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Resumo

Os organismos vivos possuem a capacidade de responder a varios sinais intra e extracelulares,
0 que, por sua vez, cria uma variedade de metabdlitos na “sopa” celular. A metaboldmica —
ciéncia que lida com a identificacdo e quantificacdo de metabdlitos num sistema biolégico sob
um conjunto de condicBes — esta ganhando reconhecimento como uma ferramenta poderosa
que ajuda a compreender o efeito de varios fatores de stress e condi¢cbes ambientais sobre o
metaboloma de um determinado sistema bioldgico. A metabolémica baseada em Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN) estd sendo usada em diferentes areas, incluindo biologia de
doencas, medicina, farmacia, toxicologia, alimentos, ciéncias ambientais, entre outras,
contribuindo com uma melhor compreensdo de conjuntos de metabdlitos de interesse. Além
disso, a RMN ¢ aplicada para obter a impressdo digital metabdlica associada a diferentes
sistemas biologicos. Dessa forma, o trabalho realizado neste doutorado se concentrou na
analise metabdlica do TG de Triatoma infestans, um dos mais importantes vetores do
protozoario Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas (DC). De forma geral,
considera-se que este parasito ndo apresenta patogenicidade aos hospedeiros invertebrados
(triatomineos); no entanto, existem estudos que relatam efeitos negativos causados pela
infeccdo. Assim, neste estudo, abordamos a importancia de compreender a relacdo entre
parasito e vetor na DC, por meio da analise comparada do metaboloma do sistema
gastrointestinal de exemplares de T. infestans infectados e sem infeccdo pelo T. cruzi, por
RMN. Identificamos 22 metabdlitos, destacando sete (isoleucina, lisina, prolina, colina,
betaina, acetato e glicose) como estatisticamente significantes na distin¢cdo entre os dois
grupos (infectados e sem infec¢do). Discutimos as implicacdes fisiologicas desses
metabdlitos, considerando sua possivel relacdo com fatores epidemioldgicos e a interacéo
entre o protozodario e o vetor. Embora nossos achados sugiram alteracfes no metabolismo do
vetor induzidas pela presenca do T. cruzi, ressaltamos a necessidade de estudos adicionais
para determinar se essas mudancas afetam negativamente o inseto. A escassez de dados na
literatura sobre o metabolismo do vetor e a interagcdo parasito-vetor destaca a importancia de
uma compreensdo mais aprofundada desses processos, fornecendo insights para o
desenvolvimento de estratégias de controle de vetores e, por conseguinte, da transmissao da
DC.

Palavras-chave: Triatominae. Metabolomica. Doenca de Chagas



Summary

Living organisms can respond to various intra- and extracellular signals, which, in turn, create
a variety of metabolites in the cellular "soup™. Metabolomics — the science that deals with the
identification and quantification of metabolites in a biological system under a set of
conditions — is gaining recognition as a powerful tool that helps understand the effect of
various stress factors and environmental conditions on the metabolome of a given biological
system. Metabolomics based on Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is being used in
different areas, including disease biology, medicine, pharmacy, toxicology, food,
environmental sciences, among others, contributing to a better understanding of sets of
metabolites of interest. Furthermore, NMR is applied to obtain the metabolic fingerprint
associated with different biological systems. Therefore, the work carried out in this doctorate
focused on the metabolic analysis of the TG of Triatoma infestans, one of the most important
vectors of the protozoan Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease (CD). In
general, it is considered that this parasite is not pathogenic to invertebrate hosts (triatomines);
however, there are studies that report negative effects caused by the infection. Thus, in this
study, we address the importance of understanding the relationship between parasite and
vector in CD, through comparative analysis of the metabolome of the gastrointestinal system
of specimens of T. infestans infected and without T. cruzi infection, by NMR. We identified
22 metabolites, highlighting seven (isoleucine, lysine, proline, choline, betaine, acetate and
glucose) as statistically significant in distinguishing between the two groups (infected and
without infection). We discuss the physiological implications of these metabolites,
considering their possible relationship with epidemiological factors and the interaction
between the protozoan and the vector. Although our findings suggest changes in the vector's
metabolism induced by the presence of T. cruzi, we highlight the need for additional studies to
determine whether these changes negatively affect the insect. The scarcity of data in the
literature on vector metabolism and parasite-vector interaction highlights the importance of a
more in-depth understanding of these processes, providing insights for the development of

vector control strategies and, therefore, CD transmission.

Keywords: Triatominae. Metabolomics. Chagas disease
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é uma das 20 Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN)
listadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2023). Estima-se que sete
milhGes de pessoas estejam infectadas pelo Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae) em todo o mundo, principalmente na América Latina
(WHO, 2023). Além disso, pressupbe-se que mais de 10 mil pessoas morram, todos 0s anos,
de manifestac@es clinicas (WHO, 2023), e cerca de 70 milhGes de pessoas vivam em &rea de
risco (GUHL; RAMIREZ, 2021; DE FUENTES-VICENTE et al, 2023; MARTIN-
ESCOLANO et al., 2022; WHO, 2023). Embora a DC seja endémica de 21 paises latino-
americanos (DNDI, 2023), essa moléstia ja foi relatada em &reas ndo endémicas, como
Canada, Estados Unidos, Japdo, Australia, Nova Zelandia, Suica, Itdlia e Espanha
(SORIANO-ARANDES et al., 2016).

