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RESUMO

Damasceno, FS. Papel da glutamina na biologia do Trypanosoma cruzi e Trypanosoma
brucei. [Tese (Doutorado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Séo Paulo; 2017.

Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei sdo 0s agentes etiol6gicos da doenca de Chagas e
da doenca do sono, respectivamente. A doenca de Chagas acomete pessoas, principalmente da
América Latina, sendo conhecida também como tripanossomiase americana. A doenca do
sono, também conhecida como tripanossomiase africana, acomete pessoas de diferentes
regibes da Africa subsaariana. Ambos agentes etiologicos s&o tripanossomatideos e
apresentam um ciclo de vida que alterna entre os hospedeiros mamiferos e os hospedeiros
invertebrados. T. cruzi e T. brucei apresentam um metabolismo baseado no consumo de
aminoéacidos e/ou glicose, dependendo da disponibilidade de nutrientes no ambiente. Os
aminoacidos sdo metabdlitos relevantes para varios processos biolégicos necessarios para
manuntecdo e viabilidade dos parasitas. Neste trabalho foi demonstrada a importancia da
glutamina (GIn) em diferentes aspectos da biologia do T. cruzi e a relevancia da Gln e da
enzima glutamina sintetase (GS) para formas sanguicolas de T. brucei. A Gln é transportada
pelo T. cruzi e pelo T. brucei a partir do meio extracelular. Em T. cruzi foi demonstrado que
esse transporte € realizado por um Unico sistema, saturavel, especifico, dependente de ATP e
do gradiente de H" da menbrana citoplasmatica do parasita. O transporte ¢ regulado ao longo
do ciclo de vida do parasita, sendo complementado pela atividade da enzima GS no
suprimento da quantidade de GIn requerida pelo parasita. Também foi demonstrado que a Gin
é importante para a replicacdo das formas amastigotas e epimastigotas, além de promover o
processo de metaciclogénese. Tratamento com analogos estruturais da GIn dimuiu a atividade
da enzima glucosamina: frutose-6-fosfato aminotransferase (GF6PA), diminuindo também a
proliferacdo do estagio epimastigota e a diferenciacdo para tripomastigota metaciclico. Além
do mais células infectadas e tratadas com 0s anadlogos apresentaram reducdo do nimero de
tripomastigotas que eclodiram das células, demonstrando que a GIn também é importante para
0s estagios intracelulares. Em formas sanguicolas de T. brucei, a enzima GS ¢é ativa, mas é
incapaz de suprir por si s6 a demanda de GIn do parasita, fazendo com que seja
completamente dependente do transporte a partir do meio externo mesmo quando a
biossintese de novo acontece. A Gln é importante para a proliferacdo das formas sanguicolas e
correta progresséo do ciclo celular. Em meio sem GIn os parasitas sdo incapazes de manter a
proliferacdo normalmente, sendo que este processo é dependente da concentracdo de GIn no
meio externo. Também foi demonstrado que a Gln participa de um processo de modificacéo
pos-traducional da tubulina, a glutamilacdo. Conclui-se portanto que a GIn € um aminoéacido
fundamental para sobrevivéncia do T. cruzi e do T. brucei.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Trypanosoma brucei. Glutamina. Doenca de Chagas.
Aminodcidos. Poliglutamilag&o.



ABSTRACT

Damasceno, FS. Role of glutamine in the biology of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma
brucei. [Ph. D. Thesis (Parasitology)]. Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2017.

Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei are the etiologic agent of Chagas’ disease and
sleeping sicknes, respectively. Chagas’ disease affects people mostly in Latin America and is
known as American Trypanosomiasis. Sleeping sickness, known as African Trypanosomiasis,
affects people and animals in sub-Saharan Africa countries. Both parasites are
trypanosomatids that have a complex life cycle, which alternates among a mammalian hosts
and insect vectors. T. cruzi and T. brucei are able to use carbohydrates and amino acids as
energy sources, depending on the availability of nutrients in the different environments that
parasites face during their life cycle. The amino acids are relevant to many biological
processes that are important to viability and maintenance in trypanosomatids. In this work we
demonstrate that glutamine (GIn) is an important metabolite that participates in many
biological processes in T. cruzi, as wel as the relevance of the enzyme glutamine synthetase
and GIn in bloodstream forms of T. brucei. T. cruzi and T. brucei are able to uptake GIn from
the extracellular medium. T. cruzi incorporates Gln through a single and saturable transport
system. GIn uptake system is dependent on ATP intracellular levels and H* gradient at the
cytoplasmic membrane level, being a highly specific system. GIn uptake is developmentally
regulated and is a complement of the GIn biosynthesis to supply the parasite Gln
requirements. Also we showed that Gln is important for the replicative stages amastigote and
epimastigote, and promotes the metacyclogenesis differentiation process. The treatment of the
parasites with GIn analogs inhibiting the the glucosamine fructose-6-phosfate impaired the
epimastigote replication and the differentiation from epimastigote to trypomastigote
metacyclic. Moreover, analogs treatment in the infected cells decreased the number of
trypomastigotes released from the cells, suggesting that GIn is important for the intracellular
development of T. cruzi. This work also demonstrates that the enzyme glutamine synthetase is
active in bloodstream forms of T. brucei, but its activity is not enough to fulfill the GIn
requirements of the parasite. T. brucei bloodstream forms are strictly dependent on GIn uptake
from the extracelular medium even when its de novo biosynthesis is operating. The proper
proliferation rate and correct cell cycle progression are dependent on Gln concentration in the
medium. Moreover we showed here that Gln participates in a relevant post-translational
modification of tubulin in bloodstream forms: ist glutamylation. This post-translational
modification is important for the microtubules dynamics and cytokinesis process. We
conclude that GlIn is a fundamental amino acid for the survival and maintenance of T. cruzi
and T. brucei.

Keywords: Trypanosma cruzi. Trypanosoma brucei. Glutamine. Chagas disease. Amino
acids. Poliglutamylation.
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1.1 Tripanossomiases

1.1.1 Aspectos gerais da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é causada
pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Esta doenca foi descoberta ha mais de um
século pelo médico brasileiro Carlos Chagas (Chagas, 1909), que descreveu ndo s6 o parasita
mas também o inseto vetor e os hospedeiros mamiferos. A doenca de Chagas acomete pessoas
pincipalmente na América Latina (Figura 1), estima-se que 8 milhdes de pessoas estdo
infectadas em todo mundo, e que ocorram 10 mil novos casos a cada ano, sendo que
aproximadamente 25 milhdes de pessoas vivem em areas de risco da infeccdo. As areas de
risco estdo localizadas principalmete em 21 paises da América Latina compreendendo paises
do México até a Argentina. Estudos recentes apontam para a edemicidade da doenca de
Chagas também no sul dos Estados Unidos. E considerada pela Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) como uma doenca negligenciada (WHO, 2017). Inicialmente a doenca de
Chagas acometia a popul¢cdo somente da Ameérica Latina, mas devido a migraces das pessoas
da &rea rural para as cidades e também das areas endémicas para outros paises em diferentes
continentes, a doenca de Chagas atualmente € um problema mundial. Ha relatos de casos em
paises ndo endémicos como Canada, Australia, Japdo, Franca, Italia, Suécia, Suica, Inglaterra
e Espanha, sendo que na Espanha se concentra o maior nimero de imigrantes infectados, que
sdo majoritariamente oriundos do Equador, Argentina, Bolivia e Peru (Gascon, Bern et al.,
2010) revisado por (Rassi, Rassi et al., 2012) e por (Perez-Molina,Molina, 2017).
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Figura 1 - Distribuicéo geografica da doen¢a de Chagas no mundo. Fonte: (Rassi,Marin-Neto, 2010).
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A doenca de Chagas € uma zoonose que tem como reservatorio natural uma ampla
variedade de mamiferos no continente americano. O T. cruzi é transmitido por véarias espécies
de trés géneros de insetos triatomineos hematofagos: Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. Na
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru o vetor mais encontrado é o
Triatoma infestans, j& na Coldmbia, Venezuela e América Central € o Rohodnius prolixus,
sendo o T. dimidiata encontrado no Equador e também na Ameérica Central, o R. pallescens é
principalmente encontrado no Panama. Nos Estados Unidos os dois principais vetores sdo T.
sanguisuga e T. gerstaecken (Silber, Colli et al., 2005; Kribs-Zaleta, 2010; Rassi, Rassi et al.,
2012; Coura, 2013; PAHO, 2017; Perez-Molina,Molina, 2017).

