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RESUMO

O Trypanosoma rangeli € um protozoario que, embora estreitamente
relacionado ao T. cruzi, ndo é considerado patogénico para o hospedeiro
mamifero, no qual sua capacidade de multiplicacdo é desconhecida.
Uma vez que diversos estudos ja abordaram esta questdo, sem resultados
consensuais, 0 objetivo deste estudo foi investigar marcadores
moleculares e estruturais da divisdo celular no T. rangeli, como uma
estratégia para detectar a multiplicacéo celular mesmo sem visualiza¢do
direta do processo. O ciclo celular in vitro das formas epimastigotas
proliferativas da cepa Choachi foi estudado, sendo sua duracdo total
calculada em 26,2 horas, sendo 11,91 horas na fase G1, 6,13 horas na
fase S, 3,88 horas na fase G2, 1,13 horas na mitose (M) e, por fim, 3,15
horas na citocinese (C). Esta progressdo no ciclo pbde ser acompanhada
também por citometria de fluxo, por meio da avaliacdo do contetido de
DNA, gerando histogramas com um pico referente a parasitos em G1 e
outro a parasitos em G2/M/C. Como potenciais marcadores moleculares,
foram escolhidos os transcritos para as proteinas Aurora quinase 1,
Polo-like quinase, MOB1 e TRACK, as quais ja foram associadas a
citocinese de outros tripanosomatideos. Os niveis de transcritos para
essas proteinas foram avaliados em epimastigotas em fase exponencial
de crescimento por PCR quantitativa em tempo real (QPCR), sendo
comparados a parasitos com taxas de multiplicagdo sabidamente
reduzidas — epimastigotas em fase estaciondria ou tratados com
hidroxiureia — e a parasitos cuja capacidade de multiplicacdo é
desconhecida — os tripomastigotas. Os transcritos para Aurora quinase 1
e, principalmente, Polo-like quinase estiveram fortemente associados a
parasitos com altas taxas de divisdo celular, ao passo que os transcritos
para MOB1 e TRACK tiveram uma variagdo independente. Em todos o0s
ensaios, Polo-like quinase demonstrou ser 0 mais promissor marcador
molecular da citocinese, apresentando significantes redugfes em sua
abundancia relativa de transcritos nas formas com baixas taxas de
multiplicacdo celular, além de ser detectada como uma proteina de cerca
de 70 kDa apenas nas formas epimastigotas em fase exponencial de
crescimento. Assim, este estudo demonstrou o potencial da metodologia
de gPCR utilizando Polo-like quinase como marcador molecular, bem
como da citometria de fluxo, para estudar o comportamento do T.
rangeli em seu hospedeiro mamifero, abrindo novas perspectivas para a
compreensdo do ciclo biol6gico deste parasito.

Palavras-chave: Trypanosoma rangeli, citocinese, Polo-like quinase.






ABSTRACT

Trypanosoma rangeli is a protozoan parasite closely related to T. cruzi
but considered to be non-pathogenic to the mammalian host, in which its
ability to proliferate is unknown. Since several studies have addressed
this issue without consensual results, the objective of this study was to
investigate structural and molecular markers of cell division in T.
rangeli, as a strategy to detect cell multiplication even when direct
visualization of this process is not possible. The in vitro cell cycle of
strain Choachi proliferative epimastigote forms was studied and
revealed a duplication time of 26.2 hours, of which 11.91 hours consist
in G1 phase, 6.13 hours in S phase, 3.88 hours in G2 phase, 1.13 hours
in mitosis (M) and 3.15 hours in cytokinesis (C). This progression in the
cell cycle was also followed by flow cytometry through the evaluation
of DNA content, generating histograms with two peaks, the first
referring to parasites in G1 and the second to parasites in G2/M/C. The
transcripts for proteins Aurora kinase 1, Polo-like kinase, MOB1 and
TRACK, which have been previously associated with cytokinesis in
other trypanosomatids, were chosen as potential molecular markers. The
transcript levels for these proteins were evaluated in exponential growth
phase epimastigotes through real time quantitative PCR (gPCR) and
compared to parasites with known reduced multiplication rates —
stationary phase epimastigotes and parasites treated with hydroxyurea —
and to parasites whose ability to multiply is unknown — trypomastigotes.
The transcripts for Aurora kinase 1 and specially Polo-like kinase were
strongly associated with parasites with high cell division rates, whereas
the transcripts for MOB1 and TRACK varied independently. Polo-like
kinase was the most promising molecular marker for cytokinesis,
presenting a significant reduction in its transcripts relative abundance in
parasites with low multiplication rates, being also detected as an
approximately 70 kDa protein only in exponential growth phase
epimastigotes. Therefore, this study has demonstrated the potential of
the gPCR methodology using Polo-like kinase as a molecular marker, as
well as the flow cytometry methodology, to study the behavior of T.
rangeli in its mammal host, opening new perspectives to the
comprehension of its biological cycle.

Key words: Trypanosoma rangeli, cytokinesis, Polo-like kinase.
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma rangeli

O Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli (Tejera, 1920) é um
protozoario hemoflagelado pertencente a Familia Trypanosomatidae, da
Ordem Kinetoplastida. Organismos pertencentes a este grupo incluem
também o Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, o
Trypanosoma brucei, responsavel pela doenga do sono no continente
africano, e diferentes espécies do género Leishmania, associadas aos
diferentes tipos de leishmanioses. Além destes, tripanosomatideos de
importancia veterinaria incluem, por exemplo, o Trypanosoma evansi,
responsdvel pela doenca denominada como “mal das cadeiras” ou
“surra” em equinos, e 0 Trypanosoma vivax, agente da tripanosomiase
bovina. Divergentes dos demais eucariotos em uma série de aspectos
estruturais e moleculares, os Kinetoplastida sdo caracterizados
principalmente pela presenca do cinetoplasto, estrutura na regido
terminal da G(nica mitocdndria destes protozoarios. A posicdo do
cinetoplasto em relacdo ao nucleo varia ao longo do ciclo de vida de
cada protozoario, sendo importante para a identificacdo de suas formas
biolégicas.

O T. rangeli apresenta duas formas bioldgicas bem definidas: a
forma epimastigota proliferativa, com 45 a 56 pm de comprimento,
incluindo o flagelo livre, na qual o cinetoplasto localiza-se
anteriormente ao nicleo (Figura 1A) e a forma tripomastigota
infectante, cujo cinetoplasto é posterior ao ndcleo (Figura 1B), com
comprimento de 26 a 35 um (CUBA CUBA, 1998).

A B

-"*r

Figura 1. Trypanosoma rangeli. A, formas epimastigotas, proliferativas,
encontradas no triatomineo e, B, formas tripomastigotas, infectantes,
encontradas no triatomineo e no mamifero. As barras representam 5 pm.
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Estreitamente relacionado ao T. cruzi em relagdo ao ciclo vital, o
T. rangeli é capaz de infectar insetos triatomineos, mamiferos silvestres
e domésticos, assim como seres humanos (GRISARD et al., 1999). No
entanto, o T. rangeli ndo é considerado patogénico para o hospedeiro
mamifero, ainda que uma extensa variedade de espécies pertencentes as
Ordens Edentata, Marsupialia, Carnivora, Rodentia e Primata, j& tenham
sido descritas como possiveis reservatorios naturais para este parasito
(D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999).

Além dos hospedeiros, o T. rangeli e o T. cruzi também tém em
comum a distribuicdo geogréfica ao longo das Américas Central e do
Sul, apresentando uma extensa area de sobreposicdo (GRISARD;
STEINDEL, 2011). Somada ao fato de que estes parasitos compartilham
cerca de 60% de sua constituicdo antigénica sollvel (AFCHAIN et al.,
1979), o que determina uma reagdo imunoldgica cruzada (GUHL et al.,
1985), a coexisténcia do T. rangeli com o T. cruzi apresenta importantes
implicacdes epidemioldgicas. Ha registros da ocorréncia de infeccBes
mistas nos triatomineos e hospedeiros mamiferos (GUHL; VALLEJO,
2003), inclusive em seres humanos, o que dificulta o diagndstico
sorolégico da doenca de Chagas, especialmente durante a fase cronica
(GRISARD et al., 1999). E possivel, ainda, que os elevados titulos de
anticorpos gerados apdés infecgbes por T. rangeli sejam
equivocadamente considerados como indicativos de uma infecgéo por T.
cruzi, resultando em diagnésticos falso-positivos da doenga de Chagas
(GUHL; MARINKELLE, 1982).

Assim, o estudo comparativo do T. rangeli no contexto da doenga
de Chagas e de seu agente etioldgico, na busca de metodologias de
identificacdo especifica e visando compreender mecanismos de
patogenicidade, torna-se extremamente importante dos pontos de vista
epidemioldgico, terapéutico, econdmico e social (STOCO, 2010). Por
outro lado, para que se possa tracar um paralelo entre T. rangeli e T.
cruzi que permita tais investigacGes, importantes aspectos ainda
desconhecidos acerca da propria biologia do T. rangeli precisam ser
elucidados.

O ciclo biolégico do T. rangeli apresenta diferencas marcantes
em relacdo ao ciclo do T. cruzi, tanto no triatomineo como no mamifero.
A primeira caracteristica que se destaca é o fato do T. rangeli ser
transmitido ao hospedeiro mamifero pela picada do triatomineo, isto é,
através da saliva pela via inoculativa (D’ALESSANDRO; SARAVIA,
1999). Ha estudos em laboratério que demonstram ser possivel infectar
camundongos com as fezes do triatomineo, mas esta ndo é a principal
via de transmissdo do parasito (GRISARD; STEINDEL, 2011).
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Os triatomineos infectados pelo T. rangeli em sua grande maioria
pertencem ao género Rhodnius, sendo que a suscetibilidade e o nivel de
infeccdo variam conforme a espécie do triatomineo e a cepa do parasito
(GUHL; VALLEJO, 2003). O ciclo do T. rangeli neste hospedeiro tem
inicio com a ingestdo de formas tripomastigotas presentes no sangue do
mamifero durante a hematofagia. Uma vez no trato digestivo do
triatomineo, alguns parasitos diferenciam-se em formas epimastigotas
que, aderindo ao epitélio do intestino médio, o atravessam e alcangam a
hemocele. Na hemolinfa, os epimastigotas multiplicam-se livremente e,
entdo, migram para a glandula salivar do inseto, invadindo-a e
diferenciando-se em formas tripomastigotas metaciclicas, sendo estas as
formas infectantes do parasito transmitidas ao hospedeiro mamifero
durante o repasto sanguineo (Figura 2).

Glandula salivar

Corrente sanguinea

/e
S - :
— Tripomastigota

/
/ \
/7 > Trypanosoma
rangeli
\

%D

Epimastigota ¢

Figura 2. Ciclo biolégico do Trypanosoma rangeli. Durante o repasto
sanguineo do triatomineo, ocorre a ingestdo de tripomastigotas, que no trato
digestivo se diferenciam em epimastigotas. Os epimastigotas aderem ao epitélio
intestinal e alcangam a hemolinfa — as setas curvas indicam as formas
proliferativas. Estes parasitos entdo invadem as glandulas salivares e
diferenciam-se nas formas infectantes (tripomastigotas metaciclicos), as quais
sdo inoculadas com a saliva durante a hematofagia. Uma vez no sangue do
mamifero, é desconhecido o ciclo do T. rangeli. Fonte: GRISARD; STEINDEL,
2011 (adaptado).

sanguineo
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O processo de diferenciacdo celular que ocorre nas glandulas
salivares do triatomineo é denominado metaciclogénese e constitui uma
etapa essencial do ciclo de vida do T. rangeli. A metaciclogénese
envolve mudangas coordenadas no metabolismo e na morfologia do
parasito para que formas epimastigotas, proliferativas e incapazes de
infectar o mamifero, tornem-se formas infectantes que ndo se
multiplicam, os tripomastigotas metaciclicos (STOCO, 2010). Essa
mudanca de forma, acompanhada pela ativacdo ou repressdo de vias
metabdlicas e por alteragdes ultraestruturais correlatas (VICKERMAN,
1985), esta associada a caracteristicas bioldgicas intrinsecas do parasito
bem como as modificacdes fisico-quimicas de seu ambiente.

O curso da infecgdo por T. rangeli no triatomineo é bastante
conhecido, tendo sido descritos, inclusive, mecanismos pelos quais este
parasito torna-se patogénico para o inseto vetor (GUHL; VALLEJO,
2003). Altos niveis de infecgdo por T. rangeli impedem a realizacéo da
ecdise e frequentemente levam & mortalidade de triatomineos,
especialmente no estddio de ninfa (GREWAL, 1957). Outras
complicagdes, tais como alteracbes na coloragdo da hemolinfa
(GREWAL, 1957) e a reducdo na quantidade de simbiontes intestinais
(VALLEJO; GUHL; SCHAUB, 2009) também podem incorrer em danos
para o triatomineo.

Em contrapartida, inexistem evidéncias de patogenicidade
ocasionada pelo T. rangeli no hospedeiro mamifero. De fato, o ciclo do
T. rangeli neste hospedeiro é até hoje pouco conhecido e bastante
controverso, uma vez que ndo ha consenso quanto a sua capacidade de
multiplicacdo no mamifero. Embora haja indicios de que o T. rangeli
seja capaz de se dividir no hospedeiro mamifero, tais como a deteccédo
de niveis de parasitemia em camundongos até sete vezes maiores que 0
indculo original de parasitos (URDANETA-MORALES; TEJERO, 1985),
ha divergéncias quanto ao local desta replicacdo, a qual poderia ser
intracelular, da mesma forma que o T. cruzi, ou extracelular, como o T.
brucei.

Os dados na literatura acerca da proliferacdo do T. rangeli em
mamiferos sdo escassos, possivelmente devido a parasitemia
normalmente baixa e de curta duracdo produzida por este parasito nestes
hospedeiros (ANEZ et al., 1985). Observa-se que, normalmente, a
parasitemia é crescente até o quarto dia apds a infeccdo, persistindo em
média por duas semanas (ANEZ, 1981). Entretanto, a presenca do T.
rangeli ja foi detectada através de hemocultura alguns meses apds a
infeccdo em camundongos experimentalmente infectados (STEINDEL,
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1993; PAREDES; PAREDES, 1949), sugerindo periodos patentes variaveis
de acordo com a espécie do mamifero infectado (BRAGA et al., 1998) e
sua idade, bem como com a cepa de T. rangeli utilizada (URDANETA-
MORALES; TEJERO, 1985).

No que diz respeito & proliferacdo extracelular do T. rangeli,
pesquisadores buscaram indicios que evidenciassem sua replicacdo na
circulacdo sanguinea do hospedeiro mamifero. Formas tripomastigotas
aparentemente em divisdo binaria, apresentando dois nicleos e dois
cinetoplastos, foram descritas por Grewal (1956) e Molyneux (1973),
enquanto Herbig-Sandreuter (1957), mesmo sem visualizar estes
parasitos, sugeriu serem estas as formas proliferativas do T. rangeli no
mamifero. Contudo, posteriormente foi aventada a possibilidade de que
parasitos atipicos, ou ainda em transicdo morfoldgica e recém-
inoculados pelo inseto vetor, tenham sido inadvertidamente
considerados como formas de fato em divisdo celular (ANEZ, 1981).

Utilizando experimentos in vitro como uma nova abordagem para
a questdo, Tanoura e colaboradores (1999) avaliaram o comportamento
de formas tripomastigotas em contato com culturas de fibroblastos,
demonstrando que estes parasitos sobrevivem por até trés semanas sem
proliferarem. A visualizagdo destes parasitos por microscopia eletrénica
indica que seu cinetoplasto adquire o formato de bastonete caracteristico
de tripomastigotas de T. cruzi, os quais ndo se multiplicam. Estes
resultados fortalecem a hip6tese de que, mesmo sem se dividir, o T.
rangeli seria capaz de sobreviver por longos periodos no sangue,
corroborando as observacGes de que o parasito de fato persiste por
bastante tempo na circulacdo de humanos (ZELEDON, 1954) e gambas
(ANEZ, 1981), ainda que em pequenos nimeros.

Em relacdo a uma possivel multiplicacdo intracelular por parte do
T. rangeli, a controvérsia é ainda maior. O primeiro e mais extenso
estudo histopatoldgico, no qual cortes seriados foram realizados em
mais de cem camundongos, ndo revelou quaisquer indicios de formas
intracelulares do T. rangeli ou de alteracdes patol6gicas no decorrer do
periodo de infeccdo (HERBIG-SANDREUTER, 1957). Estudos mais
recentes demonstraram que a infeccdo de camundongos por T. rangeli
produz uma resposta inflamatéria com infiltrados mononucleares no
figado (MORALES, 2012), cérebro e misculo esquelético (ZUNIGA et al.,
1997), mas sem indicativos de necrose.

Por outro lado, Urdaneta-Morales e Tejero (1986) utilizando a
cepa Dog-82 de T. rangeli observaram ninhos de formas intracelulares,
denominadas “amastigota-like”, em se¢des do coragdo, figado e bago de
camundongos. Muitos destes amastigota-like apresentaram nucleo e
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cinetoplasto em divisdo binaria, mas nenhuma forma sanguinea em
multiplicacdo foi visualizada. Este mesmo grupo relatou que a cepa
Dog-82 se multiplicou primariamente em tecido conectivo,
posteriormente invadindo figado, bago, pulmdes, medula OGssea e,
finalmente, o coracéo, o qual foi intensamente parasitado, ainda que por
um curto periodo de tempo (DE SCORZA et al., 1986). Os estudos
conduzidos por este grupo de pesquisa oferecem os unicos relatos de
formas intracelulares de T. rangeli observadas in vivo, podendo ser
devidos ao uso de cepas ndo caracterizadas adequadamente, de forma
que ndo é possivel descartar que tenha havido contaminagao laboratorial
com o T. cruzi.

Em ensaios de interacdo in vitro, Osorio e colaboradores (1995)
demonstraram que o T. rangeli (cepa San Agustin e o clone Ub66-5b)
adota uma forma amastigota-like caracteristica dentro de células
promonociticas U937. Embora ndo tenham apresentado indicios de
divisdo, estas formas mantiveram-se vidveis apés a alimentacdo de
triatomineos R. prolixus com células infectadas. Antes disso, foi
estudada a interacdo de T. rangeli com células HelLa e células de
sarcoma de cdes, mas sem observacdo de formas intracelulares
(MOLYNEUX, 1973). Em contraste, parasitos da cepa colombiana C23
ndo sé se diferenciaram em formas amastigota-like, como aumentaram
em numero no interior de células Vero e J774 ap6s o oitavo dia de
infeccdo, apontando para uma possivel multiplicacdo intracelular desta
cepa (ZUNIGA et al., 1997).

Além destes, 0 estudo de diferentes cepas de T. rangeli (Choachi,
Macias e SC-58) em ensaios de interagdo com linhagens celulares néo-
fagociticas (Vero), fagociticas (J774) e até mesmo macréfagos murinos,
apresentaram baixas taxas de infeccdo, com um pequeno ndmero de
formas intracelulares por célula (EGER-MANGRICH et al., 2001). Embora
tenham sido observados parasitos amastigota-like dentro de células Vero
e J774 até 144 horas apés a infeccdo, nenhuma evidéncia de
multiplicacdo intracelular foi observada.

Diante destes controversos resultados, muitas questdes ainda hoje
permeiam o estudo da proliferacdo do T. rangeli no hospedeiro
mamifero. Caso a multiplicacéo de fato aconteca, ainda ndo se sabe em
quais tecidos ocorre e de que forma, se intra ou extracelular. A
elucidacao de aspectos fundamentais da divisdo celular do T. rangeli no
hospedeiro mamifero poderia explicar, dentre outros aspectos, sua
aparente falta de viruléncia (CUBA CUBA, 1998). Entretanto, as
tentativas de se estudar o ciclo deste parasito no hospedeiro mamifero
buscando a observacdo de formas intracelulares e/ou proliferativas tém
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mostrado resultados inconclusivos, ainda que sugestivos. Uma forma
alternativa para se estudar o ciclo celular do T. rangeli no hospedeiro
mamifero, portanto, é a utilizacdo de marcadores moleculares e celulares
de divisdo celular, os quais permitiriam a deteccdo de multiplicacéo
ainda que ndo haja visualizacdo direta do processo. Assim, este estudo
consistiu na busca por marcadores moleculares diferencialmente
expressos ao longo do ciclo de tripanosomatideos, que pudessem ser
inequivocamente associados & divisdo celular e, desta forma, utilizados
para investigar a multiplicacéo do T. rangeli no hospedeiro mamifero.

1.2 Controle da expressao génica em tripanosomatideos

A progressao do ciclo celular demanda uma refinada regulacdo da
expressdo de centenas de moléculas distintas, para que estejam
disponiveis na célula no momento certo de cada evento do ciclo. Na
maior parte dos eucariotos, isso é assegurado principalmente por um
meticuloso controle transcricional, em que genes individuais sdo
transcritos de acordo com a sinalizagdo enviada. Nos tripanosomatideos,
entretanto, a regulagdo da expressdo génica neste nivel é praticamente
inexistente, levantando questGes sobre quais mecanismos estariam
envolvidos na modulacdo de proteinas do ciclo celular (ARCHER et al.,
2011).

Os genes dos tripanosomatideos estdo organizados em grandes
arranjos unidirecionais que sdo transcritos de maneira policistronica,
sendo posteriormente clivados e processados em RNA mensageiros
(mRNA) individuais maduros através de trans-splicing e poliadenilagéo.
Estes dois eventos encontram-se intrinsecamente vinculados, sendo que
o0 trans-splicing consiste na insercdo de uma molécula de RNA de 39
nucleotideos, conhecida por Spliced Leader (SL-RNA), a qual adiciona
uma capa de sete metilguanosinas (m7G) na extremidade 5’
(CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003). A poliadenilacdo promove a
adicdo de adeninas na extremidade 3’°, ocorrendo a uma distancia fixa
(cerca de 100-400 nucleotideos, dependendo da espécie) montante ao
sitio do sinal de trans-splicing (CLAYTON, 2002).

Este mecanismo incomum de geracdo de mMRNA dificulta
enormemente a regulacdo individual da expressdo génica em nivel de
transcricdo. Apesar disso, tripanosomatideos sdo dotados de uma
impressionante habilidade para se adaptar aos ambientes contrastantes
de seus hospedeiros, coordenando intensas mudancas morfoldgicas e
metabdlicas durante o seu ciclo biol6gico. Portanto, a expressdo
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diferencial de genes é indispensavel para sua sobrevivéncia, sendo
alcancada principalmente através de mecanismos que combinam o
controle pds-transcricional, a regulacdo traducional e a protedlise
seletiva (CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

A sintese constitutiva do transcriptoma e a selecdo das mensagens
certas apenas na etapa de maturacdo do mRNA provavelmente permitem
ao parasito uma rapida mudanca na expressdo de moléculas para se
adaptar a um novo ambiente e sobreviver. Embora haja um custo
metabdlico associado & permanente degradacdo de uma considervel
fracdo do transcriptoma, os tripanosomatideos escapam da necessidade
de produzir fatores de transcricdo especificos, bem como de possuir
sequéncias-alvo para estes fatores no genoma (GOMEZ et al., 2010).