O protozoario T. cruzi € o agente etiologico responsavel por esta doenca (HOTEZ et al.,
2007; WHO, 2023), sendo a principal forma de transmissao por meio das fezes e/ou urina de
triatomineos, pois esses insetos possuem o habito de defecar durante ou apds o repasto
sanguineo e, uma vez infectados pelo T. cruzi, podem liberar o parasito sobre a pele do
hospedeiro (ALEVI et al., 2021; GIL-SANTANA et al., 2022; OLIVEIRA CORREIA et al.,
2022; TELLEZ-RENDON et al., 2023; ZHAO et al., 2023). Porém, a transmissdo pode
ocorrer por diversas outras vias, incluindo transmissao oral via alimentos contaminados com o
parasito, transfusdo de sangue de doadores infectados, transmissdo vertical (transplacentaria
ou durante a amamentacao), transplantes de 6rgdos de doadores chagasicos e, até mesmo, por
acidentes laboratoriais (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006;
JACKSON et al., 2010; BERN; MARTIN; GILMAN, 2011; SHIKANAI-YASUDA;
CARVALHO, 2012).

O ciclo de vida do T. cruzi é complexo e constituido por diferentes fases que acontecem
ora nos triatomineos (vetores), ora nos vertebrados que atuam como hospedeiros/reservatorios
(de forma geral, mamiferos) (TYLER; ENGMAN, 2001; BERN, 2015; BARISON et al.,
2017). Durante o repasto sanguineo em mamiferos infectados, os insetos ingerem as formas
tripomastigotas que passam por uma sequéncia de transformagfes ao longo do trato
gastrointestinal (TG) do inseto: no estdbmago, a maioria dos tripomastigotas (forma presente
no sangue dos vertebrados) se diferencia em epimastigotas (principal estagio de replicacdo) e
esferomastigotas. Apds a passagem para o intestino delgado e reto, os epimastigotas se

dividem repetidas vezes e, na porcdo final do sistema digestorio, se transformam em
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tripomastigotas metaciclicos (forma infectante para os hospedeiros) que sdo eliminados nas
fezes dos insetos durante o repasto sanguineo (GARCIA et al., 2010).

Os Unicos tratamentos disponiveis para a doenca sdo 0s antitripanosomatideos
Benznidazol e Nifurtimox, que s6 sdo eficazes na fase aguda da doenca (HASSLOCHER-
MORENO et al., 2012; CRESPILLO-ANDUJAR et al., 2022). A criacio de novas
abordagens medicinais para o tratamento da DC tem enfrentado muitos desafios. A
complexidade da biologia da infeccdo, a complexidade da patologia e a natureza de longo
prazo da doenca sdo as principais barreiras para o desenvolvimento de novos tratamentos
(MILES et al., 1981; BERN, 2015; MESSENGER; MILES; BERN, 2015; MARTIN-
ESCOLANO et al., 2022). Consequentemente, o controle vetorial é considerado a estratégia
mais eficiente para combater a DC (WHO, 2023). Entretanto, o controle dos vetores apresenta
varios obstaculos, pois os triatomineos apresentam ampla distribuicdo geogréfica, alto grau de
domiciliacdo de algumas espécies e variagdes significativas entre vetores em termos de
morfologia, fisiologia e genética (o que reflete em diferencas na capacidade e competéncia
vetorial e resulta em resisténcia a inceticidas) (MESSENGER; MILES; BERN, 2015; DE
FUENTES-VICENTE et al., 2023). Além disso, os desafios de implantar uma vigilancia
epidemioldgica eficaz, que possua uma cobertura espacial e populacional adequada e que atue
na deteccdo de novos casos de incidéncia e reincidéncia dos triatomineos sdo as principais
barreiras ao controle desse vetor (DE ARIAS et al., 2022).