Além da transmisséo vetorial, principal forma de transmisséo nas areas endémicas, a
doenca de Chagas também pode ser transmitida por outras vias, como a via oral, de forma
congénita da mae infectada para filho, por transplantes de orgdos, transfusdo sanguinea e por
acidentes em laboratorios. A transmissdo congénita se estima que é responsavel por 4,7% dos
casos, sendo que este nimero pode ser maior em areas endémicas. Ja& a transmissao por
transfusdo sanguinea e transplante de orgaos representam de 10-25% dos casos. A transmissao
por via oral ocorre em &reas endémicas, por ingestdo de alimentos contaminados com o
parasita e causa surtos de infeccdo aguda. A transmissdo por acidentes em laboratérios que
trabalnam com o parasita ocorrem mais raramente (Bern, Verastegui et al., 2009;
Rassi,Marin-Neto, 2010; Perez-Molina,Molina, 2017).

A doenca de Chagas pode ser dividida em uma fase aguda e uma fase cronica. Ambas
as fases da doenca sdo tipicamente assintomaticas. A fase aguda ocorre logo apds a infecgéo,
podendo durar de 4 a 8 semanas. Essa fase é caracterizada pela alta parasitemia e uma baixa
taxa de anticorpos, quando ha sintomas sdo inespecificos como febre, inflamagéo e edema no
local da picada do inseto vetor (chamado de sinal de Romafia) (Docampo, 2001; Silber, Colli
et al., 2005; Rassi, Rassi et al., 2012). Nos ultimos anos tem sido observado um aumento de
casos resultantes da transmissdo oral da doenca de Chagas, em que o parasita € ingerido
juntamente com algum alimento, geralmente suco de frutas, causando uma infec¢do aguda
severa com alta mortalidade, e manifestacdes clinicas mais intensas do que as causadas pela
transmissdo vetorial. As manifestagdes clinicas da fase aguda causada pela infecdo oral
podem ser: febre prolongada, miocardite aguda e em alguns casos meningoencefalites. A
mortalidade nesses casos pode chegar a 33% dos pacientes, (revisado por (Yoshida, Tyler et
al., 2011; Filigheddu, Gorgolas et al., 2017)). A fase aguda, quando ndo leva a 6bito, evolui
para a fase crbnica, que é caracterizada por uma parasitemia geralmente indetectavel pelos

métodos convencionais e altas taxas de anticorpos especificos, tem inicio de 2 a 3 meses
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depois da infeccdo. Cerca de 60% a 70% dos pacientes apresentam a forma assintomatica ou
indeterminada da doenca, que é caracterizada pela auséncia de sinais e sintomas. Entre 30% a
40% dos pacientes chagasicos crénicos podem evoluir para alguma das formas sintomaticas
da doenca, e desenvolver problemas cardiacos e/ou digestivos, como cardiomiopatia e
megacolon, megaes6fago ou ambos, o0 que ocorre normalmente entre 10 e 30 anos ap6s a
infeccdo aguda (Rassi, Rassi et al., 2012; Perez-Molina,Molina, 2017).

O tratamento da doenca de Chagas disponivel atualmente ¢ insatisfatorio e € baseado
em apenas duas drogas que comecaram a ser usadas hd aproximadamente 50 anos: o
Nifurtimox e o Benzonidazol. Ambas as drogas sdo as unicas ferramentas disponiveis para o
tratamento. As duas drogas apresentam sérios efeitos colaterais e ja ha relato de surgimento de
cepas resistentes (revisado por (Urbina, 2010). Se o tratamento dos pacientes ocorrer na fase
aguda, as duas drogas sdo efetivas para diminuir ou eliminar o parasita na maioria dos casos,
evitando a soroconversdo dos pacientes. Ja na fase cronica, quando a maior parte dos
pacientes é diagnosticada, o tratamento nem sempre é eficaz, sendo indispensavel o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (Boscardin, Torrecilhas et al., 2010; Paes,
Mantilla et al., 2011; Perez-Molina,Molina, 2017). Ha uma grande discussdo na comunidade
cientifica quanto ao tratamento na fase cronica da doenca de Chagas, muitos pesquisadores
defendem que os pacientes devem ser tratados antes do inicio do aparecimento dos sinais e
sintomas, pois este tratamento pode prevenir ou atrasar o aparecimento dos sintomas (Paes,
Mantilla et al., 2011; Chatelain, 2017; PAHO, 2017; Rassi, Marin et al., 2017). A eficécia do
tratamento depende de varios fatores, tais como idade e estado imunoldgico do paciente, cepa
do parasita, tempo de infeccdo dentre outros (Silber, Colli et al., 2005; PAHO, 2017). A busca
por novos farmacos enfrenta varios obstaculos, tais como a falta de investimentos em

pesquisa e desenvolvimento de novas estratégias de combate a doenca de Chagas.

