGADO A TODOS...




palavras-chave

resumo
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O ferro é um elemento essencial para quase todos 0s organismos, a
Leishmania néo é excepc¢ao. Pouco é conhecido sobre o metabolismo do ferro
em Leishmania, especialmente no seu estadio intracelular, o amastigota. Por
isso foram estudadas quais as fontes de ferro utilizaveis pela forma
amastigota. Usando um meio pobre em ferro foi demonstrado que amastigotas
axénicos de Leishmania infantum sé@o capazes de adquirir ferro proveniente de
diferentes fontes como a hemoglobina, a hemina, ferro associado a quelantes
de baixo peso molecular e ferro i6nico. Pelo contréario a ferritina, a lactoferrina
e a transferrina ndo permitiram o crescimento parasitario. Foi também iniciado
o estudo dos mecanismos de captacdo de ferro associados as diferentes
fontes utilizaveis. Resultados preliminares sugerem a aquisicdo de ferro a
partir da hemina e da hemoglobina mediante receptores especificos ou entéo,
no caso do ferro i6nico e do ferro associado a nitrilotioacetato, mediante a
accéo de reductases



keywords

abstract
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Iron is an essential element for all living systems. Leishmania is no exception.
Litle is known about iron metabolism in Leishmania, especially in the
mammalian stage (the amastigote). For this reason we have started looking at
the process of iron aquisition in amastigotes. Using an iron poor media we
demonstrated that Leishmania infantum axenic amastigotes are able to acquire
iron from different iron sources like haemogoblin, hemin and elemental iron
either in the form of Fe** or Fe**. This suggests a significant flexibility in the
acquisition of this metal. In our assays neither ferritin, lactoferrin or transferrin
induced significant growth. At present we are dissecting the mechanism of iron
internalization from hemin and haemoglobin. Preliminary results suggest the
uptake through specific receptors. Concerning ionic iron or iron associated with
NTA our studies seam to indicate iron uptake through a reductase system.
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Introducéao

1. Generalidades

Em 1901 William Boog Leishman (Figura 1), um patiéta escocés, identificou
certos corpos ovais em esfregacos de um bago peswende um paciente que tinha
morrido dekala azar A doenca era caracterizada por debilidade gemodios febris,
anemia severa, atrofia muscular e esplenomegatianibio estes organismos descobertos
por Leishman foram identificados como tripanossomadependentemente, em 1903,
Charles Donovan descreveu-0s como novos organisikgacao entre estes organismos
e a patologia a eles associada foi efectuada pes Roe chamou aos organismos
Leishmania donovaniAssim, foi descoberto o génekeishmania(Organizacdo Mundial
da Saude - OMS).

Fig. 1 — W. Leishman and C. Donovan (Adaptado de tit://leishman.cent.gla.ac.uk/william.htm)

Desde entdo o génefceishmaniaé associado, & indugdo de um espectro de
doencas descritas como Leishmanioses ou Leishneaniddeishmaniose € caracterizada
por manifestacbes clinicas muito variadas, desdmragd cutdneas que se curam
espontaneamente a manifestagdes visceralizantésisnor

A leishmaniose ndo € uma infec¢céo recente, cagisad estdo descritos ao longo
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da histéria da humanidade. As referéncias maigamtassociadas com a leishmaniose
estdo impressas em tabuas de argila encontradbiblieca de Assurbanipal (Rei da
Assiria) datando do século quinto antes de Cristmtavelmente alguns desses textos
parecem ser transcricdes de outros textos esernittne 1500 e 2500 a.C. [1]. Dos séculos
subsequentes apenas se encontram referénciasdasotan a leishmaniose em textos de
médicos arabes e persas, entre 0s quais 0s maigeisosao de Avicenna, século 10 d.C.
O primeiro caso descrito por um meédico ocidenta| ficuito possivelmente, em 1824,
quando médicos britanicos referenciaram, em Jessardndia, casos de pacientes,
supostamente infectados com maléria, que ndo rdspona terapia com quinino [1].
No velho mundo, os indicios mais antigos de leigtias® foram encontradas em olaria
pré-Inca, com representacdes de lesdes cutaneafoemdcdes faciais associadas a
leishmaniose datando do primeiro século d.C. (Rige). Nos séculos da colonizacéo
espanhola das Américas aparece o termo de “LepmacBt para descrever as lesdes
desfigurantes associadas a leishmaniose. No VellnadMmédicos indianos utilizavam o
termo Sancritckkala azar(“Febre negra”) para uma doenca antiga mais talelgificada

como leishmaniose.

Fig. 2 — Comparacao entre olaria pré-inca represeahdo um rosto com os tracos tipicos de
leishmaniose (A) e um caso real de leishmaniose Balivia (B) (Adaptado de http://www.who.int)

Apenas no século XX, apos 1903, foram feitos avasgnificativos no estudo da
leishmaniose. Em 1920 foi identificado Rhlebotomus conhecido normalmente como
mosca da areia, como o vector de transmisséo decéxd. Foi também nos anos 20 que
foram utilizados pela primeira vez derivados denadnio no tratamento da leishmaniose
(ainda hoje séo utilizados). Actualmente o estualbeishmanian&o se limita ao combate

da leishmaniose pois o préprio organismd,edsshmania tem vindo a ser usada como
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modelo para estudos de biologia basica. A des@berincoras de GPI para proteinas de
membrana, a edi¢do trans do ARN e diversos estmme a divisdo dos linfocitos T em
duas subpopulacdes Thl e Th2 foram algumas daslietas importantes associadas a
estes organismos. Entretanto acredita-se que @rsgggao do genoma de espécies de
Leishmaniacomo aleishmaniamajor (2004), aLeishmania infantun{2005), estando
actualmente a decorrer a sequenciacdo Ldeshmania braziliensjstorne possivel
compreender ainda melhor estes organismos abrindasppara novas perspectivas de
combate a leishmaniose.

A leishmaniose continua um problema de salde gdagerito pela OMS como

uma doenga reemergente nao controlada.

2. Leishmania
2.1. Taxonomia

Os protozoarios da classe d&dnetoplastidea da qual faz parte o género
Leishmania(Tabela 1), sdo protozoarios ancestrais caraathyiz por possuirem uma
Unica mitocondria, no interior da qual o ADN mitadoial esta condensado numa zona
designada por cinetoplasto. Filogeneticamente e&cedcariotas mais antigos, juntamente
com a ordem doEuglenoideapossuindo apenas, como ja foi referido, uma mitdgan

funcional.

Tabela 1 — Classificacdo taxondmica do génete@ishmania

Reino Protista

Filo Euglenozoa
Classe Kinetoplastidea
Ordem Tripanosomatida
Geénero Leishmania

O modo de desenvolvimento do parasita dentro decto, ainda permite dividir o
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géneroLeishmaniaem dois subgéneros: O subgénémishmaniacujos parasitas sao
caracterizados por um desenvolvimento suprapilpr&comontante da juncdo entre o
intestino médio e o intestino superior, e 0 subgEndéanna em que ocorre um

crescimento peripilérico, desenvolvendo-se 0s asaguer no intestino inferior quer no

médio.

2.2. Biologia daleishmania

Leishmaniaé um parasita protozoario dimérfico que infectaioga vertebrados
como humanos, cées e roedores. O ciclo de vidangmsbros deste género envolve um
hospedeiro vertebrado e fémeas de dipteros hergafda familidPhlebotomidaegque
transmite o parasita entre 0os hospedeiros vertebra@®s flebotomideos, (Figura 3)
existem em areas de clima temperado, como acontecemaioria dos paises
mediterranicos, aparecendo apenas durante a egjaeéte, entre Maio e Outubro, uma
vez que preferem temperaturas entre 15 e 20 °@e@eres dd.eishmaniaséo distintos
no Novo e Velho-Mundo, flebotomideos do génektatzumyia e Phlebotumus

respectivamente.

Fig. 3 — (A) Mosca da areia fémea durante uma refgo, de notar as reduzidas dimensdes do insecto,
5-6 mm (Adaptado de Wikipedia). (B) Pormenor de umPhlebotumus sp.Fémea (Adaptado de
http://www.who.int).

A Leishmaniaé um organismo dimorfico podendo assumir durargewciclo de
vida duas formas principais: promastigota e a agwat As formas promastigotas (Figura

3A) sdo organismos flagelados, longos e fusiforjge medem 10 a 25 um de
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comprimento e que se multiplicam activamente poisdo binaria no intestino do vector.
No hospedeiro vertebrado o parasita transformaas®nmma amastigota (Figura 4B e C),
arredondada ou ovoide de 1,5 a 5 um que apresemtalgleo relativamente grande,
localizado excentricamente. Estas formas encons@mnos fagolisossomas dos
macrofagos de mamiferos infectados estando poadaotadas a temperatura corporal dos
hospedeiros e ao meio acido dos fagolisossomas.

Fig. 4 — Fotos de microscopia electrénica deeishmania major forma promastigota na superficie de
um macrofago (A), um macrofago com amastigotas a gerficie (B), e amastigota extracelular com
destaque para o flagelo vestigial (C) Adaptado ded®ertset al [2].

O ciclo de vida (Figura 5) comeca quando uma mdscareia fémea infectada se
alimenta num mamifero. A medida que a mosca dea asei alimenta, as formas
promastigotas do parasita entram no mamifero wédscide. Dentro do mamifero, as
formas promastigotas ligam-se aos macrofagos daséetlendriticas através de diversos
receptores celulares (receptor Fc, receptor panarese e factores do complemento, por
exemplo C3h A interacgcdo com o complemento permite a entdagarasita para o
interior da célula. O componente 3b do complemé&bBb) liga-se a superficie das formas
promastigotas, que sao consequentemente fagocitadanvolvidas num vacuolo
parasitéforo que se funde com o lisossoma (fagegdmma). Os parasitas sobrevivem aos
sistemas microbicidas intramacrofagicos (produtomdtabolismo do oxigénio, hidrolases
dos lisossomas, baixo pH e proteinas catiénicasheertem-se em formas amastigotas no
interior dos macrofagos. As formas amastigotas ipliglhm-se e por ruptura do
fagolisossoma infectam outros fagocitos mononueteak forma amastigota sobrevive no

ambiente acidico do fagolisossoma a um pH celutatimo dos 5,5 [3, 4].
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O hospedeiro infectado é picado por outra moscarei@ e os macréfagos com
parasitas sao recolhidos enquanto o insecto seerdlan As formas amastigotas dos
parasitas transformam-se em promastigotas dentnoodaa e apés 4 a 7 dias os parasitas
encontram-se na fase infectante — promastigotasacicBtos - prontos a serem

introduzidos noutro hospedeiro.

Estadios na mosca Estadios no mamifero

Promastigotas
A mnsca da areia alimenta-se sin fagocitados

(injecta promastigotas no hospedeirn) pelos macriafagos

P — —
v

—

No intestino da mosca, amastigotas
transformam-se em promastigotas

Promastigotas transformam-
se em amastigotas dentro dos
macrofagos

8.
e
& o
Ingestio da célula
parasitada

Amastigotas multiplicam-se
nas células de virios tecidos

\ (especialmente macrofagos)

Nova refeigSo sanguinea da
muosca (ingere macrdafagos
infectados com amastigotas)

Fig. 5 — Representagdo esquematica do ciclo de vida Leishmania adaptado do CDC Center for

Disease Contrgl

3. Aleishmaniose

3.1. A leishmaniose humana

A leishmaniose € considerada a segunda doencazpéoia mais importante do
mundo, sendo a sua incidéncia apenas mais baixajudo a malaria. Segundo a
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), as leishmasiede actualmente endémicas em

88 paises, em cinco continentes, afectando 12 esld@ pessoas e estando 350 milhdes
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em risco. Dos 1,5-2 milhdes de casos que ocorrenal@ente, apenas 600 000 sao

declarados oficialmente [5].

A leishmaniose esta presente no Homem sob trésafodistintas, com um largo

leque de manifestacdes clinicas (Figura 6):

Leishmaniose visceral (LV) também conhecida cdwala azar € a forma mais
severa desta doenga, a qual, se nédo tratada, tegraumde mortalidade de
quase 100 %. E caracterizada por surtos de falegulares, perda substancial
de peso, hepatoesplenomegalia e anemia. Noventeeptor dos novos casos
que surgem anualmente ocorrem em cinco paises:ld@sty, Brasil, india,
Nepal e Sudéo.

Leishmaniose mucocutanea (LMC), espundia produz lesdes que podem
levar a destruicdo das membranas mucosas do r@itm e garganta,
originando lesbes extensas e desfigurantes. Noyantaento do total dos
casos ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru.

Leishmaniose cutanea (LC) origina um grande narderdlceras na pele, em
zonas do corpo expostas tais como a cara, as pepgbracos, sendo fonte de
morbidez e deixando cicatrizes permanentes. Norgrgkna cura nesta forma
de leishmaniose € espontanea. Outro tipo de LGgriedo por leishmaniose
cutanea difusa (LCD), nunca cura espontaneamedtgusceptivel de recaidas
apos tratamento. As formas cutaneas de leishmas@seas mais comuns,
representando 50 a 75 % de todos os novos caswesntdopor cento do total

dos casos ocorre no Afeganistao, Brasil, Irdo, Pemrdbia Saudita e Siria.

Fig. 6 — Sinais clinicos associados &s diferentegrrhas de leishmaniose: hepatoesplenomegalia
associada a leishmaniose visceral (A); lesdes nasabsas associadas a leishmaniose mucocuténea (B) e
lesBes superficiais associadas a leishmaniose c#arfC) (Adaptado de http://www.who.int).
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Cerca de 21 das 30 espécies conhecidaketihmaniasdo patogénicas para o
Homem. Entre as espécies patogénicas incluem-de asmplexoLeishmania donovani
com trés espéciesishmania donovani, Leishmania infantueieishmania chagakias
do complexoLeishmania mexicanaom trés espécies principaise{shmania mexicana,
Leishmania amazonensesLeishmania venezuelengid eishmania tropica; Leishmania
major; Leishmania aethiopica& o subgénerd/iannia com quatro espécies principais
(Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensisshraania panamensis leeishmania
peruviang. As diferentes espécies sdo morfologicamentestimgjuiveis podendo ser
diferenciadas por analise genética ou imunoldgiBa.distribuicdo geogréfica da
leishmanios€Figura 7) esta limitada pela distribuicdo do gector, a mosca da areia.

Fig. 7 — Distribuicdio mundial da Leishmaniose (Adamdo de http://www.the-travel-
doctor.com/leishmaniasis.htm).

Em Portugal a variante da doenca que existe &lananiose visceral provocada
por L. infantum,comum a toda a bacia do mediterraneo. E mais freguen regies como
Tras-os-Montes, Beira Litoral, Algarve e na regi®s estuarios dos rios Sado e Tejo [6].

A incidéncia de leishmaniose a nivel mundial termdei a aumentar, sendo
caracterizada pela OMS como uma doenca emergeavieoca multiplos factores, entre os
quais a co-infecgcdo com o VIH, o aumento do trafegernacional, a dificuldade em
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controlar os vectores, os conflitos internacioraie desenvolvimento de resisténcias a
quimioterapia [5].

Relativamente a co-infeccdo com VIH é de realcar egte fenOmeno esta a alterar a
epidemiologia da doenca, trazendo a leishmanios®e avas areas geograficas. As duas
infecgcbes parecem existir numa perigosa sinergiagye em pessoas com VIH a
leishmaniose acelera o despoletar da SIDA (Sindrdenémunodeficiéncia Adquirida)
devido a um fendmeno de imunosupressdo cumulaftém disso, a relevancia
epidemioldgica de individuos assimptomaticos pantasl de leishmaniose foi amplificada
pois estes individuos mediante uma infec¢cdo por ,VHdpidamente adquirem
leishmaniose. Na Europa do sul, cerca de 70 % dlestos novos casos de leishmaniose

visceral estdo associados a co-infeccdo com VIH [7]

3.2. Um caso em particular: A leishmaniose canina

A leishmaniose no cadCénis familiarig foi descrita em 1908, na Tunisia, por
Nicole e Comte. Em Portugal, a doenca é conhe@dded1911 [6].