O controle nos niveis de MRNA e proteina durante o ciclo celular
devem estar em consonancia para assegurar que certos elementos-chave
na replicacdo do DNA, na duplicacdo de organelas e na divisao celular
sejam finamente regulados. Isto é particularmente importante quando se
tratam de elementos cuja expressdo ectdpica no ciclo celular pode
comprometer todo este processo (ARCHER et al., 2009).

Os eventos regulatdrios que afetam a abundancia de mRNA tém
recebido consideravel atencdo, sendo que a degradacdo diferencial
destas moléculas e sua estabilidade na célula sdo os principais
mecanismos estudados. Por exemplo, foi demonstrado em T. brucei que
uma proteina ligante de RNA, PUF9, é capaz de estabilizar
determinados transcritos durante algumas fases do ciclo celular
(ARCHER et al., 2009). A abundancia relativa de mRNA estagio-
especificos, por sua vez, possivelmente estaria vinculada a sequéncias
presentes nas regides UTR (do inglés Untranslated Regions) do genoma
(GOMEZ et al., 2010).

Além disso, observou-se que o comprimento da cauda poli(A)
influencia a eficiéncia de tradugdo de alguns mRNA (PAYS et al., 1993).
A eficiéncia do splicing também pode ser manipulada, conforme ja
evidenciado pela presenca de nucleotideos especificos em regiGes
intergénicas de L. mexicana, os quais sdo posteriormente removidos
(BROOKS et al., 2001). Seja por estes mecanismos ou por outros ainda
desconhecidos, um grande nimero de genes é diferencialmente expresso
durante o ciclo celular de tripanosomatideos (ARCHER et al., 2009).
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1.3 Ciclo celular de tripanosomatideos

O ciclo celular de uma célula eucaridtica € um processo
complexo que envolve coordenadas alteracbes morfoldgicas e
moleculares sequenciais para a duplicacdo de organelas e subsequente
divisdo celular. Exigente do ponto de vista metabdlico, o ciclo celular
apresenta uma sofisticada regulacéo e é constantemente monitorado pela
célula, especialmente em momentos especificos, conhecidos por pontos
de controle.

Tipicamente, o ciclo celular consiste em quatro fases bem
definidas: G1, a primeira fase de intervalo, na qual a célula se prepara
para um novo ciclo de replicacdo e divisao, garantindo a disponibilidade
de nutrientes; S, em que ocorre a replicagdo do DNA; G2, a segunda
fase de intervalo com novos pontos de controle; e M, quando afinal
ocorre a divisdo celular, ou citocinese. Células que ndo estejam a ponto
de ingressar em um ciclo celular encontram-se na fase GO, da qual
podem partir imediatamente para a fase G1, se necessario.

Muitos mecanismos associados a replicacdo celular sdo altamente
conservados entre as células eucarioticas, apresentando-se praticamente
idénticos mesmo entre leveduras e mamiferos, organismos onde o ciclo
celular é mais estudado. Tripanosomatideos, entretanto, se destacam por
caracteristicas que os tomRNA singulares entre os eucariotos, como a
capacidade de duplicar e segregar organelas de copia Unica (VAUGHAN;
GULL, 2008), fazendo de seu ciclo celular um objeto de estudo
fascinante. Além disso, as significativas diferencas entre 0s
tripanosomatideos e seus hospedeiros mamiferos quanto a regulacdo do
ciclo celular possibilitariam a exploracdo desta via almejando o
desenvolvimento  de  novos medicamentos  antiparasitarios
(HAMMARTON, 2007).

Além do nucleo, as estruturas de cOpia Unica que precisam ser
corretamente duplicadas e segregadas antes da divisdo celular de
tripanosomatideos incluem um Unico complexo de Golgi (HE et al.,
2004), bem como uma Unica mitocdndria cujo cinetoplasto contém o
kDNA, arranjos circulares concatenados de DNA que compdem 0s
minicirculos e maxicirculos. Os tripanosomatideos apresentam também
um Gnico corpo basal, intrinsecamente conectado ao cinetoplasto, do
qual emerge o flagelo (Figura 3). O citoesqueleto destes organismos é
caracterizado pela presenca de microtibulos subpeliculares, entre os
quais, durante o ciclo celular, sdo inseridos novos microtibulos que
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permitem o aumento do volume celular para a divisdo (SHERWIN;
GULL, 1989b).

Reservossomo
Microtubulos
subpeliculares

Citéstomo

Acidocalcissomo

Estrutura paraflagelar.
Vacuolo contratil Mitocondria
Bolsa flagelar

Cinetoplasto Glicossomo

Figura 3. Estruturas internas de um tripanosomatideo (Trypanosoma
cruzi). Em destaque, as estruturas Unicas que precisam ser duplicadas no
processo de divisdo celular: complexo de Golgi, mitocdndria com cinetoplasto e
axonema (flagelo). O corpo basal ndo esta representado, mas localiza-se na base
do flagelo. Fonte: DE SOUZA, 2008 (adaptado).

O corpo hasal dos tripanosomatideos contém dois centriolos e é a
primeira organela a sofrer duplicagdo. A partir dele emerge um novo
flagelo, cujo crescimento é constante ao longo de todo o ciclo
(SHERWIN; GULL, 1989a). O complexo de Golgi, situado entre o nucleo
e o bolso flagelar, é o préximo a ser duplicado, e neste momento
complexos de Golgi menores também aparecem na célula (DE
GRAFFENRIED; HO; WARREN, 2008). Em seguida ocorre a replicacédo
do bilobo, uma enigmatica estrutura do citoesqueleto localizada préxima
ao bolso flagelar, aparentemente associada a biogénese do complexo de
Golgi (ESSON et al., 2012). A duplicacdo e segregacdo do cinetoplasto, a
seguir, sdo mediadas pelos corpos basais em separacdo. Por fim, a
divisdo do nicleo é sucedida pela citocinese, gerando duas células-filha
com o0 mesmo complemento de organelas (SHERWIN; GULL, 1989a).
Este processo de divisdo celular encontra-se representado na Figura 4.
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Figura 4. Represnetacdo esquematica do processo de divisdo celular em um
tripanosomatideo (Trypanosoma cruzi). As principais estruturas encontram-se
duplicadas e o parasito estd prestes a sofrer citocinese. N = nicleo, K =
cinetoplasto, BB = corpo basal, F = flagelo. Fonte: ELIAS et al., 2007
(adaptado).

A progressdo do ciclo celular de tripanosomatideos pode ser
monitorada através de coloracdo do DNA, sendo que células com um
cinetoplasto e um nucleo (LN 1K) encontram-se na fase G1/S, células
com dois cinetoplastos e um nucleo (IN 2K) estdo em fase G2/M, e
individuos com dois cinetoplastos e dois nicleos (2N 2K) estdo prestes a
sofrer citocinese (ROTUREAU; SUBOTA; BASTIN, 2011). Esta
progressdo do ciclo denota um fato peculiar em tripanosomatideos, que
é a existéncia de duas fases S ligeiramente distintas para 0 DNA nuclear
e para o DNA do cinetoplasto.

Neste aspecto, cada tripanosomatideo apresenta um
comportamento em particular. Em T. brucei, o inicio da replicacdo do
KDNA é anterior a replicacdo do DNA nuclear, e sua sintese é também
finalizada antes (WOODWARD; GULL, 1990). Em T. cruzi, da mesma
forma, o cinetoplasto sofre divisdo antes do ndcleo, embora a replicacdo
do KDNA provavelmente comece apés o inicio da fase S nuclear (ELIAS
etal., 2007). E interessante notar que, em T. cruzi, o novo flagelo emerge
do antigo bolso flagelar apenas apds a finalizacdo da fase S nuclear
(ELIAS et al., 2007). Em L. major, da mesma forma que em T. brucei e
em T. cruzi, a divisdo do cinetoplasto é finalizada antes da divisdo do
nlcleo (AMBIT et al., 2011). Por outro lado, um estudo com L. donovani
sugere que a divisdo nuclear precede a divisdo do cinetoplasto, gerando
células com dois nicleos e apenas um cinetoplasto (MINOCHA et al.,
2011). Por fim, em L. mexicana a replicacdo do DNA nuclear e do
kDNA aparentemente ocorrem simultaneamente (WHEELER; GLUENZ;
GULL, 2011).

A replicacdo destes dois tipos de DNA em tripanosomatideos tem
intrigantes peculiaridades. Quanto a duplicacdo e segregacdo do DNA
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nuclear, nestes organismos o envelope nuclear ndo é desfeito em
nenhum momento do ciclo, nem tampouco ocorre condensacdo dos
cromossomos (SOLARI, 1980; HAMMARTON, 2007). Além disso, a
existéncia de uma fase S especifica para 0 KDNA contrasta com a
replicacdo do DNA mitocondrial de células de mamiferos, cuja sintese é
continua durante o ciclo celular (WOODWARD; GULL, 1990). Embora a
duplicacdo do kDNA ocorra apenas uma vez no ciclo, 0 mecanismo que
controla seu nimero de copias permanece desconhecido (LI, 2012).

De fato, muitos mecanismos regulatérios do ciclo celular de
tripanosomatideos ainda sdo pouco compreendidos. Os pontos de
controle do ciclo presentes nestes organismos sdo incomuns e envolvem
moduladores especificos, alguns dos quais ortdlogos funcionais, mas
ndo estruturais, daqueles de outros eucariotos (LI, 2012). As vias de
sinalizacdo que conduzem a transi¢cdo entre diferentes fases do ciclo
celular, tais como G1/S, G2/M e mitose/citocinese, recém comegcam a
ser elucidadas.

Ciclinas (CYC) e quinases dependentes de ciclina (CDK) séo
moléculas-chave para o ciclo celular de eucariotos, e homologos
conservados destas proteinas séo encontrados em tripanosomatideos. As
CDK de tripanosomatideos sdo denominadas quinases relacionadas a
Cdc2 (CRK) e, da mesma forma que ciclinas, ja foram identificadas nos
genomas destes parasitos (FARR; GULL, 2012). Em T. brucei, um
complexo de CYC2 com CRK1 ja foi implicado na regulacdo da
progressdo G1/S (TU; WANG, 2005), ao passo que complexos entre
CYC2, CRK3 e CYC6 parecem estar associados a transicdo G2/M (VAN
HELLEMOND et al., 2000).

Por outro lado, a transicdo entre mitose e citocinese
possivelmente apresenta pontos de controle bastante distintos, uma vez
que estes dois eventos parecem estar desacoplados em
tripanosomatideos. Foi demonstrado que a inibicdo da mitose ndo afeta a
citocinese, gerando células contendo ON 1K denominadas “z6ides”, da
mesma forma que a inibicdo da citocinese ndo impede a mitose,
resultando em parasitos com mdltiplas organelas (PLOUBIDOU et al.,
1999).

A aparente independéncia da citocinese em relacdo ao restante do
ciclo a torna uma interessante etapa a ser estudada. Sendo o passo final
do processo de divisdo celular, a citocinese assegura a geracdo de uma
nova célula e, portanto, confirma a ocorréncia de multiplicacdo celular.
Além disso, promove uma série de alteracGes no citoesqueleto e na
membrana plasmatica, permitindo sua facil distingdo das demais etapas
do ciclo celular (HAMMARTON, MONNERAT, MOTTRAM, 2007).
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Assim, os potenciais marcadores moleculares e celulares de divisdo
celular em T. rangeli foram buscados no ambito da regulacdo da
citocinese como evidéncia da multiplicacdo do parasito.

1.3.1 Citocinese em tripanosomatideos

A citocinese € a etapa final da divisdo celular e requer uma
complexa interacdo entre proteinas regulatérias e componentes do
citoesqueleto e da membrana celular, que remodelardo a célula e
realizardo sua clivagem. Entre os diversos passos preparatérios para o
ingresso na citocinese, a divisdo dos corpos basais e do cinetoplasto
parecem ser 0s mais importantes (PLOUBIDOU et al., 1999). Outra
estrutura essencial para este evento é o flagelo, que se encontra anexado
ao corpo celular em quase toda sua extensdo através da zona de
aderéncia flagelar (FAZ, do inglés Flagellar Attachment Zone) (KOHL;
ROBINSON; BASTIN, 2003).

A citocinese é composta por quatro etapas principais: selecéo do
sitio de clivagem, sinalizag&o para iniciar clivagem, formagéo do sulco e
abscisdo celular. Estas etapas sdo sequenciais e interdependentes
(HAMMARTON; MONNERAT; MOTTRAM, 2007).

A selecdo do sitio de clivagem ja foi estudada em T. brucei,
sendo definida essencialmente pela extremidade anterior do flagelo
recém-sintetizado e pela FAZ. Como consequéncia disso, a citocinese
tem inicio a partir da porgdo anterior da célula (SHERWIN; GULL,
1989a). Uma nova FAZ é estendida ao mesmo tempo em que 0 Novo
flagelo cresce, com uma pequena defasagem, e assim fornece a
informacdo estrutural que assegura o correto posicionamento do sulco
de clivagem. Na auséncia de uma nova FAZ, a qual é gerada a partir do
antigo flagelo, a citocinese ndo ocorre (KOHL; ROBINSON; BASTIN,
2003).

Quanto a sinalizacdo que propicia o inicio da clivagem, sabe-se
que determinados pontos de controle precisam ser inativados, mas
apenas poucas moléculas que participam desta regulagdo ja sdo
conhecidas (HAMMARTON; MONNERAT; MOTTRAM, 2007). Algumas
destas moléculas estdo descritas em mais detalhes nesta secao.

A formacdo do sulco de clivagem é unidirecional e ocorre ao
longo do eixo longitudinal da célula, de sua extremidade anterior para a
extremidade posterior. Esta etapa é efetuada pelos microtibulos do
citoesqueleto, com a provavel participacdo de proteinas motoras e
cataninas (FARR; GULL, 2012). Curiosamente, a actina ndo forma um
anel de contracdo nem se associa ao sulco de clivagem nestes
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organismos, embora seja indispensavel para a citocinese nos demais
eucariotos (GARCIA-SALCEDO et al., 2004).

Por fim, a abscisdo celular é auxiliada pelos batimentos flagelares
rotacionais, e € provavel que neste momento haja um intenso
remodelamento do citoesqueleto e da membrana plasmatica. Assim, a
citocinese em tripanosomatideos ndo envolve uma contracao centripeta,
mas um aparente movimento longitudinal do sulco de clivagem através
da célula, que procede de forma helicoidal ao longo da linha do novo
flagelo/FAZ, passando entre os dois flagelos e separando a célula em
duas (VAUGHAN; GULL, 2003).

Embora a repressdo de uma grande variedade de proteinas possa
inibir a citocinese, poucas de fato exercem um papel direto neste
processo, seja sinalizando o inicio da citocinese, regulando a formacéo
do sulco de clivagem ou controlando a absciséo celular (HAMMARTON;
MONNERAT; MOTTRAM, 2007). Recentemente, contudo, estdo sendo
descritas moléculas fundamentais no controle da mitose e da iniciagdo
da citocinese.

1.3.2  Aurora quinases (AUK)

Aurora quinases (AUK) sdo enzimas bastante estudadas no ciclo
celular de eucariotos devido a sua implicacdo em transformacOes
oncogénicas, sendo que atualmente cerca de uma dizia de inibidores
destas enzimas estdo sendo avaliados em ensaios clinicos (CHEUNG et
al., 2011). Em mamiferos, a familia das AUK consiste em trés paralogos,
Aurora A, B e C, cujos dominios quinase sdo altamente conservados
(CARMENA; EARNSHAW, 2003). Aurora A estd implicada na transicdo
G2/M, maturagéo e separacdo de centrossomos, bem como na formacao
do fuso mitético bipolar. Por outro lado, Aurora B promove a
condensacdo dos cromossomos, sua orientacdo no fuso mitético, e a
abscisdo celular ao final da citocinese (VADER; LENS, 2008). Além de
uma fungdo na espermatogénese, Aurora C ndo parece ter um papel
essencial em células somaticas (KETTENBACH et al., 2011).

Em T. brucei, foram identificadas trés AUK homologas,
denominadas TbAUK1, TbAUK2 e TbAUK3. Um cuidadoso
alinhamento sugere que as trés enzimas sejam homdlogas da Aurora B
de mamiferos (TU et al.,, 2006). De fato, inexistem no genoma de T.
brucei proteinas necessarias para uma organizacao do fuso mediada por
centrossomos — dentre elas Aurora A —, sugerindo que esta é conduzida
pela prépria cromatina neste organismo (LI, 2012). Em contrapartida,
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proteinas envolvidas nas vias de organizacdo do fuso mediadas pela
cromatina — como Aurora B — sdo expressas por T. brucei e essenciais
para o desenvolvimento de seu ciclo celular (TU et al., 2006).

InibicBes quimicas bem como genéticas — por RNA de
interferéncia (RNAI) — das trés AUK de T. brucei revelaram que apenas
uma delas, TbAUK1, tem papel relevante no ciclo celular. Em formas
prociclicas do parasito, esta proteina esta localizada no ndcleo e
participa ativamente na formacdo dos fusos mitéticos, bem como na
replicagdo do cinetoplasto e no ingresso na citocinese (TU et al., 2006).
Por outro lado, em formas sanguineas do parasito TOAUK1 regula a
citocinese sem exercer um controle rigido sobre a sintese do DNA
nuclear ou a replicacdo de organelas. Pela primeira vez uma proteina
homologa de Aurora B foi implicada em fungdes distintas para formas
bioldgicas de um mesmo organismo (LI; WANG, 2006).

A deple¢do da funcdo de ThAUK1 na fase S, profase ou metéfase
invariavelmente interrompeu o ciclo celular em metéfase, sugerindo um
papel para esta enzima na transicdo metafase/anafase. Uma vez que a
anafase seja alcangada, entretanto, TbAUK1 ndo é mais necessaria para
a progressdo da mitose. A partir dai sua funcdo ser& requerida para a
translocacdo do complexo CPC (do inglés Chromosomal Passenger
Complex) do nucleo para a extremidade anterior da FAZ, onde terd
inicio a citocinese (LI; UMEYAMA; WANG, 2009). Posteriormente, o
CPC acompanhard o movimento do sulco de clivagem entre as duas
células-filha (LI, 2012). O CPC de tripanosomatideos é bastante distinto
daquele dos metazoarios, sendo composto pela prépria AUK1 e por duas
outras proteinas denominadas CPCl1 e CPC2. Algumas cinesinas
também se associam a este complexo durante a formacdo do fuso
mitético, mas ndo 0 acompanham durante a citocinese (LI et al., 2008).

De maneira geral, os estudos com TbAUKL demonstraram que,
embora a citocinese ndo esteja sob rigida regulagdo da mitose em
tripanosomatideos, esta enzima tem um papel importante tanto para
completar a mitose como para iniciar a citocinese (FARR; GULL, 2012).
Antes disso, a proteina Polo-like quinase (PLK) fora identificada como
iniciadora da citocinese de tripanosomatideos, sem aparente
envolvimento na mitose (KUMAR; WANG, 2006). Contudo, alteracGes na
PLK de T. brucei (TbPLK) ndo tém influéncia sobre as fungbes de
TbAUK1, ao passo que a inibicdo de ThAUK1 afeta os niveis de
TbPLK. Isto sugere que a AUK1 encontra-se & montante na cascata de
sinalizacdo da divisdo celular, e que a regulacdo exercida pela PLK
ocorre a partir de um ponto mais préximo ao inicio da citocinese (TU et
al., 2006).
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A importancia da AUK1 no momento critico entre a concluséo da
mitose e a iniciagdo da citocinese faz desta proteina um marcador
molecular promissor para a divisao celular de tripanosomatideos.

1.3.3  Polo-like quinases (PLK)

Assim como as Aurora quinases, as Polo-like quinases (PLK)
também sdo enzimas ja bastante conhecidas. Estas serina/treonina
quinases tém um papel crucial tanto na mitose como na citocinese,
sendo encontradas em todos os eucariotos. Em mamiferos, a familia
PLK consiste de quatro membros: PLK1 é de longe a mais estudada,
sendo responsavel por inimeras a¢des durante toda a mitose; PLK2 e
PLK3 parecem ter fun¢Ges durante a intérfase; e PLK4 est4 envolvida
com a duplicagdo do centriolo (KETTENBACH et al., 2011). Em
Saccharomyces cerevisiae, a homéloga de PLK é denominada Cdc5 e
encontra-se associada ao fuso mitético e & citocinese neste organismo
(SONG; LEE, 2001).

Tripanosomatideos possuem uma Unica PLK (GRAHAM; TAIT;
HIDE, 1998), altamente conservada. Esta proteina ja foi extensamente
estudada em T. brucei, e recentemente foi detalhado o trajeto que
percorre ao longo de todo o ciclo celular deste parasito.
Coincidentemente, a ordem de migracdo da Polo-like quinase de T.
brucei (TbPLK) através das organelas coincide com a sequéncia em que
estas estruturas sdo duplicadas na célula (IKEDA; DE GRAFFENRIED,
2012).

Os primeiros estudos com TbPLK ja demonstraram seu papel
indispensavel para a iniciagdo da citocinese em T. brucei, uma vez que
sua inibicdo por RNAI, mesmo sem afetar a divisdo de organelas,
bloqueava a divisdo celular gerando células com miultiplos ndcleos,
cinetoplastos, corpos basais e flagelos (KUMAR; WANG, 2006). Este
mesmo estudo demonstrou que TbPLK é capaz de realizar todas as
funcBes de Cdc5 em S. cerevisiae destituidos desta proteina, sugerindo
que ThPLK é homdloga estrutural e funcionalmente de Cdc5. Ainda
assim, a TbPLK aparentemente ndo possui papel relevante nas
transicbes entre G2/M e metafase-anafase em T. brucei, nem na
liberacdo da anafase e saida da mitose (KUMAR; WANG, 2006). Dessa
forma, foi a primeira vez que se descreveu uma PLK sem funcdo
essencial para a mitose.

Além da funcdo, a distribuicdo celular de TbPLK em T. brucei
também difere muito da distribuicdo de Cdc5 em S. cerevisiae e das
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PLK em mamiferos. Enquanto nestes organismos as proteinas se
concentram no ndcleo, em tripanosomatideos sua localizagdo é variavel
e fortemente associada as organelas em duplicacdo durante o ciclo
celular (SONG; LEE, 2001; IKEDA; DE GRAFFENRIED, 2012).