1.1  Insetos

Atualmente, existem 160 espécies descritas na subfamilia Triatominae (157 espécies
existentes e trés fdosseis), agrupadas em 18 géneros e cinco tribos (ALEVI et al., 2021; GIL-
SANTANA et al., 2022; OLIVEIRA CORREIA et al., 2022; TELLEZ-RENDON et al., 2023;
ZHAO et al., 2023). Triatoma infestans (Klug, 1834), T. brasiliensis Neiva, 1911, T.
pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964, T. sordida (Stal, 1859) e Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835), apresentam maiores competéncias vetoriais no Brasil (GALVAO, 2014).
No entanto, todos os triatomineos, de ambos 0s sexos e em qualquer fase do desenvolvimento
apos a eclosdo (N1, N2, N3, N4, N5 e adultos), sdo considerados como potenciais vetores da
DC. Entre as especies descritas, T. infestans € considerado um dos principais vetores,
principalmente devido as suas caracteristicas bioldgicas, tais como o alto grau de antropofilia,
adaptacdo ao ambiente domiciliar, capacidade de suportar longos periodos em jejum e
apresentar uma ampla distribuicdo, tornando-o um grande problema de saude publica
(DUJARDIN; SCHOFIELD; TIBAYRENC, 1998).
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ApoOs acbes de controle realizadas pela Iniciativa do Cone Sul em que Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai uniram esfor¢os para a eliminacdo do principal
vetor na América do Sul, T. infestans teve sua distribuicdo reduzida (DIAS; SCHOFIELD,
1999). No entanto, essa espécie se tornou motivo de preocupacdo novamente devido aos
relatos de reinfestagdo na Argentina, Bolivia e Paraguai (GURTLER et al., 2007)
evidenciando a dificuldade do controle vetorial dessa espécie, principalmente devido a sua
ampla extensdo em areas endémicas e a dificuldade de implementar uma vigilancia
epidemioldgica eficiente, a fim de evitar a recuperacdo de populagdes de insetos previamente
tratados com inseticidas (PEREZ DE ROSAS et al., 2013). Todavia, essa espécie ainda
mantém sua importancia epidemioldgica devido a sua grande capacidade de adaptacdo ao
meio domiciliar e peridomiciliar e, sendo deste modo, um importante vetor do protozoario T.
cruzi (DUJARDIN; SCHOFIELD; TIBAYRENC, 1998).

De maneira geral, considera-se que o protozoario T. cruzi ndo apresenta patogenicidade
aos hospedeiros invertebrados (triatomineos) (DE OLIVEIRA et al., 2018). No entanto
existem estudos que relatam efeitos negativos causados pela infec¢do, como, por exemplo:
menor taxa de oviposicdo (3,5 vezes menor que em fémeas sem infec¢édo), de fertilidade e de
eclosdo dos ovos em P. megistus contaminados com o T. cruzi (LIMA et al., 1992). Além
disso, foram observados tanto prejuizos no desempenho reprodutivo de Rhodnius prolixus
Stal, 1859 — os quais podem reduzir o fitness do inseto e trazer consequéncias para a sua
sobrevivéncia (FELLET et al., 2014) —, como alteracdes nos aspectos comportamentais em
Mepraia spinolai (Porter, 1934) — como a diminui¢do do tempo entre a alimentacdo e a
defecacdo, podendo influenciar diretamente na capacidade vetorial (BOTTO-MAHAN;
CATTAN; MEDEL, 2006). Nesse contexto, é importante ressaltar que os vetores sdo
comumente explorados pelos parasitos, e conhecer a relacdo entre eles, é um passo

importante para a epidemiologia da DC (ELLIOT et al., 2015).

1.2 Metaboldémica: uma breve introducgédo

A metabolémica € uma das ciéncias ‘6micas’ que tem se expandido rapidamente na era
pos gendmica, possibilitando o estudo de perfis de metabolitos em um sistema (célula, tecido,
organismo ou fluido biologico) em uma determinada condicdo (ROCHFORT, 2005). Os
metabolitos ndo sdo apenas o produto da expressdo génica, eles sdo o resultado da interacéo
do genoma de um determinado sistema biolégico com o seu ambiente e servem como
assinaturas diretas da atividade bioguimica de um organismo, sendo assim, sao mais faceis de
correlacionar com o fenétipo (GOODACRE et al.,, 2004; ROCHFORT, 2005; SNART;
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HARDY; BARRETT, 2015). Nesse contexto, a metabolémica tornou-se uma abordagem
poderosa que tem sido amplamente adotada, uma vez que fornece informacdes do fendtipo
metabolico funcional, detectando o metaboloma completo de um tecido ou organismo sob
uma determinada condicdo (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; SNART; HARDY;
BARRETT, 2015).

As estratégias para estudos com metabolémica foram divididas em duas abordagens
distintas, metabolémica ndo direcionada e metabolémica direcionada (ALONSO; MARSAL;
JULIA, 2015), cada uma com suas proprias vantagens e desvantagens, ambas muitas vezes
utilizadas em combinagdo para obter informacgdes mais precisas. A metabolomica ndo
direcionada tem o objetivo de medir o maior nimero possivel de metabdlitos em uma
amostra, permitindo uma andlise abrangente de todos os metabdlitos mensuraveis na amostra
em estudo (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; ROBERTS et al.,, 2012). Os metabolitos
observados pela estratégia ndo direcionada requerem uma identificacdo minuciosa usando
metodologias analiticas adequadas. Essa estratégia permite a descoberta de novos alvos
como biomarcadores, pois a cobertura do metaboloma é ampla, entretanto, os principais
desafios dessa abordagem estdo nos protocolos para preparacdo das amostras, geracdo de
grandes quantidades de dados, além das dificuldades em identificar e caracterizar os
metabdlitos encontrados (GOODACRE et al., 2004; ROBERTS et al., 2012; ALONSO;
MARSAL; JULIA, 2015).

A metabolémica direcionada tem como propdsito a medicdo de conjuntos predefinidos
de metabdlitos com alto nivel de precisdo e exatiddo, utilizando experimentos baseados em
hipGteses bioquimicas especificas que visam identificar ou estudar uma ou mais vias em
particular (GOODACRE et al., 2004; PUTRI et al., 2013). Com essa estratégia, a preparacao
de amostras pode ser otimizada, uma vez que todas as espécies analisadas estdo claramente
definidas, é possivel reduzir a dominancia de outras moléculas que poderiam estar presentes
nas amostras (ROBERTS et al., 2012; PUTRI et al., 2013).