Em quase todos os paises onde a leishmaniosealibcenana € endémica existe,
pelo menos, uma espécie animal reservatéribeilshmania Segundo a OMS os cées sdo
o principal reservatorio de. infantum em paises da Europa do sul, do Médio Oriente, da
Asia e do norte de Africa e dle chagasi em paises da América central e do sul.

Os cédes sdo considerados importantes reservatbgidgishmaniapois sofrem
infecgBes cronicas pelo parasita. As suas lesd@e de uma maneira geral localizadas a
superficie e além disso sdo animais de contactarpodcom o homem. No Mediterraneo,
a presenca de cdes domésticos e vadios infectatdrsbai de uma forma significativa
para a manutencéo a longo prazo da leishmanioseraidiumana. A leishmaniose canina
constitui assim um problema médico veterinario mémo. Segundo estimativas recentes
cerca de 2.5 milhdes a 15 milhdes de cées podanieitctados nos paises do sudoeste
da Europa [8].

Em Portugal a leishmaniose visceral € endémicastitoimdo uma zoonose na qual

0 cao é o reservatoério principal.
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3.3. Diagnéstico da leishmaniose

“Demonstration of the parasite is considered thagtiostic criterion “per excellence”
and is a requisite for evaluation of treatment imyaf the parasitic diseases”

WHO - Control of leishmaniasis 1990, technical report

O diagnostico de leishmaniose € dificultado devadgrande variedade de sinais
clinicos altamente inespecificos. Na leishmaniosgdnea a resposta celular esta
exarcerbada e a humoral diminuida, ao contrarioqde acontece na visceral. A
leishmaniose mucocutanea, em termos de respositarcekta localizada entre ambas.
Assim, a escolha de uma técnica apropriada é fuent@aipara um diagndéstico preciso.
Um historial clinico sélido e a obtencdo de dadpsdemiolégicos sdo auxiliares
fundamentais para o processo de diagnostico.

A deteccédo de parasitas em esfegacos de tecidemeote da medula, do baco ou
dos ndédulos linfaticos permanece o método dispbniaés especifico para o diagndstico
da leishmaniose. O baco e a medula sdo superiorésraos de potencial de diagnostico,
relativamente aos nodulos linfaticos, porém obrigarealizacéo de biopsias invasivas. A
obtencédo de aspirados destes Orgaos para culte@addos parasitas, ndo € compativel
com o diagnostico de rotina e é impossivel de efecem individuos debilitados
(co-infeccdo com VIH) ou com perturbacbes hemato&®y porém, continua a ser o
meétodo mais sensivel.

Testes serologicos baseados na deteccdo de unusteesippumoral especifica sao
comummente utilizados. Durante a fase aguda daap®tece uma forte resposta humoral,
com marcada hipergamaglobulinémia e a presenca rdieogos antiparasitarios
especificos e ndo especificos como consequéncimdectivacao policlonal de células B.
As técnicas de diagndstico serologico detectamesemca de anticorpos especificos,
anti-Leishmania

Ao longo dos anos foi desenvolvida uma grande dgeate de técnicas seroldgicas.
Os métodos seroldgicos sdo procedimentos simpdesjnvasivos, particularmente Uteis

no diagnostico de LV, LMC, e LCD. No diagnésticolde ndo sdo muito indicados, pois
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apenas se estabelece uma resposta imunolégigacdoutinoral fraca.

Nas técnicas usadas, as imunoglobulinas detectiasobretudo da classe IgG,
pois sdo estas que estdo associadas a uma respostalaria. As imunoglobulinas da
classe IgM estdo associadas a uma resposta prip@aendo ser Uteis na deteccao de
processos subclinicos activos de eliminacdo dospparaA deteccdo de IgE estéd descrita
como um bom indicador de leishmaniose visceralacti

Entre os testes mais utilizados estdo a imunoftwerecia indirecta, o teste de
aglutinacéo directa (normalmente conhecido como DALISA e o rK39 “dipstick test”
(teste de campo serologico de referencia da OMS8)od estes testes serolégicos, a
excepc¢ao do ultimo, requerem pessoal e condic@slifjaultam o seu uso no campo. Os
testes seroldgicos sado obviamente faliveis poissdiypidade de um determinado teste ndo
reflecte um estado patologico mas sim contacto comgente infeccioso e resposta
humoral subsequente. E possivel os testes serofdg@manecerem positivos, por algum
tempo, apdls tratamento ou simplesmente ndo funeéonacomo é o caso de individuos
imunodeprimidos (co-infeccdo com HIV).

Mais recentemente o diagnostico molecular tem tid@ utilidade crescente na
deteccdo de leishmaniose, permitindo o acompanhantdws pacientes antes e apos
tratamento. Estas técnicas sao normalmente muigihass e altamente especificas, porém
nem sempre estao disponiveis para diagnosticotite.ro

Uma vez que o cao € considerado o principal reg®giga de
Leishmania constituindo uma fonte de transmissdo da doerma @s humanos,
nalguns paises, os cées considerados positivasvdatrde métodos parasitolégicos e
seroldgicos) sdo abatidos como medida de contxadChina e no Brasil onde se procedeu
a eliminacdo de cédes em areas endémicas, vergeauma diminuicdo da incidéncia da
doenca no homem [9, 10] No entanto, para além doesddos cdes oferecerem resisténcia
a esta pratica, a sua eficacia é questionavel,mBrasil ap6s uma diminuig&o inicial no
namero de casos, a incidéncia voltou a aumentdr [10

E necessario um método de diagndstico rapido éspree leishmaniose, de modo
a prevenir a transmissao e a iniciar o tratamenioacs rapidamente possivel, evitando

medidas drasticas de controlo.
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3.4. Tratamento da leishmaniose

A leishmaniose, nomeadamente a sua variante giséeinvariavelmente mortal se
nao for tratada. Durante muito tempo o tratameattetshmaniose foi baseado no uso de
derivados de antiménio pentavalentes tais como atoBam ou o Glucantime
administrados por via intramuscular ou intradernmdc@ante um més. Descoberto ha 6
décadas o Pentostam (Stibogluconato de sédio) peaacomo o tratamento de primeira
linha para a leishmaniose apesar da sua cardialagie em alguns pacientes. Embora seja
ainda eficaz na maior parte dos paises endémioas,eficiéncias de cura de 95%, tém
surgido resisténcias. Em Bihar no norte da Indiagtexum fenémeno de resisténcia que
atinge 65% dos casos registados. Drogas de seduntidacomo Anfotericina B e o
Miltefosine estdo também disponiveis comercialmgmeem possuem também problemas
relacionados com a toxicidade, alto preco ou difi@de de administragéo.

Actualmente a droga mais promissora talvez séfaramomicina, um antibiético
com actividade antieishmania Estudos preliminares no Quénia [11] e na indi2] [1
demonstraram a sua efectividade.

Relativamente a vacinas, em geral as vacinas ueeipg geracao, por muito
promissoras que tenham sido os testes em modelogmiancomo o ratinho e o céo,
tiveram resultados desapontantes no Homem. Asgsp@anca recai sobre as vacinas de
segunda geracao (moléculas recombinantes, vacomasooganismos atenuados, vacinas
de DNA...). Esta segunda geracdo esta ainda em d#genento. Assim, ndo existe de
momento qualquer vacina contra a leishmaniose aa/adante humana. Na sua variante
canina existe uma vacina desenvolvida no BrasishmungFigura 8) que passou a fase

de testes, porém néo é de aceitacdo geral, ndo sehcada para a leishmaniose humana.

Fig. 8 —Leishmune,a 12 vacina comercial contra a leishmaniose canina
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3.5. Importancia do estudo dd_eishmaniano combate a leishmaniose

O desenvolvimento de terapias/vacinas surge erd&w awum objectivo a longo
prazo no combate a leishmaniose. Acredita-se quomloecimento profundo da biologia do
parasita permitird encontrar novas alternativaap@uticas bem como o desenvolvimento
de uma possivel vacina.

Neste ambito o estudo da captacdo do ferro pelsipa surge naturalmente como
um alvo interessante pois o ferro € um elementeness para o crescimento de quase
todos os microorganismos eLaishmaniando é excepgdo. A capacidade de adquirir o
ferro por um organismo patogénico é um passo chavdesenvolvimento de qualquer
infeccdo porque um organismo que nao cresce oucrpsee com dificuldade é mais
facilmente eliminado pelas defesas naturais do dump. Assim, uma eficiente
acquisicao de ferro sera provavelmente um dosipeigdeterminantes da patogenicidade
de qualquer microorganismo. Neste sentido, o comtegto adquirido pelo estudo do
metabolismo do ferro peldeishmania,nomeadamente na sua forma intracelular, a
amastigota, podera servir de base a novas aboslagepéuticas/vacinas no combate a

leishmaniose.

4. O ferro
4.1. Generalidades

7

O ferro € um metal de transi¢cdo, pertencente apogBB da tabela periddica
(Figura 8). O ferro € o elemento final da nucletesie estrelar, sendo por isso muito
estavel, € o elemento mais pesado que nao redoemacdo de uma supernova ou outro
evento cataclismico para se formar. E portanto @ elementos mais abundantes do
Universo. Alguns modelos cosmolégicos com um usiwemberto prevéem que,
eventualmente, como resultado da lenta fusdo éacfise todo o material estrelar tudo

terminara em ferro.
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Fig. 9 1- Tabela periddica.

Na Terra o ferro é o segundo elemento mais abtedarsuperficie perfaz cerca de
5 % da crusta terrestre sendo o quinto elements omanum. E encontrado normalmente
na forma de 6xidos ou entédo associado a metais edmematite, a taconite e a magnetite,
porém, em virtude de ser um dos metais menos veact possivel encontrar ferro puro
na Natureza. Como todos os metais de transicéy® jossui caracteristicas redox muito
especificas, assume quatro estados de oxidacéd®,+2,+6, sendo o estado +3 0 mais
comummente encontrado em virtude da nossa atmastetante. No entanto nem sempre
foi assim. A atmosfera primitiva da Terra era myswvavelmente redutora e o ferro
existia livremente na forma Fe Este facto é provado pela existéncia de bandasafé
caracteristicas (Figura 10) em sedimentos marichos mais de 2,5 milhdes de anos. S6
com o aumento da concentracdo den@ atmosfera e a passagem de uma atmosfera
redutora a uma oxidante é que se passou a tet’ @étao o estado de oxidacdo normal do
ferro.
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Fig. 10 — BIF ou “Banded Iron Formations” sdo formades caracteristicas encontradas em sedimentos
marinhos com 1,8 a 2,5 hilides de anos. As BIF s&sultantes da precipitacéo do ferro livre por accé
do oxigénio produzido pelos primeiros organismos fossintéticos.

Como resultado da passagem de uma atmosfera radogoa uma oxidante, a
biodisponibilidade do ferro foi completamente at&. A pH 7 o produto de solubilidade
para o Fe(OH)é 10°*M, sendo a concentracéo tedrica de ferro biodisgbmie 10''M.

No entanto ha que ter em conta a formacdo de caoglaqua/hidroxo férricos que
contribuem para que a solubilidade real seja unt@onais elevada, na ordem dos i)
ainda assim muito inferior aos i@ requerida pela maior parte dos organismos [18jaP
resolver este problema o0s organismos desenvolvienammeros processos para solubilizar
o ferro, associando-o a proteinas (nos organisoEerigres existe uma proteina altamente
conservada, a transferrina, que € utilizada papsaca ferro extracelular) ou a outros
guelantes, como pequenos péptidos com grande admigara o ferro e derivados de

ésteres, colectivamente conhecidos como sideréforos
4.2. Importancia biolégica do ferro

Devido as suas caracteristicas Unicas, diferestasi@s de oxidacdo e ubiquidade,
o ferro € um cofactor essencial de inUmeras enzipiggEromos, catalases, peroxidases,
proteinas com centros de ferro-enxofre, oxigenasexlas as nitrogenases, estando por
isso envolvido numa miriade de processos biologmmsmo metabolismo de energia,
transporte de oxigénio, sintese de ADN e ARN eeataxificacdo de oxidantes, para citar
apenas os mais importantes. No entanto, apesagulpapel essencial o ferro elemental
cataliza a formacao de espécies reactivas de agigenreaccao de Fenton (Figura 11). O

radical hidroxilo formado é altamente reactivo éepoialmente toxico danificando o ADN
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e peroxidando membranas biolégicas. O potenciaicaéxdo radical hidroxilo é
demonstrado pelo facto de ser utilizado pelos fildg®aos organismos superiores como

elemento microbicida.

Fe** + H,0, — Fe** + HO + HOr

Fig. 11 — Reacgao de Fenton, com a formacgéo de espse reactivas de oxigénio.

Assim, todos o0s organismos, especialmente os argaoismos, terdo de lidar com
o ferro tendo em conta o seu caracter ambivalaste, &€, terdo de satisfazer as suas
necessidades nutricionais, minimizando no entasitef@itos toxicos resultantes dos danos
oxidativos.

A importancia do ferro é tal que, de todos os wWm@aairientes comummente
utilizados pelos organismos como o carbono, o azofdsforo, o enxofre, o potassio, 0
magnésio, o calcio, o sddio e o ferro, € 0 Unida cestricdo é utilizada como mecanismo
de defesa pelos organismos superiores em casdeatgdn, limitando a ja de si restrita
pool de ferro existente. Essa limitacdo ocorrevasala diminuicdo da sua libertacdo das
células ou por associacao a proteinas de armazat@m@a@mo a ferritina [14]. Por esta
razdo, um sintoma comum a muitas infec¢fes € uemraiarlatente. J4& em 1875 Troesseau
alertava os estudantes de medicina em Paris pgeriges de tratar a anemia resultante da
tuberculose com ferro. S&o inUmeros os trabalhogjeense demonstra uma viruléncia
aumentada por suplementacdo de ferro durante umeacé® num modelo animal,
Aeromonasspp., Clostridium spp., Corynebacteriumspp., Escherichia coli Klebsiella
spp., &almonellaspp.,Listeria spp.,Neisseriaspp.,Pasteurellaspp.,Pseudomonaspp.,
Staphylococcuspp., Vibrio spp., Yersiniaspp. Mycobacterium aviunme Mycobacterium
tuberculosig15].

Podemos entédo considerar que a capacidade de waong@&nismo patogenico de
captar o ferro serd, por si s6, um factor de virci determinante para a instalacdo de uma
infeccao.
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4.3. Fontes de ferro disponiveis para microorganisos patogénicos

Nos humanos e noutros vertebrados o ferro provenaandieta € assimilado pelas
células da mucosa intestinal, passando para antersanguinea. Na corrente sanguinea o
ferro é transportado associado a uma glicoproteaitransferrina (Figura 12 A), até chegar
aos tecidos onde é necessério. A familia das #aiss nos vertebrados € composta por
trés classes principais, a transferrina, encontesxdluidos extracelulares, a lactoferrina,
encontrada principalmente em mucosas e em certal@&omo os neutrofilos, e a
ovotransferrina, (anteriormente designada por ¢womaina), que se encontra
essencialmente nos ovos. As trés tém estruturaslisamies, sdo glicoproteinas de peso
molecular de cerca de 80 kDa, possuindo dois latmikgacdo ao ferro. A sua constante
de ligagéo ao ferro é da ordem d6*d10Um facto curioso a mencionar é que a transferrina
circulante nunca esta saturada, estando apta ar aqamlquer excesso de ferro repentino
que possa surgir de modo a assegurar que ndo redlifee em circulacdo. Além da
transferrina outra fonte possivel de ferro € a rgdolna (Figura 12 B). Esta proteina
associada ao transporte do oxigénio, existe na®@tos em grande quantidade, mas néo
existe livre, apresentando-se apenas acessivelanteda destruicdo dos eritrocitos. A
hemoglobina é um tetramero composto por duas sdadesoa e duasp ligadas néo
covalentemente. Cada unidade possui cerca de 16 s@wo o peso molecular da
hemoglobina na ordem dos 60 kDa. Cada uma dasdasesubunidades esta associada a
um grupo heme. No ambiente proteico da hemoglobirfarro do grupo heme pode
assumir o estado de oxidacdo dé'Fei Fé". E de realcar que a hemoglobina com*Fe
(ferrihemoglobina ou metahemoglobina) n&o possumididde para o oxigénio. A
mioglobina é uma proteina, semelhante as estrutnca®meéricas da hemoglobina. Esta
envolvida no armazenamento de oxigénio, sendo tambga possivel fonte de ferro. No
entanto a sua expressao a nivel do organismo ® nmfigrior a hemoglobina, existindo
essencialmente como armazém intracelular de oxigémbmeadamente a nivel dos
musculos.