Nas fases iniciais do ciclo, TOPLK é encontrada nos corpos basais
e permanece associada a estas estruturas enquanto duplicam (IKEDA; DE
GRAFFENRIED, 2012). De fato, j& havia sido demonstrado que o
primeiro evento prejudicado pela baixa expressdo de TbPLK ndo seria a
citocinese propriamente dita, e sim a duplicacdo do corpo basal
(HAMMARTON et al., 2007). O defeito na replicacdo desta organela
inibiria a segregacdo do cinetoplasto que, por sua vez, impediria a
citocinese.

Apbs a duplicagdo do corpo basal, TOPLK se move para a regido
do bolso flagelar, parcialmente coincidindo com o FPC (do inglés
Flagellar Pocket Collar), inicialmente, e posteriormente com a estrutura
do hilobo (IKEDA; DE GRAFFENRIED, 2012). Da mesma forma, ThPLK
ja foi previamente implicada na duplicagdo do bilobo, o qual por sua vez
é importante para a definigdo do sitio de montagem do novo Golgi (DE
GRAFFENRIED; HO; WARREN, 2008).

Antes de partir do bilobo duplicado, ThPLK se localiza na sua
extremidade anterior. Neste ponto, a proteina parece residir na
extremidade crescente da nova FAZ, sugerindo que o bilobo e a FAZ
fazem parte de uma mesma estrutura continua do citoesqueleto. Foi
demonstrado que a localizagdo de ThPLK na FAZ é assegurada pela
presenca de dois motivos Polo-box na regido carboxiterminal da
proteina, os quais também regulam a atividade da ThPLK via interagdo
com o dominio quinase catalitico na porcdo aminoterminal (SUN;
WANG, 2011; YU; LIU; LI, 2012). O sinal da ThPLK permanece na FAZ e
acompanha seu crescimento até pouco antes da citocinese, quando
desaparece da célula por completo (IKEDA; DE GRAFFENRIED, 2012).

A presenca de TbPLK na extremidade anterior da FAZ sugere
uma funcéo desta proteina na estabilizagdo da juncéo entre a antiga € a
nova FAZ, que se dissociariam apds seu desaparecimento (UMEYAMA,;
WANG, 2008). De fato, foi demonstrado que a inibicdo de TbPLK por
RNAI resulta em defeitos na extensdo da nova FAZ, destacando o
flagelo do corpo celular e prejudicando drasticamente a motilidade das
células, a qual é importante também para a conclusdo da citocinese
(IKEDA; DE GRAFFENRIED, 2012).

Outra funcéo atribuida a ThPLK devido a sua localizacdo na FAZ
¢ o recrutamento do complexo CPC para o sitio de iniciacdo da
citocinese. O abrupto desaparecimento de TbPLK na célula coincide
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com a translocacdo do CPC para o sulco de clivagem; ou seja, apds
assegurar o posicionamento do CPC e dar inicio a citocinese, ThPLK
pode ser recolhida (UMEYAMA; WANG, 2008). Embora ndo haja registro
da interacdo direta entre TOPLK e TbAUK1, é bastante provavel que
estas duas proteinas cooperem através da regulacdo de fatores em
comum na FAZ para promover a iniciacdo da citocinese (LI, 2012).

Um interessante aspecto da PLK em tripanosomatideos € a fina
regulacdo de sua expressdao durante o ciclo celular, o que a torna um
poderoso marcador molecular deste evento. Sua primeira aparicdo é
durante a fase S, persistindo no decorrer de G2/M até o completo
desaparecimento durante a citocinese, de forma que nenhuma célula em
G1 apresenta qualquer sinal da presenca de PLK.

1.3.4  Mps One Binder (MOB)

As Mps One Binder (MOB) sdo proteinas regulatérias
conservadas, encontradas em plantas, animais e fungos na forma de
MOB1 e MOB2 (HERGOVICH, 2011). As proteinas MOB1 se
assemelham as ciclinas, uma vez que ao se ligarem a suas quinases
parceiras induzem uma conformacdo de ativacdo (MAH; JANG;
DESHAIES, 2001).

Em T. brucei, uma proteina MOB. associada a diviséo celular foi
estudada nas formas prociclicas e nas formas sanguineas deste parasito,
revelando sua importancia no posicionamento do sulco de clivagem bem
como na conclusdo da citocinese. Entretanto, ao contrario do que é
observado em outros organismos, aparentemente em tripanosomatideos
MOBL1 ndo tem funcdo relevante para o ingresso na mitose, nem para a
transicdo mitose/citocinese. De fato, esta proteina é excluida do nicleo
ao longo do ciclo celular, localizando-se principalmente no citoplasma
(HAMMARTON et al., 2005).

A inibicdo de MOB1 por RNAI nas formas sanguineas de T.
brucei resultou na aparicdo de células pos-mitéticas prestes a iniciar o
sulco de clivagem, indicando apenas um atraso na citocinese,
possivelmente decorrente de um efeito inibitorio sobre a replicacdo do
cinetoplasto. Por outro lado, em prociclicos a inibicdo de MOB1 gerou o
acimulo de zdéides (ON 1K) e outras células anormais, mostrando ter
havido um defeito na citocinese, ocasionado pelo mau posicionamento
do sulco de clivagem. Uma vez que MOB1 ndo foi localizada em
associacdo aos corpos basais ou ao proprio sulco de clivagem, seu
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recrutamento para o sitio de separacdo das células possivelmente ndo é
requerido para dar inicio a citocinese (HAMMARTON et al., 2005).

Embora ndo haja evidéncias da regulacdo direta de MOBL1 por
TbPLK, aparentemente seu papel na iniciagao da citocinese é posterior e
complementar ao da PLK (LI, 2012). Assim, pela sua funcdo em dar
seguimento a citocinese em tripanosomatideos, MOB1 figura como um
marcador molecular em potencial para a divisdo celular nestes
organismos.

1.3.5 Receptor para C-quinase Ativada de Tripanosomas
(TRACK)

As proteinas RACK1, do inglés Receptor for Activated C-Kinase
1, séo responsaveis pela regulacdo de uma série de atividades celulares,
incluindo crescimento celular e tradugdo de proteinas, através da
interacdo com a maquinaria ribossomal. Esta proteina é membro da
familia de proteinas com dominio de repeti¢do triptofano-aspartato
(WD-repeat) e compartilha forte semelhanga com a subunidade beta da
proteina G (ADAMS; RON; KIELY, 2011).

Em tripanosomatideos, proteinas homologas a RACK1 ja foram
descritas em L. major e em T. brucei. Em L. major a proteina é
conhecida por LACK e a interrupcdo de seu locus génico alterou a
viabilidade e a viruléncia dos parasitos (KELLY; LOCKSLEY, 2004). Em
T. brucei, a proteina é denominada TRACK (do inglés Trypanosome
RACK) e estd associada ao processo de divisdo celular nas diferentes
formas do parasito (ROTHBERG et al., 2006).

A inibicdo de TRACK por RNAI em formas prociclicas revelou
que a citocinese é interrompida a meio caminho da clivagem, ndo
incorrendo na mesma. Estas células continuam a replicar o nicleo, o
cinetoplasto e o flagelo, e formam multiplos sulcos de clivagem
parciais. Assim, a citocinese pode iniciar na auséncia de TRACK, mas
ndo progride a partir de certo ponto durante a clivagem. Nas formas
sanguineas de T. brucei, em contrapartida, quando a expressdo de
TRACK ¢é inibida a citocinese sequer tem inicio (ROTHBERG et al.,
2006).

TRACK é expressa ao longo do ciclo biol6gico de T. brucei e
distribuida predominantemente na regido perinuclear e no citoplasma.
No inicio do ciclo, quando as células ainda tém a conformacdo 1N 1K
ou IN 2K, TRACK se concentra na regido em torno do nlcleo,
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estendendo-se para o citoplasma. Com o inicio da divisdo nuclear,
TRACK continua acompanhando o envelope nuclear e eventualmente
circunda cada ndcleo separado; uma zona de exclusdo entre 0s nucleos
normalmente é vista. Em nenhum momento esta proteina se associa ao
reticulo endoplasmatico, & mitocondria ou mesmo ao sulco de clivagem
de células em divisdo (ROTHBERG et al., 2006).

Posteriormente, foi proposta a hipdtese de que, além de possuir
um papel na divisdo celular, a TRACK de T. brucei seria responsavel
pela expressdo diferencial de genes neste organismo (REGMI et al.,
2008). A associagdo de homologas de RACK1 com os ribossomos em
eucariotos ja é bastante descrita (ADAMS; RON; KIELY, 2011), e
demonstrou-se que, da mesma forma, a TRACK de T. brucei participa
da maquinaria de traducdo através da interacdo com o fator eucariético
de elongagdo 1A, eEF1A (REGMI et al., 2008).

Considerando ainda que a anisomicina, um inibidor universal da
traducdo, prejudica a citocinese em tripanosomatideos, é possivel supor
que a modulagdo deste evento da divisdo celular por TRACK esteja
relacionada também ao seu papel nos ribossomos (REGMI et al., 2008).
Neste caso, além de participar na formacdo do sulco de clivagem,
TRACK seria essencial para a tradugdo continua de proteinas durante a
citocinese. O papel desta proteina na citocinese, manifestado de duas
maneiras claramente distintas, a torna uma interessante candidata como
marcador molecular da divisdo celular em tripanosomatideos.

Devido a sua participacdo ativa durante a citocinese através de
diferentes mecanismos, 0s quais se encontram resumidos na Figura 5,
estas quatro proteinas (AUK1, PLK, MOB1 e TRACK) foram
selecionadas como sendo possiveis marcadores moleculares para a
divisdo celular em T. rangeli.



45

Aurora quinase 1
Aurora quinase 1 Polo-like quinase
Polo-like quinase

@/7@(\,\/\/5

Aurora quinase 1

MOB1
TRACK
Eventos do ciclo celular
Aurora quinase 1 Fase S | Transi¢do G2/M Inicio do Sulco de Clivagem
Polo-like quinase |Dup|icat;éo de Organelas| Inicio do Sulco de Clivagem
MOB1 Inicio do Sulco de Clivagem | Progressédo da Citocinese
TRACK Progressdo da Citocinese

Figura 5. Proteinas envolvidas na regulagdo da citocinese em
tripanosomatideos. Etapas da divisdo celular de tripanosomatideos
representando 0s pontos em que atuam as proteinas Aurora quinase 1 (AUK1),
Polo-like quinase (PLK), MOB1 e TRACK.

Considerando que foram detectadas no genoma do T. rangeli
sequéncias com homologia aos genes de AUK1, PLK, MOB1 e
TRACK, foi hipotetizado que estas proteinas estejam envolvidas no
ciclo celular do parasito de forma semelhante ao que ja foi observado
em T. brucei. Assim, o foco deste trabalho foi avaliar se estas proteinas
podem constituir marcadores moleculares de divisdo celular em T.
rangeli, associando sua expressdo a alteragdes estruturais no parasito
durante o ciclo celular in vitro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar marcadores moleculares e estruturais da divisdo celular
em Trypanosoma rangeli.

2.2 Obijetivos Especificos

e Estimar a duragdo de cada fase do ciclo celular durante o
crescimento in vitro do T. rangeli;

e Analisar in silico as proteinas Aurora quinase 1 (TrAUKL),
Polo-like quinase (TrPLK), Mps One Binder 1 (TrMOBL1) e
Receptor para C-quinase Ativada de Tripanosomatideos
(TrTRACK) de T. rangeli;

e Comparar a variagao nos niveis de transcritos destes genes entre
parasitos em divisdo e parasitos impedidos de dividir, bem
como entre formas epimastigotas e tripomastigotas
diferenciadas in vitro;

e Auvaliar a cinética dos niveis de transcritos destes genes durante
0 crescimento e a diferenciacdo in vitro do T. rangeli;

e Estabelecer as possiveis associacBes entre 0s niveis de
transcritos destes genes e as fases no ciclo celular do T. rangeli;

e Avaliar a expressdo protéica de TrPLK entre formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli;

e Investigar o potencial dos marcadores moleculares em ensaios
in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Parasitos

3.1.1 Cultivo

Utilizou-se a cepa Choachi de T. rangeli, originalmente isolada
de glandulas salivares de Rhodnius prolixus naturalmente infectado,
capturado na Coldmbia (SCHOTTELIUS, 1987). Epimastigotas de T.
rangeli foram cultivados a 27,5°C em meio LIT (do inglés Liver
Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF),
50 U/ml de penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina (Cultilab,
Campinas), sendo semanalmente submetidos a repiques.

A cepa Y de T. cruzi, também utilizada no presente estudo, foi
mantida nas mesmas condi¢cbes para posterior obtencdo do extrato
protéico. Ambas as cepas encontram-se depositadas no criobanco do
Laboratério de Protozoologia (MIP/CCB/UFSC).

3.1.2  Diferenciagdo

Para obtencéo de formas tripomastigotas de cultura de T. rangeli
seguiu-se o protocolo desenvolvido por Koerich e colaboradores (2002),
com as modificagdes descritas por Stoco (2010). Em fase exponencial de
crescimento, 12 x 10" epimastigotas foram coletados (3000 x g por 10
minutos), lavados duas vezes com PBS (tampdo salina fosfato pH 7,4) e
transferidos para garrafas de cultura celular de 25 cm? sem aeracéo,
contendo 15 ml de meio DMEM pH 8,0 (Sigma-Aldrich, Saint Louis)
suplementado com 5% de SBF, 1 g/l de glicose e 6 mM de L-glutamina.
As culturas foram mantidas a 27,5°C por oito dias e a percentagem de
formas tripomastigotas foi avaliada através de analise morfoldgica de
100 parasitos em lamina corada com Giemsa (Merck, Darmstadt). A
coleta dos parasitos por centrifugacdo (3000 x g por 10 minutos) ocorreu
quando foram obtidas culturas compostas por 90% ou mais de formas
tripomastigotas.

Para o0s experimentos que consideraram a cinética da
diferenciacdo, os parasitos foram coletados no segundo, quarto, sexto e
oitavo dia ap6s transferéncia para 0 meio de diferenciacdo. A contagem
dos parasitos foi realizada em cdmara de Neubauer e a percentagem de
tripomastigotas determinada como anteriormente descrito. Foram
realizados trés experimentos independentes.
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Para a obtencdo de extratos protéicos, formas tripomastigotas da
cepa Y de T. cruzi, foram obtidas a partir do sobrenadante de células
Vero infectadas, conforme descrito por Eger-Mangrich e colaboradores
(2001).

3.1.3  Purificacdo de formas tripomastigotas de cultura

Trés culturas independentes no oitavo dia da diferenciagdo foram
submetidas a purificacdo de tripomastigotas em resina de troca idnica
CM-celulose Servacel® (Serva, Heidelberg), conforme descrito por
Lanham e Godfrey (1970), com algumas modificacdes. A resina foi
preparada através de tratamento prévio com NaOH 0,5 M e com HCI 0,5
M, nos quais foi submetida a sonicagdo por dois minutos em aparelho
Sonic Dismembrator — modelo 120 (Fisher Scientific, Pittsburgh),
amplitude de 40%, e deixada interagir por 30 minutos. Ambos 0s
tratamentos foram sucedidos por lavagens com &gua deionizada até
atingir pH neutro. A resina foi armazenada em tampéo PS (100 mM
Na;HPO,4, 5 mM NaH,P0O4, 72 mM NaCl, pH 7,2), sendo na hora do
uso solubilizada em tampdo PSG (tampdo PS 6:4 agua deionizada,
suplementado com glicose 5,4%, pH 7,2) e transferida para uma coluna
de purificagdo.

A cultura a ser purificada foi aplicada no topo da coluna e
deixada interagir por 10 minutos. Com a liberacdo do fluxo, a saida dos
parasitos foi acompanhada em microscopio éptico e os primeiros 2 mi
foram coletados. Os parasitos purificados foram entdo submetidos a
coloracdo por Giemsa (Merck, Darmstadt) para determinagdo da
percentagem de formas tripomastigotas.

3.2 Analise do ciclo celular

3.2.1 Sincronizacdo

Culturas de epimastigotas na concentracio aproximada de 1 x 10’
parasitos/ml foram coletadas por centrifugacdo (3000 x g por 10
minutos) e acrescidas de 3 ml de meio LIT (10% SBF, 50 U/ml
penicilina, 50 pg/ml estreptomicina) contendo 20 mM de hidroxiureia
(HU). Apobs 24 horas a 27,5°C, os parasitos foram coletados e lavados
duas vezes com PBS.

Para os trés ensaios independentes de progressao do ciclo celular,
0s parasitos sincronizados foram transferidos para meio livre de HU e
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cultivados a 27,5°C — processo denominado liberacdo da HU. Os
parasitos foram separados em oito tubos de cultura e coletados (3000 x g
por 10 minutos) em diferentes tempos apds transferéncia para o meio
livre de HU: 2 horas e 30 minutos, 5 horas, 7 horas e 30 minutos, 10
horas, 12 horas, 15 horas, 19 horas e 23 horas.

3.2.2 Citometria de fluxo

Para analise em citometria de fluxo, os parasitos descritos nos
itens 3.1.1, 3.1.2, 3.13, 3.2.1 e 3.6.3, na concentragao aproximada de 6 x
10%/ml, foram coletados (3000 x g por 10 minutos), lavados uma vez
com PBS e fixados em banho de gelo por 10 minutos com metanol
gelado 50% em PBS. Apds solubilizacdo em PBS, foram armazenados
em geladeira por no maximo cinco dias, até a leitura do experimento em
citbmetro de fluxo.

No dia da leitura, as amostras foram tratadas com RNase (Fisher
Healthcare, Houston) na concentragdo final de 50 pug/ml por 20 minutos
a 37°C, centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos e solubilizadas em PBS.
Em seguida, foram transferidas para tubos de citometria e, instantes
antes da leitura no equipamento, acrescidas de iodeto de propidio
(Sigma-Aldrich, Saint Louis) na concentragdo final de 4 ng/ul e
homogeneizadas.

A anélise das amostras foi realizada em equipamento FACSVerse
(BD Biosciences, San Jose) do Laboratério de Imunobiologia (LIDI-
UFSC), previamente calibrado com a passagem de parasitos vivos e
parasitos fixados com metanol, ndo marcados com iodeto de propidio,
para selecdo da populacdo de analise. A leitura foi realizada utilizando
0s canais PerCP-Cy™5.5, além do canal FITC como controle negativo,
e em média 30.000 eventos foram adquiridos por amostra.

Os resultados foram analisados utilizando o programa FlowJo
8.6.3 (Tree Star, Ashland) e os graficos montados como histograma,
onde é representado o numero de células (ordenada) em funcdo da
quantidade de DNA (abscissa). Para calcular a proporcéo de células em
Gl e em G2/MIC, zonas de andlise (gates) foram desenhadas
manualmente sobre cada pico no histograma.

3.2.3  Curva de crescimento

Em trés experimentos independentes, epimastigotas em fase
exponencial de crescimento (4-5 x 10° parasitos/ml) foram separados
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em seis tubos contendo 4 ml de meio LIT (10% SBF, 50 U/ml
penicilina, 50 pg/ml estreptomicina) e cultivados a 27,5°C. Para obter a
curva de crescimento da cepa Choachi de T. rangeli nestas condicdes de
cultivo, os parasitos foram contados em cdmara de Neubauer em
intervalos de 12 horas até atingir 60 horas de crescimento. Foram
analisados os tempos de 12 horas, 18 horas (acrescentado na curva para
melhor acompanhamento da fase exponencial de crescimento desta
cepa), 24 horas, 36 horas, 48 horas e 60 horas.

3.2.4  Incorporacdo de bromodeoxiuridina (BrdU)

Parasitos em fase exponencial de crescimento foram mantidos a
27,5°C em meio LIT (10% SBF, 50 U/ml penicilina, 50 pg/ml
estreptomicina) contendo 100 mM de bromodeoxiuridina (BrdU -
Invitrogen, Carlsbad) por diferentes tempos entre 1 hora e 24 horas.
Bromodeoxiuridina ¢ um anéalogo de timidina incorporado pelo DNA
em replicacdo, durante a divisdo celular.

Uma vez que a deteccdo das células marcadas com BrdU é
realizada por imunofluorescéncia, os parasitos incubados com BrdU
foram coletados (3000 x g por 10 minutos) e lavados duas vezes com
PBS, sendo posteriormente depositados sobre laminula circular
(diametro de 12 mm) em placa de poliestireno de 24 cavidades.
Seguindo o protocolo estabelecido por Elias e colaboradores (2007), com
pequenas modificagBes, por 15 minutos os parasitos aderiram a laminula
e, entdo, foram fixados com metanol gelado por 10 minutos. Apés uma
lavagem com PBS, os parasitos foram tratados com HCI 1,5 M por 30
minutos a temperatura ambiente para desnaturagdo do DNA e
consequente exposicdo da BrdU. A interacdo com o anticorpo anti-BrdU
(Molecular Probes, Carlsbad), diluido 1:50 em PBS-BSA 0,5%, foi feita
durante 15 horas a 4°C. Apo6s trés lavagens com PBS, realizou-se a
interacdo por 15 minutos com o anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado ao corante fluorescente Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
Carlsbad), diluido 1:1000 em PBS-BSA 0,5%. Trés lavagens com PBS
precederam e sucederam a marcagdo por 5 minutos com DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol) na concentracdo de 1 pg/ml e, em seguida, as
laminulas foram montadas em laminas de microscopia com o meio
Hydromount (National Diagnostics, Atlanta). As andlises foram
inicialmente realizadas em microscépio o6ptico de fluorescéncia
Olympus — Bx40-FL (Olympus, Toéquio) e as imagens obtidas em
microscdpio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar), o
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qual encontra-se instalado no Laboratorio Central de Microscopia
Eletrénica da UFSC (LCME-UFSC). Os resultados foram registrados
digitalmente.

3.2.5 Imunofluorescéncia indireta

Nos ensaios de imunofluorescéncia para investigar as mudangas
estruturais durante o ciclo celular do T. rangeli, seguiu-se o protocolo
descrito por Stoco e colaboradores (2012), com pequenas modificages.
Formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento da cepa
Choachi de T. rangeli foram coletadas (3000 x g por 10 minutos) e
lavadas duas vezes com PBS e, ap6s 15 minutos de adesdo a laminula,
fixadas durante 5 minutos com paraformaldeido 4% em PBS. A
laminula foi submetida a trés lavagens (5 minutos) em PBS, sendo todas
as etapas subsequentes também intercaladas com lavagens nestas
mesmas condi¢des. A permeabilizacdo dos parasitos foi realizada com o
detergente NP-40 a 0,5%, por 5 minutos. O bloqueio de sitios
inespecificos na laminula foi realizado durante 1 hora a temperatura
ambiente com solucdo de PBS-BSA 5%. A seguir, foi realizada a
interacdo por 90 minutos com anticorpo monoclonal dirigido a proteina
flagelar de ligacdo de célcio (FCaBP, do inglés Flagellum Calcium-
binding Protein) (SCHENKMAN; DIAZ; NUSSENZWEIG, 1991), diluido
1:50 em PBS-BSA 0,5%. O anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado ao corante fluorescente Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, Carlsbad) foi diluido 1:1000 em PBS-BSA 0,5%,
sendo mantido sobre a laminula por 15 minutos. A laminula foi, entdo,
corada por 5 minutos com 1 pg/ml de DAPI, sendo posteriormente
montada com o meio Hydromount (National Diagnostics, Atlanta) em
laminas de microscopia. Conforme descrito anteriormente, as analises
foram realizadas em microscopio éptico de fluorescéncia Olympus —
Bx40-FL (Olympus, Téquio) e as imagens obtidas em microscopio
confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar) do LCME-
UFSC.