Na entomologia, 0 uso das técnicas metabol6micas ainda é pouco difundida e tem
sido utilizadas para trazer uma variedade de aspectos da biologia dos insetos, incluindo
comportamento, infeccdo, respostas ao estrese térmico, simbiose, etc (SNART; HARDY;
BARRETT, 2015). Entretanto, as informacdes sobre o papel dos metabolitos na regulacdo do
comportamento e dos fenétipos dos insetos permanecem escassas (SNART; HARDY;
BARRETT, 2015). Na subfamilia Triatominae, os estudos metabolémicos sdo restritos. A
analise do metaboloma fecal de R. prolixus, T. infestans e P. megistus foi realizada e revelou

grupos de metabolitos constantes entre as espécies e outros que variam entre elas (ANTUNES
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et al., 2013). Recentemente, Eberhard et al. (2021) realizaram um estudo metabolémico do
intestino com a proposta de prever a infecgdo por T.cruzi. Os autores observaram uma grande
proporcdo de lipidios e moléculas lipidicas que desempenham um papel importante na
regulacao do processo metabolico fundamental, e 0 modelo estatistico utilizado sugeriu que as
diferencas observadas no metaboloma do inseto poderiam ser usadas para determinar se ele
foi ou ndo exposto ao parasito (EBERHARD et al., 2021).

1.3 Fluxo de trabalho

Independentemente do campo de aplicacdo, as investigacdes metaboldmicas precisam
seguir um fluxo de trabalho especifico e sistematico para alcancar resultados apropriados e
confiaveis. O fluxo de trabalho envolvido na obtencdo da impressdo digital (fingerprint)
metabolémica do sistema bioldgico em estudo estd apresentado na Figura 1. O primeiro e
mais importante passo é a formulacdo de um hipotese ou problema bioldgico a ser resolvido
pela metaboldmica, seguido pela configuracdo do projeto experimental em que a amostra em
questdo € coletada e processada para extrair os metabdlitos. Os métodos de extracdo precisam
ser padronizados para cobrir 0 maximo de metabdlitos que podem ser obtidos de uma
amostra. Em sequéncia, os metabdlitos extraidos serdo analisados usando técnicas que 0s
separam, identificam e quantificam. Isto, por sua vez, leva a geracdo de grandes conjuntos de
dados, que sdo curados e depois analisados manualmente ou por pacotes de software pré-

concebidos, seguidos de processamento rigoroso dos dados e analise.
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Figura 1. Fluxo de trabalho envolvido na obtencéo de dados metabolomicos de um sistema
bioldgico. A: estruturacdo do projeto e formulacdo da hipdtese; B: manutengdo dos insetos e
das cepas de T cruzi; C: Disseccdo do T. infestans e extracdo do sistema gastrointestinal; D:
armazenamento do material em nitrogénio liquido; E: coleta de dados em aparelho de RMN;
F: processamento de dados; G: analise dos dados; H: andlise estatistica; I: andlise dos
metabolitos.
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Fonte: Autoria propria gerada pelo BioRender.

1.4 Espectroscopia de H-RMN

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) desempenha um papel
crucial nos estudos metabolémicos, oferecendo informacdes valiosas sobre a composicao e
estrutura das moléculas presentes nas amostras bioldgicas. Dentre as técnicas analiticas
empregadas nos estudos metabolémicos, a RMN e a espectrometria de massa (EM) se
destacam como as mais difundidas (EMWAS, 2015). Nos ultimos anos, o uso da RMN nesses
estudos tem crescido devido as suas vantagens em relacdo a EM. Quando comparada a EM, a
RMN é uma técnica ndo destrutiva, permitindo a preservagdo das amostras durante a analise.

Além disso, os metabdlitos podem ser quantificados sem a necessidade de adicionar padrdes,
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e as amostras para analise por RMN requerem pouca ou nenhuma separagao cromatogréfica,
reduzindo o tempo de preparacdo. A facilidade de identificacdo de novos compostos é outra
vantagem significativa da RMN (EMWAS et al., 2019).

Fundamentalmente, a RMN baseia-se na interacdo entre ondas de radiofrequéncia e
spins nucleares na presenca de um campo magnético externo (B0). O nucleo mais comumente
observado € o do hidrogénio-1 (1H), devido a sua alta sensibilidade na detec¢do. Além do 1H,
outros nucleos como 13C, 14N, 15N, 18° e 31P também sdo observaveis por RMN
(MARTINS et al., 2015). Quando um campo magnético externo age sobre os nucleos, eles
podem se orientar a favor ou contra 0 campo, gerando estados de energia diferentes. A
diferenca entre esses estados gera uma magnetizacdo resultante, detectada como free
induction decay (FID), que é processado através da Transformada de Fourier para gerar o
espectro de RMN.