A degradacao dos eritrécitos velhos ocorre ao nikelfigado e do baco por
intremédio de células fagdcitarias especializadss, macréfagos. A degradacdo da
hemoglobina origina outra fonte de ferro, o grupmb, que existe associado a inUmeras

proteinas.
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Fig. 12 — Representacdo esquematica das principaisntes de ferro no Homem, transferrina A,
hemoglobina B e ferritina C . Imagens disponiveismProtein Data Base (PDB)

Finalmente, a ferritina (Figura 12 C), a principabteina de armazenamento de
ferro a nivel dos tecidos, é outro alvo possivadmeadamente para patogénios
intracelulares. A ferritina, com um peso molecularordem dos 500 kDa é composta por
24 sub-unidades proteicas podendo acomodar mal®@fe atomos de ferro, sob a forma
de F&". Esta proteina tem o seu equivalente funcionafitoferrina das plantas e na
bacterioferritina de fungos e bactérias.

Assim, o Homem adulto possui cerca de 3,7 g d®,f&5 g (67%) encontra-se
associado a hemoglobina, cerca de 1 g esta arntze@aferritina (27%) e o restante

cerca de 0,2 g (6%), esta associado transienteradraasferrina e a outras proteinas.

4.4.Principais mecanismos de captura de ferro por microrganismos.

Microorganismos como fungos e bactérias desensatvestratégias variadas para
sequestrar o ferro do meio ambiente/hospedeird §15-

A utilizacdo de siderdferos, moléculas de baixsopmolecular com alta afinidade
para o F&, derivados de compostos como a ornitina (entetitadc lisina (aerobactina),
acido salicilico (micobactina) e do citrato (conxaleas), € uma das mais disseminadas
estratégias para capturar ferro. Estes composiogatem com as proteinas do hospedeiro
encarregadas do transporte e armazenamento doRexeptores especificos da superficie
do microorganismo permitem captar o ferro e recicasiderdfero. Esta € uma das
estratégias usadas por microorganismos patogéoacns Escherichia coliPseudomonas
aeruginosa Salmonellaspp.,Klebsiella pneumonigeCitrobacter spp.,Candida albicans
entre outros. Alguns fungos desenvolveram tambéapacidade de utilizar sideréferos de
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outros organismos. Um exemplo paradigméatico despaacidade € &hizopusspp. capaz
de utilizar o desferal (siderofero bacteriano) cofonte de ferro. Outros organismos
utilizam as proteinas e outras moléculas do hosepara préoprio proveito, por exemplo
aE. coli possui receptores para captar o heme livre, etguaeaNeisseria gonorrhoeae
o Haemophilus influenzae Vibrio choleraee o Campylobacter jejunsdo capazes de
captar a hemoglobina. A captacdo de grupo hemefjaia esta, por vezes, associada a
secrecdo de hemolisinas, capazes de lisar oscgos@romovendo assim a libertacédo de
heme/hemoglobina. Mecanismos deste tipo estéo itssg@araE. coli, V. cholarae,
Plasmodium sppentre outros. GCorynebacterium diphtheriaapresenta uma estratégia
ligeiramente diferente sendo capaz de subtraimm @0 grupo heme por acgcdo de uma
heme-oxigenase que degrada o grupo heme libertarfelmo. Obviamente a transferrina,
sendo a principal forma de ferro na corrente saregyié um alvo apetecivel, e bactérias
comoNeisseriaspp,Haemophiluspp eV. choleragpossuem receptores de superficie que
ligam especificamente a holotranferrina (transferrcarregada) ou a hololactoferrina.
Alguns destes receptores sédo capazes de distagyfiirmas carregadas (holo) das formas
nao carregadas (apo), tal como foi também despetaNeisseria spge Trypanosoma
brucei. Nestes casos 0 processo de captacdo € mediadeeqaptores distintos para
lactoferrina e a transferrina, ndo tendo sido ifieatio um receptor capaz de reconhecer
ambas as proteinas. Outro método de aquisicdaidodemum € a utilizagdo de proteases
que clivam as proteinas do hospedeiro libertanderm tal como esta descrito para
Bacillus subtilis[19]. Listeria monocytogened®. aeruginosa Bifidobacterium bifidus
Streptococcus mitis, Saccharomyces cerevigige coli séo capazes de reduzir o ferro da
sua forma férrica (lll) a sua forma ferrosa (llagas a accdo de reductases de superficie
associadas a membrana citoplasmatica, libertarfdo@ da lactoferrina a da transferrina,
o qual é de seguida transportado através da mealp@ntransportadores ABC (“ATP
Binding Cassete”). Estes transportadores ABC faparte de uma familia conservada de
transportadores existentes em todos os organissaosnormalmente proteinas integrais de
membranares associadas ao transporte activo deplasilisubstancias (ides, lipidos,
drogas, polipéptidos).

Em virtude da importancia do ferro, a evolugéo daie organismos com mais do
gque um sistema de captacdo do ferro, conferind®-dssim uma grande flexibilidade

nutricional, ndo os tornado dependentes de umaaldiuiote de ferro. Por exemplo,
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Neisseria meningitidigem receptores de superficie separados que ligansferrina,
lactoferrina, hemina e hemoglobina.

4.5. A captacao do ferro peld_eishmania

A primeira evidéncia da importancia do ferro écté daLeishmaniacultivada em
laboratério utilizando meio complexos ou definidogscer em meios suplementados com
sangue, hemina, hemoglobina ou soro bovino feaF)$20]. A inclusdo da hemina, ou
outra fonte de protoporfirina IX, nos meios € umgsuposto essencial pois estes parasitas,
bem como todos os tripanossomatideos, sdo incapaz&stetizar o grupo heme devido a
falta de enzimas necessérias para a sintese dodanptotoporfirina IX [21]. A via
biossintética da sintese do grupo heme nos euasista representada esquematicamente
na figura 13. Em 2002 estudos de complementacaétiganemL. amazonensjs[22],
indicam que muito provavelmente cinco das enzimasleidas na via biossintética estéo
ausentes (Figura 13). No entanto, trabalhos anésriadicam que a enzima ALA sintetase
é funcional emL. donovani[23, 24], eT. cruzi[25]. Apenas a ferroquelatase, Ultima
enzima da via, que promove a incorporacdo do feoranel de protoporfirina IX parece

encontrar-se activa em todos os tripanossomat{@2e25].
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Fig. 13 — Via biossintética do grupo heme em eucatas. Realgadas a vermelho estdo as enzimas em
falta nos tripanossomatideos [22], a azul estd a IFequelatase, enzima presente nos
tripanossomatideos.
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Todos os trabalhos realizados émishmaniasobre a captagcédo de ferro incidem
sobre a forma promastigota. Formas promastigotds deagasisdo capazes de utilizar a
transferrina, a lactoferrina e a hemina como fortesferro [26]. A transferrina e a
lactoferrina foram alvo de véarios trabalhos [26;28}istindo indicios da existéncia de
receptores especificos. Uma hipotética protein@0dkDa chegou a ser descrita como o
possivel receptor da transferrina [28]. Porém,destisubsequentes revelaram interacdes
inespecificas com outras proteinas, como a albynmsmlacando em causa a possibilidade
de efectivamente se tratar de um receptor espedi#@]. Em 2002 foi proposto, em
L. chagasi um mecanismo de captacdo do ferro, provenientdraiasferrina e da
lactoferrina, mediante a accéo de elementos reskitddeste caso o modelo proposto
assumia a existéncia de reductases que facilitaxianternalizacao do ferro proveniente da
transferrina e da lactoferrina por intermédio deawento de reducdo que libertaria o ferro
da proteina [29]. Em 1988 foi caracterizado biogo@#mente um possivel receptor de
superficie para o grupo heme e outras protopoafirif80], um bom indicador sobre a
possivel utilizacdo de hemina como fonte de ferdiemoglobina, outra fonte de ferro
fisioldgica pode ser, tal como a hemina, utilizpgéos parasitas como fonte de ferro [31].
Conforme descrito para. donovania captacédo do ferro a partir da hemoglobina ocorre
através de receptores especificos envolvidos ednfenos de endocitose, com posterior
degradacdo intracelular da hemoglobina. O receptssta espécie ja foi isolado e
caracterizado [32, 33]. Outro processo para aptavei ferro presente na hemoglobina
podera consistir na degradacdo da hemoglobina nted@aaccao proteases extracelulares
gue processariam a hemoglobina libertando o heoeeseria depois utilizado como fonte
de ferro. S6 a titulo de exemplo foi descrita ¢aida recentemente em amazonensisma
protease serinica excretada que tem como um degratds a hemoglobina [34].

Como ja foi referido ndo foi feito nenhum trabalbkignificativo com a forma
amastigota do parasita, provavelmente porque asraslaxénicas deeishmaniasdo de
dificil manuseamento e manutencdo ao contrario de ge passa com a forma
promastigota. O estudo da captacdo do ferro petaaf@mastigota assume, porém, um
interesse acrescido pois é a forma existente raontdos hospedeiros vertebrados, logo o
alvo preferencial de abordagens terapéuticas. Andorpromastigota, que existe
essencialmente no insecto, tem como principaiseforde ferro as resultantes das

alimentacbes sanguineas do insecto, nomeadamentansferrina, a lactoferrina, e
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péptidos resultantes da degradacdo da hemoglobsariirécitos. E na forma amastigota?
A primeira grande diferenca para a forma promattigsta no facto d@ vivo, existir no

interior dos fagolisossomas dos macrofagos. Este fzbviamente condicionara as fontes
de ferro do parasita. Assim as questdes que santopertinentes responder com este
estudo séo: utilizardo as formas amastigotas asnasefontes de ferro que as descritas
para as formas promastigotas? Como serd feita tagéapde ferro por este estadio do

parasita?
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Material e métodos

1. Culturas e manutencao dos parasitas

As formas amastigotas deeishmania infantum(MHOM/MA/67/ITMAP-263)
crescem em meio MAA constituido por: meio 199 Hpgamado com 25 mM de HEPES, 4
mM de NaHCQ e suplementado com 14 mM de glucose, 5 g/ml géeotraseina de soja,
0.2 uM de Glutamina, 12uM de Hemina e 20% de soro bovino fetal previamente
inactivado a 56°C durante 30 minutos. As amastigimicam mantidas indefinidamente em
cultura através de repicagens a cada 5 dias partiedum inoculo inicial de 1x20

parasitas/mL.

2. Contagens

O método para determinar o crescimento parasiféripor contagem directa dos
parasitas. Por cada contagem individual sédo resr&DulL de cultura e diluidos num
volume variavel de PBS contendo 0,25% gluteraldeddcimara de Neubauer € carregada
com 12,5uL, ficando em repouso durante 2 minutos para sedaneos parasitas. De
seguida a camara € colocada num microscépio Optipcocedendo-se a contagem dos
parasitas com uma ampliacdo de 400x. Este foi @epimento geral para todas as

contagens nos diferentes ensaios.

3. Incorporacéo de ferro na transferrina e na lactoferina

A transferrina e a lactoferrina foram carregadadatoratorio. A transferrina e a
lactoferrina podem ser transformadas na sua fowt@ barregada com ferro, mediante o
procedimento experimental abaixo descrito. A tramsfa e a lactoferrina tem maior
afinidade para o ferro a pH alcalino, assim o gameento deve ser feito em tampéao

carbonato em virtude do efeito sinergistico quec@tronato tem sobre a ligacdo de ferro a
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proteina. O nitrilotioacetato, NTA, € um quelante ldaixo peso molecular que vai
funcionar de dador de #ea transferrina. A sua presenca num grande excesso
relativamente ao ferro 5:1, assegura que todoro fan solucdo passa para a forma de
FE*-NTA. O precedimento seguido foi o seguinte: Befi quelatado ao NTA na
propor¢do molar de 1:5 em tampéao carbonato (0,1HVBj6). O complexo Fe-NTA foi
incubado durante a noite 4°C na propor¢ao moldr.2lem tampéao carbonato. De seguida
a proteina foi concentrada, utilizando o sistemati@eep 30 da Amicon, e quantificada
pelo método de Lowry. A percentagem de saturacidefi@rminada pela relacéo entre a
absorvancia a 465 e 280 nm. Percentagens de sadweigna dos 80 % eram normalmente
obtidas. Este foi o procedimento geral para carreag&gansferrina e a lactoferrina nas

diferentes experiéncias.

4. Ensaios de crescimento

Para todos os testes que envolviam curvas de grestm parasitario o
procedimento geral foi o seguinte: um inoculo mice parasitas estacionarios de $x10
amastigotas foi colocado a crescer em 5 mL de Fgieer ponto 7.) complementado com
os componentes definidos nos diferentes ensaigsH @os meios com base em Fi foi
acertado para 6,4 e o meio esterilizado pela pessgmpr um filtro de 0,2um. O
crescimento parasitario foi controlado atravésatgagens diarias, em triplicado, como foi

acima descrito.

5. Determinacao de viabilidades celulares por citomeia

A viabilidade celular pode ser determinada porneétria de fluxo mediante a
incorporacao pelas células de uma sonda fluoresceniodeto de propideo. Este € um
agente intercalante do DNA, semelhante ao brometetideo utilizado para corar géis de
agarose convencionais, no entanto, o facto de latagédo serem permedveis a este
composto torna possivel a sua utilizagdo em enskiogabilidade. Apenas células que

tenham a sua integridade membranar comprometida &&p incorporar este composto. O
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citobmetro vai detectar a fluorescéncia no intedas células permitindo determinar a
percentagem de viabilidade.

Parasitas na concentracdo de Skxh0Q foram colocados a crescer em MAA na
presenca dos diferentes compostos utilizados nesaia DTT, dinitrosulfonato de
potéssio, 2-2’-dipiridil. A gama de concentracdessetempos de incubacdo foram os
utilizados nos ensaios envolvendo esses compdspds. os tempos de incubacédo, 1%X10
células foram ressuspensas em MAA e analisadositdmeiro. ApOs seleccdo da
populacdo de amastigotas esta foi analisada tencensovido as células que incorporaram
iodeto de propideo. Como controlo utilizaram-seapigas a crescer em MAA20 cuja
viabilidade estimada ronda os 88%.

6. Quantificacao do ferro no SBF

A quantidade de ferro no soro foi determinada d@spaometricamente utilizando
Ferene. Neste ensaio todo o ferro € reduzido dosuoe ferrosa na presenca de acido
ascorbico. O ferro ferroso forma um complexo apmh® Ferene cuja presenca pode ser
detectada espectrofotometricamente. O procedimdotoo fornecido pela ABX

Diagnostics para determinacao quantitativeitro do ferro no soro.

7. Desenvolvimento do meio alternativo de crescimentios parasitas

Durante este trabalho foi desenvolvido um meior@dtévo que permitisse o
crescimento dos amastigotas de um modo dependentadigdo de fontes de ferro
exdgenas. Esse meio designado por Fi € compostogiorl99 H tamponado com 25 mM
de HEPES, 4 mM de NaHGCe suplementado com 14 mM de glucose, 5 g/ml de
triptocaseina de soja, 0iM de Glutamina, 5 mg/mL de Protoporfirina IX e 20%é
elementos do soro bovino fetal (previamente inadiy, com tamanho inferior a 30 kDa.
De seguida o pH foi acertado para 6,4 e o meioikzaelo por passagem por um filtro de
0,2pm.

A separacdo do SBF foi feita por ultrafiltracadizséindo o sistema Centriprep 30
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da Amicon. A fraccao inferior do soro recuperadésafiitracéo foi esterilizada num filtro
de 0,2um e congelada a -20° até utilizagdo.

8. Controlo do pH de uma cultura de amastigotas

A necessidade de controlar do pH de uma culturboago do tempo surgiu em
virtude da existéncia de certas fontes de ferro sficeafectadas pelo pH do meio. Mais
concretamente a transferrina que perde a afinidadeo ferro a pH acidico.