3.2.6  Equacdes do ciclo celular

A duragdo de um evento no ciclo celular pode ser determinada
pela frequéncia de células exibindo este evento, quando: i) a posicdo
deste evento no ciclo celular é conhecida, ii) a cultura é verdadeiramente
assincrona, e iii) o tempo de geracdo é constante. Utilizando a analise de
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Williams (1971), a duracéo das fases G1/S, G2, mitose (M) e citocinese
(C) no ciclo celular da cepa Choachi de T. rangeli pdde ser estimada a
partir da frequéncia de parasitos na populacdo exibindo os padrBes
morfol6gicos associados a cada fase. A equacdo de Williams (1971)
consiste em:

x = In(1-y/2) (l)

%4

Onde x é o tempo cumulativo no ciclo (em horas) necessario para
alcancar o fim do estdgio em questdo, y é a percentagem cumulativa
(expressa como fracdo de 1) de células exibindo padrées morfolégicos
anteriores e referentes ao estdgio em questdo, e o € a taxa de
crescimento especifica, a qual pode ser calculada uma vez que o tempo
de duplicagdo seja conhecido. No total, 575 parasitos foram analisados e
classificados de acordo com o padrdo morfoldgico apresentado.

A duracdo da fase S foi calculada a partir da equagdo de Stanners
e Till (1960):

S ==In[L +e*@] - (Z+1¢) @)

Sendoque: a =In(2/T)eZ=G2+M+C
Onde T é o tempo de geragdo, t é a duracdo do periodo de
marcacdo com BrdU, e L é a proporcdo de células marcadas

(WOODWARD; GULL, 1990).

3.3 Marcadores moleculares do ciclo celular: DNA

3.3.1 Analise in silico e escolha de iniciadores

As sequéncias completas das janelas de leitura dos genes
selecionados como marcadores moleculares do ciclo celular (genes
alvo), Aurora quinase 1 (AUK1), Polo-like quinase (PLK), MOB-1 e
TRACK, bem como dos genes de referéncia escolhidos a partir da
literatura, GAPDH, HGPRT e RNA60S, foram obtidas a partir do banco
de dados do Projeto Genoma do T. rangeli (www.rangeli.Incc.br), no
qual constam sequéncias adquiridas pelo Laboratério de Protozoologia
em parceria com o Laboratério Nacional de Computacdo Cientifica
(LNCC). Por estarem em fase de publicacdo, estes dados ainda sdo
restritos.
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A anélise in silico inicial permitiu a predicdo da sequéncia
aminoacidica destas proteinas e sua comparacdo com proteinas
homélogas de outros tripanosomatideos, bem como a deteccdo de
dominios especificos através da ferramenta blastx do programa BLAST
disponivel no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Sitios para
modificacBes pds-traducionais foram preditos através do programa
MotifScan, acessivel pela plataforma Expasy (www.expasy.org).

Os iniciadores para a realizagdo de qPCR (Tabela 1) foram
escolhidos através do programa Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems, Carlsbad) respeitando-se recomendagfes previamente
descritas (UDVARDI; CZECHOWSKI; SCHEIBLE, 2008). A auséncia de
dimeros e grampos entre os pares de iniciadores foi confirmada também
pelo programa Primer Select do pacote DNASTAR® (Lasergene,
Madison).

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores escolhidos para os genes alvo (Aurora
quinase 1 — AUK1, Polo-like quinase - PLK, MOB1 e TRACK) e genes de
referéncia (GAPDH, HGPRT e RNA 60S), e tamanho dos produtos amplificados
por cada par de iniciadores.

Gene Sequéncia dos iniciadores (5°-3) Tamanho do
produto (pb)
Aurora AGCTGAATCGGGTGAAGTGC 88
quinase 1 TGCTGGTGCAGATAGAGGAG
(AUK1)
Polo-like AAGGCGGAGGTCATTCTCAG 111
quinase ATTTCATCCGAGTGCGAGGC
(PLK)
MOB1 GCTACGAGTACCTTTGGAAG 112
TCGTCGTTGATTTGCCTCTC
TRACK TGTCGCCCTTTCGAACAACG 83
TGCCGTTCTGCAGATTCCAC
GAPDH GCGACACCAGCATCAAAGAG 102
CTGTGCTCACAAGTTCCTCG
HGPRT TGACATCCGCCACAGCATTG 137
CGAGCAACACAACGGTCTTC
RNA 60S CGATGAAGCTCAAGTGGACC 113
CGGTTGTACTTGACGGGAAC
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3.3.2  Extracdo de DNA

Para extragdo do DNA genémico, formas epimastigotas foram
coletadas (3000 x g por 10 minutos), lavadas duas vezes com PBS e
solubilizadas em tampdo de lise TELT (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 62,5
mM EDTA pH 9,0, 25 M LiCl, 4% Triton-X100), sendo
homogeneizadas cuidadosamente e incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds o acréscimo de RNase na concentracao
final de 2 pg/ul, o lisado foi incubado a 37°C por 1 hora. As etapas
subsequentes foram realizadas através do método de fenol-cloroférmio,
conforme protocolo padrdo (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Ao final, as
amostras de DNA foram solubilizadas em tampéo TE (EDTA 1 mM pH
8,0, Tris-HCI 10 mM pH 8,0) e sua concentragcdo e pureza avaliadas
através de espectrofotometria a 260 e 280 nm em equipamento
BioPhotometer® (Eppendorf, Hamburg).

3.3.3 Reaglo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA gendmico extraido conforme o descrito acima foi
utilizado como molde para amplificar via PCR os fragmentos dos genes
selecionados como marcadores moleculares (AUK1, PLK, MOB1 e
TRACK) e genes de referéncia (GAPDH, HGPRT e RNAG0S) utilizando
os iniciadores desenhados para a gPCR a fim de verificar sua
especificidade.

Cada reacdo ocorreu na presenca de 1 unidade da enzima Taq
DNA polimerase em seu tampéo apropriado (Invitrogen, Carlsbad), 1,5
mM de MgCl,, 200 uM de dNTP (Invitrogen, Carlsbad), 0,5 UM dos
iniciadores e 20 ng de DNA gendmico da cepa Choachi de T. rangeli.
Em cada conjunto de reacdo foi adicionado um controle negativo,
composto de todos os reagentes necessarios a amplificacdo, a excecdo
do DNA molde. A amplificacdo foi realizada em um termociclador
Mastercycler® Gradient (Eppendorf, Hamburg), iniciando com uma
etapa de desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos
contendo uma etapa de desnaturacgao (94°C por 45 segundos), uma etapa
de ligagdo dos iniciadores (60°C por 30 segundos) e uma etapa de
elongacdo do DNA pela polimerase (72°C por 1 minuto). Ao término
destes ciclos, as amostras foram submetidas a uma extensdo final da
cadeia de DNA a 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplifica¢do da
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PCR foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio, sendo os resultados registrados digitalmente.

3.3.4  Clonagem

Devido ao seu baixo peso molecular, as bandas referentes aos
fragmentos dos genes AUK1, PLK, MOB1 e TRACK amplificados via
PCR foram excisadas do gel e purificadas utilizando o kit GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire),
sendo 0 DNA purificado clonado através do kit pGEM-T easy® Vector
(Promega, Madison), ambos segundo as especificagdes do fabricante. Os
produtos de ligacdo foram entdo utilizados na transformagdo por
eletroporacdo a 2,5 KV de células eletrocompetentes Escherichia coli
DH5-0 em aparelho MicroPulser® (BioRad, Richmond). A selegdo dos
clones recombinantes foi baseada na coloragdo azul/branco das col6nias
crescidas em meio LB (Luria Bertani) &gar suplementado com
ampicilina (100 pa/ml), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo  (X-Gal, 20 pg/ml) e isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo final de 40 pg/ml. Dentre
estes clones, a presenca do inserto foi verificada através de uma PCR
diretamente das col6nias selecionadas, utilizando os iniciadores
especificos para cada gene nas condi¢Bes descritas anteriormente. Os
plasmideos recombinantes selecionados foram extraidos através do
procedimento padréo de lise alcalina, denominado mini-prep, conforme
descrito por Sambrook e Russell (2001).

Uma vez que neste processo houve a geracdo e manipulagédo de
organismos geneticamente modificados (OGM), é importante salientar
que o Laboratério de Protozoologia estd inserido no certificado de
Qualidade em Biosseguranga (CQB 101/99) da UFSC, estando apto a
desenvolver estudos que envolvam a geragdo e a manipulagdo de OGM
em regime de contencéo.

3.3.5  Sequenciamento e analise dos genes

Com o objetivo de confirmar a identidade dos fragmentos
clonados, cada inserto teve as duas fitas do DNA sequenciadas
utilizando-se o kit DYEnamic® ET Dye Terminator (GE Healthcare,
Buckinghamshire), conforme as instrugfes do fabricante. A leitura das
bases foi realizada em um equipamento MegaBACE 1000® DNA
Analysis System (GE Healthcare, Buckinghamshire).
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As reacOes de sequenciamento foram realizadas na presenca de 5
pmol dos iniciadores M13-F (5 — CGC CAG GGT TTT CCC AGT
CAC GAC-3’)e M13-R (5> -~ TCA CAC AGG AAA CAG CTATGA
C — 3”), dirigidos ao vetor pGEM-T easy®, utilizando aproximadamente
800 ng do DNA plasmidial. As reacBes de sequenciamento contaram
com as seguintes etapas: desnaturacdo inicial (95°C por 25 segundos),
seguida de 35 ciclos com etapas de desnaturacdo (95°C por 15
segundos), ligacdo dos iniciadores (50°C por 20 segundos) e extensdo da
cadeia de DNA (60°C por 90 segundos). Os produtos dessas reagdes
foram precipitados com isopropanol 70% para a retirada dos
nucleotideos e iniciadores ndo incorporados, sendo subsequentemente
eletroinjetados a 2 KV por 120 segundos e eletroeluidos por 150
minutos a 9 KV.

A andlise das sequéncias obtidas foi realizada com o apoio do
Laboratério de Bioinformatica (UFSC). O agrupamento das sequéncias
contiguas e a determinacéo de sua qualidade foram realizados utilizando
0 pacote Phred/Phrap/Consed (www.phrap.org). A confirmacdo da
identidade do fragmento obtido foi realizada através da ferramenta
blastx do programa BLAST disponivel no GenBank.

3.4 Marcadores moleculares do ciclo celular: RNA

3.4.1 Extracdo de RNA total

Parasitos dos experimentos descritos nos itens 3.1.1, 3.1.2, 3.13,
3.2.1 e 3.6.3 foram coletados (3000 x g por 10 minutos), lavados duas
vezes com PBS e homogeneizados vigorosamente em 1 ml do reagente
Trizol® (Invitrogen, Carlsbad). As amostras foram armazenadas a -80°C
por no maximo um més antes da realizacdo da extracdo de RNA total.

Apbs o descongelamento, as amostras foram mantidas por 5
minutos a temperatura ambiente antes da extracdo de RNA total. Em
seguida, adicionou-se 200 ul de cloroférmio 98% (Merck, Darmstadt) as
amostras, as quais foram agitadas por 15 segundos, mantidas a
temperatura ambiente por 2 minutos e, entdo, centrifugadas a 12.000 x g
por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa resultante foi transferida para um
tubo novo, onde foi acrescida de 500 ul de isopropanol (Merck,
Darmstadt) e novamente submetida a centrifugacéo a 12.000 x g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com
1 ml de etanol 75%, gelado, através de centrifugacdo a 7.500 x g por 5
minutos a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
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contendo o RNA total foi seco, invertendo-se os tubos sobre papel por
aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente. O RNA total foi
entdo solubilizado em 20 pl de agua ultrapura livre de nucleases e
armazenado a -80°C.

As amostras obtidas tiveram sua concentracdo e pureza avaliadas
em um espectrofotdmetro BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg),
observando-se as relagBes de absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm.
Além disso, as amostras foram visualizadas em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etidio (1 pg/ml), para avaliagdo da integridade
do RNA.

3.4.2 Tratamento com DNase

A fim de eliminar qualquer DNA contaminante inadvertidamente
purificado durante o processo de extragdo de RNA, as amostras de RNA
(1 mg ou 5 pg, conforme a concentracdo inicial disponivel) foram
submetidas a tratamento com DNase (Invitrogen, Carlsbad), na razdo de
1 unidade por pg de RNA extraido. A reagdo foi realizada durante 15
minutos a temperatura ambiente, na presenca de tampdo recomendado
pelo fabricante. A inativacdo da enzima ocorreu com a adigdo de EDTA
na concentracdo final de 2,5 mM e aquecimento a 65°C por 10 minutos.

3.4.3  Transcrigéo reversa (RT-PCR)

A partir das amostras tratadas com DNase, 200 ng ou 1 pug de
RNA (conforme concentracdo inicial disponivel) foram submetidos a
uma reagdo de transcri¢do reversa. A RT-PCR foi conduzida a 37°C por
50 minutos na presenca de 200 unidades da enzima transcriptase reversa
M-MLV (Invitrogen, Carlsbad), 200 pM de dNTP (Invitrogen,
Carlsbad), 10 pmoles do iniciador OligodT-Anchor direcionado a cauda
poli(A) ( 5’—~ GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA CTy6-3’), 10 mM
de DTT (Invitrogen, Carlsbad) e 40 unidades do inibidor de
ribonucleases RNaseOUT™ (Invitrogen, Carlsbad), em tampao
recomendado pelo fabricante. A inativagdo da reacdo ocorreu por 15
minutos a 70°C. O DNA complementar (cDNA) obtido foi armazenado
a -20°C.
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3.4.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo
real (QPCR)

Para utilizagdo como molde na qPCR, o cDNA foi diluido cinco
vezes em &gua ultrapura livre de nucleases. As reagfes ocorreram na
presenca do reagente Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(Thermo Scientific, Pittsburgh), de acordo com as orientagdes do
fabricante, e 0,5 uM dos iniciadores de cada par descrito na Tabela 1,
sendo montadas em placas de 96 pocos AB-C (Axygen, Union City), em
volume final de 10 pl. As placas, cobertas por selante &ptico
MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems, Carlsbad),
foram analisadas em equipamento ABI Prism® 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Carlsbad) do Laboratdrio
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB-UFSC). As reagdes
tiveram inicio com uma etapa de desnaturacdo a 95°C por 10 minutos,
seguida por 40 ciclos contendo uma etapa de desnaturacgdo (95°C por 15
segundos) e uma etapa de ligacdo dos iniciadores (60°C por 1 minuto).
Ao final, foi incluida uma etapa para obtencdo da curva de dissociagdo
(95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos e, novamente, 95°C por
15 segundos). Em cada placa adicionou-se um controle negativo para
cada par de iniciadores, composto por todos 0s reagentes necessarios a
amplificacdo, a excecdo do DNA molde.

A eficiéncia da gPCR com cada par de iniciadores foi calculada
através da diluicdo seriada 1:2 de amostras de DNA gendmico e de
misturas de cDNA (cinco pontos). A inclinacéo da reta, obtida a partir
da funcéo entre o C, (ciclo de quantificagdo) e cada ponto da diluigéo,
foi aplicada a equagéo:

E = 10~ 1/slove _ 1 3)

Onde E representa a eficiéncia da qPCR e slope é o valor de
inclinacdo da reta. O valor de E é obtido como fracdo de uma unidade.

3.45 Analise dos resultados e estatistica

Os experimentos de gPCR foram realizados em triplicata
bioldgica e em duplicata técnica, sendo posteriormente analisados pelo
software SDS 2.4 (Applied Biosystems, Carlsbad). Para avaliar a
variacdo relativa nos niveis de cada transcrito entre as amostras
analisadas, utilizou-se 0 método da quantificacdo relativa (LIVAK;
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SCHMITTGEN, 2001), comparando o C, apresentado para cada gene alvo
a média dos Cq de dois ou trés genes de referéncia (GAPDH, HGPRT e
RNAG0S), escolhendo-se aqueles com menor variancia interna. Os
calculos necessarios para obtencdo dos valores de abundancia relativa
foram realizados em planilha do Excel (Microsoft Office), através das
seguintes equacoes:

ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene de referéncia) 4
AACq = ACq (amostra) — ACq (calibrador) (5)
QR = 2744¢cq (6)

Onde o calibrador é a amostra a partir da qual as demais serdo
comparadas e QR é o valor de quantificagcdo relativa. O valor de QR
médio do calibrador é sempre proximo a 1.

As analises estatisticas, bem como a confeccdo dos graficos
(valor QR no eixo x e amostras no eixo y), foram realizadas no
programa Prism 5.0 (GraphPad). Foram utilizados os testes estatisticos t
de Student nao-pareado, quando as comparacgdes foram realizadas entre
duas amostras, e Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via para dados
repetidos, seguida do teste de Bonferroni, no caso da cinética de
diferenciacdo dos parasitos. Valores p menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

3.5 Marcadores moleculares do ciclo celular: Proteina

3.5.1 Western blot

Extratos protéicos totais foram obtidos através da adicdo de
tampdo de lise (50 mM NaCl, 200 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% Triton X-
100) aquecido a 80°C. Apds homogeneizacdo em vortex e centrifugacao
a 12.000 x g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e a
concentracdo dos extratos protéicos foi estimada através de
microdosagem pelo método de Bradford (1976).

Cerca de 30 g de cada extrato foram misturados ao tampéo de
amostra SDS-PAGE (20% glicerol, 0,5% azul de bromofenol, 0,5 M
Tris-HCI pH 6,8, 4,4% SDS e 2% p-mercaptoetanol), aquecidos a 95°C
por 5 minutos e resolvidos por eletroforese em gel SDS-PAGE 10%. As
amostras foram subsequentemente transferidas para membranas de
PVDF (BioRad, Richmond) por 90 minutos a 100 V em modulo de
transferéncia Mini Trans-Blot® Cell (BioRad, Richmond), com imerséo
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em tampdo de transferéncia (192 mM glicina, 25 mM Tris, 20%
metanol).

Apds a transferéncia, as membranas foram bloqueadas em
solucdo contendo gelatina a 5% dissolvida em PBS-Tween 1%. A
interacdo com o soro policlonal, purificado por afinidade, dirigido a
enzima Polo-like quinase de T. brucei, anti-TbPLK (DE GRAFFENRIED;
HO; WARREN, 2006), diluido 1:500 em gelatina 2% dissolvida em PBS-
Tween 1%, ocorreu a temperatura ambiente por 12 horas sob agitagdo
branda. O anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase (Zymax, Invitrogen, Carlsbad) foi utilizado na diluicdo de
1:5000 e mantido sobre a membrana por 1 hora. Entre cada etapa as
membranas foram lavadas cinco vezes por 5 minutos com PBS-Tween
1%.

A observacdo dos resultados foi realizada através da exposicao
das membranas, adicionadas do reagente Pierce® ECL Western Blotting
Substrate (Thermo Fisher Scientific, Rockford), a filmes radiogréaficos
IBF Medix (Industria Brasileira de Filmes, Rio de Janeiro). Apds a
exposicdo, os filmes foram revelados utilizando o processador
automatizado de filmes SRX-101A (Konica Minolta Medical &
Graphic, INC — China).

3.6 Ensaios in vivo

3.6.1  Aspectos éticos no uso de animais

Foram utilizados camundongos fémeas BALB/c provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (MIP/UFSC) em caixas contendo serragem, com
disponibilidade de agua e racdo ad libitum. Os procedimentos foram
realizados observando-se os Principios Eticos para 0 Uso de Animais de
Laboratorio, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal — COBEA, tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica em
Uso de Animais da UFSC (Processo CEUA: 23080.025618/2009-81).

3.6.2 Infeccdo de camundongos com tripomastigotas

Tripomastigotas da cepa Choachi de T. rangeli diferenciados em
cultura foram contados em camara de Neubauer, coletados (3000 x g por
10 minutos) e adicionados de 650 pul de meio DMEM de diferenciacéo
(5% SBF, 1 g/l glicose, 6 mM L-glutamina, pH 8,0).
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Trés camundongos BALB/c foram inoculados pela via
intraperitoneal com 200 pl dessa suspensdo (aproximadamente 1 x 10’
parasitos) e sacrificados por puncdo cardiaca no segundo, quinto e
sétimo dia pos-infeccdo, sob anestesia com xilazina e cetamina. Cerca
de 1 ml de sangue foi coletado por animal em tubo contendo 70 ul de
citrato de sodio.

Para determinacdo da parasitemia, antes da realizacdo de puncéo
cardiaca, 5 pl de sangue foram retirados da veia caudal e depositados
sobre lamina, sendo cobertos por laminula 22 mm x 22 mm (fator de
corre¢do 26,645). Foram contados 50 campos por laminula.

3.6.3  Purificacéo de tripomastigotas sanguineos

Ao sangue coletado em tubo foi adicionado tampdo de lise de
hemécias (37 mM NH,CI, 300 pM EDTA, 2,5 mM NaHCO;) na
proporcdo de 1:1, sendo mantido sob agitacdo branda a temperatura
ambiente por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
em baixa rotacdo (10 x g) por 5 minutos para separacdo das células
sanguineas. O sobrenadante (contendo os parasitos) foi separado em
novo tubo. Este procedimento foi realizado trés vezes, com acréscimo
de tampéo de lise de hemécias quando necessario.

Para a coleta dos parasitos, as amostras foram centrifugadas a
3000 x g por 5 minutos e lavadas uma vez com PBS. Cada amostra foi
dividida em dois tubos: um seguiu para analise em citometria de fluxo,
realizada no mesmo dia; o outro, para extracdo de RNA. Ambos 0s
procedimentos foram realizados conforme descrito anteriormente nesta
metodologia.