Na metabolémica baseada em RMN, a supressdo de solventes é um dos importantes
aspectos que tem o maior impacto na qualidade do espectro em geral. Assim, a supressdo de
solvente é necessaria durante a medicdo, devido ao grande sinal de agua, evitando assim
sobreposicdo de sinais e distor¢bes de linha de base. Em amostras biologicas a agua se
encontra muito presente, isso faz com que um grande pico seja visto no espectro de RMN, por
isso esse sinal precisa ser suprimido para que 0S componentes restantes possam ser
observados, para isso; utiliza-se um experimento com uma sequéncia de pulso denominada
noesygpprld que vai suprimir o sinal da 4gua no espectro e permitir que os metabolitos sejam
observados (Figura 2). Os esquemas de supressdo de dgua mais comumente usados em
metaboldmica baseada em RMN incluem: 1) pré-saturacdo simples, onde é usado
radiofrequéncia fraca para saturar a ressonancia da dgua durante o atraso de relaxamento; 2)
espectroscopia de efeito overhauser nuclear 1-D (NOESY), pré-saturacdo com gradientes
(noesygpprld); 3) supressdo de &gua por WATERGATE, que usa excitacdo adaptada ao
gradiente (SINGH et al., 2023) e para supressdo de agua. Entre estes, noesygpprld tem sido
amplamente utilizado para suprimir o sinal de agua de forma eficiente em caso de amostras

bioldgicas.
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Figura 2. A: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, D.O) de uma amostra de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Espectro adquirido utilizando a sequéncia de pulsos zg,
B: Espectro de RMN de *H (600 MHz, D,O) de uma amostra de C. pseudotuberculosis.
Espectro adquirido utilizando a sequéncia de pulsos noesygpprld. Ambos os espectros foram
obtidos no espectrometro de RMN Bruker Avance 111 600 MHz.
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Fonte: Autoria propria obtida com o software MestreNova.

Outro importante experimento 1D comumente usado em metaboldmica de RMN ¢é
editado por T2, 0 CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill Sequence) (CARR; PURCELL, 1954)
que emprega um filto T, para atenuar os sinais amplos de macromoléculas, principalmente
proteinas e lipoproteinas, que possuem curto tempo de relaxamento T. em compara¢do com
metabolitos de massa molecular menor que 1,2 kDa.

Além do sinal da &gua, compostos com alta massa molecular apresentam sinais

alargados no espectro de RMN. Esses sinais muitas vezes sobrepdem sinais de menor
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intensidade, para que esse problema n&o ocorra, utiliza-se o experimento CPMG. Esse
experimento consiste basicamente na aplicacdo de uma sequéncia de pulsos que permite que
o0s sinais das proteinas e lipidios aglomerados sejam filtrados virtualmente e, portanto, ndo
irdo aparecer no espectro (Figura 3) (CLARIDGE, 2016).

Figura 3. A: Espectro de RMN de *H (600 MHz, D20) de uma amostra de C.
pseudotuberculosis. Espectro adquirido utilizando a sequéncia de pulsos noesygpprld. B:
Espectro de RMN de 'H (600 MHz, D20O) de uma amostra de C. pseudotuberculosis. Observe
que a regido apontada pela seta em A possui sinais mais alargados e pouco definidos,
enquanto em B os sinais s&o menos alargados e mais definidos devido a filtragem promovida
pelo CPMG. Ambos os espectros foram obtidos no espectrometro de RMN Bruker Avance Il1
600 MHz.
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Fonte: Autoria propria obtida com o software MestreNova.

1.5  Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear bidimensional (2D)

A estrutura geral de um experimento bidimensional é sempre a mesma. Um
experimento de RMN 2D consiste em preparagéo, evolugéo (t1), mistura e deteccdo (t2). A
preparacéo refere-se a excitacdo dos spins com uma ou uma sequéncia de varios pulsos apés o
relaxamento térmico. Durante a evolugédo, o spin se desenvolve apenas sob a influéncia do
campo magnético estatico e possiveis interacdes entre si. O mixing period seguinte é tal que a
magnetizacdo transversal é observada no periodo de deteccdo final. Ao variar o tempo de
mistura, a correlacdo entre os spins individuais pode ser estimulada, o que pode finalmente ser
detectado. Dependendo da selecdo da sequéncia de mistura, diferentes correlacfes entre 0s
sinais individuais podem ocorrer através de diferentes mecanismos que levam a uma

transferéncia de magnetizacdo. Existem experimentos de correlacdo que conectam sinais
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espacialmente adjacentes (NOESY), liga¢fes quimicas adjacentes (COSY) ou mesmo todos
0s sinais de um sistema de spin inteiro (TOCSY).

Ao analisar espectros de RMN com estruturas quimicas muito complexas se observa
muitas sobreposi¢ces dos sinais dos *H no espectro de RMN de *H, tornando dificil o
processo de identificagdo das moléculas presentes na amostra. Para driblar esse problema e
auxiliar na interpretagdo dos espectros utilizamos técnicas de ressonancia magnética
bidimensionais (2D) para analisar as correlacdes e identificar corretamente as moléculas
presentes no espectro de RMN. Essa técnica apresenta muitas vantagens, o que permite
analises moleculares complexas, correlacionar informacfes entre diferentes nucleos e é
extremamente Util nas mais diversas areas que aplicam RMN (JANOVICK et al., 2020).
Entretanto, sua principal desvantagem esta na sua longa duracao experimental, a depender do
experimento a coleta dos dados pode levar mais de 30 horas.