Um inoculo inicial de parasitas estacionarios d&0&xamastigotas foi colocado a
crescer em 5 mL de MAA20. O pH do meio foi veriica diariamente, num
potenciomentro. Para isso os parasitas foram @agdidos 3000g durante 10 minutos e 4
mL do sobrenadante foram utilizados na determinai@@H. O sobrenadante foi de

seguida esterilizado pela passagem por um filtrd,2gm e adicionado a cultura.

9. Reducao do Ferrocianato por accao de redutores eidantes

O ferrocianato de potassio é um composto que naf@uaa oxidada absorve
caracteristicamente a 420 nm. Na sua forma reduwéidaPara verificar este facto e testar
o efeito do meio no estado de oxidacdo do ferrocraalizou-se uma experiéncia
utilizando um redutor (Ascorbato) ou um oxidant@n(Posulfonato de potassio).

O ensaio foi realizado em triplicado em placa®@eoc¢os num volume final de
200uL de MAA. Ao MAA foi adicionado 1 mM de ferrociantea presenca de: 1 mM de
dinitrossulfunato de potassio; 1 mM de ascorbatmM de ascorbato seguido de 1 mM de
dinitrossulfonato de potassio (adicionado apos hserés de incubag¢do). Como controlos
da oxidacédo e reducao intrinseca do meio foi adédo a meio sem ferrocianto 1 mM de
ascorbato ou 1 mM de dinitrossulfonato de potag§ids 6 horas de incubacdo a 37°C a
placa foi lida num leitor de placas a 420 nm. Caitwacao inicial foi lido uma placa com
todas as situacdes experimentais descritas pa@ofian como tempo zero e permitir

calcular a variagéo da absorvancia.
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10.Reducgéo do ferrocianato por acgdo de amastigotapeomastigotas

Uma vez que o ferrocianato poderia ser reduzidoxidado mediante eventos
redox procuramos detectar actividade redutora est@eaos amastigotas.

Amastigotas estacionarios com quatro dias e progeass estacionarios com 6
dias foram centrifugados a 3000g durante 10 minetasssuspensos em 10 mL de MAA.
Este processo foi repetido mais uma vez sendo letpee parasitas ressuspenso em 1
mL. Os parasitas foram contados de seguida. Emaplde 96 pocos, utilizando suspensdes
8x10 parasitas/mL num volume final de 200 de MAA, foi adicionado aos parasitas 1
mM de ferrocianato. Como controlos foram colocadagsitas s6 em meio de modo a
verificar se a sua actividade levava a producasutestancias que interferissem com a
leitura; meio sem parasitas contendo 1 mM de feanato, de modo a verificar a alteracéo
espontanea na absorgéo a 420 provocada pelo nigialmente uma situagcdo contendo
apenas meio de modo a verificar se o efeito da-@xittacdo do meio teria influéncia na
experiéncia. Apos 6 horas de incubacédo a 37°Cul5@0e cada poco foi centrifugado a
3000g durantel0 minutos e o sobrenadante colocana placa nova que foi lida num
leitor de placas a 420 nm. Como situacao inicialifl®@ uma placa com todas as situagdes
experimentais descritas mas sem parasitas paraof@anccomo tempo zero e permitir

calcular a variagéo da absorvancia.

11.Experiéncias com F&°

O ferro existe na forma de varios isopotos essav@guns deles como oFe o
Fe® sd3o0 comummente utilizados na investigacéo cieatédim virtude de a radiacéo por
eles limitada poder ser detectada mediante aagéda de aparelhos como contadores de
scintilacdo. O F& é menos sensivel do que oFem virtude de libertar uma radiacdo
mais fraca, essencialmente radiacdo beta, porépnesanca do cocktail de cintilacdo, os
atomos de flaor contidos no cocktail vao ser excisapela radiacéo beta, o atomo de fldor
ao regressarem ao seu estado basal libertam lumsepdedetectavel pelo detector do
aparelho de cintilacdo. Este processo resulta eémfia de contagem baixas pois nem

toda a radiacdo emitida pelo°Feai encontrar um atomo de fl(ior, nem toda a luitiden
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pelo flior vai encontrar o detector. Neste processume grande importancia a lise das
células antes da leitura pois detritos celulareso Jaterferir na leitura ao

aborverem/desviarem a radiacdo emitida pefd &a luz emitida pelo fluor.

Notas referentes aos ensaios conm:Fe

A) Todos os ensaios com*®doram realizados com amastigotas estacionarios com
quatro dias de cultura. Apos lavagem em MAA e agarta 0s parasitas foram utilizados
nos diferentes ensaios.

B) A leitura dos resultados foi efectuada num ctotdeta, apos lise dos parasitas
com 1 M NaOH e adicdo de 5 mL de liquido de cigéitaseguida de vortexizacao.

12. Captacdo de F& por amastigotas a 4°C e a 37°C

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®é@xHJ amastigotas/mL (ver
A), num volume final de 25QL de MAA, foram incubadas com 0,74V de F&>NTA
(complexado nas mesmas condi¢cdes que as des@r@a® garregamento da transferrina,
considerando-se que todo o°¥@i; adicionado vai estar sobre a forma d&>RETA)
durante 3 horas a 4°C ou a 37°C. Apoés a incubasdparasitas foram recuperados e
centrifugados a 3000g durante 10 minutos, esteepsucfoi repetido mais trés vezes
sempre com remocao do sobrenadante e ressuspentidelldt’”. De seguida procedeu-se

a leitura do ferro associado aos parasitas (Ver B).

13.Captacédo de F&°CI3 ou Fe>-NTA na presenca de agentes redutores ou oxidantes

Previamente 0,7g¢M de F&°CI3 ou F&>-NTA (complexado nas mesmas condicdes
que as descritas para o carregamento da transfecdnsiderando-se que todo 0 Bd;
adicionado vai estar sobre a forma d&fTA) foram pré-incubados durante 30 minutos
com 1 mM de dinitrossulfonato de potassio ou astorb

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®é@xHJ amastigotas/mL (ver

A), num volume final de 25QL de MAA, foram incubadas durante 3 horas a 37°C na
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presenca de 0,74M de F&°Cl; ou F&>-NTA (pré-incubados com redutores ou oxidantes).
Como controlo para a captacdo normal d®E8 e F&>-NTA, colocamos os parasitas a
crescer com estas fontes de ferro (Sem pré-incahaké placas foram colocadas a 37°C.
Apoés a incubacédo os parasitas foram recuperadenteifegados a 3000g durante 10
minutos, este processo foi repetido mais trés vezegpre com remoc¢ao do sobrenadante e
ressuspencdo do “pellet”. De seguida procedeuksituéa do ferro associado aos parasitas
(Ver B).

14.lodinacgéo

A utilizacdo de diferentes fontes de ferro testaslasensaios de ligacdo/captacao
estava dependente da possibilidade de detectarr@o é& a proteina que lhe estava
associada. Assim recorremos a iodinagdo para detadiemoglobina. A iodinacdo dos
aneéis aromaticos das tirosinas na presenca de d&alim agente oxidante como iodogeénio
€ um processo quimico simples que permite, medaniizacdo do isétopo radioactivo
129 (emissor de radiacdo gama), marcar proteinasaetivamente. Estas proteinas podem
ser utilizadas em varios ensaios pois a sua praseude ser correlacionada
quantitativamente com a radiagdo emitida atravésafizidade especifica. A radiagédo
emitida pode ser detectada com um contador gama.

Para proceder a iodinacao de proteinas preparamaecoluna de G-50 em PBS, a
qual, apos ter sido bloqgueada com uma solucdo ¥eB®A foi guardada a 4°C. No dia da
iodinagdo num eppendorf colocou-selOde iodogénio dissolvido em cloreto de metilo.
Apo6s evaporacdo do solvente, por accdo de umanterde azoto, quantidades até 200
de hemoglobina foram dissolvidas em 100de 0,25 M NaHP® no tubo contendo o
iodogénio. 1 mCi de N4 foi entdo adicionado & mistura reaccional e &sitaolocada
num banho de gelo durante 20 minutos, com agitpeéidodica de dois em dois minutos.
Apos este tempo a mistura foi diluida em 280de 0,05 M de NaHPg) transferida para
um tubo novo e adicionada a coluna de G-50. Proesdesntdo a recolha de fracgcbes de
500 puL. 2 uL de cada fraccéo foram colocadas num tubo RIA eposs contados num
counter. As frac¢des mais ricas foram guardad@€ até utilizagéo.

Para determinar a percentagem de proteina iodpradadeu-se do seguinte modo:
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a 2ulL das fracgbes escolhidas foram adicionadogl48e BSA 5% e 5QL de 20% TCA

e ap0s vortexar a mistura os tubos foram coloca@awinutos a 4°C. Efectuou-se entdo
uma centrifugacdo de 2 minutos a 14000g, recolhsmms sobrenadanes e os pellets,
tendo sido transferidos para tubos RIA distintasdsea radioactividade de cada fraccéo
medida numy-counter. As actividades especificas rondavam 6519 cpms/ug, para
iodo com actividade maxima.

Para confirmar a integridade da hemoglobina iodinemireram-se AL de cada
fraccdo num gel de SDS de poliacliamida de 10%.sApéorrida o gel foi seco e exposto
contra um filme durante duas horas.

Notas referentes aos ensaios com Hemoglobina idaina

C) Todos os ensaios com hemoglobina iodinada foemtizados com amastigotas
estacionarios com quatro dias de cultura. Apésgewaem MAA e contagem os parasitas
foram utilizados nos diferentes ensaios.

D) A leitura dos resultados foi efectuada num cootg em tubos RIA, apos lise

dos parasitas com 1 M NaOH.

15.Captacéao de elementos iodinados por amastigotas @4e a 37°C

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®@xHJ amastigotas/mL (ver
A), num volume final de 25Q0L de MAA, foram incubadas com quantidades cresceate
hemoglobina iodinada (Hemoglobina foi iodinada selguo procedimento descrito no
ponto 13) durante 3 horas a 4°C ou a 37°C. Apdéscabacdo os parasitas foram
recuperados e centrifugados a 3000g durante 10tosineste processo foi repetido mais
trés vezes sempre com remocdo do sobrenadantsuspenscdo do “pellet”. De seguida
procedeu-se a leitura do ferro associado aos pesd$er D).

16. Ensaio de competicdo com hemoglobina iodinada

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®é@xtJ amastigotas/mL (ver

A), num volume final de 250L de MAA, foram incubadas com 0,M de hemoglobina
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iodinada (hemoglobina foi iodinada segundo o priseedto descrito no ponto 13) na
presenca de 10M de: hemoglobina ndo marcada; transferrina; lactofa; hemina e BSA
durante 3 horas a 4°C. A ligacéo de elementosaddis ha presenca de apenasubjlde
hemoglobina iodinada serviu de controlo. Apos aldagdo os parasitas foram recuperados
e centrifugados a 3000g durante 10 minutos, esteepso foi repetido mais trés vezes
sempre com remocgéo do sobrenadante e ressuspentidelldt’. De seguida procedeu-se

a leitura do ferro associado aos parasitas (ver D).

17.Ensaio de ligacdo com hemoglobina iodinada para viéicar o tempo de saturacao

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®@xHJ amastigotas/mL (ver

A), num volume final de 25QL de MAA, foram incubadas com 50 nM de hemoglobina
iodinada (hemoglobina foi iodinada segundo o primsedto descrito no ponto 13) na
presenca de quantidades crescentes de hemogldmnaarcada, durante 3 horas a 4°C.
Apés a incubacdo os parasitas foram recuperadanteifeggados a 3000g durante 10
minutos, este processo foi repetido mais trés vezegpre com remoc¢ao do sobrenadante e
ressuspencao do “pellet”. De seguida procedeulsituga do ferro associado aos parasitas
(ver D).

18.Ensaio de competicdo homdéloga com hemoglobina ioditia

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®@xtJ amastigotas/mL (ver
A), foram incubadas com 50 nM de hemoglobina iodinghemoglobina foi iodinada
segundo o procedimento descrito no ponto 13) neepga de concentracdes crescentes de
hemoglobina ndo marcada, durante 3 horas a 4°Cs Apacubacdo os parasitas foram
recuperados e centrifugados a 3000g durante 10tosineste processo foi repetido mais
trés vezes sempre com remocdo do sobrenadantsuspencdo do “pellet”. De seguida

procedeu-se a leitura do ferro associado aos pasdser D).
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19.Captacéao de hemoglobina por amastigotas a 37°C

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®é@xHJ amastigotas/mL (ver
A), foram incubadas com quantidades crescente m@diebina iodinada (Hemoglobina
foi iodinada segundo o procedimento descrito nd@aB) durante 3 horas a 4°C ou 37°C.
Apés a incubacdo os parasitas foram recuperadanteifeggados a 3000g durante 10
minutos, este processo foi repetido mais trés vezegpre com remoc¢ao do sobrenadante e
ressuspencao do “pellet”. De seguida procedeulsituga do ferro associado aos parasitas
(ver D).

20.Comparacéao de diferentes temperaturas no processe tavagem dos amastigotas

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®@xHJ amastigotas/mL (ver
A), foram incubadas com 50 nM de hemoglobina iodngHemoglobina foi iodinada
segundo o procedimento descrito no ponto 13) deranhoras a 37°C. Apdés diferentes
tempos de incubacdo a 37°C os parasitas foram eemgs e centrifugados a 30009
durante 10 minutos, este processo foi repetido mn@ssvezes sempre com remogao do
sobrenadante e ressuspencao do “pellet”. O MAAzatlb nas lavagens foi colocado a
diferentes temperaturas de modo a testar a infilaéda temperatura na ligacdo da
hemoglobina & superficie do parasita. De seguideepgieu-se a leitura do ferro associado

aos parasitas (ver D).

21.Presenca de elementos iodinados degradados apésisato de captacao

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspens®é@xHJ amastigotas/mL (ver
A), foram incubadas com 50 nM hemoglobina iodingdemoglobina foi iodinada
segundo o procedimento descrito no ponto 13) derartoras de incubacéo a 37°C. Apés
a incubacgao os parasitas foram recuperados e fogatios a 3000g durante 10 minutos,
este processo foi repetido mais trés vezes sempmre remoc¢ao do sobrenadante e

ressuspencao do “pellet”. De seguida procedeulsituga do ferro associado aos parasitas
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(ver D). O sobrenadante foi recuperado apés a panevagem e filtrado através de uma
coluna com um poro de 10 kDa, 3000 g durante 1Qutmsy de modo a verificar a
existéncia de elementos iodinados degradados. écdoasuperior e a inferior foram

colocadas em tubos RIA e lidas num contador-

22.Sintese da hemina

A incorporacdo de ferro no anel de protoporfirsv@ama reaccdo que ocorre em
condicOes fisiologicas mediante a accdo de umadeealatase. Quimicamente tambéem é
possivel ocorrer a incorporagdo de ferro no aneprd¢oporfirina porém esta reaccéo
ocorre em condicBes extremas sob uma atmosfersoradi incorporacdo de Peno anel
de protoporfirina permite a utilizacdo da heminaetizada em varios ensaios pois a sua
presenca pode ser correlacionada quantitativaneorte a radiacdo emitida através da
actividade especifica. A radiagdo emitida podedstgctada num contador de cintilag&o.

A sintese de hemina foi realizada nas seguinteslig@ies: num baldo de 2
tubuladoras, 12 mg de protoporfirina IX foram coetaimente dissolvidos em 25 mL de
acido aceético glacial e 50QL de piridina. ApoOs gaseificar a mistura em azoto
adicionaram-se 345 pg d&eCk e incubou-se a mistura a 80°C durante 10 minutosn
atmosfera de azoto. De seguida adicionaram-se vibdisnes de éter e transferiu-se a
mistura para um ampola de decantacdo onde se proéedeparacédo das fases aquosa e
etérea, descartando a primeira. Procedeu-se enti@gem e decantacdo da fase etérea
alternado a lavagem com um volume agua ou de HCINZ2,Finalmente a fase etérea
resultante foi seca sob uma corrente de ar e amadae -20°C até utilizac&o.

Para confirmar a sintese da hemina foi efectuadd LC utilizando um padrao de
hemina e protoporfirina. O TLC: numa atmosfera o@mia colocar uma placa de TLC
com hemina e os padrdes, como eluente utiliza-s mistura de 4gua e lutidina (5:3).
Apbs a corrida a placa é exposta contra um filnrarte 12 horas.