No intuito de facilitar a compreensdo da metodologia utilizada
neste estudo, o0 esquema na Figura 6 resume a sequéncia das etapas
realizadas.
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—| Trypanosoma rangeli— cepa Choachi I—

— | Epimastigotas | | Tripomastigotas | <—
| Cultura assincrona | Cultura Em diferenciagdo Sanguineos
l sincronizada (HU) (2°, 4°, 6° € 8° dia) (fase aguda)
Tratamento Tempos apos Purificados em coluna
com BrdU liberagdo de HU CM-celulose
Contagem e
imunofluorescéncias

Analise do contetido de DNA por citometria de fluxo

Avaliacdo dos niveis de mRNA para Aurora quinase 1, Polo-/ike quinase, MOB1 e TRACK por
PCR quantitativa em tempo real

Avaliagdo da expresséo de Polo-/ike quinase por Western blot

Figura 6. Esquema representativo da metodologia utilizada neste trabalho.
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4. RESULTADOS

4.1 Ciclo celular in vitro do Trypanosoma rangeli

Com o intuito de estimar a duracdo de cada uma das fases do
ciclo celular in vitro do T. rangeli, o primeiro passo deste trabalho
consistiu no estabelecimento de sua curva de crescimento em cultura
(Figura 7). Formas epimastigotas foram contadas em intervalos de 12
horas, sendo acrescentada uma nova contagem as 18 horas de
crescimento para 0 melhor acompanhamento da fase exponencial da
curva.

Trypanosoma rangeli Choachi
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Figura 7. Curva de crescimento in vitro do Trypanosoma rangeli.
Epimastigotas (4-5 x 10%/ml) da cepa Choachi foram contados em intervalos de
12 horas até 60 horas. Os resultados representam a média e o desvio padrao de
trés experimentos independentes.

O tempo de duplicacdo da cepa Choachi de T. rangeli, nestas
condi¢bes de crescimento, foi estimado em aproximadamente 26,2
horas. Aplicando este valor a equacdo (1) descrita em Materiais e
Métodos (secdo 3.2.6), a taxa de crescimento especifica foi calculada em
0,026 por hora.

A marcacdo do DNA e do flagelo de parasitos em fase
exponencial de crescimento, através de imunofluorescéncia utilizando
DAPI e um anticorpo monoclonal dirigido a proteina FCaBP, revelou
células com diferentes padrdes morfolégicos (Figura 8). A maioria das
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células continham um ndcleo, um cinetoplasto e um flagelo (1N 1K 1F),
mas também foram observadas células contendo 1N 1K 2F, 1N 2K 2F e
2N 2K 2F.

Fase FCaBP DAPI DAPI+FCaBP S

1N 1K 1F

1N 1K 2F

1N 2K 2F

2N 2K 2F

Figura 8. Padrdes morfolégicos em uma cultura de epimastigotas de
Trypanosoma rangeli. As imagens foram obtidas por microscopia confocal.
Fase: contraste de fase; FCaBP: marcacdo do flagelo com anticorpo
monoclonal anti-FCaBP; DAPI: marcacdo do DNA nuclear e do KDNA,; S:
sobreposicdo das imagens. N = Nucleo, K = Cinetoplasto, F = Flagelo. As
barras em branco representam 5 um.
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Eventualmente células contendo 2N 1K 2F também foram
visualizadas, mas, devido a sua proporcdo infima em relacdo aos demais
padrdes morfoldgicos, foram consideradas formas que escapam a
progressao natural do ciclo, ndo sendo, portanto, incluidas nos estudos
subsequentes. Assim, a percentagem de cada padrdo morfol6gico foi
calculada e os resultados estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Percentagem de padrfes morfolégicos em uma cultura de
epimastigotas de Trypanosoma rangeli. No total, foram analisados 575
parasitos em fase de crescimento exponencial (cerca de 20 horas de cultivo). Os
resultados representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos
independentes. N = Ndcleo, K = Cinetoplasto, F = Flagelo.

Estes padrdes representam diferentes fases durante o ciclo celular
e, assim, puderam ser utilizados para avaliar a duracdo de cada uma
dessas fases, uma vez que o tempo de geragdo do T. rangeli é constante
— isto é, ndo ha reproducdo sexuada conhecida — e as culturas utilizadas
para a determinacdo da curva de crescimento e para as
imunofluorescéncias ndo estavam sincronizadas. Quanto a posicdo de
cada uma das fases no ciclo celular, foi considerada a ordem de eventos
previamente estabelecida para T. cruzi (ELIAS et al., 2007): células 1N
1K 1F estdo em G1/S/G2, células IN 1K 2F encontram-se na fase G2,
células 1N 2K 2F estdo em mitose (M) e células 2N 2K 2F estdo prestes
a sofrer citocinese (C).



68

Aplicando a equacgdo (1), descrita por Williams (1971), os valores
percentuais cumulativos relativos a cada padrdo morfologico, foi
possivel calcular o tempo de duracdo para cada uma das fases do ciclo
celular do parasito. Assim, o tempo médio de duracéo estimado para as
fases G1/S /G2 do ciclo celular do T. rangeli foi de 21,92 horas, das
quais 2,88 horas compdem a fase G2, e para as fases M e C foi de 1,13
horas e 3,15 horas, respectivamente. A soma destes valores totaliza 26,2
horas, completando um ciclo de diviséo celular do T. rangeli.

Uma vez que apenas pela morfologia da célula ndo é possivel
separar parasitos na fase G1 daqueles que estdo em fase S, tampouco
definir toda a extensdo da fase G2, foi necessario utilizar uma
metodologia capaz de diferencia-los. Para tanto se utilizou
bromodeoxiuridina (BrdU), um analogo de timidina que é incorporado
ao DNA em sintese e passivel de deteccdo por imunofluorescéncia.
Epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram cultivados em
meio contendo BrdU por diferentes tempos (1 hora a 24 horas) e a
marcacdo das células foi avaliada por imunofluorescéncia (Figura 10).
E importante ressaltar que o cultivo com BrdU néo interferiu na curva
de crescimento dos parasitos.

BrdU DAPI DAPI+BrdU

\

Figura 10. Deteccdo de bromodeoxiuridina (BrdU) incorporada ao DNA
em sintese de Trypanosoma rangeli. As imagens foram obtidas por
microscopia confocal. Fase: contraste de fase; BrdU: marcacdo com anticorpo
monoclonal anti-BrdU (Molecular Probes); DAPI: marcagdo do DNA nuclear e
do kDNA; S: sobreposi¢do das imagens. As barras em branco representam 5
pm.

Ao se incorporar ao DNA recém-sintetizado, a BrdU permite a
deteccdo de células em fase S. No caso dos tripanosomatideos em que
ha duas fases S, uma para o0 DNA nuclear e outra para 0 KDNA, a
marcacdo por BrdU possibilitaria a distingdo entre ambas. No entanto,
ainda que o periodo de interacdo com o anticorpo anti-BrdU tenha sido
longo, nenhuma marcacdo forte pdde ser observada no nicleo dos



69

parasitos, de forma que, teoricamente, apenas a fase S do KDNA poderia
ser analisada. Por outro lado, nas poucas vezes em que foi detectado um
fraco sinal no nicleo, o cinetoplasto também se apresentou marcado,
sugerindo que as duas fases S provavelmente sdo distinguiveis apenas
por um curto periodo de tempo. Dessa forma, os resultados referentes &
marcacdo no KDNA foram utilizados para uma estimativa aproximada
da duracdo da fase S em T. rangeli.

Contudo, antes de estimar a duracdo da fase S foi necessério
determinar a extensdo completa da fase G2. A analise dos padrdes
morfol6gicos havia permitido calcular um tempo de pelo menos 2,88
horas para esta fase, onde se encontram parasitos 1IN 1K 2F. Para
calcular o tempo decorrido entre o final da fase S e a duplicacdo do
flagelo, entdo, analisou-se 0 menor tempo necessario para que células
com dois flagelos aparecessem marcadas com BrdU. Uma vez que estas
células foram observadas logo ap6s 1 hora de exposicdo a BrdU, é
possivel inferir que a duragdo total da fase G2 é de 3,88 horas. Sendo
assim, as fases iniciais G1/S tém duragdo conjunta de 18,04 horas — isto
é, quase 70% da duragdo de todo o ciclo celular. E interessante notar que
células 2N 2K 2F marcadas com BrdU também puderam ser observadas
nas primeiras horas de exposi¢do ao analogo de timidina, levantando a
hipttese de que os parasitos podem ingressar em um novo ciclo celular
mesmo antes de completar a citocinese.

Conhecendo a duragdo das fases G2, M e C, além do tempo de
exposicdo a BrdU, a partir da proporcdo de células marcadas foi
possivel calcular a duracdo da fase S utilizando a equacdo (2) de
Stanners e Till (1960), secdo 3.2.6. Diferentes tempos de exposicédo
entre 1 hora e 8 horas, com suas respectivas percentagens de células
marcadas, foram utilizados para estimar a duracdo da fase S, totalizando
600 células analisadas. O intervalo de 1-8 horas de exposicdo foi
escolhido por ter apresentado uma propor¢do semelhante de células
marcadas ao longo de diferentes experimentos; periodos mais longos de
incorporacdo com BrdU contaram com grande variabilidade na razdo
entre células marcadas e ndo marcadas.

Assim, a duracdo da fase S da cepa Choachi de T. rangeli foi
estimada em 6,13 = 0,65 horas. As 11,91 + 0,65 horas restantes,
portanto, pertencem a fase G1. Com estes resultados, 0s quais se
encontram resumidos na Tabela 2, a duracdo de cada fase do ciclo
celular de T. rangeli pdde ser estimada.
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Tabela 2. Duracéo de cada fase do ciclo celular de Trypanosoma rangeli. Os
célculos foram realizados de acordo com as equagdes (1) e (2). Tempo total de
duplicacéo = 26,2 horas.

Fase Padréo Proporcéo do ciclo Horas
morfologico celular
Gl IN 1K 1F 46% 11,91
S IN 1K 1F 23% 6,13
G2 IN 1K 2F 15% 3,88
Mitose IN 2K 2F 4% 1,13
Citocinese 2N 2K 2F 12% 3,15

4.2 Marcadores moleculares da citocinese em Trypanosoma
rangeli

4.2.1 Andlise insilico

Os genes codificadores para as proteinas Aurora quinase 1
(AUK1), Polo-like quinase (PLK), Mps One Binder 1 (MOB1) e
Receptor para C-quinase Ativada de Tripanosomatideos (TRACK)
foram inicialmente buscados via blast no banco de dados do Projeto
Genoma do T. rangeli. Uma vez obtida a sequéncia da janela de leitura
de cada gene, sua sequéncia aminoacidica foi predita e utilizada para a
busca de dominios e comparacdo com as proteinas em outros
tripanosomatideos através da ferramenta blastp do programa BLAST,
disponivel no GenBank. Além disso, o programa MotifScan foi utilizado
para predizer sitios para modificacdes pds-traducionais.

As imagens geradas pelo proprio GenBank, indicando o0s
dominios de cada proteina, encontram-se reunidas na Figura 11.
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Figura 11. Dominios das proteinas Aurora quinase 1 (TrAUK1), Polo-like
quinase (TrPLK), MOB1 e TRACK de Trypanosoma rangeli. Imagens
geradas pela ferramenta blastp do programa BLAST do GenBank. RF =
orientacdo da janela de leitura; Superfamilies = superfamilias; Multi-domains =
dominios maltiplos; Specific hits = motivos especificos. Os dominios descritos
nas imagens sdo: PKc_like superfamily = dominio catalitico de proteina
quinase; S_TKc = dominio catalitico de serina/treonina quinase; POLO_box =
dominio caracteristico de Polo-like quinases; Mobl phocein = dominio
caracteristico de proteinas MOBL1; WD40/ WD40 superfamily = dipeptideo
WD (triptofano/aspartato) repetido 40 vezes; COG2319 = outra nomenclatura
para a repeticdo WD40. Fonte: GenBank (www.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank).

A proteina TrAUK1 apresenta tamanho aproximado de 35 kDa e
identidade de 90% com a AUK1 de T. cruzi (GenBank: XM_809753.1)
e de 82% com a de T. brucei (GenBank: CBH17821.1). Os dominios
encontrados nesta proteina através de blastp correspondem a sequéncia
catalitica de proteinas serina/treonina quinases. De acordo com as
analises realizadas pelo programa MotifScan, TrAUK1 apresenta
previstos em sua sequéncia aminoacidica 11 sitios para fosforilacdes,
quatro sitios para miristoilagcGes e um sitio para amidacao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/71652375
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TrPLK, aparentemente a proteina mais distinta em relacéo a suas
homdlogas nos demais tripanosomatideos, tem identidade de apenas
78% com a TcPLK de T. cruzi (GenBank: XP_816295.1) e de 61% com
a ThPLK de T. brucei (GenBank: CAA74301.1). Entretanto, com seus
aproximados 82 kDa, a TrPLK também apresenta dois motivos Polo-box
caracteristicos de sua familia, bem como o dominio catalitico de
serina/treonina quinase. Quanto a possiveis modificagdes pos-
traducionais, TrPLK apresenta seis sitios para glicosilagdes e
miristoilacBes, além de 24 sitios para fosforilagGes.

Por sua vez, a MOB1 de T. rangeli apresenta os mais altos
valores de identidade com suas homologas em T. cruzi (GenBank:
XP_819607.1) e T. brucei (GenBank: XP_846181.1): 96% e 93%,
respectivamente. Esta proteina é também a menor, com cerca de 27 kDa.
O dominio caracteristico de proteinas MOB1 foi encontrado, embora
detalhes a seu respeito ainda nao estejam bem estabelecidos. Seis sitios
para fosforilagdes, bem como um sitio para miristoilagdo e para
glicosilacdo, foram encontradas em sua sequéncia aminoacidica
deduzida.

Por fim, a TRACK de T. rangeli é 93% idéntica a8 TRACK de T.
cruzi (GenBank: XP_817733.1) e 86% a de T. brucei (GenBank:
XP_829201.1), tendo tamanho aproximado de 35 kDa. Além disso, o
dominio WD-repeat de receptores para C-quinase ativada esta presente
em sua sequéncia aminoacidica deduzida, bem como estéo previstos 11
sitios para fosforilagdes, cinco sitios para miristoilagBes e um sitio para
glicosilagéo.

Uma vez confirmadas como proteinas do ciclo celular homélogas
aquelas ja descritas em outros tripanosomatideos, as janelas de leitura
dos genes AUK1, PLK, MOB1 e TRACK de T. rangeli foram utilizadas
para a busca de iniciadores para PCR quantitativa em tempo real
(gPCR). A quantificagdo relativa de transcritos por qPCR requer a
comparacdo com genes de referéncia, isto &, genes cujos niveis de
transcricdo se mantenham estaveis entre diferentes tratamentos e
estagios no ciclo de vida. Como ndo ha apenas um gene de referéncia
universal, especialmente no caso de tripanosomatideos, iniciadores para
gPCR foram escolhidos em trés possiveis genes de referéncia
comumente descritos na literatura; GAPDH, referente a proteina
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; HGPRT, referente a hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase; e RNAG60S, codificante para a
subunidade ribossomal 60S. As sequéncias destes genes também foram
obtidas no banco de dados do Projeto Genoma do T. rangeli.
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Os iniciadores escolhidos, descritos na Tabela 1, sdo sequéncias
de 20 nucleotideos em regides proximas a extremidade 3’ de cada janela
de leitura, devido ao sentido de polimerizagdo da enzima transcriptase
reversa. Com o intuito de realizar simultaneamente as reagdes com 0s
genes-alvo e os genes de referéncia, a temperatura de ligagdo de todos
os iniciadores foi aproximada em 60°C.

4.2.2 Validacdo dos iniciadores para g°PCR

Os iniciadores foram inicialmente testados a partir de uma PCR
convencional utilizando como molde o DNA gendmico da cepa Choachi
de T. rangeli, e fragmentos no tamanho esperado foram obtidos para
todos os genes (Figura 12). Embora fragmentos inespecificos acima de
300 pb possam ser observados para 0s genes de Aurora quinase 1 e
Polo-like quinase, estes sdo considerados produtos grandes demais para
uma amplificacdo adequada por gPCR e, portanto, dificilmente
interferem nos resultados. Diante disto e da auséncia de dimeros, os
iniciadores foram considerados apropriados para a utilizagdo em reagdes
de gPCR.

Figura 12. Amplificacdo dos fragmentos dos genes codificadores para
Aurora quinase 1, Polo-like quinase, MOB1, TRACK, GAPDH, HGPRT e
RNAG6OS. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado por brometo de etidio
revelando os produtos de amplificacdo dos fragmentos génicos de Aurora 1
(88ph), Polo-like (111pb), MOB1(112pb), TRACK (83pb), GAPDH (102pb),
HGPRT (137pb) e RNA60S (113pb). 100pb PTM = Padrdo de Tamanho
Molecular com intervalos de 100 pares de bases (Promega).
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Com o objetivo de verificar a identidade dos fragmentos
amplificados dos genes codificadores para Aurora quinase 1, Polo-like
quinase, MOB1 e TRACK, estes foram clonados no vetor pGEM-T
easy®, transformados em células Escherichia coli e, entdo,
sequenciados. O sequenciamento confirmou que os fragmentos de fato
pertencem a estes genes associados ao ciclo celular de
tripanosomatideos. Além disso, a analise por blastx revelou que os
fragmentos dos genes de Aurora quinase 1 e de MOB1, embora
compostos por poucos pares de bases, ja permitem o reconhecimento
dos dominios caracteristicos de proteina quinase e de proteina MOBL,
respectivamente.

O passo seguinte consistiu na validacdo dos iniciadores para as
analises por gPCR, tanto para os genes-alvo (AUK1, PLK, MOB1 e
TRACK) quanto para os genes de referéncia (GAPDH, HGPRT e
RNAG0S). Para tanto, foram montadas rea¢Bes com cinco pontos de
diluicdo seriada 1:2 do DNA gen6mico, bem como de misturas de
cDNA, da cepa Choachi de T. rangeli. Para cada um dos sete genes, 0
Cq (ciclo de quantificagdo) de cada ponto na curva em fungédo de sua
diluicdo gerou uma reta, cuja inclinacdo foi aplicada a equacdo (3)
(secdo 3.4.4) para obtencdo do valor de eficiéncia da reagdo. Assim, a
eficiéncia média da gPCR com cada par de iniciadores foi calculada em
aproximadamente 97% para AUK1, 94% para PLK, 97% para MOB1,
96% para TRACK, 99% para GAPDH, 95% para HGPRT e 96% para
RNAGOS.

Embora o célculo de quantificacdo relativa (QR) expresso na
equacdo (6) (secdo 3.4.5) considere uma eficiéncia de 100% para as
reacOes, ele pode ser aplicado para reagfes onde as eficiéncias sdo
proximas a 100%. Além disso, este calculo exige eficiéncias
semelhantes — com no maximo 10 pontos percentuais de diferenca —
entre os pares de iniciadores dos genes-alvo e dos genes de referéncia.
Considerando que os resultados obtidos para os iniciadores dos genes
deste estudo estdo em consonancia com os requerimentos para aplicacdo
da equacédo (6), este foi 0 método utilizado para todas as analises por
gPCR.

Cada ensaio de qPCR deve contar com a presenca de um controle
negativo para cada par de iniciadores, onde sdo acrescentados todos 0s
reagentes necessarios a reacdo, exceto o cDNA molde. Nas reacOes
descritas neste estudo, em nenhum momento detectou-se amplificagcdo
de DNA nos controles negativos. Particularmente quando o sistema de
deteccdo da gPCR é por agentes ligantes de DNA — neste caso, SYBR
Green —, outro passo importante para a certificacdo de que ndo ha
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contamina¢do com produtos inespecificos é a observacdo da curva de
dissociacdo. Incluida como etapa final na qPCR, esta curva avalia a
temperatura em que se dissociam os fragmentos de DNA dupla fita
presentes na reagdo. A representacdo da curva de dissociagdo € um
grafico, onde cada pico indica uma temperatura onde houve dissociaco
de DNA. As curvas de dissocia¢do para todas as analises aqui descritas
apresentaram apenas um pico, em temperaturas proximas a 80°C,
confirmando a auséncia de dimeros e de outros produtos inespecificos.

Em vista disso, os ensaios de gPCR possibilitaram avaliar os
niveis de transcritos de todos os genes selecionados como marcadores
moleculares da citocinese em tripanosomatideos, bem como dos genes
de referéncia. Complementando os resultados obtidos na gPCR, a
avaliacdo do conteido de DNA dos parasitos por citometria de fluxo
permitiu situd-los nas diferentes fases do ciclo celular — G1, S e
G2/M/C. Assim, a andlise de cada marcador da citocinese foi respaldada
por componentes moleculares e morfolégicos, tanto nas diferentes
formas bioldgicas como nos diferentes estagios durante o ciclo celular in
vitro do T. rangeli.

4.3 Epimastigotas

A hidroxiureia (HU) é utilizada para a sincronizacdo de células
devido a sua capacidade de inibir a enzima ribonucleotideo redutase,
responsavel pela sintese de desoxirribonucleotideos. Dessa forma,
epimastigotas de T. rangeli tratados com HU sdo impedidos de replicar
0 DNA a partir do momento em que ingressariam na fase S. Uma vez
liberados da HU, retomam o ciclo celular em sincronia a partir desta
fase.

Inicialmente, o tratamento de epimastigotas com HU foi realizado
apenas para estancar o processo de divisdo celular, visando sua
comparagdo com epimastigotas ndo tratados em fase exponencial de
crescimento. Com isso, 0 comportamento de cada marcador molecular
pdde ser avaliado entre formas incapacitadas de se dividir e formas com
altas taxas de divisdo celular.

Antes de realizar os ensaios de qPCR, todavia, a eficiéncia da
sincronizacdo com HU foi certificada através da contagem de parasitos
na cultura tratada apds 24 horas de exposicdo ao composto e
comparacao com cultura controle, sendo que em geral a cultura controle
contou com aproximadamente o dobro de parasitos — ainda que ambas
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tenham partido do mesmo ndmero inicial de parasitos. Além disso, 0s
parasitos tratados e ndo tratados com HU foram analisados quanto ao
seu contelldo de DNA por citometria de fluxo (Figura 13). Com o
intuito de calibrar o citdmetro de fluxo e delimitar as zonas de analise
(gates) para o estudo das formas epimastigotas de T. rangeli,
primeiramente foram analisados parasitos vivos (Figura 13A) e fixados
com metanol 50% (Figura 13B). Os graficos representam a
granulosidade da célula em funcdo de seu tamanho, referidos
respectivamente por SSC (do inglés Side Scatter) e FSC (do inglés
Forward Scatter).