De uma forma bem simplista, a técnica de RMN 2D consiste em estabelecer uma
correlacdo entre dois spins interconectados, atraves de uma série de aquisi¢cfes de NMR 1D.
Isso significa que um experimento 2D nada mais é do que uma série de varios experimentos
unidimensionais que diferem na duracdo do tempo evolutivo t1. Vocé pode imaginar os FIDs
registrados sucessivamente como uma matriz bidimensional (veja a Figura 10 a esquerda). Na
primeira dimenséo, todos os FIDs sé&o alinhados de acordo com o seu tempo evolutivo.

Cada um desses pontos t1 pode ser registrado com um certo nimero de transientes
(ndmero de varreduras/NS). A transformada de Fourier (TF) agora também pode ser aplicada
uma apds a outra. Se vocé primeiro transformar a segunda dimensdo, obtera a sequéncia de
espectros unidimensionais de acordo com o tempo evolutivo associado (ver Figura 10 no
meio) e podera ver que 0s sinais na primeira dimensao sdo modulados. Portanto, é possivel
também transformar os espectros ao longo da primeira dimensdo. Isto resulta entdo num
espectro que consiste em duas dimensdes de frequéncia (Figura 10 a direita).

Na técnica de RMN convencional o espectro é obtido apds a TF, que depende de
apenas uma variavel de tempo. Na técnica de RMN 2D, duas varidveis de tempo sdo
consideradas, o tempo de evolucdo e o tempo de deteccdo. Os sistemas de spins evoluem
sobre a influéncia de varidveis de interacdo e assumem no final deste intervalo um estado
particular que depende dessas variaveis e do tempo decorrido t1 (AUE; BARTHOLDI,
ERNST, 1976; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2019). Apds esse tempo, 0s sistemas
continuam a se desenvolver, durante esse periodo a magnetizacdo ¢é detectada em funcdo do
tempo t2. Um FID é obtido e passa pela transformada de Fourier dando origem a um
espectro 2D (AUE; BARTHOLDI; ERNST, 1976; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
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2019).
Para este trabalho vamos dar énfase em trés experimentos de correlagio: COSY *H-'H
(Correlation Spectroscopy), TOCSY *H-'H (Total correlation spectroscopy) e HSQC tH-13C

(Heteronuclear single quantum coherence).

15.1 COSY H-H

A espectroscopia de correlagdo 2D H-H (COSY) é o experimento mais simples de
todos os experimentos de RMN 2D usados para identificar correlagbes homonucleares entre
nicleos H acoplados. Ao analisar o espectro COSY de uma amostra, é possivel mapear as
interacdes entre protons de hidrogénio em diferentes metabdlitos, facilitando a identificacéo e
a atribuicdo de sinais especificos a compostos individuais (AUE; BARTHOLDI; ERNST,
1976; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2019).

Durante o experimento COSY, protons com correlagdes mutuas (geralmente até trés
ligacGes) de acoplamento spin-spin sdo observados e exibidos na forma de picos cruzados no
espectro de COSY (Figura 4). Em um espectro COSY os eixos F1(Y) e F2(X) representam 0s
hidrogénios e a diagonal contém as informagcbGes 1D. Os picos cruzados que aparecem
préximos as diagonais mostram os spins que sdo acoplados uns aos outros, produzindo um

sinal na intersecdo dos dois valores de frequéncia (Figura 4).
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Figura 4. Espectro de correlagio COSY !H-'H (400 MHz, D,0) de TG de T. infestans.
Espectro obtido em equipamento Bruker AVANCE |1l operado a 400 MHz equipado com
uma unidade Bruker MAS Il (Magic Angle Spinning) e com sonda HR-MAS (High
Resolution Magic Angle Spinning). Na imagem podemos observar os sinais dos hidrogénios

presentes na valina que acoplam entre si.
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Fonte: Autoria propria obtida com o software MestreNova.

152 TOCSY H-H

Outra poderosa técnica de espectroscopia de correlagdo ‘H-'H é a Espectroscopia de
Correlacdo Total (TOCSY), também conhecida como experimento homonuclear Hartmann-
Hahn (HOHAHA). O experimento TOCSY !H-'H permite criar correlagdes entre todos os
prétons dentro de um sistema de spin, ndo apenas entre prétons vizinhos, e sdo detectados e
mostrados no modo 1D ou mais comumente na forma de picos cruzados em 2D. Em um
estudo metaboldmico, o experimento TOCSY € usado para fornecer a atribuicdo completa
para ressonancias de prétons de pequenas moléculas, ja que todos os protons correlacionados
no mesmo residuo de um dnico aminoacido, por exemplo, serdo detectados. Essa técnica
auxilia na elucidacdo de estruturas moleculares ao revelar as conexdes entre atomos dentro de
uma molécula o que é essencial para a identificacdo correta de compostos, pois muitos

metabolitos tém estruturas complexas e, sem a elucidacéo adequada, a interpretacdo dos dados
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pode ser ambigua (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2019). O aspecto do resultado de
um experimento TOCSY é muito semelhante ao COSY, os eixos F1(Y) e F2(X) representam
os hidrogénios e a diagonal contém as informacBes 1D. Entretanto, no COSY o0s picos
cruzados mostram os spins diretamente acoplados, enquanto no TOCSY os picos cruzados
ndo sdo apenas para spins que estdo diretamente acoplados, mas para todos 0s spins que
possuem acoplamento dentro de determinado sistema (Figura 5).