A quantificacdo o heme sintetizado foi feita setpuno método “pyridine
hemochrome”, utilizando um padrdo de hemina. Redaiménte a hemina, padrdes e
amostra, € dissolvida em 0,1M NaOH 30 % em piridirta), sendo de seguida reduzida

por uns graos de ditionite. 10 dos padrdes com diferentes concentracbes de bame
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heme sintetizado foram adicionados a uma plac&s6 gmcos que de seguida foi lida num

espectrofotometro a 460 nm.

23.Captacédo de F&° proveniente da hemina por amastigotas a 4°C e a%§7

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspensdE¥ amastigotas/mL (ver A),
num volume final de 25QL de MAA, foram incubadas a 4°C ou a 37°C durant®&s
com quantidades crescentes de hemina{Femina foi marcada segundo o procedimento
descrito no ponto 20). ApGs a incubagdo os pasaiitam recuperados e centrifugados a
30009 durante 10 minutos, este processo foi repet@s trés vezes sempre com remocao
do sobrenadante e ressuspencao do “pellet’. Deidseguocedeu-se a leitura do ferro

associado aos parasitas (Ver B)

24.Ensaio de competicdo com hemina-B&

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspensdE¥ amastigotas/mL (ver A),
num volume final de 250L de MAA, foram incubadas a 4°C durante 3 horas o005
uM de hemina-F€ (Hemina foi marcada segundo o procedimento deswoifeonto 20) na
presenca de: M de protoporfirina e tM de hemina ndo marcada. A ligacdo dé’Fe
0,05uM de Hemina-F& serviu de controlo. Apés 3 horas de incubacadCac4°parasitas
foram recuperados e centrifugados a 3000g durdnteidutos, este processo foi repetido
mais trés vezes sempre com remocao do sobrenadamesuspencdo do “pellet”. De

seguida procedeu-se a leitura do ferro associaslpaasitas (Ver B)

25.Ensaio de ligacdo com hemina-FP2para verificar o tempo de saturacao
Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspensdE¥ amastigotas/mL (ver A),

num volume final de 250L de MAA, foram incubadas a 4°C, durante diferepisodos

de tempo, com 50 nM de hemina2FéHemina foi marcada segundo o procedimento
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descrito no ponto 20). Apds diferentes tempos deibacdo a 4°C os parasitas foram
recuperados e centrifugados a 3000g durante 10tosineste processo foi repetido mais
trés vezes sempre com remocao do sobrenadantsuspenacdo do “pellet”. De seguida

procedeu-se a leitura do ferro associado aos pasd$ier B)

26.Ensaio de ligacdo com hemina-F2

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspensdE¥ amastigotas/mL (ver A),
num volume final de 250L de MAA, foram incubadas a 4°C durante 3 horapreaenca
de quantidades crescentes de hemina{Femina foi marcada segundo o procedimento
descrito no ponto 20). Em paralelo foram adiciosadmnbém, num esquema experimental
igual ao descrito, 400 nM de hemina ndo marcada geterminar a ligacéo inespecifica ao
parasita. Apos a incubacgdo os parasitas foram eeadps e centrifugados a 3000g durante
10 minutos, este processo foi repetido mais trésesresempre com remocdo do
sobrenadante e ressuspencao do “pellet”. De sequioeedeu-se a leitura do ferro
associado aos parasitas (Ver B). A constante dedmfoi calculado utilizando o software
do Graphpadda Prism.

27.Captacéo de hemina-F& a 37°C

Numa placa de 24 pocos, em triplicado, suspensdE¥ amastigotas/mL (ver A),
num volume final de 25QL de MAA, foram incubadas a 37°C durante 3 horas na
presenca de quantidades crescentes de henmfingHemina foi marcada segundo o
procedimento descrito no ponto 20). Apds 3 horamdgbacdo a 37°C os parasitas foram
recuperados e centrifugados a 3000g durante 10tosineste processo foi repetido mais
trés vezes sempre com remocao do sobrenadantsuspescédo do “pellet”. ”. De seguida

procedeu-se a leitura do ferro associado aos pasdsier B).
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28.Titulag&o bioldgica com dipiridil

Um inoculo inicial de parasitas estacionarios d&tframastigotas estacionarios 5
mL de MAA20 na presenca de quantidades crescemtedipiridil. Apds 48 horas as
culturas foram contadas e determinou-se a varidgawescimento. Os parasitas a crescer
em 100uM de dipiridil durante 48 horas foram centrifuga@3000g durante 10 minutos

e ressuspensos em MAA 20 de modo a reverter oigresto
29.Determinacao de condi¢des de starvation utilizanddipiridil

Parasitas estacionarios a 4x#bnastigotas foram colocados a crescer em 5 mL de
MAAZ20 na presenca de quantidades crescentes deddipApos 5 e 24 horas as culturas

foram contadas e os parasitas foram utilizados esaies de captacdo de ferro, ja

descritos, utilizando ferro proveniente de 3 fortésrentes, Fe@) Fe-NTA e Hemina.
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Resultados

1. Desenvolvimento de um meio para avaliar quais 0s mgponentes que podem ser

usados como fontes de ferro para as formas amasttge deL. infantum

Para determinar as fontes de ferro que permiterasctienento da forma amastigota
de L. infantum foi necessario desenvolver um meio adequado qusilplitasse essa

determinacdo, ou seja, um meio que promovesse esuigrento parasitario dependente da
adicao de fontes exdgenas de ferro.

300+

[Fe] ug/dL
8
<

5]
2

Antes da filtracédo Apo6s filtragdo

Fig. 14 - Quantidade de ferro presente no soro argee apés a filtracao.

A quantidade de ferro presente no MAA20 provémresabmente da hemina e do
soro bovino fetal (SBF). A suplementacdo do meionc@80 % de SBF fornece
determinados nutrientes essenciais para o cresmnpanasitario. Porém, o SBF contém
também fontes de ferro diversas como a transfeginahemoglobina. A transferrina e a
hemoglobina sdo proteinas com um peso moleculaameximadamente, 80 e 60 kDa,
respectivamente. Considerando que a maior contébypara a pool de ferro disponivel no
SBF seria o ferro associado a estas proteinasggeaese a sua eliminagdo mediante uma

filtragcdo selectiva. A filtracdo selectiva consistia passagem do SBF através de uma
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membrana que retém selectivamente moléculas copesmmolecular superior a 30 kDa.
O filtrado resultante, designado por fraccdo iofeido soro, tem todos os elementos
basicos do SBF excepto proteinas de peso molecelavado, diminuindo
substancialmente o conteudo em ferro do soro axitiz

Este processo de filtracdo removeu cerca de 80féradndo SBF como se pode ver
na figura 14.

A suplementacdo do MAA com a fraccao inferior doosmneio Fi, foi incapaz de
manter o crescimento parasitario, conforme demadstna figura 15. Contudo, a auséncia
de crescimento dos parasitas em Fi podia deverdegsdactores: a falta de componentes
proteicos (por exemplo albumina), que ndo estapersentes no filtrado, ou entédo a falta

de ferro/grupo heme.
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Fig. 15 — Curvas de crescimento das formas amastigs a 37°C ao longo do tempo em MAA20 e MAA
complementado com 20% de fraccao inferior do sord=).

A fim de testar a necessidade de complementacéeigaodo meio Fi, este foi
enriguecido com 3% de albumina bovina sérica, BSg§ura 16), um suplemento utilizado
em muitos meios. Contudo a adicdo de BSA ndo permidbr si s6 o crescimento
parasitario. Pelo contrario, a adicdo deul® de hemina permite um crescimento
significativo, (Figura 16). Curiosamente, a adid&d3% BSA ao meio, Fi/Hmn, parece ter
um efeito nefasto sobre o crescimento parasitésio. pode ser devido a capacidade da

BSA para se ligar ao ferro e ao heme, funcionaodaeocum quelante.
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Fig. 16 - Curvas de crescimento das formas amastige a 37°C ao longo do tempo em meio Fi
suplementado com: 8 uM hemina e 3% de BSA (Fi/HmMn/&A); 8 uM de hemina, (Fi/Hmn); 3% de
BSA, (Fi/BSA). Como controlos utilizaram-se parasds em MAA 20 e parasitas em apenas meio Fi.
Curva representativa de duas experiéncias realizadeem duplicado.

A utilizacdo de hemina como fonte de ferro noseteste optimizacdo do meio é
justificada em virtude da conhecida incapacidadetdpanossomatideos de sintetizarem o
grupo heme. Porém, utilizando a hemina como foatkedo fica a duvida se € o ferro ou o
grupo heme, mais propriamente o anel aromatico,fagita o crescimento parasitario.
Para analisar este ponto testou-se o efeito d@@die protoporfirina IX a uma fonte de
ferro, ferro quelatado com nitrilotriacetato (FeATFigura 17). A juncéo de 8M de Fe-
NTA ao meio Fi permitiu o crescimento parasitamobera a um nivel inferior ao obtido
quando se adiciona hemina. No entanto, este crestiméo foi maior na presenca de

protoporfirina. Pelo contrario verificou-se umabiigéio da replicacéo do parasita.
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Fig. 17 - Curvas de crescimento das formas amastige a 37°C ao longo do tempo, em meio Fi
suplementado com: 8 puM hemina (Fi/Hmn); 8 uM de F&NTA (Fi/NTA); 8 uM de NTA e
protoporfirina (FI/NTA/PIX); 8 uM de protoporfirina  (Fi/PIX). Como controlos utilizaram-se
parasitas em MAA 20 e parasitas em meio Fi (ndo cgiementado). Curva representativa de duas
experiéncias realizadas em duplicado.
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De modo a atenuar um eventual efeito toxico potepda protoporfirina I1X foram
efectuadas curvas de crescimento com Fe-NTA e edifes concentragcbes de
protoporfirina IX. Conforme se verifica na figur8,1concentracées acima deulVl tém
um efeito negativo sobre o crescimento parasit®aém nas concentracdes, entre 0,4 e
3,5 uM, a protoporfirina IX parece contribuir para unegcimento um pouco superior ao
verificado quando o meio contém apenas Fe-NTA (@agd7 e 18).
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Fig. 18 - Curvas de crescimento das formas amastige a 37°C ao longo do tempo em meio Fi
suplementado com: 8 uM hemina Fi/Hmn; 0,4 uM de primporfirina e 8 pM de Fe-NTA (Fi/NTA/PIX
0,4); 1,8 uM de protoporfirina e 8uM de Fe-NTA (Fi/NTA/PIX 1,8); 3,5 uM de protoporfirina e 8uM
de Fe-NTA (Fi/NTA/PIX 3,5); 7 UM de protoporfirina e 8uM de Fe-NTA (Fi/NTA/PIX 7) e 8 uM de
Fe-NTA, Fi/NTA. Como controlos foram utilizaram-se parasitas em MAA 20 e parasitas em apenas
meio Fi. Curva de uma experiéncia realizada em dujglado.

Consideramos assim que tanto o ferro como o anelprdéoporfirina séo
importantes. Nas experiéncias subsequentes utiieol,8 M de protoporfirina como
suplemento as fontes de ferro ndo hémicas. A adigdapenas protoporfirina IX nao
permite crescimento parasitario significativo, nota@to a sua presenca no meio €
importante para o crescimento (Figura 19).

Como passo final para a validacdo do meio deseilobra importante demonstrar
que, na presenca de ferro, este meio contém todoslementos necessarios para o
crescimento das formas amastigotas. Conforme skcaena figura 20 o meio Fi/Hmn
permitiu a replicagdo das formas amastigotas derrdnepicagens sucessivas, ndo tendo
sido detectada qualquer diferenca no crescimento.
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Fig. 19 - Curvas de crescimento das formas amastige a 37°C ao longo do tempo, em meio Fi
suplementado com: 8 uM hemina (Fi/Hmn); 8 uM de F&TA, Fi/NTA; 1,8 uM de protoporfirina IX e

8 uM de Fe-NTA, (FiI/NTA/PIX); 1,8 uM de protoporfirina , (Fi/PIX). Como controlos utilizaram-se
parasitas em MAA 20 e parasitas em Fi. Curva de umexperiéncia realizada em duplicado.
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Fig. 20 - Curvas de crescimento das formas amastige a 37°C ao longo do tempo, em meio Fi
suplementado com: 8 pM hemina ao longo de trés re@igens sequenciais, primeira (Fi/Hmn 1),

segunda (Fi/Hmn II) e terceira (Fi/Hmn IIl). Como controlos utilizaram-se parasitas em MAA 20 e

parasitas em apenas meio Fi. Curva de uma experiéaaealizada em duplicado.

2. Determinacgédo das fontes de ferro que permitemaescimento parasitario em meio

A fim de determinar quais as fontes de ferro gysogam a replicacao das formas
amastigotas dé. infantum efectuaram-se curvas de crescimento utilizandoeo Fi
complementado com 8M de ferro proveniente das seguintes fontes, hernriaasferrina,
lactoferrina, ferritina, FeGJI NTA e hemoglobindFigura 21).
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Fig. 21 - Curvas de crescimento das formas amastige a 37°C ao longo do tempo, em meio Fi
suplementado com 1,7uM de protoporfirina e: 8 UM de hemina, (Fi/Hmn); 8 uM de FeCk, (Fi/FeCly);

8 uM de Fe-NTA, (Fi/NTA); 4 uM de transferrina, (Fi/Tf); 4 pM de lactoferrina, (Fi/Lf); 2 pM de
hemoglobina, (Fi/Hb); 8uM de Ferritina, (Fi/Frt). Como controlos foram utilizaram-se parasitas a em
MAA 20 e parasitas em apenas meio Fi. Curva represtativa de um minimo de trés experiéncias
realizadas em triplicado, exceptuando a ferritina ge foi apenas testada duas vezes.

A suplementacdo do meio Fi com diferentes fontededro revelou a seguinte
tendéncia: as fontes que permitiram um crescimexats intenso foram as fontes hémicas,
como a hemoglobina e a hemina. Fontes ndo hémicasp o Fe-NTA e o Fegl
suportaram uma replicacdo significativa, mas iofera obtida para a hemina e a
hemoglobina. Por fim, a lactoferrina, a transfexrie a ferritina n&o permitiram
crescimento significativo das formas amastigotas.

A duplicacdo da quantidade de hemina no meio u(g 22) ndo trouxe um
aumento significativo do crescimento. Porém, aidapéo de fontes ndo hémicas pareceu
ter um efeito positivo no crescimento, sendo masniso para o NTA do que para o FeCl
No caso do FeGlem concentragbes superiores a L6 este passa a ser visivelmente
insolivel no meio impossibilitando a sua analisataPo Fe-NTA, com concentracdes
superiores a 200M deixou de se observar um aumento dependenterd@mmivacdo. Estes
resultados sugerem diferencas na biodisponibiliddde diferentes formas de ferro
testadas, e/ou diferencas na eficiéncia de captbgssas fontes, relacionada com o tipo de
transporte, velocidade de internalizacdo e niumeneceptores/transportadores.
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Fig. 22 — Crescimento ao fim de 5 dias em meio Formplementado com diferentes quantidade de Fe-

NTA (NTA) , FeCl; e hemina (Hmn). Grafico representativo de duas espiéncias realizadas em
duplicado.

A auséncia de crescimento das formas amastigatgsasenca de transferrina foi
inesperada em virtude de alguns resultados publscatiom o objectivo de confirmar este
resultado, colocaram-se formas amastigotas a creagaresenca de diferentes tipos desta
proteina: holotranferrina carregada no laboratdraptransferrina parcialmente carregada

e apotransferrina. Nenhuma destas proteinas fazcdp promover o crescimento das
formas amastigotas (Figura 23).

10.04 )
—=— Fi/Hmn

-» Fi

+ e+ FilThpo
- = FilTfoi0
-0 FilTfpacia
- & FilLf

—— MAA20

Parasitémia
10”parasitas/mL

Dias de Cultura

Fig. 23 - Curvas de crescimento das formas amastige a 37°C ao longo do tempo, em meio Fi
suplementado com 1,ftM de protoporfirina e: 4 uM de hemina (Fi/Hmn); 4 UM de apo-transferrina
(FifTfapo); 4 UM de holo-transferrina (FifTfh0); 4 UM de transferrina parcialmente carregada
(Fi/Tf parciar). Como controlos utilizaram-se parasitas em MAA 2@ parasitas em apenas meio Fi. Curva
de uma experiéncia realizada em triplicata.