A seguir, foram analisadas as amostras de parasitos tratados e ndo
tratados com HU, ambos marcados com iodeto de propidio. O
histograma gerado pelo citdmetro de fluxo indica dois picos nitidos para
os parasitos em fase exponencial de crescimento (Figura 13C),
demonstrando que ha aproximadamente a mesma quantidade de células
em G1 e em G2/M/C — doravante apresentadas apenas como G2. Entre
os dois picos ha um intervalo que representa os parasitos em fase S,
apresentando quantidades intermediarias de conteldo de DNA. Por
outro lado, uma vez que os parasitos tratados com HU séo impedidos de
continuar o ciclo celular a partir da fase S, o pico referente a fase G1 é
muito mais pronunciado que o pico referente a fase G2 (Figura 13D).
Mais precisamente, 76,5% das células se encontram em G1, enguanto
apenas 21,7% estdo em G2 — os 1,8% restantes estdo na fase S. Estes
resultados confirmam a eficiéncia do tratamento com HU em reduzir
drasticamente o nimero de células em diviséo.
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Figura 13. Comparacdo entre formas epimastigotas de Trypanosoma
rangeli tratadas e ndo tratadas com hidroxiureia (HU) quanto ao contetido
de DNA. Imagens resultantes da analise por citometria de fluxo. Os graficos
superiores representam a granulosidade das células em fungdo do tamanho em
parasitos vivos (A) e fixados com metanol (B). Os histogramas apresentam o
nimero de células em funcdo do conteldo de DNA, marcado com iodeto de
propidio, em parasitos em fase exponencial de crescimento (C) e epimastigotas
tratados com HU (D). SSC = Side Scatter, FSC = Forward Scatter, PerCP-
Cy™S5,5 = filtro para detec¢do de emissdo em 482 nm.

Dessa forma, epimastigotas tratados com HU foram comparados
a epimastigotas em fase exponencial de crescimento quanto aos niveis
de transcritos para as proteinas associadas ao ciclo celular — Aurora
quinase 1, Polo-like quinase, MOB1 e TRACK (Figura 14).
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Figura 14. Niveis de transcritos de Aurora quinase 1, Polo-like quinase,
MOB1 e TRACK em formas epimastigotas de Trypanosoma rangeli
tratadas e ndo tratadas com hidroxiureia (HU). Quantificacdo relativa
realizada utilizando como genes de referéncia GAPDH e RNAG0S. Os resultados
foram obtidos por ensaios de gPCR e representam a média e o desvio padrao de
trés experimentos independentes, realizados em duplicata. O sinal ** indica
diferenca estatisticamente significante (p < 0,01), teste t de Student néo-
pareado. Controle = epimastigotas em fase exponencial de crescimento, HU =
epimastigotas tratados com HU. QR = Quantificagdo Relativa.

H& uma reducdo nos niveis de transcritos de todos os genes nos
parasitos sincronizados com HU, sendo significante (p < 0,01) a
observada para o gene para Polo-like quinase. Embora ndo tenham
apresentado significancia estatistica pelo teste t de Student, devido ao
alto desvio padrdo obtido para os controles, a diminui¢do nos niveis de
Aurora quinase 1 e MOB1 também deve ser observada. Por outro lado,
os niveis de TRACK nas duas condigdes estudadas sugerem que sua
transcrigdo ndo sofreu alteragdes.

Estes resultados incentivaram a investigacdo da variacdo dos
niveis de transcritos destes marcadores moleculares ao longo do
crescimento de T. rangeli em cultura. Para tanto, epimastigotas
sincronizados com HU foram liberados para um meio livre deste
composto e retirados ap6s diferentes tempos: 2 horas e 30 minutos, 5
horas, 7 horas e 30 minutos, 10 horas, 12 horas, 15 horas, 19 horas e 23
horas. Embora estes parasitos estivessem sincronizados e, portanto,
sejam diferentes de uma cultura assincrona, os tempos apés liberacdo da
HU foram escolhidos de acordo com os calculos preliminares para a



79

duracdo de cada estdgio do ciclo celular de T. rangeli. Assim,
considerando que os parasitos liberados da HU ingressem no ciclo
celular a partir da fase S, aqueles retirados nos tempos 2h30, 5h e 7h30
deveriam estar ainda nesta fase. Os parasitos retirados apds 10 horas da
liberacdo da HU deveriam estar em fase G2 e, ap6s 12 horas, na
transicdo G2/M. Por fim, o tempo de 15h conteria células concluindo a
citocinese, isto é, na fase C. Os pontos de 19h e 23h foram
acrescentados como margem de erro para o célculo da duracdo de cada
fase, bem como para a deteccéo de parasitos hovamente em fase G1.

Os parasitos coletados em cada tempo ap6s a liberagdo da HU
foram analisados quanto ao seu contetdo de DNA através de citometria
de fluxo (Figura 15), bem como quanto a cinética dos niveis de
transcritos para Aurora quinase 1, Polo-like quinase, MOB1 e TRACK
(Figura 16). Uma vez que foram obtidos a partir das mesmas amostras,
os resultados da gPCR corroboram aqueles obtidos através de citometria
de fluxo. Uma cultura sem adicdo de HU foi também retirada nos
diferentes tempos e utilizada como controle na citometria de fluxo.
Dessa forma, foi possivel avaliar a variagdo nos niveis de cada transcrito
de acordo com as alteragdes no contelddo de DNA indicando as
transicbes entre as fases do ciclo celular. Trés experimentos
independentes foram conduzidos utilizando duplicatas técnicas, sendo
denominados doravante de I, Il e 11l por motivos didaticos.

Figura 15. Progresséo do ciclo celular sincronizado do Trypanosoma rangeli
apos liberacao da hidroxiureia (HU). Os histogramas apresentam o nimero de
células em fungdo do contetido de DNA, marcado com iodeto de propidio (filtro
PerCP-Cy™S5.5). A primeira coluna (Controle) apresenta a progressdo do ciclo
celular em epimastigotas ndo tratados com HU, e as colunas I, Il e 1l
representam trés experimentos independentes onde a progressdo do ciclo foi
acompanhada apos liberacdo da HU. A percentagem de células em G1, S e G2
foi calculada através de zonas de analise e esta indicada em cada histograma.
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Figura 16. Cinética dos niveis de transcritos de Aurora quinase 1, Polo-like
quinase, MOBL1 e TRACK durante o ciclo celular de Trypanosoma rangeli.
Parasitos sincronizados com hidroxiureia (HU), transferidos para meio de
cultura livre deste composto e coletados ap6s diferentes tempos de crescimento.
Quantificacdo relativa realizada utilizando os genes de referéncia GAPDH e
RNAGB0S. A, experimento I; B, experimento Il; C, experimento IlIl. QR =
Quantificacdo Relativa.
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No experimento I, os niveis de transcritos de todos os genes
apresentaram um pico em 10 horas apds a liberacdo de HU (Figura
15A). No caso de Aurora quinase 1 e Polo-like quinase, este pico
refletiu respectivamente uma quantidade de transcritos cinco e 10 vezes
maior do que a quantidade detectada ap6s apenas 2 horas e meia da
liberacdo da HU. Coincidentemente, os resultados da citometria de fluxo
apontaram um grande aumento no nimero de células na fase G2 as 10
horas apos a liberagdo da HU. De fato, o nimero de células nesta fase
aumentou a partir de 10 horas e persistiu até o tempo de 12 horas. A
partir das 15 horas, a cultura adquiriu novamente o perfil de uma cultura
assincrona.

Embora durante todo o ciclo as culturas dos trés experimentos
tenham apresentado um perfil relativamente diferente, foi
principalmente a partir de 10 horas que adquiriram um comportamento
particular e se distinguiram umas das outras. Duas horas e meia apos a
liberacdo da HU os parasitos ainda apresentaram uma quantidade maior
de parasitos em fase G1, similarmente aos parasitos retratados na
Figura 13D. Ap6s 5 horas e 7 horas e meia da liberacéo da HU apenas
um pico foi claramente visivel, talvez com um segundo pico pouco
destacado. E provavelmente nesse periodo que ocorre a sintese do DNA
da maior parte das células, com quantidades intermediarias de DNA
unindo os picos referentes as fases G1 e G2.

No experimento Il, um padrdo semelhante se estendeu até o
tempo de 10 horas, sendo que o pico pronunciado dos parasitos em fase
G2 surgiu apenas apos 12 horas da liberacdo da HU. Além disso, uma
intrigante caracteristica do experimento Il foi o aparecimento de um
grande ntmero de células em G2 também nos tempos de 19 horas e 23
horas. Entretanto, é interessante notar como a progressdo do ciclo €
refletida nos niveis de transcritos dos genes de proteinas associadas a
divisdo celular, particularmente Polo-like quinase (Figura 15B). Seus
niveis comecaram a elevar as 10 horas, mas foram ainda mais altos as
12 horas e assim persistiram até 23 horas, onde se pode notar um
aumento de mais de 10 vezes em relacdo ao primeiro horario apos
liberacdo da HU. Os niveis de Aurora quinase 1 também apresentaram
certa flutuacdo, com niveis mais elevados justamente as 12, 19 e 23
horas da liberacdo da HU. Por outro lado, os niveis de MOB1 e TRACK
tiveram uma variacdo menos pronunciada, apresentando a maior
quantidade de transcritos — quase trés vezes a quantidade detectada para
0 primeiro horario — as 15 horas.

Por fim, no experimento Il a variagdo na quantidade de
transcritos ao longo do tempo ap6s a liberacdo da HU foi evidente para
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todos os genes avaliados (Figura 15C). Curiosamente, no entanto, 0s
aumentos detectados nos niveis dos transcritos ndo ultrapassaram a
marca de cinco vezes; isto €, 0 maior pico pertence a Polo-like quinase
no tempo de 10 horas, o qual representa cinco vezes a quantidade de
transcritos detectados no primeiro horario. A maior quantidade de
transcritos para MOB1 também foi detectada as 10 horas, enquanto que
para Aurora quinase 1 e TRACK os mais altos niveis foram observados
respectivamente apds 7 horas e meia e 12 horas da liberacdo da HU.
Estas elevacBes pouco pronunciadas nos niveis de transcritos de todos
0S genes possivelmente estdo associadas a relativamente pequena
variacdo no perfil da cultura apés os diferentes tempos da liberacéo da
HU. Ao contrario do que foi observado nos experimentos | e Il, no
experimento 111 em nenhum momento o pico referente a parasitos em
G2 esteve maior que o pico dos parasitos em G1 — no tempo de 10
horas, todavia, aparecem quase equivalentes. Além disso, a partir de 12
horas o perfil é praticamente idéntico até o final do experimento,
apontando para uma possivel perda de sincronizagdo dos parasitos.

Epimastigotas ndo sincronizados com HU foram também
retirados em diferentes tempos apds serem acrescidos de meio de
cultura. Os resultados mostram que 0s parasitos seguem uma
multiplicacdo continua, uma vez que em todos os histogramas os picos
das fases G1 e G2 apresentam-se quase equivalentes. E interessante
notar que, também para os parasitos ndo sincronizados, o tempo de 10
horas pareceu ser 0 auge de parasitos na fase G2.

De acordo com a curva de crescimento estabelecida para a cepa
Choachi de T. rangeli, em torno de 60 horas de cultivo a cultura
comegaria a entrar em fase estacionaria. Assim, no intuito de verificar os
niveis de transcritos de Aurora quinase 1, Polo-like quinase, MOB1 e
TRACK em epimastigotas naturalmente com baixas taxas de
multiplicacdo, parasitos com aproximadamente sete dias de cultivo sem
troca de meio de cultura foram analisados em comparagdo com parasitos
em fase exponencial de crescimento (Figura 17).
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Figura 17. Niveis de transcritos de Aurora quinase 1, Polo-like quinase,
MOB1 e TRACK em formas epimastigotas de Trypanosoma rangeli em fase
de crescimento exponencial (Log) e estaciondria (Estac.). Quantificacdo
relativa realizada utilizando os genes de referéncia GAPDH, HGPRT e RNA60S.
Os resultados foram obtidos por ensaios de qPCR e representam a média e o
desvio padrdo de trés experimentos independentes, realizados em duplicata. Os
sinais * (p < 0,05) e ** (p < 0,01) indicam diferengas estatisticamente
significantes, teste t de Student ndo-pareado. QR = Quantificagdo Relativa.

Novamente, Polo-like quinase apresentou uma reducdo
significante (p < 0,05) nos niveis de transcritos da fase exponencial de
crescimento para a fase estacionaria, corroborando os resultados obtidos
apés tratamento com HU. Da mesma forma, Aurora quinase 1 e TRACK
tiveram reducdo em seus niveis de transcritos quando a taxa de
multiplicacéo celular diminuiu. Por outro lado, MOBL1 apresentou niveis
significantemente mais altos (p < 0,01) nos epimastigotas em fase
estacionaria. Ainda assim, ¢ interessante notar que para trés dos quatro
genes se repete 0 padrdo observado em comparacdo com parasitos
tratados com HU, mostrando que a repressao natural da divisdo celular
também influencia os niveis de transcritos.

4.4 Tripomastigotas de cultura

Evidenciada uma associagdo entre a progressao do ciclo celular e
0s niveis de transcritos, particularmente significante para a Polo-like
quinase, 0 passo seguinte consistiu em comparar formas epimastigotas a
tripomastigotas de cultura. Epimastigotas sdo formas sabidamente
proliferativas, ao passo que ha fortes indicativos de que tripomastigotas
de cultura séo incapazes de se dividir.
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O processo de diferenciacdo in vitro necessario para obter formas
tripomastigotas tem duracdo de oito dias. A observacdo de culturas no
segundo, quarto, sexto e oitavo dia da diferenciacdo em relacdo a
guantidade de parasitos em cultura, bem como a razdo entre
epimastigotas e tripomastigotas, torna evidentes algumas caracteristicas
do processo (Figura 18). Nos primeiros dias, a maior parte dos parasitos
ainda possui morfologia de epimastigota, isto é, o cinetoplasto anterior
ao nucleo. A partir do quarto dia, todavia, a percentagem de
tripomastigotas aumenta progressivamente até alcancar
aproximadamente 95% do total de parasitos na cultura. Além disso, é
também a partir do quarto dia que o crescimento dos parasitos parece
estagnar, apontando uma correlacdo com o aumento na quantidade de
tripomastigotas e sugerindo sua incapacidade de realizar divisdo in vitro.

Trypanosomarangeli Choachi
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B Tripomastigotas
Epimastigotas
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Figura 18. Diferenciacao in vitro do Trypanosoma rangeli. Acompanhamento
realizado nos dias 2, 4, 6 e 8 apds transferéncia para meio DMEM de
diferenciagdo. As colunas representam a proporcdo entre epimastigotas e
tripomastigotas em cada dia. Os resultados representam a média e o desvio
padrdo de trés experimentos independentes.

A cinética da diferenciacdo celular foi avaliada também quanto
aos niveis de transcritos para Aurora quinase 1, Polo-like quinase,
MOB1 e TRACK (Figura 19). E nitida a reducdo em Aurora quinase 1
e Polo-like quinase a partir do quarto dia da diferenciacdo, aumentando
um pouco no oitavo dia. De fato, a Unica reducdo estatisticamente
significante (p < 0,05) ocorreu nos niveis de transcritos para Aurora
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quinase 1 entre o segundo e o sexto dia da diferenciacdo. Os niveis de
transcritos de TRACK decrescem sutilmente do segundo ao oitavo dia,
ao passo que os de MOBL flutuam ao longo dos quatro dias.

Aurora quinase 1 Polo-like quinase MOB1 TRACK
2.0q
1.54
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Figura 19. Niveis de transcritos de Aurora quinase 1, Polo-like quinase,
MOB1 e TRACK durante a diferenciagdo celular para formas
tripomastigotas de Trypanosoma rangeli. Quantificacdo relativa realizada
utilizando os genes de referéncia GAPDH, HGPRT e RNAG60S. Os dias
representados indicam o tempo decorrido a partir da transferéncia dos parasitos
para meio DMEM de diferenciag¢do. Os resultados foram obtidos por ensaios de
gPCR e representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos
independentes, realizados em duplicata. O sinal * indica diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05), ANOVA de uma via para dados
repetidos, seguida do teste de Bonferroni. QR = Quantificacdo Relativa.

Uma vez que mesmo em culturas do oitavo dia ap6s a
diferenciacdo ainda ha uma quantidade relevante de epimastigotas, estes
parasitos foram submetidos a purificacdo em coluna CM-celulose. Ap6s
este processo, foram obtidas amostras compostas 99% e 100% por
tripomastigotas. As culturas de antes e depois da purificacdo foram
analisadas por citometria de fluxo quanto ao contetido de DNA (Figura
20).

E interessante notar que o perfil da cultura de tripomastigotas
antes da purificacdo (Figura 20A) ja se assemelha ao perfil de
epimastigotas sincronizados com HU. A pequena proporcdo de células
em fase G2 corrobora os resultados obtidos pela contagem de parasitos,
pois indica baixas taxas de divisdo celular. Além disso, como esta
cultura é composta também por uma pequena propor¢do de
epimastigotas, é possivel que estes interfiram no resultado do
histograma. Para confirmar esta hipétese, tripomastigotas purificados
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em coluna CM-celulose foram também analisados por citometria de
fluxo (Figura 20B), revelando uma redugdo quase completa do pico
referente aos parasitos em G2. Em conjunto, estes resultados
demonstram que se ha algum tipo de multiplicacdo celular em culturas
de tripomastigotas, esta deve ocorrer a taxas imperceptiveis pelas
metodologias utilizadas.
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Figura 20. Comparacéo entre tripomastigotas de cultura de Trypanosoma
rangeli. Os histogramas apresentam o nimero de células em funcdo do
contetdo de DNA, marcado com iodeto de propidio (filtro PerCP-Cy™S5.5). A,
tripomastigotas obtidos no oitavo dia de diferenciagdo in vitro; B,
tripomastigotas de oitavo dia purificados em coluna CM-celulose.

Os tripomastigotas purificados em coluna CM-celulose foram
entdo comparados a epimastigotas em fase exponencial de crescimento
quanto aos niveis de transcritos para Aurora quinase 1, Polo-like
quinase, MOB1 e TRACK (Figura 21). Tanto Aurora quinase 1 como
Polo-like quinase tiveram seus niveis de transcritos reduzidos
significantemente (p < 0,01) nas formas tripomastigotas purificadas. Os
transcritos para TRACK também sofreram uma diminuicdo, enquanto
aqueles para MOB1 aumentaram.

A essa altura, é possivel observar que os transcritos para Aurora
quinase 1 e para Polo-like quinase sofrem notaveis variagfes conforme
as taxas de multiplicacdo de T. rangeli. Os transcritos para Polo-like
quinase, especialmente, tém alta abundancia relativa em parasitos em
crescimento exponencial, decaindo significantemente em parasitos onde
a proliferacdo celular é reduzida ou considerada ausente.
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Figura 21. Niveis de transcritos de Aurora quinase 1, Polo-like quinase,
MOB1 e TRACK em epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma
rangeli. Quantificacdo relativa realizada utilizando os genes de referéncia
GAPDH, HGPRT e RNA60S. Os resultados foram obtidos por ensaios de gPCR
e representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes,
realizados em duplicata. O sinal ** indica diferenca estatisticamente
significante (p < 0,01), teste t de Student ndo-pareado. Epi = epimastigotas em
fase exponencial de crescimento, Tripo = tripomastigotas purificados em
coluna CM-celulose. QR = Quantificacdo Relativa.

Uma vez que os niveis de transcritos ndo refletem diretamente a
quantidade de proteinas, decidiu-se investigar a variacdo de Polo-like
quinase entre as diferentes formas do T. rangeli também em niveis
protéicos. Para tanto, foi utilizado um soro policlonal purificado por
afinidade dirigido a Polo-like quinase de T. brucei, ThPLK, gentilmente
concedido pelo Dr. Chris de Graffenried (Universidade de Viena).
Considerando que a identidade protéica entre ThPLK e TrPLK é de
61%, o reconhecimento de TrPLK em ensaios de imunofluorescéncia
e/ou Western blot utilizando-se um soro policlonal anti-TbPLK poderia
ser esperado. Assim, inicialmente a expressdo da TrPLK de T. rangeli
foi comparada entre formas epimastigotas e tripomastigotas (Figura
22).
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Figura 22. AvaliacBo da expressdo de Polo-like quinase em extratos
protéicos de epimastigotas (Epi) e tripomastigotas (Tripo) de Trypanosoma
rangeli. Resultado obtido por Western blot, utilizando o soro policlonal anti-
TbPLK purificado por afinidade. Padrdo de tamanho molecular: Protein
Precision Plus Dual Color (Bio-Rad). A normalizagdo da quantidade de
proteina foi realizada através da deteccdo de a-tubulina (parte inferior da
figura).

Ainda que o soro policlonal dirigido & TbPLK tenha reconhecido
algumas bandas nos extratos protéicos de T. rangeli, o sinal mais forte
foi detectado na altura de 70 kDa apenas no extrato de epimastigotas.
Considerando o tamanho aproximado de 82 kDa predito para a TrPLK,
a proteina mais pesada detectada ainda é cerca de 10 kDa menor.
Mesmo assim, € interessante notar que esta proteina de 70 kDa nao é
reconhecida no extrato de formas tripomastigotas de T. rangeli.
Considerando que a proteina de 70 kDa seja TrPLK, entdo estes
resultados seguem o padrao daqueles obtidos por gPCR para seus niveis
de transcrito, sugerindo que a expressao de Polo-like quinase é maior em
epimastigotas.

No intuito de estender a investigacdo da expressdo de TrPLK
entre as diferentes formas do T. rangeli, seu reconhecimento pelo
anticorpo anti-TbPLK foi avaliado também em extratos protéicos de
parasitos em diferencia¢do (segundo, quarto, sexto e oitavo dias), em
epimastigotas tratados e ndo tratados com HU e em tripomastigotas
purificados por coluna CM-celulose (Figura 23).
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Figura 23. Avaliacdo da expressdo de Polo-like quinase em extratos
protéicos de diferentes formas do Trypanosoma rangeli. Resultado obtido por
Western blot, utilizando o soro policlonal anti-TbPLK purificado por afinidade.
Dias da diferenciagdo = parasitos no segundo, quarto, sexto e oitavo dias ap6s
transferéncia para meio DMEM, Epi HU = formas epimastigotas tratadas com
hidroxiureia (HU), Epi CTRL = formas epimastigotas controle ndo tratadas
com HU, Tripo purif. = tripomastigotas purificados por coluna CM-celulose.
Padrdo de tamanho molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad). A
normalizagdo da quantidade de proteina foi realizada através da deteccéo de a-
tubulina (parte inferior da figura).

Polo-like quinase

Embora tenha havido bastante variagdo na quantidade de
proteinas aplicadas para cada amostra no gel conforme revelado pela
deteccdo de a-tubulina, é possivel notar que apenas nas formas
epimastigotas ndo tratadas com HU a banda de aproximadamente 70
kDa foi detectada com forte intensidade. Nas demais formas, um
vestigio desta banda pode ser igualmente observado. Curiosamente, este
Western blot em particular revelou a deteccdo de uma proteina maior
que 75 kDa (possivelmente na faixa de 80 kDa), com maior intensidade
nos extratos de epimastigotas ndo tratados com HU e nos parasitos do
segundo dia da diferenciacdo. Esta proteina, entretanto, ndo foi
detectada em outros ensaios. Assim, considerando apenas a proteina de
cerca de 70 kDa, a qual foi reconhecida em todos os Western blot
realizados com o soro anti-TbPLK, estes resultados novamente
complementam os dados obtidos por qPCR.