Figura 5. Espectro de correlagdo TOCSY 'H-'H do TG de T. infestans. Espectro obtido em
equipamento Bruker AVANCE I1l operado a 400 MHz equipado com uma unidade Bruker
MAS Il (Magic Angle Spinning) e com sonda HR-MAS (High Resolution Magic Angle
Spinning). As correlacfes da valina sdo tracadas com duas linhas laranjas que se cruzam entre
o sinal a 1,00 ppm e o sinal a 2,28 ppm (deslocamentos quimicos atribuidos a valina).
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Fonte: Autoria propria gerada pelo software MestreNova.

153 HSQC 'H-BC

A espectroscopia de RMN heteronuclear 2D HSQC 'H-3C em metabolémica
representa uma ferramenta valiosa para resolver e atribuir picos de prétons sobrepostos,
especialmente para sinais de metabolitos resultantes de amostras bioldgicas
complexas(MAHROUS; FARAG, 2015). Ao correlacionar os sinais de 'H e *3C, a HSQC
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facilita a distincdo entre diferentes tipos de carbono em uma molécula, proporcionando uma
visdo detalhada da composi¢do quimica dos metabdlitos (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2019). O experimento HSQC fornece a resolugdo mais alta em compara¢do com
outros experimentos 2D. No entanto, 0 aumento da resolucéo esta associado a uma reducdo na
sensibilidade, especialmente na abundancia natural relativamente baixa de *C.

HSQC !H-13C permite estabelecer as correlagdes entre os nucleos *H-13C que estdo
distantes por uma ligagdo quimica (Figura 6). Em um espectro de HSQC H- 3C os carbonos

estdo ao longo do eixo F1 (YY) e os prétons estdo ao longo do eixo F2 (X).

Figura 6. Espectro de correlagdo HSQC H-13C do TG de T. infestans. Espectro obtido em
equipamento Bruker AVANCE |1l operado a 400 MHz equipado com uma unidade Bruker
MAS Il (Magic Angle Spinning) e com sonda HR-MAS (High Resolution Magic Angle
Spinning). Na imagem podemos observar os sinais dos nucleos de carbono da valina.
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Fonte: Autoria propria gerada pelo software TopSpin.
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1.6 Ressonancia Magnética Nuclear com sonda HR-MAS (High Resolution
Magic Angle Spinning), para analise de semissolidos

A rotacdo de angulo mégico de alta resolucdo (HRMAS) é uma técnica estabelecida
para analise de amostras ndo homogéneas e semissolidas. Com técnicas padrdo de RMN em
estado de solucdo, os espectros de tais amostras sofreriam ressonancias amplas e néo
resolvidas. Em amostras no estado liquido, as moléculas estdo se movimentando de forma
rapida e aleatéria. Ja em amostras solidas ou semissolidos as moléculas apresentam
orientacOes espaciais muito bem definidas devido ao ambiente mais compacto. Essas
moléculas, quando expostas a um campo magnético intenso irdo se comportar de formas
distintas, os ndcleos de uma molécula de meio solido ou semissolido ndo sofrerdo
reorientacdo molecular. Devido essa auséncia total ou parcial de orientacdo os sinais obtidos
nos espectros de amostras solidas ou semissélidas sdo muito amplos (STANISIC et al., 2022)

Apbs estudos realizados por Andrew et al. (1958) e Lowe (1959), uma metodologia que
simula o efeito da reorientacdo molecular para spins nucleares foi estabelecida para melhorar
a resolucéo dos espectros obtidos. Os estudos mostraram que quando o angulo (0) entre o eixo
de rotacdo da amostra e o campo magnético externo (B0) é de 54,74° os resultados sdo
melhores. O angulo 0 ficou conhecido como angulo magico e a técnica foi denominada Magic
Angle Spinning (MAS) (ANDREW; BRADBURY; EADES, 1958; LOWE, 1959).

Posteriormente, por volta de 1990 surgiu a técnica de RMN chamada rotacdo de angulo
magico de alta resolucdo (HR-MAS), essa técnica estendeu as aplicacbes da RMN de alta
resolucdo para amostras que possuem reorientacdo molecular limitada, como amostras de
semissdlidos. O HR-MAS resultou em espectros de RMN de semissélidos com uma resolucao
espectral tdo boa quanto RMN de estado liquido (WONG; LUCAS-TORRES, 2018;
STANISIC et al., 2022).

1.7  Quimiometria

Os dados de RMN ndo sdo facilmente adequados para analise por métodos
guimiométricos. Portanto, esses dados precisam ser transformados em um formato adequado a
realizacdo de analises multivariadas. Isso pode ser alcangcado por meio de varias etapas:
categorizacdo, alinhamento, normalizagéo e dimensionamento.