A auséncia de crescimento das formas amastigotgsesanca de transferrina é
confirmado por dados fisioldgicos. No pH acidicofdgolisossoma o ferro associado a

transferrina devera dissociar-se espontaneamembe.clitura os amastigotas também
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acidificam o meio sobrevivendo a um pH acidico (F#g24) no entanto esta modelacdo do
pH do meio decorre em fungéo do crescimento parasiindo se verificando na auséncia
de cresciemento. Ao pH inicial da cultura, de apnaxlamente 6,4, essa dissociacdo nao
ocorre, logo e o ferro ndo € libertado da transfarrAssim, é possivel que esta proteina
nao constitua uma fonte de ferro importamtevitro. No entanto talvez seja utilizada,

Vivo, pois os ides uma vez dissociados da transfepoderao ser internalizados.

7.5+
7.0
6.5+
T 6.0-
5.5+

5.0

45 LJ LJ LJ LJ LJ LJ L}

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias de cultura

Fig. 24 — Controlo do pH de uma cultura de formas mastigotas a 37°C ao longo do tempo, em meio
MAAZ20.

3. Estudo da captacao do ferro por fontes ndo hémicas

Uma das fontes de ferro ndo hémicas utilizadaoféie-NTA. Este complexo é
impermeavel, sendo por isso necessario a remocderdo para ocorrer internalizacao.
Para determinar se a captacdo do Fe-NTA era depienda temperatura, incubaram-se os
parasitas na presenca de Fe-NTA a 4°C e a 37°Cfor@mn ilustrado na figura 25 a
internalizacdo de P2proveniente do P&NTA a 37°C é aproximadamente quinze vezes
superior ao observado a 4°C, sendo um indicativoajdacédo de ferro mediante um
processo activo. Normalmente um processo de traespctivo pressupde gasto de energia
(directo ou indirecto) para transportar um detead soluto contra o seu gradiente

elecroquimico. Normalmente este tipo de transpbdependente da temperatura.
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Fig. 25 - Captacdo relativa de F& proveniente do complexo F&NTA apés incubacdo de 3x10
amastigotas/mL em MAA, na presenca de 0,74M de FE€°-NTA, a 4°C e a 37°C. Os valores obtidos s&o
valores relativos & captacdo de P& a 4°C, sendo este considerado o valor unitario. pariéncia
realizada em triplicado.

A captacdo de ferro proveniente dG"F¥TA implica provavelmente um passo de
reducao, pois no complexo Fe-NTA o ferro estad mm#ode F&. Para aferir a possivel
existéncia de elementos redutores no meio utilEow ferrocianato de potassio, um
composto que absorve caracteristicamente a 420ansua forma oxidada, mas ndo na

forma reduzida, sendo possivel monitorizar a suwhug@& por accao de elementos

redutores (Figura 26).

Variagdo D.O.

‘005 T ] ] L) v
Fe Ox Red Rev M(R) M(O)

Fig. 26 — Reducao do ferrocianato de potassio em M¥por intermédio da accdo de redutores ou
oxidantes, determinada pela variacdo da absor¢cdo 420 nm antes e apés 6 horas de incubacdo na
presenca de 1 mM de ferrocianto e de: 1 mM de dimitssulfunato de potassio, (Ox); 1 mM de
ascorbato, (Red); 1 mM de ascorbato seguido de 1 mbie dinitrossulfonato de potassio, (Rev). Como
controlos da oxidacéo e reducéo intrinseca adiciomaos ao meio 1 mM de ascorbato, (M(R)) ou 1 mM
de dinitrossulfonato de potassio (M(O)). Experiéna representativa de dois ensaios realizados em
triplicado.
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A figura 27 apresenta os valores obtidos da @aldp ferrocianto de potassio por
accdo das formas amastigotas. Observou-se a exést@a reducdo do ferrocianato por
accao dos parasitas, porém esta € menor do queetads. De facto, quando as formas
promastigotas foram utilizadas observou-se umaagao menor do que a esperada
(comparacdo com os valores obtidos por M. Wilsorj291).

0.08+
0.074
0.064
0.05+
0.044
0.034
0.024
0.014
0.00-

Variagdo da OD 420 nm

AP AA

Fig. 27 — Reducdo do ferrocianato de potassio porcgdo das formas amastigotasA( A) ou
promastigotas @ P) . Experiéncia representativa de dois ensaiosalizados em triplicado.
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Fig. 28 - Captacédo de F& proveniente de FeGl ou Fe-NTA, pelas formas amastigotas ao fim de 3
horas de incubacdo em meio MAA com 0,7¥M de Fe°Cl; na forma livre ou complexado com NTA. O
Fe® foi previamente reduzido (Asc) ou oxidado (DNSP)Como controlo foi determinada a
internalizacéo de FeC} e Fe-NTA na auséncia de redutores ou oxidantes (Qte permitindo definir o

uptake normal que serd traduzido como o valor de upke relativo unitario. Experiéncia
representativa de trés ensaios em triplicado.

Uma segunda pergunta importante relativamente riied;nao hémicas é a forma

como a captacéao de ferro é feita, se na forma @@ na forma oxidada. Como ja foi
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referido, o Fe-NTA mantém o ferro na forma dé'Fe o FeQ dissocia-se em solucéo
dando origem essencialmente d'FAssim, é importante verificar se a captacédo de fé
influenciada pelo estado de oxidacdo do compost@ &lucidar este facto realizou-se uma
experiéncia na qual a adicdo de Redll Fe-NTA as formas amastigotas foi efectuada em
meio redutor ou oxidante (Figura 28). O estado ®mlagdo do meio pareceu nao
influenciar a captagdo pelo menos para o Fe-NTAémapareceu existir uma tendéncia
para um aumento da captacao quando se utilizoCh geer na presenca de redutor ou de

oxidante.

4. Estudos sobre a captacdo de hemoglobina pela formaaastigota

Uma das fontes de ferro que permitiu um crescimémtnso do parasita foi a
hemoglobina. Estudos com a hemoglobina implicavanaecacdo desta proteina de modo
a detectar a sua presenca e interaccdo com otparassim, a iodinacdo oxidativa das
tirosinas pareceu a melhor alternativa, por perraitdeteccdo a presenca de elementos
iodinados no interior do parasita. A hemoglobindinada, (figura 29), foi utilizada nos
ensaios subsequentes. Como se pode ver pela f#§usahemoglobina esta iodinada, as
fraccbes de peso inferior correspondem aos mon&@m@as cadeiast e 3 (tamanho
estimado de 16 kDa). A frac¢do superior corresp@uedimeros compostos pelas duas

cadeiast e 3 (tamanho estimado de32 kDa).

A BCD

66,0 —»

45,0 —

30,0 —

20,1 —

14,3—>..

Fig. 29 —Imagem resultante da exposicdo de um get DS carregado com AL das quatro melhores
fraccOes obtidas durante a iodinagdo da hemoglobinaA-D) fraccdes distintas de hemoglobina
iodinada. A esquerda, os pesos moleculares dos madores (ndo visiveis) em kDa.
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Para determinar se a captacdo da hemoglobina pemdiente da temperatura, 0s
parasitas foram incubados na presenca de hemogldbioinada a 4°C e a 37°C
(Figura 30). O aumento da captacdo de elementoshaios a 37°C permite
espealar sobre a presenca de um mecanismo de captagdeendente
da temperatura, isto €, via receptores especifiopficando actividade enzimatica e/ou

transportadores.

30000+
—a— 4°C
—— 37°C
200004
[%)
=
o
®)
100004
C L) L) L) L]
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Hb-11% pm

Fig. 30 — Captacdo de elementos iodinados pelasrwms amastigotas ao fim de 3 horas de cultura em
MAA, a a 4°C e a 37°C na presencga de quantidadesescentes de hemoglobina iodinada. Experiéncia
representativa de trés ensaios realizados em triptkda.

1.251
1.004
0.754
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de elementos iodinados

0.00-
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Fig. 31 - Ligacao de elementos iodinados pelas foas amastigotas ao fim de 4 horas a 4°C num ensaio
de competicdo utilizando 0,JuM de hemoglobina iodinada, juntamente com 1@M de: hemoglobina
ndo marcada (Hb 100x); transferrina, (Trf ); lactdferrina, (Lct); hemina, (Hmn) e albumina bovina
sérica (BSA). A ligacao de elementos iodinados naggenca de apenas 04M, (Ctrl) de hemoglobina
iodinada serviu de controlo e permitiu definir a Igacdo normal que se considera o valor de ligacéo
relativo unitario. Experiéncia representativa de ti€s ensaios realizados em triplicado, com excepcaa d
BSA e da lactoferrina que foram apenas dois ensaie triplicado.
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O ensaio de especificidade a 4°C (Figura 31) supgégea ligacdo da hemoglobina
pode ser especifica, ndo sendo significativamewoipetida por proteinas como a
transferrina, a lactoferrina e a BSA.

O estudo da possivel ligacdo da hemoglobina a ucepter pressupbe a
determinagao da constante de dissociacdo, Kd, omstante que reflecte a afinidade do
receptor para o ligando. ao primeiro passo parterdinacdo do Kd é a determinacao do
tempo que a ligacdo de uma determinada concentdizhemoglobina demora a atingir o
equilibrio com os receptores presentes. Este temepequilibrio reflecte uma condicéo
vital para a determinagédo da constante de afinid@ela figura 32 podemos observar que
se trata de um processo relativamente rapido, wemague ao fim de 30 minutos ja foi
atingido um estado de equilibrio. Assim, os ensaigssequentes foram realizados com
incubacdes de 3 horas de modo a assegurar as @esdie equilibrio para todas as

concentracoes testadas.

2000+
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Fig. 32 — Ligacdo de 50 nM de hemoglobina iodinadao parasita em funcdo do tempo a 4°C.
Experiéncia representativa de trés ensaios realizad em triplicado.

Uma vez que os ensaios de ligagcdo pressupunhantizagdio de hemoglobina
marcada comt®, a abordagem escolhida para a determinacdo déoiKal competicéo
homologa, e ndo o uso de uma curva de saturac#o,epte tipo de ensaio implica a
utilizacdo de menores quantidades de hemoglobidamada e, portanto, uma maior
seguranca para o utilizador. Este tipo de deteigémabriga a trabalhar numa ordem de
grandeza de competidor (a hemoglobina fria) quepera visualizacdo de um decréscimo

da quantidade da hemoglobina ligada por efeitood@peticio com a hemoglonia iodinada
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ligada aos receptores. Assim para determinar arod#s concentragdes nas quais se teria
que realizar o ensaio efectuou-se um teste de day@pereliminar, conforme apresentado
na figura 33. Para 50 nM de hemoglobina iodinadacascentracbes Optimas de

competidor seriam entre 1M e 10 mM (Figura 32) o intervalo entre o log[Hlg €2 e

-5).

0 T T T T T T T
-0 9 8 -7 6 5 4 -3 -2 -1

Log[Hb]

Fig. 33 — Ligacédo de 50 nM de hemoglobina iodinad#o parasita em funcao do tempo apés 3 horas de
incubacdo a 4°C na presenca de quantidades cresaentle hemoglobina fria. Experiéncia realizada em

triplicado.

A determinacao da Kd feita segundo os parametiosaadeterminados situa-se na

ordem dosuM, variando entre os 2 e os @Rl de acordo com os valores apresentados na

figura 34.
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Fig. 34 - Ligacéo de 50 nM de hemoglobina iodinadzo parasita, ao fim de 3 horas a 4°C, na presenca
de quantidades crescentes de hemoglobina fria. A Kdeterminada por regresséo linear utilizando o
Graphpad da Prismfoi de 2,98 uM. Experiéncia representativa de cinco ensaios rdahdos em

triplicado.
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Uma vez que o0s resultados obtidos sugerem a a@sede um
receptor/transportador especifico tentou-se detemma constante de captacdo, Km.
Porém, tal ndo foi possivel a determinar o valataleonstante no tempo util de realizacao
do mestrado. Os ensaios preliminares realizados pgmitiram, nas concentracoes
testadas, determinar esta constante. As exper&gneaizadas indiciam a existéncia de
dois receptores distintos, no entanto sdo necessadis estudos para o afirmar. Conforme
se observou no grafico da figura 35 a captacdoceaseguir um padrao distinto até aos
200 uM (um facto consistente nos varios ensaios reaggadumentando a velocidade de

captacao a partir deste ponto.
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Fig. 35 — Captacdo de elementos iodinados pelas faas amastigotas a 37°C durante 3 horas de
incubagcdo com quantidades crescentes de hemoglobimainada. As duas rectas distintas marcam os
dois padrdes da captagdo detectados. Experiénciapresentativa de cinco ensaios realizados em
triplicado.

A dificuldade em atingir um ponto de saturacédo padser devido a um aumento
da ligacdo ndo especifica da hemoglobina a sujgertio parasita em virtude da
temperatura do ensaio. Porém a temperatura paéeceenefeito significativo na ligacéao
da hemoglobina a superficie do parasita, como sere# na figura 36. A lavagem dos
parasitas com meio a diferentes temperaturas nadote qualquer diferenca relevante

capaz de influenciar a cinética de captacao, cgiéifjue os resultados obtidos.
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Fig.36 — Captacédo de elementos iodinados pelasri@s amastigotas incubadas durante 3 horas a 37°C
na presenca de 50 nM de hemoglobina iodinada. Ap&sincubacédo os parasitas foram lavados com
meio a 37°C; a temperatura ambiente (Ta) e a 4°C.p&s as 3 horas de incubacéo, os parasitas foram
arrefecidos a 4°C e lavados com meio a 37°C (4/37°Como controlo os parasitas foram incubados nas
mesmas condi¢des do ensaio mas a 4°C (B). Experiarrealizada em triplicado.

A presenca de elementos resultantes da degradac&endoglobina foi testada,
(Figura 37), no entanto ndo foram detectados nideisdegradacédo significativos na

concentracdo testada.
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Fig. 37 — Presenca de elementos iodinados proverties da degradacédo da hemoglobina pelas formas
amastigotas no meio ao fim de 3 horas de incubacg&om 100 nM de hemoglobina iodinada a 37°C e
4°C. Os sobrenadantes foram separados dos parasitpsr centrifugacdo e em seguida filtrados com

uma membrana com um poro de 10 kDa, de modo a reb@r os elementos iodinados degradados na
fraccdo de menor de 10kDa.

Em conclusdo a incapacidade de atingir um auménéar da quantidade de
hemoglobina n&o parece ser justificado por nenhwms fhctores testados. Serdo
necessarias mais experiéncias antes de se podsderan fisiologica esta possibilidade de
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existirem dois receptores. Experiéncias em planatoriacluem, experiéncias de ligacao
com parasitas a crescer em meio Fi complementado diferentes quantidades de
hemoglobina. Estas experiéncias permitirdo confirmaxisténcia de receptores distintos
pois as constantes determinadas para os parasitasseer em meios distintos seréao
diferentes.

5. Estudos sobre a captacédo de hemina pela forma amiggtta

Tal como verificado para a hemoglobina, tambénemiha permitia um elevado
crescimento parasitario (Figura 21). A hemina, @atrério da hemoglobina, ndo pode ser
iodinada. Por isso, para detectar a sua interamm@oo parasita recorreu-se a incorporagao
quimica de FE€ no anel de protoporfirina, originando *Féemina. A sintese foi
confirmada por TLC utilizando como padréo a protifna e a hemina (Figura 38 (I)).
Conforme apresentado na (Figura 38 (ll)) a exposd@ cromatograma contra um filme

revelou que de facto a hemina incorporou U.Fe

o I

Fig. 38 — (I) TLC confirmando a sintese de hemina, protoporfirina IX; B, padrdo de hemina; C,D,E,
sinteses de hemina a partir de Fegk protoporfirina 1X. (1) Exposi¢éo da placa de TLC sob um filme
revelando a incorporacdo de F& no grupo heme.