Ensaios de imunofluorescéncia também foram conduzidos
utilizando-se o soro anti-TbPLK, mas infelizmente nenhum sinal foi
detectado apds numerosas tentativas utilizando diferentes metodologias
e diluicbes do anticorpo. Da mesma forma, uma analise por
espectrometria de massas da regido do gel de poliacrilamida onde a
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banda foi detectada por Western blot ndo foi sensivel o suficiente para
detectar quaisquer proteinas ali presentes. Estes resultados reforcam a
necessidade de maiores estudos utilizando, por exemplo, anticorpos
monoclonais dirigidos a PLK de T. rangeli.

Apesar disso, € notavel que haja o forte reconhecimento de uma
proteina no extrato de T. rangeli pelo soro anti-ThPLK em consonancia
com os dados de gPCR obtidos para os niveis de transcrito para Polo-
like quinase. Se a proteina detectada por Western blot for confirmada
como sendo a Polo-like quinase de T. rangeli, entdio a qPCR se
comprova como uma valorosa ferramenta para investigar esta proteina.

4.5 Tripomastigotas sanguineos

Por fim, embora o foco deste trabalho tenha sido o estudo de
marcadores moleculares da citocinese em parasitos cultivados in vitro,
ensaios preliminares com parasitos in vivo foram realizados como forma
de validacdo das metodologias relatadas para o estudo do ciclo do T.
rangeli em seu hospedeiro mamifero. Para tanto, tripomastigotas
sanguineos foram obtidos no segundo, no quinto e no sétimo dia apds a
inoculagdo de parasitos em camundongos BALB/c. A parasitemia nestes
dias foi, respectivamente, 1,7 x 10° parasitos, 6,4 x 10° parasitos e 1 X
10° parasitos por ml, indicando a fase aguda de infeccéo.

Quando analisados por citometria de fluxo, os tripomastigotas
sanguineos do quinto dia e do sétimo dia ap6s a infeccdo revelaram
apenas um pico, possivelmente referente a parasitos na fase G1 (Figura
24).
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Figura 24. Analise de tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma rangeli
por citometria de fluxo. Os histogramas apresentam o nimero de células em
funcdo do contelido de DNA, marcado com iodeto de propidio (filtro PerCP-
Cy™S5.5). A, parasitos coletados no quinto dia apés infeccdo (d.p.i.) de
camundongos BALB/c; B, parasitos coletados no sétimo d.p.i.

Apesar de o iodeto de propidio marcar qualquer tipo de DNA, o
processo de coleta destes parasitos foi conduzido de forma a reduzir a
contaminagdo por células do sangue. Além disso, as distintas dimensdes
entre parasitos e células do sangue permitem a delimitagdo de zonas de
andlise através de citometria de fluxo. Ainda que ndo se possa excluir
completamente a possibilidade de interferéncia de células sanguineas
nos dados obtidos, a presenca de um dnico pico sugere fortemente que
ndo haja formas tripomastigotas em fase G2 no sangue circulante. Os
parasitos coletados no segundo dia ap6s a infecgdo (d.p.i.) ndo puderam
ser analisados por citometria de fluxo, possivelmente devido ao
armazenamento de dois dias a 4°C; as amostras do quinto e sétimo d.p.i.
foram analisadas no dia da coleta.

Considerando a especificidade dos iniciadores para gPCR
previamente demonstrada, 0 RNA total das amostras de sangue foi
extraido, tratado com DNase e submetido & transcricdo reversa. A
excecdo do sétimo d.p.i., possivelmente devido a relativamente baixa
parasitemia, todas as amostras renderam uma quantidade de cDNA
suficiente para a realizacdo de ensaios de gPCR. Os niveis de transcritos
para Aurora quinase 1, Polo-like quinase, MOB1 e TRACK foram entdo
avaliados nos tripomastigotas sanguineos de segundo e quinto d.p.i. em
comparagdo com epimastigotas em fase exponencial de crescimento
(Figura 25).
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Figura 25. Niveis de transcritos de Aurora quinase 1, Polo-like quinase,
MOB1 e TRACK em epimastigotas e tripomastigotas sanguineos de
Trypanosoma rangeli. Quantificac8o relativa realizada utilizando os genes de
referéncia GAPDH, HGPRT e RNA60S. Os resultados foram obtidos por ensaios
de gPCR e representam a média e o desvio padrdo de dois experimentos
independentes, realizados em duplicata. O sinal *** indica diferenca
estatisticamente significante (p < 0,0005), teste t de Student ndo-pareado. Epi =
epimastigotas em fase exponencial de crescimento, Tripo = tripomastigotas
sanguineos de fase aguda (segundo e quinto d.p.i.). QR = Quantificacdo
Relativa.

A avaliacdo em conjunto dos tripomastigotas sanguineos de fase
aguda resultou no aumento do desvio padrdo para MOB1 e TRACK,
mas também permitiu a aplicagdo de testes estatisticos que asseguraram
a robustez dos dados obtidos para Aurora quinase 1 e, principalmente,
para Polo-like quinase, que revelou uma diferenga estatisticamente
significante (p < 0,0005) entre as formas epimastigota e tripomastigota
sanguinea. Em consonancia com os resultados descritos neste trabalho,
0s niveis de transcritos para Polo-like quinase mais uma vez se
mostraram reduzidos em amostras de parasitos onde as taxas de
multiplicacdo sdo desconhecidas. Uma vez que neste caso 0s parasitos
em questdo sdo tripomastigotas sanguineos de fase aguda, este resultado
preliminar é bastante intrigante e merece ser investigado futuramente. O
importante a se ressaltar neste momento é a validade das metodologias
aplicadas, tanto a citometria de fluxo quanto a qPCR, para se estudar o
ciclo biolégico do T. rangeli no hospedeiro mamifero.



95

5. DISCUSSAO

O T. rangeli é um tripanosoma capaz de infectar humanos nas
Américas, sendo que muitas de suas caracteristicas biol6gicas e
epidemioldgicas se sobrepbem aquelas do T. cruzi. No entanto, o T.
rangeli ndo é considerado patogénico para o hospedeiro mamifero, o
gue o torna um intrigante organismo a ser estudado, especialmente no
contexto da doenga de Chagas. Apesar dessas informagdes ja serem
bastante difundidas, aspectos basicos do ciclo bioldgico deste parasito
no hospedeiro mamifero permanecem controversos. Em busca de novas
ferramentas para o estudo do ciclo celular do T. rangeli e objetivando a
elucidagdo de alguns de seus comportamentos biolégicos, o presente
trabalho gerou contribui¢cBes importantes, as quais serdo discutidas a luz
do que ja foi descrito para T. cruzi, T. brucei e para o préprio T. rangeli.

O ciclo celular in vitro de T. cruzi e T. brucei ja foi
extensivamente estudado, sendo que cada fase teve sua duragdo
calculada e seus eventos morfoldgicos determinados e ordenados no
ciclo (SHERWIN; GULL, 1989a; WOODWARD; GULL, 1990; ELIAS et al.,
2007). Os resultados obtidos nestes estudos serviram como base para a
investigagdo do ciclo celular in vitro do T. rangeli, descrito pela
primeira vez neste trabalho e resumido esquematicamente na Figura 26.
De fato, a ordem dos eventos morfoldgicos durante o ciclo celular
parece ser comum aos trés tripanosomas: a duplicacdo do flagelo,
gerando células 1N 1K 2F, é seguida pela segregacdo do cinetoplasto
(1IN 2K 2F) e, por fim, ocorre a separacao dos nucleos (2N 2K 2F).

Figura 26. Representacdo
esquematica das alteracdes
morfolégicas durante o ciclo
celular in vitro do Trypanosoma
rangeli. Células 1IN 1K 1F
encontram-se nas fases G1/S,
células 1IN 1K 2F estdo em G2,
células IN 2K 2F, em fase M
(mitose) e, por fim, células 2N 2K
2F estdo na fase C (citocinese). A
duracdo de cada fase esta
representada. N = nucleo, K =
cinetoplasto; F = flagelo.
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A proporcdo consideravelmente maior de células 1IN 1K 1F em
relacdo aos demais padrdes morfoldgicos foi também observada em T.
brucei (WOODWARD; GULL, 1990), T. cruzi (ELIAS et al., 2007) e até no
proprio T. rangeli (ESTEVES, 2009). Considerando a pequena propor¢ao
de células IN 2K 2F, detectadas entre as etapas de 1N 1K 2F e 2N 2K
2F, provavelmente a segregacdo do cinetoplasto ocorre em momento
bastante proximo da separacdo dos nucleos, tanto que em alguns casos
excepcionais é possivel que a duplicagdo dos nlcleos até preceda a
divisdo do cinetoplasto, uma vez que eventualmente células 2N 1K 2F
foram observadas. Pela sua raridade e por ndao estarem descritas em T.
cruzi ou T. brucei, mesmo ja tendo sido registradas em L. mexicana
(WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011), estas células 2N 1K 2F foram
desconsideradas no calculo da duracdo das fases, sendo consideradas
morfologias que escapam & progressdo natural do ciclo celular.

O tempo de duplicacdo da cepa Choachi de T. rangeli foi
calculado em 26,2 horas, sendo um pouco mais longo que o tempo de
duplicacdo da cepa Y de T. cruzi, estimado em 24 horas (ELIAS et al.,
2007), e tendo mais de trés vezes a duracdo do ciclo da cepa 427 de T.
brucei, calculado em 8,67 horas (WOODWARD; GULL, 1990). A
proximidade do T. rangeli ao T. cruzi quanto ao tempo de duplicagéo,
no mesmo meio de cultura, reforca o compartilhamento de certas
caracteristicas inerentes a estes dois parasitos que se refletem no seu
ciclo celular.

Para estimar a duragdo de cada fase do ciclo celular, as mesmas
equacdes aplicadas neste trabalho haviam sido previamente utilizadas
nos estudos com T. cruzi e T. brucei (WOODWARD; GULL, 1990; ELIAS
et al., 2007). Entretanto, algumas distingdes precisam ser apontadas,
como o célculo da duragdo da fase G2. Nos estudos com T. brucei a
duracdo desta fase foi estimada através de duas metodologias distintas
que consideraram a percentagem de organelas em divisdo marcadas com
BrdU (WOODWARD; GULL, 1990). Devido a fraca marcagdo com BrdU
no ndcleo do T. rangeli, porém, a aplicacdo destas metodologias
comprometeu a precisdo das estimativas.

Os estudos conduzidos com T. cruzi revelaram que a
externalizacdo do novo flagelo ocorre apenas durante a fase G2, de
forma que o periodo mais curto necessario para o aparecimento de
marcacdo com BrdU em células contendo dois flagelos corresponderia
ao periodo entre o término da fase S e o crescimento do novo flagelo
(ELIAS et al., 2007). Assim, devido a semelhanca com T. cruzi, estes
mesmos pressupostos foram aplicados para estimar a duragdo da fase G2
em T. rangeli: inicialmente, a proporcdo de células 1IN 1K 2F foi
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utilizada para calcular uma parte da extensdo da fase G2, a qual foi
somado 0 menor tempo necessario para estas células 1IN 1K 2F
aparecerem marcadas com BrdU. No céalculo da duragdo da fase G2,
Elias e colaboradores (2007) consideraram ainda o tempo necessario para
o0 aparecimento de células 2N 2K 2F marcadas com BrdU, o qual ndo
pdde ser aplicado para T. rangeli devido ao fato de que células 2N 2K
2F marcadas foram observadas nas primeiras horas de incorporacéo do
BrdU, sugerindo que uma nova fase S possa ter inicio antes que a
citocinese do ciclo anterior esteja concluida.

Uma vez estimada a duracdo da fase G2, as duragdes da fase S e,
consequentemente, da fase G1, puderam ser calculadas também. Apesar
da marcagdo por BrdU ter sido fraca no nacleo de T. rangeli, na maioria
das vezes que este apareceu marcado também havia um sinal no
cinetoplasto, e vice-versa, sugerindo que as fases S de ambos sdo
distinguiveis apenas por um curto periodo de tempo e permitindo o
calculo de uma fase S Unica para ambas as organelas. A marcagdo
simultanea de nlcleo e cinetoplasto por BrdU também foi observada na
maioria das vezes em T. cruzi, para o qual também foi calculada apenas
uma fase S (ELIAS et al., 2007).

Embora a permanéncia de BrdU na célula eventualmente
ocasione a inibicdo alostérica da enzima ribonucleotideo redutase,
impedindo a sintese de DNA (MEUTH; GREEN, 1974), a curva de
crescimento até 24 horas de parasitos expostos ao BrdU foi idéntica
aquela de parasitos ndo expostos. De qualquer forma, é possivel que a
partir de aproximadamente 8 horas tenha inicio alguma reducdo na
sintese do DNA, pois a proporcdo de células marcadas com BrdU
passou a ser relativamente pequena e altamente varidvel entre as
diferentes amostras e experimentos.

Uma vez que apenas uma fase S foi considerada, calculou-se
também apenas uma fase M. As duracdes desta fase e da fase C foram
estimadas exclusivamente a partir da proporcéo de células apresentando
os eventos morfolégicos 1IN 2K 2F e 2N 2K 2F, respectivamente. No
intuito de facilitar a comparacao do ciclo de T. rangeli com os ciclos de
T. cruzi e T. brucei, a proporcdo de cada fase no ciclo esta representada
na Tabela 3.
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Tabela 3. Proporgéo de cada fase do ciclo celular em Trypanosoma rangeli, T.
cruzi e T. brucei.

Fases T. rangeli T. cruzit T. brucei®
Gl 46% 45% 40%
S 23% 10% 18%
G2 15% 36% 22%
M 4% 1,5% 8%
C 12% 7,5% 12%

*Dados obtidos de ELIAS et al., 2007.
2Dados obtidos de WOODWARD; GULL, 1990.

E possivel notar que, embora os tempos de duplicagdo de T.
rangeli e T. cruzi sejam semelhantes, as propor¢des de cada fase do
ciclo sdo distintas nestes parasitos. Destaca-se a principio a duracdo da
fase S, a qual é quase 2,5 vezes mais longa na cepa Choachi de T.
rangeli do que na cepa Y de T. cruzi. Este resultado é intrigante uma vez
que dados preliminares do Projeto Genoma do T. rangeli indicam que
seu genoma possui cerca de 124 Mb em média (Edmundo Grisard,
UFSC, comunicagédo pessoal), ao passo que o genoma da cepa Y de T.
cruzi esta estimado em 157,5 Mb (SOUZA et al., 2011), de forma que sua
duplicagdo deveria ser mais demorada. Por outro lado, o genoma de T.
brucei ¢ muito menor (70 Mb) (BERRIMAN et al, 2005), em
conformidade com sua fase S mais curta, embora proporcionalmente
semelhante a fase S de T. rangeli.

A excecdo da fase G1, as fases do ciclo celular de T. rangeli s&o
na verdade proporcionalmente mais semelhantes as fases do ciclo de T.
brucei, chegando a ser idénticas no caso da fase C. Isto é bastante
intrigante, especialmente levando em consideracdo outras semelhancas
entre T. rangeli e T. brucei, as quais ndo sdo compartilhadas com T.
cruzi, como a transmissdo ao hospedeiro mamifero através da via
inoculativa. De fato, ainda é discutida a posicdo taxonémica do T.
rangeli entre o grupo Stercoraria, ao qual pertence o T. cruzi e outros
tripanosomas transmitidos pela via contaminativa, e o grupo Salivaria,
onde se encontra o T. brucei e outros tripanosomas transmitidos por
inoculacdo. Originalmente incluido no grupo Stercoraria (HOARE, 1968),
o T. rangeli ja foi considerado mais préximo do grupo Salivaria (ANEZ,
1982) e, atualmente, sua classificacdo ainda € um dilema (GRISARD,
2002).

Outro aspecto da biologia do T. rangeli permeado por
controvérsias é sua capacidade de multiplicacdo no hospedeiro
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mamifero, a qual foi enderecada no presente estudo através de diferentes
estratégias. As principais abordagens contaram com a analise da
progressao do ciclo celular através da citometria de fluxo e com a
realizacdo de ensaios de qPCR para a detec¢do de transcritos associados
a proteinas da citocinese que, em conjunto, produziram dados robustos e
mostraram-se validas para futuras aplicagdes neste campo.

A progressdo do ciclo celular em T. rangeli pbde ser
acompanhada por citometria de fluxo gragas & sincronizagéo da cultura
por HU. A HU age primariamente como inibidora da enzima
ribonucleotideo  redutase, reduzindo a disponibilidade de
desoxiribonucleotideos e, portanto, impedindo a sintese de DNA
(ELFORD, 1968). E importante ressaltar, entretanto, que a sintese de
RNA e de proteinas ndo é afetada pela HU (YOUNG; HODAS, 1964).
Assim, células tratadas com HU tém seu ciclo celular interrompido antes
da fase S, a partir da qual retomam a progressdo uma vez que a HU
tenha sido removida do meio de cultura.

Um estudo com T. cruzi demonstrou que as concentraces de HU
necessarias para causar este efeito em tripanosomas (20 mM) séo altas,
sendo inclusive toxicas para células de mamiferos. Apesar disso, neste
parasito ndo ha toxicidade induzida pela HU, uma vez que ndo houve
divergéncias na utilizacdo de oxigénio nem no conteldo de RNA e
proteina por célula entre parasitos tratados e ndo tratados com HU
(GALANTI et al., 1994). Assim, a HU inibe a sintese de DNA sem afetar
outros processos metabolicos.

Embora a eficiéncia da sincronizacdo por HU seja influenciada
por diversos fatores, incluindo o tempo de duplicacdo da célula, a
quantidade de DNA por célula e a taxa de sintese de DNA, a maxima
supressdo e concomitante sincronia da sintese do DNA em T. cruzi foi
alcancada quando se utilizou 20mM de HU por 24 horas (GALANTI et
al., 1994). Da mesma forma, estudos conduzidos pelo Laboratério de
Protozoologia e uma dissertacdo de Mestrado (ESTEVES, 2009)
demonstraram que a concentracdo de 20 mM de HU por 24 horas
também ¢ ideal para a sincronizagdo do ciclo celular de T. rangeli. As
contagens em camara de Neubauer e a andlise por citometria de fluxo
confirmaram que nesta concentracdo a HU é capaz de suprimir
fortemente a multiplicacdo dos parasitos.

Uma vez liberados da HU, através da adicdo de meio de cultura
livre deste composto, os parasitos ingressam no ciclo celular a partir da
fase S em sincronia. A progressdo do ciclo pode entdo ser acompanhada
por citometria de fluxo, através da marcacdo do DNA com, por
exemplo, iodeto de propidio. Células que ainda ndo duplicaram 0 DNA,



100

ou seja, estdo em fase G1, emitirdo uma determinada quantidade de
fluorescéncia quando marcadas com iodeto de propidio; células que ja
tiveram seu DNA duplicado e estdo, portanto, em fase G2, emitirdo o
dobro desta quantidade de fluorescéncia. Assim, formam-se duas
populagdes celulares distinguiveis pela sua quantidade de DNA e
representadas por dois picos no histograma, 0 que permite avaliar a taxa
de multiplicacdo da cultura de células, além da sua progressdo no ciclo
celular.

Em T. cruzi, a liberagdo da HU apds 24 horas de exposi¢do
revelou que, em 7 horas, a maior parte da populacdo se encontrava na
fase S e, em 12 horas e 26 horas, na fase G2 (GALANTI et al., 1994). Da
mesma forma, em T. rangeli o0s parasitos encontraram-se
presumidamente na fase S até 7 horas e meia apds a liberacdo da HU,
alcancando a fase G2 em torno de 10 horas. No experimento II,
inclusive, o pico referente aos parasitos em G2 reapareceu apés 19 e 23
horas da liberacdo da HU. Por outro lado, nos experimentos | e 11l a
partir de 15 horas apos a liberacdo da HU as culturas apresentaram um
perfil semelhante ao de culturas ndo sincronizadas. No caso da cultura
controle, a qual ndo foi tratada com HU, embora seja possivel notar uma
variacdo nas proporcdes de parasitos em G1 e em G2, ambas estdo
aproximadamente equivalentes em todos os horarios analisados.

Ainda que culturas sincronizadas difiram em muitos aspectos de
culturas assincronas, os tempos da progressdo do ciclo celular
observados apds sincronizagdo com HU sdo aproximadamente
equivalentes as duracdes de cada fase do ciclo estimadas a partir de
culturas em crescimento exponencial. Considerando que células
sincronizadas estdo estagnadas na fase G1, com a liberacdo da HU e
ingresso no ciclo deveriam concluir a fase S cerca de 6 horas depois. A
fase G2 se estenderia por aproximadamente 4 horas, a qual se seguiriam
uma hora de fase M e mais 3 horas de fase C. Uma vez que na
citometria de fluxo estas trés fases estdo reunidas no pico referente a
fase G2, pois nelas 0 DNA ja esta duplicado, pode-se dizer que apés as
6 horas de fase S, ocorrem 8 horas de fase G2/M/C. Assim, somam-se
14 horas aproximadas para a conclusdo do ciclo celular apés a liberacao
da HU, o que de fato foi observado com as culturas sincronizadas, em
particular nos experimentos I e I1l.

Um estudo realizado com a cepa SC-58 de T. rangeli revelou que
a maior percentagem de células em citocinese (2N 2K 2F) foi observada
entre 18 e 20 horas apds a liberagdo da HU (ESTEVES, 2009). Embora o
tempo de duplicacdo da cepa SC-58 ndo tenha sido calculado,
normalmente sua taxa de multiplicacdo é mais lenta que a da cepa
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Choachi, requerendo inclusive maior suplementacdo do meio de cultura
com SBF (Débora Liickemeyer, UFSC, comunicacdo pessoal). Dessa
forma, ndo surpreende que o ciclo celular da cepa Choachi de T. rangeli
seja concluido antes que o ciclo da cepa SC-58 apos a liberagéo da HU.

Nas primeiras horas apds a remogdo da HU, as culturas dos trés
experimentos conduzidos com a cepa Choachi de T. rangeli avangaram
no ciclo celular de forma semelhante, tornando-se distintas a partir do
ingresso na fase G2. Apesar desta variabilidade, que reflete a
plasticidade destes tripanosomas, € notavel que se possa identificar um
padrdo na progressao do ciclo celular em experimentos conduzidos
independentemente. Esta observagao torna-se ainda mais impressionante
guando associada aos resultados de gPCR.