1.1.2 Aspectos gerais da tripanossomiase africana

A tripanossomiase humana africana (HAT do inglés: Human Afrincan
Trypanosomiasis), também conhecida como doenga do sono, € causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma brucei. Assim como a doenga de Chagas também é considerada, pela
OMS, como uma doenca negligenciada.
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A doenca do sono acomete a populacdo de regides mais pobres, de aproximadamente
36 paises na Africa subsaariana (Figura 2). Dados da OMS reportam que aproximadamente
20.000 pessoas estdo infectadas e que mais de 65 milhGes vivem em areas de risco de
infeccdo. O numero de novos casos reportados a cada ano tem apresentado uma reducgéo
significativa, devido a eforgos conjuntos da OMS e organizac¢des ndo governamentais para o
controle da doenca. Em 2009 foram reportados 10.000 casos, jA em 2015 esse numero foi
reduzido para 2.804 casos. Espera-se que a doenca do sono seja eliminada como um problema
de salde publica até 2020 (Buscher, Cecchi et al., 2017; WHO, 2017).

Tryp brucei gambi Tryp brucei rhodesiense
({indections per ki’ per year) (infections per kny’ peryear)
I 0m -0m

B 0001001 B 0-001-001

3 <00m CJ<00m

Clo Clo

X Exported cases + Bxported cases
[ Predicted distribution of
tsetse flies (germs: Glossing)

Figura 2 - Distribuicdo geografica de casos de tripanossomiase africana reportados entre 2010-2014.
Fonte: (Buscher, Cecchi et al., 2017).

A doenca do sono € transmitida pelas moscas tsetse (Glossina sp.) que adquiriram o
parasita de pessoas ou animais infectados pelo T. brucei. Duas sub-espécies do T. brucei
acomentem as pessoas em diferentes regides da Africa. O T. b. gambiense é encontrado em 24
paises do centro e oeste africano, é responsavel por 97% dos casos reportados, e T. b.
rhodisiense que acomete pessoas de 13 paises do leste e sul da Africa, sendo responsavel por

aproxidamente 3% dos casos reportados a cada ano. Apenas Uganda apresenta as duas formas
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da doenca, mas em diferentes regiGes do pais. Outra sub-espécie, o T. b. brucei, causa a
tripanossomiase africana em animais, incluindo o rebanho bovino, nos quais a doenca é
chamada Nagana. A nagana é um obstaculo para o desenvolvimento econdmico nas areas
rurais afetadas (WHO, 2017). Além da transmissao vetorial, a mais importante do ponto visto
epidemioldgico, a doenca do sono também pode ser transmitida congenitamente, da mée
infectada para o filho, visto que o T. brucei pode atravessar a barreira placentéria e infectar o
feto. Também pode ser transmitida por acidentes em laborarios que trabalham com o parasita
e também por contato sexual (Buscher, Cecchi et al., 2017).

As manifestacds clinicas da doenca do sono se apresentam em dois estagios: no
primeiro estagio, o parasita se multiplica no tecido subcuténeo, adiposo, sangue ou sistema
linfatico, causando dores de cabeca, febre e dores nas articulagbes (Buscher, Cecchi et al.,
2017; Tanowitz, Scherer et al., 2017). No segundo estagio o parasita atravessa a barreira
hematoencefélica e infecta o sistema nervoso central, causando mudanc¢as de comportamento,
confusdo e distdrbios sensoriais, além da pertubacdo do ciclo do sono, sintoma este que da
nome a doenca (Buguet, Bourdon et al., 2001; Njamnshi, Seke Etet et al., 2012). O T. b.
gambiense, causa a infeccdo cronica, na qual a pessoa infectada pode ficar meses ou anos sem
apresentar sinais e sintomas da doenga. Os sintomas aparecem em um estado avangado da
doenca, quando o sistema nervoso ja esta afetado. Enquanto que o T. b. rhodisiense é
responsavel pela infeccdo aguda. Na fase aguda os primeiros sinais e sintomas podem
aparecer poucas semanas ap6s a infeccdo. A doenca se desenvolve rapidamente atingindo o
sistema nervoso central (Buguet, Bourdon et al., 2001; Buscher, Cecchi et al., 2017).