Seguindo uma linha experimental semelhante a delmgpara a hemoglobina
verificou-se a existéncia de uma maior captacaohemina a 37°C do que a 4°C
(Figura 39) indicando a existéncia de um processdransporte activo dependente da

temperatura.
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Fig. 39 — Captacéo de P& pelas formas amastigotas ao fim de 3 horas de aula, em MAA, a 4°C e
37°C na presenca de quantidades crescentes de hesrife™. Experiéncia realizada em triplicado.

Continuando a analise preliminar sobre o processtagtacao, verificou-se através
de estudos de competicdo (Figura 40) que devesdirenima molécula a superficie do
parasita, especifica para a hemina, que é compatidaprotoporfirina IX. Os resultados
apresentados nas figuras 39 e 40 indicam a exigt@élacum receptor especifico para a

hemina.

Hmn

Fig. 40 — Ligacdo de F& proveniente da hemina as formas amastigotas ao fide 3 horas a 4°C num
ensaio de competicdo, utilizando 0,0pM de hemina-Fe55, juntamente com 1M de: protoporfirina,
(PIX) e hemina, (Hmn). Como controlo situacao (Ctp, ndo existiu competidor. Experiéncia realizada
em triplicado.

Conforme ja foi referido, o calculo da Kd implicaggligando e ligado estejam em

equilibrio. Assim, de uma maneira semelhante adizegln para a hemoglobina,
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determinou-se o tempo que uma quantidade de heseimara a atingir o equilibrio com
0s receptores (Figura 41).

Para determinar a Kd recorreu-se a um ensaio deagab. Este tipo de ensaio tem
pressupostos semelhantes aos descritos para a Ibbmag Os estudos de saturacéo,

(Figura 40), revelaram um equilibrio rapidamentegido.
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Fig. 41 - Ligacdo de 50 nM de hemina-P& ao parasita em funcdo do tempo a 4°C. Experiéncia
realizada em triplicado.

As Kd obtidas nos ensaios de saturagao, (Figurafd@m muito consistentes e

situaram-se entre os 0,02 e 0,05 nM.
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Fig. 42 - Ligacdo de quantidades crescentes de hemiFe™ ao parasita, ao fim de 3 horas a 4°C. A
constante de dissociagéo, Kd, determinada por regssdo linear utilizando oGraphpad da Prisnfoi de
0.044 nM. Experiéncia representativa de quatro en#as realizados em triplicado.
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A determinacdo da constante de captacdo dahEenina seria 0 passo seguinte,
porém, mais uma vez, ndo foi possivel a sua datagéo porque foi impossivel atingir a
velocidade maxima de captacdo. Dados preliminardgam que a captacdo decorre

linearmente até concentracdes na ordem dos 40 [gdré43).
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Fig. 43 — Captacdo de F8 pelo parasita apés incubacgéo durante 3 horas a 37° com quantidades
crescentes de hemina-F&

6. Estudo para a determinacdo das condi¢cOes de “stang” de ferro.

Em principio as formas amastigotas induzem mol&ceievolvidas na captacéao do
ferro mediante a concentragéo deste. Consequernteme®senvolvimento das condi¢des
de “starving” do ferro é de grande importancia parastudo do metabolismo do ferro
nestes parasitas. A definicdo destas condicOesitp@rastudar, por exemplo, a regulacéo
de alguns dos receptores envolvidos e até defstiatégias para o seu isolamento por
comparacao da expressao proteica de formas antastigeescidas na auséncia e em
excesso de ferro.

Para definir as condi¢des de “starving” usamogjuslante permeavel para o ferro,
o 2-2’-dipiridil (DPD). Conforme indicado na figudB foi feita uma “titulacéo biologica”
de modo a determinar qual a concentracédo de DPDndhe2o crescimento dos parasitas.
Verificou-se que 100uM de DPD é suficiente para o conseguir. Esta aiméde
crescimento com 100M de DPD foi reversivel pela colocacédo destes ffagaem meio
novo, indicando que a auséncia de crescimento r@dexido a toxicidade do DPD mas

sim devido a restricdo de nutrientes. A viabilidadiestes parasitas sujeitos a estas
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concentracoes de DPD foi determinada por citometgidluxo. O contacto com o DPD
nao revelou citotoxicidade nos intervalos de temp@nsaio para as concentracdes de 100
uM e 50uM. Consequentemente da analise da figura 44 pagEeima concentracao de

100uM de dipiridil € suficiente para inibir o crescimertdos parasitas.
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Fig. 44 — NUumero de formas amastigotas em culturapas 48 horas de incubacdo a 37°C, com
quantidades crescentes de dipiridil (DPD), em MAA200O eixo das abcissas intercepta o eixo das
ordenadas na quantidade inicial de formas amastigas em cultura, sendo que os valores abaixo do
eixo das abcissas representam uma diminuicdo do némo de amastigotas. Experiéncia representativa
de trés ensaios realizados em duplicado.

Para verificar se a captacdo do ferro era regyladaima situacao de “starvation”
determinou-se a captacéo do ferro em parasitasanldis na presenca de DPD durante 6 e
24 horas (Figura 45). A incubagdo dos parasitasante 24 horas, com DPD, nas
concentragcdes de 50 e 1QM, parece induzir um aumento, de cerca de 2 veias,
captacédo do P2 proveniente do Fe-NTA e do FeCPara a concentracdo de 200 de
DPD néo foi detectado qualquer aumento da captdafaliferentes fontes de ferro pelos
parasitas. A incubacdo durante 5 horas ndo pasrceapaz de induzir um aumento de
captacdo das diferentes fontes de ferro testaddss Eesultados foram consistentes nas
duas experiéncias realizadas. No que respeita anageros resultados ndo foram

consistentes, parece nao existir inducao signwaata captacao da hemina.
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Fig. 45 - Captacéo de F8 apds incubacéo de parasitas a 37°C com diferentesncentracdes de DPD,
(valores no eixo das abcissas) durante 5 horas (8)24 horas (B). Apés os tempos de contacto com o
DPD os parasitas foram incubados durante 3 horas eMAA na presenca de 0,74 nmol das diferentes
fontes de ferro. Experiéncia representativa de doisnsaios realizados em triplicada.
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Discussao

O estudo desenvolvido sobre a captacédo de fera fpema amastigotale L.
infantum, teve como pressuposto essencial o facto destaafamastigota ter na
disponibilidade do ferro um elemento limitante pararescimento. Assim, a abordagem
escolhida para determinar as fontes de ferro atiéis por amastigotas e infantumfoi a
complementacao do meio base de crescimento daasamastigotas (0 meio MAA) com
componentes do soro bovino fetal (SBF) de pesoculaeinferior a 10 kDa, sendo este
novo meio designado de meio Fi. A principal candstiea deste meio é o facto do seu
conteudo em ferro ser substancialmente menor umajwe se removeram por filtracao
cerca de 80% do conteudo em ferro (Figura 14),nesdeente por eliminacdo da
transferrina e da hemoglobina. O meio Fi, quandizadlo como meio de cultura, foi
incapaz de promover o crescimento das formas agoéasi (Figura 15). Estes resultados
sdo semelhantes aos obtidos nas formas promastidelta chagasi[26] onde, utilizando
também um meio depletado de ferro, se observouoguparasitas eram incapazes de
crescer, demonstrando o caracter essencial do ffareo o crescimento dos parasitas em
cultura. Os resultados apresentados nas figura3718, 18 provam que esta auséncia de
crescimento ndo é devida a falta de componentésigue (Figura 16), nem a auséncia do
grupo heme (Figuras 17 e 18). SO existe crescimmetdiante a adicdo de uma fonte de
ferro, hémica ou ndo hémica (Figura 17).

A auséncia do grupo heme no meio Fi foi um elemeetturbador em virtude da
conhecida incapacidade dos tripanossomatideosntigtizairem este grupo (Figura 13).
Este problema normalmente é resolvido suplementarsi@arasitas em cultura com
hemina, porém tal ndo poderia ser feito neste enx#s a hemina € uma fonte de ferro.
Tendo em conta que os parasitas sdo capazes @tizanto grupo heme desde que
obtenham protoporfirina IX, uma vez que possueneraofluelatase necessaria para a
incorporagao do ferro no macrociclo, a solucdo@ag®la incorporacao de protoporfirina
IX nas culturas, algo ja descrito na literatura promastigotas [35]. Infelizmente a
protoporfirina 1X tem propriedades antileishmanasdem virtude de gerar radicais livres
altamente toxicos para os organismos [35, 36]. Mssi suplementacdo do meio com

protoporfirina IX, nos mesmos niveis usados palemina, ndo foi possivel. Porém, a
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suplementacdo do meio Fi com protoporfirina IX emnaentragcdes entre os 0,4 e 0s 3,5
uM (Figura 18) teve um efeito positivo no crescinoeparasitario com fontes de ferro néo
hémicas. Uma outra consequéncia resultante da @as#m grupo heme nas culturas em
meio Fi foi a incapacidade de as manter indefiniglatien quando a fonte de ferro utilizada
para suplementar as culturas foi ferro inorganir. outras palavras, a suplementacao do
meio Fi com fontes hémicas permitiu a manutencéefinida das culturas (Figura 20). O
mesmo nao se verificou utilizando fontes ndo hémi€antudo, para fontes ndo hémicas,
a adicdo de 1,8M de protoporfirina IX foi suficiente para supris anecessidades
parasitarias ao longo de varias passagens. Curgrgam0,8uM de protoporfirina 1X
apesar de ter permitido um crescimento idéntictpago de uma repicagem (Figuras 18 e
19), ndo permitiu a manutencédo das culturas aocolaiytempo (dados nao incluidos),
sendo os parasitas incapazes de sobreviver enagepis sucessivas. E possivel especular
sobre a possibilidade de algum tipo de armazenansimtgrupo heme. A existéncia de
reservas do grupo heme permitiria a sobrevivéngigatasita durante algum tempo com
um fornecimento limitado de heme. Esta descrita yomdeina, emVibrio cholarae
designada por HutZ que parece funcionar como umesieo armazenador do grupo heme
[37]. Seria interessante verificar com maior dedallh destino do grupo heme na
Leishmania pois pouco é conhecido acerca do processamentgridpo heme nos
parasitas. Heme livre n&do existe em grandes qualdesd uma vez que, de modo
semelhante a protoporfirina IX, pode entrar emgeées radicalares. Assim, o destino mais
provavel sera a sua utilizagcdo imediata ou a degéad por accdo de uma enzima
pertencente a familia das heme-oxigenases. Nestpoca trabalho mais relevante foi a
caracterizagdo bioquimica de uma heme-oxigenasefarazas promastigotas de.
donovani[24].

Os ensaios de complementacdo do meio Fi com diesrdantes de ferro, (Figura
21), demonstraram que as formas amastigotas podescec meio suplementado com
fontes de ferro hémicas como a hemina e a hemoglpki fontes ndo hémicas, como o
FeCk ou o ferro associado ao nitrilotioacetato (Fe-NTA)s fontes ndo hémicas
promovem o crescimento parasitario a um nivel iofelOutras fontes de ferro como a
transferrina, a lactoferrina ou a ferritina forantapazes de induzir o crescimento dos
amastigotas em niveis significativos. Qual o sigado destes resultados?

Relativamente as fontes ndo hémicas o resultads su@preendente é a auséncia
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de crescimento associado a transferrina e a ladtedevisivel nas figuras 21 e 23. Estudos
em formas promastigotas indicam que estas protpideam ser utilizadas como fontes de
ferro [26, 29]. Em 1992 foi mesmo isolado um caathda receptor de transferrina [28], no
entanto estudos subsequentes demonstraram né&pseifieo para a transferrina [29]. Em
1998 foram caracterizados bioquimicamente, por destude competicdo, possiveis
receptores para a lactoferrina e a transferringd. [Rld entanto, estes nunca foram
identificados, ao contrario do que acontece em osuttripanossomatideos como
Trypanosoma brucgionde ja foi identificado e extensivamente caraado o receptor
para a transferrina [38, 39] [40Em 2002 foi descrito um modelo alternativo para a
captacdo do ferro a partir da transferrina/lactofar nas formas promastigotas te
chagasi[29]. Este modelo pressupde, ndo a internalizdedimansferrina/lactoferrina, mas
sim a remocao do ferro que lhe estad associado qg@oade hipotéticas reductases de
superficie/excretadas. O crescimento das formamgstigotas e ndo de amastigotas em
meio Fi suplementado com transferrina ou lactafarpoderia ser um indicador de uma
captacao diferencial do ferro, isto é, dependeatestiadio do parasita. Contudo, tal néo foi
possivel pois 0 meio Fi contem ferro suficienteappromover o crescimento da forma
promastigota em cultura. Estes resultados indici@amo ja foi referido, uma utilizagédo
diferencial das diferentes fontes de ferro gedsshmania Na sua forma amastigota seria
incapaz de utilizar transferrina e lactoferrina cofantes de ferro, ao contrario do que
aconteceria na forma promastigota. Estariamos eptante a expressdo estadio-
dependente de um conjunto de genes associadodagdaamle transferrina e lactoferrina
gue nado seriam expressos na forma amastigota. tipstede genes com expressao
diferencial ndo é novidade ebeishmaniapois existem varios genes expressos de uma
forma dependente do estadio de desenvolviment@idamaniatal como as proteinas A2
ou a HSP100 caracterizadas como importantes factdee viruléncia [41], apenas
expressas na forma amastigota. Biologicamente,r@ode transferrina e a lactoferrina
desempenhar um papel significativo como fontesed®? Estara acessivel ao parasita? Na
forma promastigota, dentro do vector insecto, gt terd como uma das principais
fontes de ferro a transferrina, abundante no sadgugual a mosca da areia se alimenta.
No hospedeiro vertebrado, para além da transfetemms também a lactoferrina como
fonte de ferro significativa uma vez que pode sedpzida nos neutrofilos, uma das

primeiras células fagociticas a serem recrutades @docal da infeccdo, sendo por isso
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capazes de funcionar como hospedeiro primario @domma promastigota. E de realcar,
porém, que as formas promastigotas nédo se difamanein formas amastigotas no interior
dos neutrdfilos [42]. Ao contrario do que acontaceinterior dos neutrofilos, no interior
dos macrofagos nédo parecem existir fontes abursla®dactoferrina, no entanto existe
transferrina que é activamente transportada pandedor do macrofago. Um artigo faz
referéncia a internalizacdo de transferrina de uwdananormal pelos macrofagos
infectados cont.eishmaniaAssim, a nao utilizacdo da lactoferrina pela foanaastigota,
parece ndo ser completamente descabida ap0s seaarmlsua disponibilidade nos
diferentes estadios. A néo utilizacdo da transfartambém pode ser facilmente explicavel
na medida que a forma amastigota ndo se encoutearip citoplasma dos macréfagos,
encontra-se nos fagolisossomas dos macrofagos. mMierior dos fagolisossomas
parasitados estdo descritos valores de pH na oddef)4. A este pH o ferro dissocia-se
espontaneamente da transferrerrina ficando o féisponivel para ser captado. Assim
sendo, a transferrina seria apenas utilizada comte fndirecta de ferro. O pH das culturas
das formas amastigotas varia ao longo do tempo wemab da modulacdo do meio
resultante da actividade dos parasitas (Figura RW). inicio da cultura, o pH é
aproximadamente 6,4, a este pH o ferro esta askoéidransferrina, logo a transferrina
nao permite o crescimento dos parasitas. No faggslsma pode servir como fonte de ferro
de uma maneira indirecta, pois, como ja foi referido pH acidico do fagolisossoma o
ferro dissocia-se da transferrina permitindo aagfut de ferro na forma de ferro livre.

A possibilidade da existéncia de sideroferos lesishmaniaja foi abordada em
formas promastigotas [29], sem no entanto ter s@wloprovada a sua existéncia. Além
disso, a susceptibilidade dheishmania a agentes quelantes [43, 44], como a
desferrioxamina (DFO), indicia ndo possuir mecansroapazes de remover o ferro de
agentes quelantes fortes.

A aquisicao do ferro a partir do Fe-NTA, pressupdeapacidade de remocao do
ferro do NTA, pois o complexo Fe-NTA néo atravessaembrana celular. Esta remocao
pode ser feita mediante a utilizacdo de siderofenostravés da utilizacdo de reductases.