A gPCR € uma poderosa ferramenta para a quantificacdo de
acidos nucléicos devido a sua combinacgdo de rapidez, sensibilidade e
especificidade. No entanto, por causa destas mesmas caracteristicas uma
série de fatores pode interferir nos ensaios e gerar dados pouco
confiaveis, de forma que todas as etapas entre a obtencdo das amostras e
a analise das curvas de amplificacdo precisam ser cuidadosamente
monitoradas. Assim, Bustin e colaboradores (2009) desenvolveram uma
lista de itens essenciais a serem conferidos durante a realizacdo de
experimentos com gPCR, os quais foram contemplados neste trabalho e
encontram-se descritos nas se¢des de Materiais e Métodos e Resultados.

No caso do T. rangeli em particular, a propriedade de
sensibilidade da gPCR foi a principal razdo de escolha dessa técnica,
apesar dos percalcos envolvidos em avaliar niveis de mRNA em
parasitos cuja transcricdo é policistronica. Apesar de a regulagdo
transcricional ser praticamente inexistente, todavia, o controle pos-
transcricional nestes organismos envolve taxas de degradagédo
diferencial dos mRNA, permitindo répidas e detectaveis mudancas em
seus niveis (ARCHER et al., 2011). Portanto, para a interpretacdo
funcional da variacdo na abundancia de mRNA é necessario que haja
uma quantificacdo precisa dos transcritos, e uma normalizagdo interna
com validos genes de referéncia (BRENNDORFER; BOSHART, 2010).

Quando varios genes de referéncia sdo  utilizados
simultaneamente, a probabilidade de ocorréncia de viés na normalizacéo
é reduzida (BRENNDORFER; BOSHART, 2010) e, por este motivo, trés
genes de referéncia foram escolhidos para os ensaios de qPCR deste
estudo: GAPDH, HGPRT e RNA 60S. A escolha destes genes em
particular teve como base estudos que relataram previamente sua
utilizacdo em tripanosomas (NOGUEIRA et al., 2006; REGIS-DA-SILVA et
al., 2006; HAANSTRA et al., 2011), associada ao fato de codificarem para
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proteinas associadas a diferentes funcBes. A enzima GAPDH atua na
primeira etapa da glicolise, sendo, portanto, vinculada ao metabolismo
energético. A enzima HGPRT tem um papel central na geracdo de
purinas através da via da salvagdo, e a subunidade 60S do RNA
ribossomal é associada as taxas de traducéo dos parasitos.

As limitadas opgOes de genes em tripanosomatideos que possam
ser utilizados como referéncia se devem em grande parte a sua
capacidade de assumir distintas formas bioldgicas. Por causa dos
diferentes tamanhos que estas formas adquirem, genes de referéncia
tradicionalmente utilizados, como para o e B-tubulina, apresentam
grandes variages nos niveis de transcritos (DA SILVA;
BARTHOLOMEU; TEIXEIRA, 2006). Além disso, em tripomastigotas os
niveis de transcricdo como um todo tendem a ser reduzidos devido ao
estresse nutricional (ELIAS et al., 2001), dificultando a avaliacdo da
estabilidade dos genes de referéncia. Assim, os trés genes de referéncia
escolhidos para este estudo foram testados nas diferentes condicGes
analisadas, sendo excluidos aqueles em que houve maior varidncia
interna; por exemplo, os valores obtidos para HGPRT nos experimentos
em que parasitos foram tratados com HU.

A escolha de trés genes de referéncia conferiu robustez aos dados
obtidos, uma vez que 0 mesmo padrdo de niveis relativos de transcritos
pdde ser observado quando cada gene de referéncia foi utilizado
isoladamente para os célculos de quantificacdo relativa. Dessa forma,
confirmou-se a validade de GAPDH, HGPRT e RNAG0S para aplicacdo
em ensaios de gPCR com as amostras utilizadas neste estudo.

Em todos os momentos neste trabalho objetivou-se a comparacédo
dos niveis de transcritos para proteinas associadas ao ciclo celular entre
formas sabidamente em divisdo celular, os epimastigotas em fase
exponencial de crescimento, e formas cuja capacidade de divisdo
encontrava-se reduzida ou ausente, 0s epimastigotas em fase
estaciondria, ou tratados com HU, e os tripomastigotas. Apesar da
transcricdo policistronica de tripanosomatideos, alguns estudos apontam
niveis de transcritos variaveis durante o ciclo celular, como o de Archer
e colaboradores (2011). Isto possivelmente se deve a sofisticada
regulacdo a que cada evento neste processo & submetida, exigindo
variagdes nos niveis de proteinas que precisam ser controladas desde o
estagio de mRNA.

Durante a fase S, por exemplo, uma proteina ligante de RNA
denominada PUF9 é responsavel pela estabilizagdo de transcritos
associados a proteinas que coordenardo processos replicativos no inicio
da fase G2 (ARCHER et al., 2009). Por outro lado, os mMRNA codificantes
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para histonas sdo rapidamente degradados ao final da fase S, pois ndo
mais serdo necessarios uma vez que a sintese do DNA esteja concluida
(NOE; CIUDAD; CHASIN, 1999). Surpreendentemente, o perfil
transcriptdbmico no decorrer do ciclo celular de T. brucei revelou a
regulacéo de pelo menos 430 genes (ARCHER et al., 2011). Dentre estes
se encontraram 0s genes para Aurora quinase 1 e para Polo-like quinase,
cuja variacdo durante o ciclo celular também foi observada no presente
trabalho com T. rangeli.

No caso da Aurora quinase 1, a qual esté associada a formagao do
fuso mitético e & iniciacdo da citocinese através do estabelecimento do
sulco de clivagem, os picos nos niveis de transcritos foram observados
em T. brucei ao final da fase S e durante a fase G2 (ARCHER et al.,
2011). Da mesma forma, os ensaios de gPCR e citometria de fluxo com
parasitos sincronizados de T. rangeli mostraram que 0 pico nos niveis de
transcritos para Aurora quinase 1 se deu quando a maior parte dos
parasitos estava em G2, cerca de 10 horas ap6s a liberagdo da HU nos
trés experimentos e, em particular no experimento I, as 19 e 23 horas.

O mesmo ocorreu com 0s niveis de transcritos para Polo-like
quinase em T. rangeli, que apresentaram um nitido pico cerca de 10
horas apds a liberacdo da HU, além de outros tempos em que grande
parte dos parasitos se encontrava na fase G2 — tais como a partir de 15
horas no experimento 1. Esta observacdo é condizente com as fungfes
atribuidas a Polo-like quinase na segregacdo de organelas e
acompanhamento do crescimento da FAZ, processos que tém inicio ao
final da fase S e se estendem durante a fase G2/M (IKEDA; DE
GRAFFENRIED, 2012). Por outro lado, apesar de o maior pico ter
ocorrido por volta das 10 horas, os niveis de transcritos para Polo-like
quinase comecaram a aumentar logo apds a retomada da fase S, entre 5
e 7 horas e meia apés a liberacdo da HU. Em T. brucei, os picos de
transcritos de Polo-like quinase parecem surgir ainda mais cedo — isto &,
antes da fase S —, algo inesperado para uma proteina envolvida na
regulacdo da fase G2/M, mas que pode indicar uma preparagdo
adiantada para a producdo de proteinas que serdo necessarias
posteriormente (ARCHER et al., 2011).

Apesar das pequenas diferencas observadas, é notavel que os
niveis de transcritos para duas proteinas associadas ao ciclo celular
apresentem um padrdo semelhante de abundancia relativa em T. brucei e
T. rangeli, especialmente considerando que a metodologia utilizada no
estudo com T. brucei foi completamente distinta dos ensaios de qPCR
realizados neste estudo com T. rangeli. Infelizmente, o estudo com T.
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brucei (ARCHER et al., 2011) ndo apresentou qualquer mencéo acerca
dos niveis de transcritos para MOB1 e TRACK.

Embora MOBL1 seja uma proteina regulatéria do ciclo celular e
esteja predominantemente associada ao posicionamento do sulco de
clivagem (HAMMARTON et al., 2005), seus niveis de transcritos nao
estiveram fortemente associados a parasitos em divisdo celular. Na
verdade, os niveis de transcritos para MOB1 parecem variar de acordo
com as taxas de multiplicacdo celular apenas nos experimentos que
avaliaram a progressdo do ciclo apds a liberacdo da HU. Nestes, em
particular no experimento 11, h& um aumento importante nos seus niveis
de transcritos conforme o ciclo celular avanga. No experimento 1l, seus
niveis aumentaram a partir das 15 horas apds liberacdo da HU e
persistiram altos até as 23 horas — nestes tempos no experimento 1l
houve uma grande quantidade de parasitos em G2, algo que ndo foi
observado nos experimentos | e I11.

De maneira geral, entretanto, o que se observou para o0s
transcritos de MOB1 foi uma flutuacdo aleatéria que sugere que a
regulacdo de MOB1 ndo é requerida no estagio de mRNA ou, ainda, que
esta proteina apresentaria outras funcdes ao longo do ciclo celular.
Infelizmente ndo ha quaisquer relatos na literatura sobre os niveis de
MRNA para MOBL1 que possam servir de comparagdo aos resultados
obtidos neste estudo. De qualquer forma, a variacdo nos niveis de
transcritos de MOBL1 observada em T. rangeli a descartou como um
possivel marcador molecular da citocinese.

No que diz respeito aos niveis de transcritos para TRACK, 0s
resultados de um estudo com T. brucei revelaram o oposto do que seria
esperado para uma proteina associada a progressdo do sulco de
clivagem, uma vez que parasitos em rapida divisdo apresentaram niveis
mais baixos que formas estagnadas em fase GO (MATTHEWS; GULL,
1998). Além disso, foi relatado que em formas prociclicas replicativas os
MRNA para TRACK sequer foram detectados por ensaios de Northern
blot (WELBURN; MURPHY, 1998). Inclusive em células de mamiferos os
altos niveis de transcritos para TRACK foram associados a baixas taxas
de multiplicagdo celular (CHANG et al., 1998). Quanto a expressao
protéica, porém, TRACK estd presente tanto em formas prociclicas
quanto formas sanguineas de T. brucei, e é indispensavel para a
citocinese (ROTHBERG et al., 2006).

Os niveis de transcritos para TRACK se mostraram associados
predominantemente a formas em divisdo de T. rangeli apenas durante a
cinética de crescimento apds a liberagdo da HU. Nas demais
comparacdes 0s niveis de transcritos para TRACK flutuaram bastante
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entre as amostras, resultando em desvios padrfes altos que sugerem que
a variacao nos niveis de omRNA de TRACK ndo se associa as taxas de
multiplicacdo do T. rangeli.

E interessante notar que durante a cinética de diferenciacio para
tripomastigotas, contudo, os niveis de transcritos para TRACK foram
bastante estaveis. De fato, um estudo que avaliou por espectrometria de
massas as proteinas expressas durante a diferenciacdo celular de T.
rangeli (WAGNER, 2012) revelou que TRACK esta presente ao longo de
todo este processo (Glauber Wagner, UFSC, comunicagdo pessoal).
Considerando que as taxas de multiplicacdo sdo bastante reduzidas
conforme o nimero de tripomastigotas aumenta, a deteccdo de TRACK
nestes momentos reforga sua capacidade de realizar fungbes além
daquelas associadas a citocinese. Por exemplo, fungfes envolvidas no
controle traducional de tripanosomatideos, uma vez que a TRACK de T.
brucei j& foi encontrada em associagdo ao fator de elongacédo eucariético
eEF1A (REGMI et al, 2008). Em conjunto, estes resultados
comprometeram a utilizagdo de TRACK como marcador molecular da
citocinese em T. rangeli.

Considerando apenas os resultados obtidos na cinética de
progressdo do ciclo celular apés a liberagcdo da HU, € possivel inferir
que os niveis de transcritos para todas as proteinas escolhidas como
potenciais marcadores moleculares da citocinese apresentam-se de certa
forma associados as taxas de multiplicagcdo do parasito. Entretanto, a
partir da observacdo dos demais ensaios de gPCR, uma proteina em
especial se destaca como uma promissora candidata a marcador
molecular da citocinese em T. rangeli: a Polo-like quinase.

Em todos os experimentos conduzidos, os transcritos para Polo-
like quinase estiveram significantemente associados a proliferagédo
celular dos parasitos, apresentando-se relativamente mais altos em
parasitos em crescimento exponencial e diminuindo quando a taxa de
multiplicacdo estava reduzida. Foi possivel inferir esta associacdo
porque cada ensaio de gPCR que comparou as variagdes nos niveis de
transcritos foi acompanhado por analise em citometria de fluxo, o que
forneceu o perfil de cada amostra quanto as taxas de divisao celular. No
caso de Polo-like quinase, a utilizacdo de um soro policlonal dirigido a
TbPLK (DE GRAFFENRIED; HO; WARREN, 2006) permitiu ainda a
obtencdo de dados acerca do perfil de expressdo dessa proteina em T.
rangeli.

Nos epimastigotas em fase exponencial de crescimento os niveis
de transcritos para Polo-like quinase foram significativamente altos, e
também foi forte o sinal na banda a altura de 70 kDa detectada pelo soro
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anti-TbPLK. Por outro lado, em parasitos sabidamente com reducao nas
taxas de multiplicagdo, como epimastigotas em fase estacionaria e
parasitos tratados com HU, os niveis de transcritos para Polo-like
quinase cairam drasticamente. Nos parasitos tratados com HU, o forte
sinal a altura de 70 kDa também n&o foi detectado pelo soro anti-TbPLK
— parasitos em fase estacionaria ndo foram analisados quanto a este
aspecto. Em T. brucei, a TOPLK é detectada tanto nas formas prociclicas
como nas formas sanguineas do parasito, ambas formas proliferativas
(UMEYAMA; WANG, 2008). Da mesma forma, seus transcritos também
foram detectados em ambas as formas por Northern blot, em niveis
comparéveis (HUA; WANG, 1994).

A forte associacao entre os transcritos para Polo-like quinase e as
taxas de multiplicacdo do T. rangeli detectada nos experimentos iniciais
com epimastigotas permitiu estender esta correlacdo para avaliar formas
do parasito cuja capacidade de divisdo ainda € controversa, 0s
tripomastigotas. Os ensaios de gPCR revelaram que os niveis de
transcritos para Polo-like quinase também foram significativamente
reduzidos em tripomastigotas de cultura, nos quais a proteina de 70 kDa
ndo foi detectada. Em parasitos coletados durante a diferenciagéo celular
esta proteina também ndo pdde ser observada, embora os niveis de
transcritos ndo tenham sofrido alteragdes significantes. No entanto, esta
aparente manutencao nos niveis de transcritos pode se dever ao fato de
que a amostra calibradora neste experimento foi a de parasitos no
segundo dia da diferenciacdo, ou seja, parasitos que ja haviam sido
transferidos para um meio onde a multiplicacéo celular é reduzida.

Ainda que o tamanho da proteina reconhecida pelo soro anti-
TbPLK seja cerca de 10 kDa menor que o tamanho esperado para a
Polo-like quinase de T. rangeli, é notavel que seu padrdo de expressao
seja corroborado pelos dados obtidos por qPCR, e vice-versa. Estudos
conduzidos com T. brucei utilizando este mesmo soro para detec¢do da
TbPLK infelizmente ndo revelam seu tamanho obtido nos ensaios de
Western blot (HAMMARTON et al., 2007; LI et al., 2010; UMEYAMA;
WANG, 2008; YU; LIU; LI, 2012). No entanto, de Graffenried
(comunicacao pessoal) escreveu que uma proteina maior que o tamanho
esperado foi observada para este parasito, possivelmente devido a
fosforilagGes, e que, além disso, algumas proteinas de tamanho menor
também foram detectadas.

Considerando que a proteina detectada no extrato protéico de
parasitos em multiplicagdo trata-se da Polo-like quinase de T. rangeli e
relacionando estes resultados com aqueles obtidos para seus transcritos,
sob a Otica deste marcador molecular, tanto em nivel de mRNA como
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em nivel de proteina, é possivel inferir que os tripomastigotas de cultura
ndo sofrem divisdo celular. Outros dados corroboram esta afirmacéo,
como a propria contagem dos parasitos durante a diferenciacdo celular, a
qual é estabilizada a partir do quarto dia.

Além disso, ensaios de gPCR mostraram que também foram
significantemente reduzidos em tripomastigotas os niveis de transcritos
para Aurora quinase 1, os quais também estiveram associados a
parasitos em multiplicacdo, ainda que de forma mais sutil que os
transcritos para Polo-like quinase. Infelizmente, a utilizagdo de Aurora
quinase 1 como marcador molecular da citocinese foi prejudicada pela
grande variagdo nos seus niveis de transcritos entre as replicatas
bioldgicas, o que gerou grandes desvios e reduziu sua confiabilidade.
Nos experimentos que utilizaram formas tripomastigotas de cultura,
contudo, os dados obtidos para os niveis de transcritos de Aurora
quinase 1 foram bastante reprodutiveis.

Por fim, a anélise das culturas de T. rangeli por citometria de
fluxo e a obtengdo dos histogramas por si s6 € uma ferramenta valiosa
para avaliar a capacidade de multiplicacdo dos parasitos. Tanto em
parasitos tratados com HU como em tripomastigotas de cultura, a
propor¢do de células em fase G1 é muito maior, sugerindo uma pequena
taxa de multiplicacdo celular. Como nas culturas de tripomastigotas ha
uma pequena quantidade de epimastigotas, foram analisados também
tripomastigotas purificados e, dessa vez, apenas um pico foi detectado
nos histogramas, sugerindo a presenca de apenas parasitos em fase G1.

A possibilidade de delimitar zonas de analise de acordo com o
tamanho das células na citometria de fluxo, associada & sua
sensibilidade, criou a oportunidade de analisar tripomastigotas obtidos
diretamente do sangue de um mamifero infectado, os quais sdo 0s
verdadeiros responsaveis pela controvérsia acerca da multiplicagédo
celular do T. rangeli neste hospedeiro. Assim, um estudo preliminar
com tripomastigotas sanguineos de fase aguda revelou que estes também
apresentam apenas um pico no histograma da citometria de fluxo,
retratando parasitos na fase G1 que, portanto, ndo estdo se dividindo.
Aproveitando a obtengdo destas amostras e apostando na sensibilidade
da técnica de gPCR, os niveis de todos os transcritos foram avaliados
em comparagao com epimastigotas em fase exponencial de crescimento.
Novamente, 0s niveis de transcritos para Polo-like quinase
apresentaram-se bastante reduzidos em relacdo a parasitos em
multiplicacdo, sugerindo também sob este aspecto que os
tripomastigotas sanguineos ndo se dividem.
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Uma vez que apenas um experimento foi conduzido utilizando
formas tripomastigotas sanguineas, ndo € recomendavel derivar
conclusdes a partir de seus resultados. Na verdade, o que deve ser
considerado € o potencial da metodologia de gPCR, utilizando Polo-like
quinase como marcador molecular da citocinese, além da citometria de
fluxo, para avaliar o comportamento do T. rangeli em seu hospedeiro
mamifero. A sensibilidade destas técnicas, somada aos resultados
obtidos neste trabalho para parasitos cultivados in vitro, abre novas
perspectivas para a compreensao do ciclo biolégico do T. rangeli em sua
totalidade, pois permitem avaliar indicios moleculares e estruturais de
divisdo celular apesar do pequeno nimero de parasitos encontrados em
mamiferos.
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CONCLUSOES

O ciclo celular in vitro da cepa Choachi de Trypanosoma
rangeli tem duracdo de 26,2 horas, sendo que as primeiras
11,91 horas sdo dedicadas a fase G1, seguidas por 6,13 horas
em fase S, 3,88 horas em fase G2, 1,13 horas em mitose e
finalizando com 3,15 horas em citocinese;

A sequéncia aminoacidica predita para Aurora quinase 1
(AUK1), Polo-like quinase (PLK), MOB1 e TRACK revelou
uma alta identidade com suas homoélogas em T. cruzi e T.
brucei, além da presenca de dominios caracteristicos essenciais
para sua atividade;

Epimastigotas em fase exponencial de crescimento
apresentaram maior abundancia relativa de transcritos para
Aurora quinase 1 e, principalmente, Polo-like quinase — mas
ndo para MOBl1 e TRACK - quando comparados a
epimastigotas em fase estacionaria, parasitos tratados com HU e
tripomastigotas diferenciados in vitro;

Durante a diferenciacdo celular, os mais altos niveis de
transcritos para Aurora quinase 1 e Polo-like quinase estiveram
significantemente associados a parasitos com as mais altas taxas
de divisdo celular, ao passo que MOB1 e TRACK apresentaram
uma variacdo independente da capacidade de multiplicacdo do
parasito;

O acompanhamento da progressao do ciclo celular de T. rangeli
revelou que os mais altos niveis de transcritos para todas as
proteinas analisadas, em particular Polo-like quinase, coincidem
com a maior proporc¢do relativa de parasitos nas fases G2/M/C,
cerca de 10 horas apds a liberacdo da HU;

A Polo-like quinase de T. rangeli foi detectada no extrato
protéico de formas epimastigotas como uma proteina de
aproximadamente 70 kDa, a qual ndo foi reconhecida em
parasitos tratados com HU ou tripomastigotas de cultura;
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e Estudos preliminares utilizando tripomastigotas sanguineos
confirmaram o potencial das metodologias de gPCR e de
citometria de fluxo para o estudo do ciclo celular do T. rangeli,
especialmente utilizando Polo-like quinase como marcador
molecular.

Assim, este trabalho demonstrou que os niveis de transcritos para
Polo-like quinase estdo intrinsecamente associados as taxas de divisdo
celular do T. rangeli, sendo mais altos quando a proliferagcdo ocorre em
altas taxas e reduzindo conforme estas taxas diminuem (Figura 27).

Estes resultados indicam, portanto, que a Polo-like quinase € um
marcador molecular em potencial para o estudo do ciclo biol6gico do T.
rangeli no hospedeiro mamifero.

Epimastigota Tripomastigota

S > O
> B
2N 2K 2F

1N 1K 1F
HU e Estac.

Nivel de mRNA

Tripos sanguineos

Cinética do ciclo celular

Figura 27. Representacdo esquematica dos resultados obtidos para os
niveis de transcritos para Polo-like quinase durante o ciclo celular e a
diferenciagdo de Trypanosoma rangeli. HU = parasitos tratados com
hidroxiureia, Estac. = parasitos em fase de crescimento estacionaria, N =
nucleo, K = cinetoplasto, F = flagelo.

Além disso, foram também elucidados alguns aspectos referentes
ao ciclo celular in vitro do T. rangeli, como a duracdo de cada fase do
ciclo e sua progressdo sincronizada. Juntos, estes resultados abrem
novas perspectivas para a compreensao da biologia deste tripanosoma.
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