Ha cinco drogas disponiveis para o tratamento da doenca do sono. A escolha depende
do estagio da doenca e do agente causador. Drogas utilizadas no primeiro estagio ndo sdo
efetivas no segundo estagio, visto que no segundo estagio, a droga necessita atravessar a
barreira hematoencefalica. No primeiro estagio é usada a pentamidina para tratar infecgbes
pelo T. b. gambiense e a suramina para tratar as pessoas acometidas pelo T. b. rhodisiense. No
segundo estagio, os farmacos disponiveis para o tratamento sdo o melarsoprol, que pode ser
usado para o tratamento de infeccGes por ambos os parasitas. No entanto, essa droga causa
efeitos colaterais gravissimos podendo causar a morte do paciente em até 10% dos casos.
Uma alternativa ao melarsoprol, para tratar infeccdes causadas pelo T. b. gambiense é utilizar

uma combinagéo de eflornitina e nifurtimox (Buscher, Cecchi et al., 2017).
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1.2 Parasitas

O T. cruzi e o T. brucei pertencem ao reino protista, filo Euglenozoa, classe
Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma
(Adl, Simpson et al., 2012).

1.2.1T. cruzi

Dentro da espécie T. cruzi ocorreram varias recombinacfes genéticas que dificultam as
subdivisdes filogenéticas, além do mais algumas linhagens podem apresentar um genoma
hibrido. Desta forma as diferentes linhagens sub-especificas do T. cruzi sdo atualmente
classificadas pela maior similaridade genética em seis discrete typing units (DTUs). As DTUs
foram denominadas Tcl a TcVI, o que permite um melhor entendimento e uma melhor
comunicagdo dentro da comunidade cientifica (Zingales, Miles et al., 2012). De forma geral,
os isolados, cepas e clones dentro de cada DTU compartilham algumas caracteristicas
bioldgicas como tropismo, presenca em determinadas regides geograficas, viruléncia e
preferéncia pelo hospedeiro mamifero.

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo, visto que pode alternar entre dois
hospedeiros completamente diferentes: hospedeiros vertabrados e invertebrados. Além do
mais apresenta varios estagios durante o seu ciclo de vida com caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas diferentes. Nos hospedeiros mamiferos, dentre 0s quais 0 homem esta incluido,
sdo descritos trés estagios principais com base em critérios morfolégicos como a forma
fusiforme, a posicdo do cinetoplasto (estrutura contendo o DNA da Unica mitocdndria
presente no parasita) relativo ao nucleo e a regido onde emerge o flagelo (Silber, Colli et al.,

2005). Os estagios encontrados no hospedeiro mamifero séo:
1.2.1.1 Amastigota
Estagio intracelular replicativo, caracterizado pela forma arrendondada, mede de 2-6

pum de didmetro, apresenta um incipiente flagelo e sdo encontradas no citoplasma da célula do

hospedeiro vertebrado.
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1.2.1.2 Tripomastigota

E um estagio infectivo, ndo replicativo, encontrado na corrente sanguinea do
hospedeiro mamifero, mede aproximadamente 18 um de comprimento, incluindo o extremo

livre do flagelo de aproximadamente 6 pum, e 2-3 um de largura.

1.2.1.3 Epimastigota intracelular

E um estigio transiente entre o amastigota e o tripomastigota, encontrado no
citoplasma da célula do hospedeiro mamifero, também com capacidade replicativa, mede
aproximadamente 5,4 um e apresenta um pequeno flagelo. O epimastigota intracelular
compartilha varias caracteristicas morfologicas e bioquimicas com o epimastigota encontrado

no inseto vetor (Almeida-de-Faria, Freymuller et al., 1999).

No hospedeiro invertebrado, os insetos hematofagos da familia Reduvidae, encontram-

se principalmente dois estagios do T. cruzi:

1.2.1.4 Epimastigota

Estagio replicativo, flagelado, mede aproximadamente 20-40 pum de comprimento e 2-

5 um de largura, e esta presente no intestino médio do hospedeiro invertebrado.

1.2.1.5 Tripomastigota metaciclico

Estagio ndo replicativo, infectivo, resultante da diferenciacdo de formas
epimastigotas, presente na porcéo final do intestino do inseto vetor. Mede aproximadamente
18 um, incluindo o flagelo. Este estagio € excretado juntamente com as fezes do inseto vetor,

causando a infeccdo no hospedeiro mamifero.