A presenca de actividade de reductases foi detectadorma amastigotas (Figura
26), sem atingir porém os niveis de actividade ritescpor M. Wilson [29]. No entanto,
este facto pode ser devido a ndo utilizacdo de tayjotss colocados previamente numa

situacdo de auséncia de ferro, de modo a depletsmas reservas de ferro (“starvation”).
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Ainda assim, a reducdo do ferrocianato foi detettasendo mais intensa nas formas
amastigotas.

O ferro iGnico, como seria de esperar, também piermicrescimento do parasita
(Figura 21). Estd descrito que a forma promastigbtacapaz de captar o ferro
preferencialmente na sua forma reduzida [29], nargo ndo foram detectadas diferencas
significativas quando utilizado o Fe-NTA ou o Fg@ presenca de redutores ou oxidantes
(Figura 28). No caso do FeCparece que tanto a oxidacdo como a reducao do ferr
aumentarem a sua captacdo, um achado que nao léssiepexplicar. E possivel que tal
seja devido ao facto da solubilidade do ferro vaem funcdo do pH e do potencial
electroquimico,E®, do meio. Ou seja, o FeCéxiste normalmente na forma de um sal
hidratado, o FeGl6H,O, que em solucdo aquosa, da origem a um catidatadb incolor,

o0 [Fe(Oh)s]*", caracteristico dos sais de ferro dissolvidos guaaEste é suficientemente
polarizado para que as moléculas de agua funciaoeno bases, removendo protdes do
catido hidratado:

[Fe(OH)el*" (ag) + HO (1) <> HsO'(ag)+ Fe(OH)s(OH)I*" (aq)
Eventualmente, num equilibrio dependente do pHgntes a formacdo de uma solucao
cada vez mais amarela, seguida pela formacéo geesipitado cor de ferrugem com uma
consisténcia gelatinosa, composto essencialmentéigooxido de ferro, FeO(OH), de
acordo com a equagao:

Fe* (ag) + OH (aqg) <> FeO(OH)(s) + H,O (1)

O pH néo é a unico elemento a afectar a solub#idbdferro, d2°também tem um
papel importante como demonstrado no diagrama debRix, (Figura 46). Assim sendo, é
possivel que, no pH em se realizam os ensaio® Brar6, haja diferencas na quantidade
de ferro biodisponivel pois ter-se-a uma maior @nar quantidade de hidréxidos de ferro
consoante cE° Logo um potencial negativo devido a accdo de adutor induz um
aumento de Fé (sollvel). Paradoxalmente 0 mesmo acontece quaedmxida o meio
pois diminui-se a quantidade de hidroxidos de feciga estabilidade termodinamica é
desfavorecida por pH baixoE® elevado, passando existir mais ferro solUvel madode
catides hidratados. Este facto explicaria 0 aumeéatoaptacao do ferro quando se utilizou
o FeC} como fonte de ferro (Figura 28), quer na preselgceedutores quer de oxidantes.
A diferenca de captacao seria explicada pela lpodibilidade do ferro. Um mesmo nivel

de captacdo de Feou FE" é no entanto um pouco estranho e dificil de eaplic
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biologicamente. Estes resultados indiciariam umamiseno de captacao indeferenciado
para F& ou Fé&', talvez envolvendo reductases e/ou transportadddesanismos de
reducdo para a captacao de ferro ja foram amplanaescritos em varios organismos [45-
47]. No caso do Fe-NTA a dependéncia da captacaofusmpdo da temperatura,
(Figura 25), é indicativo de um fendbmeno activardesporte, envolvendo provavelmente
uma reductase e um transportador cuja actividadedseinuida pela temperatura. Assim
sendo, a captacdo de ferro i6nico envolveria umebodemelhante ao proposto por
Wilson et al[29] para captacdo de ferro, com uma reductassjyebmente de membrana,
associada a um transportador. Se o evento de @dugdiado por uma redutase for muito
rapido, o passo limitante no transporte seria aacdpde do transportador em fazer passar
os ibes F& pela membrana. Assim, independentemente de peedgominantemente Fe
ou FE€* no meio, ter-se-ia sempre o transporte da mesamtigade de atomos de ferro. Se
este modelo for verdadeiro e 0 mecanismo para t&agép do ferro for o mesmo para o
ferro iGnico e para o Fe-NTA, poderiamos, & primeista estar perante uma contradicdo
uma vez que o crescimento dos parasitas ndo € maipresenca de Fe-NTA do que de
FeCk, (Figuras 21 e 22). Contudo, deve-se ter em contdamio muito importante ja
referido nesta discusséo; a questao da biodispdaithe do ferro. A quantidade de FeCl
adicionada nos ensaios de crescimento foi dM8no entanto a solubilidade estimada do
FeC}k é na ordem dos 01 (nM). Assim 0 menor crescimento obtido com o Regvera
ser simplesmente devido a uma menor quantidaderde biodisponivel. E importante
recordar que ao ligacdo do NTA ao ferro solubilziego a quantidade de ferro adicionada
ao NTA sera a quantidade de ferro presente no@nsai

A comparacéo feita na figura 22 demonstra que ate$ondo hémicas parecem
necessitar de quantidades muito superiores pater suseis de crescimento comparaveis
aos obtidos com fontes hémicas. Isto pode ser devigma multiplicidade de factores que
0 nosso estudo nao permitiu responder, factoress eslacionados com o tipo de
transporte, a velocidade de internalizagéo, afdedao numero de receptores.
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Fig. 46 — Diagrama de Pourbaix simplificado para agspécies de ferro existentes em solucdo. Este
diagrama apresenta as espécies termodinamicamenteais estaveis em funcéo do pH e de?(E/V) do
meio. As linhas verticais, paralelas ao eixo das denadas, que separam as diferentes espécies
representam equilibrios dependentes do pH, as resti@s linhas do diagrama entre as diferentes
espécies de ferro representam equilibrios redox. Alinhas verdes marcam os limites dé° onde é
possivel oxidar e reduzir o ferro a um determinad@H. A E° muito elevados o oxigénio sera dismutado
em 4gua, a potenciais muito reduzidos a 4gua seré&uthutada em hidrogénio.

Relativamente as fontes hémicas a utilizacdo refisente da a hemina e da
hemoglobina como fontes de ferro, deve estar mada com o facto de funcionarem
também como fontes do grupo heme. Desta formajaaliva falta do grupo heme
resultante da incapacidade destes parasitas pantetizarem. Relativamente a
hemoglobina, ja existem estudos bastante avancsmme a sua utilizacdo nas formas
promastigotas. Foi descrita e isolada, lerdonovanj uma proteina de 46 kDa que parece
funcionar como um receptor para a hemoglobina 332,48]. Por isso nao foi surpresa a
capacidade do parasita para crescer com estaderiezro. Os resultados obtidos indiciam
a existéncia de um receptor especifico (figura83p32, 33, 34). E visivel a ocorréncia da
captacdo da hemoglobina dependente da temperakigarg 30). A ligacdo da
hemoglobina ao parasita ndo é competida por hemena outras proteinas heterologas,
(Figura 31). A determinacdo da Kd (Figura 34) reuelporém, uma ligacdo de baixa

afinidade com uma constante entre os 3 e geM8%a Kd determinada para o receptor da
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hemoglobina dd.. donovanifoi de 0,6 uM [33]). A captacdo de hemoglobina a 37°C,
visivel na figura 35 revelou uma captacao crescemdéuncédo da concentragdo, ndo tendo
sido atingido um patamar constante de captacaoaitidd da saturacdo dos receptores. Por
este motivo, ndo foi possivel determinar a conetal® captacdo Km. Curiosamente o
aumento da captacdo ndo foi linear para todas magae concentracfes testadas. Até
200 uM observou-se uma captacéo distinta da obtida panaentracdes superiores. A
figura 35 mostra que as rectas tracadas no grdécoaptacdo sao distintas para os dois
conjuntos de concentracfes. Este resultado peesjiecular sobre a existéncia de dois
tipos de receptores para a hemoglobina. Porémexiate nenhum estudo sobre receptores
para a hemoglobina cuja expressao fosse induzldgppesenca de grandes quantidades de
hemoglobina. Mecanismos indutiveis para a captdeaferro estdo descritos para outros
organismos. Um exemplo paradigmatico € o sistematrdesporte de ferro, em
Saccharomyces cerevisiade alta (Kd, 15 nM) e baixa afinidade (Kd, 4M) cuja
expressdo € dependente da abundéancia de ferrd9180]. Assim, ndo seria impossivel
ponderar a possibilidade de existirem receptorégciiveis nas formas amastigotaslde
infantum Esta possibilidade vai ser testada por ensaiofigdedo, a 4°C, colocando
parasitas a crescer com diferentes quantidadesrdediobina (experiéncia ainda em fase
de planeamento).

Estudos enl. donovanidescrevem também um “turnover” rapido de elementos
iodinados provenientes da hemoglobina, como rekultle um processo de degradacao
intracelular [33]. Para confirmar este facto temteudetectar a presenca de elementos
iodinados resultantes da degradacdo da hemoglobmaobrenadantes das culturas apés
incubacdo com hemoglobina iodinada. Os nossostadssl indicam contudo niveis de
degradacédo pouco assinalaveis (Figura 37). Apesamd pequeno aumento de produtos
iodinados de baixo peso molecular ndo parecem ufcientes para influenciar a
determinacdo do Km. Uma degradacéo significativlenciaria a determinagdo de um
patamar de velocidade méaxima que impossibilitad@tarminacdo do Km uma vez que a
hemoglobina iodinada ndo é retida no parasita rnmasdegradada e excretada para o
exterior do parasita.

A capacidade para ligar o grupo heme ja foi desaih formas promastigotas de
L. mexicana sendo esta ligacdo dependente do estadio devdeserento do parasita,

isto €, promastigotas logaritmicos, em divisdovagtiigavam cerca de 10 vezes mais
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hemina do que a forma estacionaria [30]. De facto n@ssos estudos cinéticos,
preliminares ainda, confluem no sentido da posddie de existir um receptor na
superficie do parasita envolvido na captacao dpaheme (Figuras 39,40, 42).

Assim, existe uma captacdo do grupo heme dependantemperatura, visivel na
figura 39, indicativo de um processo activo de aggb. A ligacdo a superficie do parasita
parece ser especifica e competida por protopafitk (Figura 40) Estes dados séo
concordantes com o0s obtidos por Garbraith [30]. dnstante de afinidade, Kd,
determinada (Figura 42), assumiu valores entre ,68 @ os 0,05 nM, (0,003 nM
determinado por Garbraith em 1988, [30]) forneceimiticios da existéncia de uma
molécula de alta afinidade para a hemina. A exiséeste receptor de alta afinidade sera
um indicador da importancia que tem a captacaargisogheme neste organismo. Convém
ainda realcar que o heme pode atravessar membcahdares por difusdo passiva, no
entanto este facto ndo tera grande relevanciddigoa pois nenhum organismo depende
unicamente dele. Todos os organismos que utilizagnupo heme como fonte de ferro
adquirem o heme, ou as proteinas a ele associatediante processos especificos
(receptores, hemoforos).

S&o imensas as referéncias a mecanismos indupeeisituagcdes ambientais. Um
caso paradigmético ja aqui referido e alvo de esxtenestudo € o sistema de captacdo do
ferro envolvendo reductases eB cerevisiae No entanto, o estudo deste tipo de
mecanismos pressupunha a obtencdo de condicOestavation” para o ferro. A
abordagem escolhida para tentar criar uma situdedstarvation” foi a utilizacdo de um
guelante permeéavel o 2-2'-dipiridil, (DPD). Estendmstrou ser capaz de inibir o
crescimento das formas amastigotas ldeinfantum (Figura 44) de uma maneira
dependente da concentracdo. Assim, 0 contacto téuPdnhoras com 50 ou 1QMJ de
DPD parece induzir a captacéo do ferro ionico e@ado a Fe-NTA, (Figura 45), sendo
provavelmente possivel utilizar este processo emdes futuros que envolvam a
caracterizacdo de elementos indutiveis em situagéetstarvation”. Numa experiéncia
recentemente realizada (dados n&o incluidos) fesipel reverter o efeito do DPD
utilizando as mesmas fontes de ferro que permitianrescimento, comprovando mais
uma vez a sua utilizacao pela forma amastigota.

Quial o significado bioldgico dos resultados obtitlos

Os macrofagos, sdo reconhecidamente células iamest envolvidas no processo
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de remocéo de eritrécitos, infectados ou nao funais) da corrente sanguinea, tendo um
papel significativo na reciclagem da hemoglobinasifm ndo sera dificil de conjecturar
que um macrofago poderia ter no interior do mesm@agolisossomaleishmania e
eritrocitos, apesar de Veras al referir que ndo detectou tal co-localizacéo [H]de
referir porém, relativamente a este artigo, quarfoutilizados eritrocitos fixados e nao
eritrocitos que tivessem numa situacdo de apopteeral Por isso as vias do
processamento eritrocitico podem nao ser exactamasitmesmas. Se coexistissem no
mesmo fagolisossoma eritrécitos (ou produtos daadegao dos eritrocitos)Leishmania
estariam satisfeitos os requisitos para satisfaganecessidades metabdlicas do parasita.
Como resultado da degradacdo dos eritrocitos tedammma abundante fonte de
hemoglobina, de grupo heme e de ferro livre. A ibdgtade de subversdo do transporte
de transferrina para os fagossomas de macrofagasitpalos [40], também contribuiria
para aumentar a pool de ferro disponivel pois astesrina no ambiente acidico do
fagolisossoma dissocia-se espontaneamente do fernecendo ferro i6nico ao parasita.
Obviamente este € apenas um cenario hipotéticénPexistem dois factos a ter em conta
que parecem contribuir para este modelo: em prarelreishmaniaé um patogénio de
sucesso, infectando vertebrados ha milhdes de@orosso é capaz de captar ferro (e os
restantes nutrientes que necessita) a partir datesfodisponiveis no seu hospedeiro;
segundoleishmaniaperdeu a capacidade de sintetizar o grupo hemagonglica que o
pode captar com facilidade a partir do meio.

Na forma promastigota os nutrientes sao obtidoartr las refeicbes sanguineas
da mosca. Nao é dificil imaginar a captacdo do @rugme proveniente de eritrocitos
degradados durante o processo digestivo do insEgtste mesmo um artigo atribuindo
propriedades hemoliticas as formas promastigotds. d®novani[52]. Mas e na forma
amastigota? De onde vem o0 grupo heme? A fonte dee hmais 6bvia seriam os
eritrocitos, porém nédo esta descrito gueeshmaniainfecte os eritrocitos dos mamiferos,
(existe um caso de um réptil sul americano cujdsbeitos estavam infectados por uma
nova espécie deeishmanialLeishmania zuckermani53]). Assim os macréfagos deverao
ter fontes de grupo heme abundantes e disponiai® dnodelo proposto. Um dado
adicional a reforcar esta teoria € que grandestigiagies de heme perecem ser um dos
sinais importantes para o processo de diferengiagfovitro e in situy, da forma

promastigota para forma amastigota [54]. Uma vez igwivo a diferenciacdo ocorre,
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principalmente, no interior de macréfagos, serssipes especular que de facto o grupo

heme se encontra disponivel nos macréfagos.
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Consideracdes finais

Os estudos realizados permitem definir como praisifontes de ferro utilizaveis
pelo parasita na sua forma amastigota, a hemoglpbigrupo heme, o ferro idnico livre
ou associado a quelantes de baixa afinidade conmtridotriacetato. A ferritina, a
transferrina e a lactoferrina foram incapazes denprer o crescimento parasitario.

Estudos preliminares parecem indiciar que a captale ferro idnico livre ou
associado a quelantes de baixo peso molecular efecduada mediante a accdo de
redutases. No que diz respeito a captacdo de departir da hemina e da hemoglobina,
tudo indica existirem, na forma amastigota de infantum moléculas especificas
associadas ao seu transporte, tendo sido desarieo molécula, provavelmente um
receptor, capaz de ligar a hemina com alta afi@dadoelo menos um receptor de baixa
afinidade para a hemoglobina.

Foram também dados os primeiros passos na optiauzaas condicbes de
“strarvation” de ferro utilizando o dipiridil.

Todo o trabalho desenvolvido durante este anapenas parte de um trabalho
mais envolvente que continua a decorrer, visanthracterizacdo de moléculas envolvidas

na captacao de ferro pelas formas amastigotasidéantum.
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