Quimiometria é uma area da quimica que utiliza métodos matematicos, estatisticos e

computacionais para aplicar a conjuntos de dados de carater quimico (FERREIRA, 2015). Em
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conjuntos de dados multivariados como os dados metabolémicos, se faz necessario o uso de
métodos quimiométricos para extrair as informagdes relacionadas ao objetivo principal do
estudo. Dentre esses métodos estdo o pré-processamento de dados, andlises uni e
multivariadas e técnicas de reconhecimento de padrdo.

Sendo assim, o conjunto de dados metabolémicos passa inicialmente pela etapa de pré-
processamento. Essa etapa pode ser realizada com auxilio de alguns softwares como
MestreNova. O pré-processamento consiste em eliminar informagdes que ndo sejam
relevantes quimicamente ou para o objetivo do estudo nessa etapa séo feitos pequenos ajustes
no espectro como ajuste de fase para promover uma simetria de todos os picos, ajuste da linha
de base para remover artefatos espectrais que podem gerar distorcdes e referenciamento dos
espectros para a identificacdo de compostos, alinhamento de pico e analises estatisticas
(EMWAS et al., 2018). Além disso, uma técnica denominada binning também ¢ aplicada a
fim de solucionar algum desalinhamento existente e reduzir a dimenséo da matriz de dados,
com essa técnica 0s espectros sdo segmentados em regiGes de mesma largura em ppm,
denominadas bins (ENGELSEN; SAVORANI; RASMUSSEN, 2013). Uma das vantagens
importantes do binning € que ele evita que as variaces dos deslocamentos de RMN afetem o
processamento estatistico, desde que tais deslocamentos permanecam dentro dos limites dos
compartimentos correspondentes.

Outra técnica empregada nessa etapa € a normalizacdo, onde os dados coletados sdo
transformados em valores comparaveis (STANISIC et al., 2022). A normalizagdo é utilizada
para remover qualquer variacdo nas intensidades do sinal devido as dilui¢cbes de cada amostra ou
a quantidade de material analisado.

Apos o pré-processamento, métodos de andlise univariada s&o realizados, esses métodos
sdo os mais usados para analise exploratoria de dados e fornecem uma viséo geral preliminar
sobre as caracteristicas potencialmente significativas dentro das condi¢bes em estudo.
Métodos de analise, como Fold Change, T test e Volcano plot, sdo alguns exemplos de
analises que podem ser realizadas.

Os métodos de analise multivariada sdo cruciais nos estudos metabolémicos, uma vez
que todos os metabdlitos sdo considerados simultaneamente, permitindo a deteccdo de
tendéncias entre amostras e metabolitos. As técnicas multivariadas de reconhecimento de
padrdo sdo ferramentas que visam identificar, caracterizar e avaliar semelhancas e diferencas
entre as amostras de um conjunto de dados. Para isso utiliza-se analises supervisionadas e ndo
supervisionadas. Como método de analise supervisionada temos o Partial Least Squares -

Discriminant Analysis (PLS-DA) em que o objetivo é discriminar duas ou mais classes nas
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quais as amostras podem ser categorizadas (ENGELSEN; SAVORANI; RASMUSSEN,
2013). Como método de analise ndo supervisionada podemos citar o Principal Component
Analysis (PCA) que identifica as direcOes das maiores variagfes que melhor explicam a
variancia em um conjunto de dados sem consultar a classe (STOYANOVA; BROWN, 2001).
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6. CONCLUSAO

Aqui apresentamos o primeiro estudo metobolémico do TG de T. infestans, o que nos
permitiu caracterizar 22 metabdlitos (treonina, alanina, valina, isoleucina, lisina, prolina,
glutamato, glutamina, aspartato, leucina, acetato, metionina, asparagina, betaina, colina,
glicose, manitol, tirosina, serina, fumarato, fenilalanina e triptofano), sendo sete, a saber,
isoleucina, lisina, prolina, colina, betaina, acetato e glicose, significativos para diferenciar os
grupos infectados e sem infeccdo. Este estudo permitiu investigar as intrincadas adaptacdes
metabdlicas de T. infestans ap6s a infeccdo pela cepa Y do T. cruzi, fornecendo dados
importantes para melhor compreensédo da interagcdo parasito-vetor. Embora as nossas
descobertas oferecam um primeiro passo a compreensdo da dindmica metabdlica desta relacdo
entre T. infectans e T. cruzi, € importante ressaltar que a escassez de dados metabolémicos
sobre esta interacdo mostra a necessidade de estudos mais abrangentes. A disponibilidade
limitada de tais dados destaca uma lacuna critica para a discussdo dos resultados, enfatizando
a necessidade de investigacdes adicionais empregando técnicas complementares. A
complexidade das interacbes entre o vetor e 0 protozoario exige uma abordagem
multidisciplinar para desvendar os caminhos completos das alteracbes metabolicas
observadas. Dessa forma, a incorporacdo de metodologias adicionais, como gendmica,
protedmica e transcriptdmica proporcionara uma compreensdo mais abrangente dos

mecanismos moleculares que direcionam essa interacao.
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