Didaticamente, pode-se assumir que o ciclo de vida do parasita (Figura 3), tem inicio
qguando formas tripomastigotas, presentes na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero, sdo
ingeridas pelo inseto vetor durante o repasto sanguineo. No intestino do inseto, essas formas
se diferenciam em epimastigotas, e na porgdo terminal do intestino, essas formas se

diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Quando o inseto pica o hospedeiro vertebrado e
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inicia um novo repasto sanguineo, concomitantemente elimina as formas tripomastigotas
metaciclicos junto das fezes e urina. Uma vez em contato com o hospedeiro mamifero, os
tripomastigotas metaciclicos sdo internalizados através de pequenas lesdes na pele, causadas
pelo proprio hospedeiro. Os tripomastigotas para sobreviverem e estabelecerem a infeccao
precisam obrigatoriamente invadir as células do hospedeiro mamifero. Dentro das células, os
parasitas diferenciam para formas amastigotas. Apds aproximadamente 96 h os amastigotas
comecam a se diferenciar para tripomastigotas, passando transientemente pelo estagio
epimastigota intracelular. Uma vez novamente diferenciado para tripomastigotas, esses
parasitas sdo liberados na corrente sanguinea pela ruptura da célula, e podem invadir novas
células no mesmo hospedeiro mamifero ou serem ingeridos pelo vetor durante o seu respasto
sanguineo, continuando assim o seu ciclo de vida (De Souza, 2002; Silber, Colli et al., 2005;
Paes, Mantilla et al., 2011; Rassi, Rassi et al., 2012; Bern, 2015; Perez-Molina,Molina, 2017).

Hospedeiro mamifero

Inseto vetor

Figura 3 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. O ciclo de vida do parasita alterna entre um hospedeiro
mamifero e um inseto vetor. Formas encontradas no hospedeiro mamifero: A- amastigota, EIl- epimastigota
intracelular, T- tripomastigota. Fomas encontradas no inseto vetor: E- epimastigota e M- tripomastigota
metaciclico. Adaptado de (Paes, Mantilla et al., 2011).
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1.2.2 T. brucei

A espécie T. brucei inclui trés subespécies: o T. brucei brucei que acomete animais
domeésticos e selvagens, o T. brucei rhodesiense e T. brucei gambiense que afetam os seres
humanos.

O ciclo de vida deste parasita alterna também entre dois hospedeiros: um hospedeiro
mamifero e um inseto vetor, hospedeiro intermediario, que transmite a infec¢do para um novo
hospedeiro mamifero. O T. brucei é um parasita extracelular em ambos os hospedeiros. A
infecgdo comeca quando formas metaciclicas, presente nas glandulas salivares da mosca, s&o
injetadas no hospedeiro mamifero durante a picada do inseto. Uma vez na corrente sanguinea
se diferenciam para as formas tripomastigotas sanguicolas longas (long slender), que séo
formas replicativas, e se desseminam pela corrente sanguinea e sistema linfatico podendo se
infiltrar em tecidos e orgdos, chegando a atingir o sistema nervoso central. Alguns
tripanossomas sanguicolas se diferenciam para uma forma curta, ndo replicativa (short
stumpy). Ambas as formas sdo ingeridas pela mosca tsetse juntamente com o sangue durante o
repasto sanguineo do inseto. Porém no intestino da mosca, s6 as formas stumpy sobreviverdo
e se deferenciardo para as formas prociclicas (replicativas), seguida da diferenciacdo para
formas epimastigotas (também replicativas), que colonizam as glandulas salivares. Nesse
local, ap6s multiplicacdo, os parasitas se diferenciardo novamente para tripomastigotas
metaciclicos, que serdo transmitidos para um novo hospedeiro mamifero em um novo repasto
sanguineo, continuando assim o ciclo de vida (Bringaud, Riviere et al., 2006; Duszenko,
Ginger et al., 2011; Mogk, Bosselmann et al., 2017).
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Figura 4 - Ciclo de vida do Trypanosoma brucei. O ciclo de vida do parasita alterna entre um hospedeiro
mamifero e um inseto vetor. Formas encontradas no hospedeiro mamifero: formas sanguicolas longas e curtas.
Fomas encontradas no inseto vetor: tripomastigota prociclico; epimastigota e tripomastigota metaciclico.
Adaptado de (Duszenko, Ginger et al., 2011).

Tripomastigota
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1.3 Papel dos aminoacidos em T.cruzi e T. brucei

1.3.1 T. cruzi

O T. cruzi, durante o ciclo de vida adapta o seu metabolismo de acordo com a
disponibilidade de nutrientes nos diferentes ambientes pelos quais transita. Os diferentes
estagios transitam em ambientes ricos em Glicose (Glc), como a corrente sanguinea do
hospedeiro mamifero, e ambientes apenas com a disponibilidade de aminoacidos como fonte
de energia e carbono, como a porcéo terminal do trato digestivo do inseto vetor (Silber, Colli
et al., 2005). Estudos in vitro mostratam que as formas epimastigotas preferencialmente
catabolizam glicose durante a fase exponencial de crescimento, e quando exposta a estresse
nutricional ocorre uma mudanca para 0 metabolismo baseado no consumo de aminoécidos,
com producgdo de aménia (Cazzulo, 1994; Barison, Rapado et al., 2017). De fato, no intestino

do inseto vetor o parasita enfrenta mudancas como a escassez progressiva de nutrientes a



39

medida que estes sdo retirados pelas células epiteliais. Como resultato da sua adaptacdo a esta
variavel, os parasitas entrariam em fase estacionéria de cresciemento. Foi mostrado que nessa
fase, os parasitas apresentam uma mudanca no perfil metabolico quando comparado com a
fase exponencial, mudancas estas relacionadas ao seu metabolismo energético (aminoacidos,
carboidratos e intermediarios do ciclo de Krebs) assim como em relacdo ao balango redox
(Cazzulo, 1994; Tetaud, Bringaud et al., 1994; Barison, Rapado et al., 2017).

Além da participacdo como fonte de energia e carbono, os aminoacidos estdo
envolvidos em processos bioldgicos importantes para todos os estagios do ciclo de vida do
parasita. J& foi descrita a participacdo do glutamato (Glu), Prolina (Pro) e aspartato (Asp) na
metaciclogénese, ou seja, na diferenciacdo de formas epimastigotas para tripomastigotas
metaciclicos (Contreras, Salles et al., 1985; Homsy, Granger et al., 1989). Como também ja
foi descrito que a adi¢do dos aminoacidos leucina (Leu) e isoleucina (lle) no meio de
diferencicdo in vitro, inibem a metaciclogénese promovida pela Pro. Estes aminoécidos sao
descritos como inibidores do catabolismo da Pro (Homsy, Granger et al., 1989). A Pro
também esta envolvida no processo de diferenciacdo das formas epimastigotas intracelulares
para tripomastigotas. Além do mais foi demonstrado que no ciclo intracelular ocorre uma
mudanga de metabolismo, de um metabolismo baseado no consumo de Glc em formas
tripomastigotas para um metabolismo baseado no consumo de Pro em formas amastigotas
(Tonelli, Silber et al., 2004; Silber, Tonelli et al., 2009). Também ja foi mostrado que a Pro é
importante para a proliferacdo dos parasitas como também tem uma participacao relevante na
resisténcia ao estresse oxidativo e nutricional (Magdaleno, Ahn et al., 2009; Paes, Suarez
Mantilla et al., 2013; Saye, Miranda et al., 2014). Recentemente foi descrita a participacdo da
Pro e do seu intermedidrio metabdlico pirrolina-5-carboxilato (P5C), como substratos
mitocondriais e também a sua participacdo na invasdo celular pelo parasita e o efeito de
protecdo do mesmo quando exposto a estresse oxidativo (Paes, Suarez Mantilla et al., 2013;
Mantilla, Paes et al., 2015). Pro, glicina (Gly), alanina (Ala) e Glu sdo descritos como
importantes nos processos de osmorregulacdo e controle do volume celular (Rohloff,
Rodrigues et al., 2003; Rohloff, Montalvetti et al., 2004).

Outro caso de interesse € o do metabolismo de arginina (Arg) que participa da
administracdo dos recursos energéticos do parasita. A enzima arginina quinase cataliza a
reacao reversivel de transfosforilacdo entre ATP e Arg, rendendo ADP e fosfoarginina. Isso
permite a reciclagem do nucleotideo sem perder a unido de alta energia, de forma analoga ao
que acontece com a fosforilacdo de creatina pela creatina quinase em mamiferos (Pereira,

Alonso et al., 2000; Pereira, Alonso et al., 2002). A superexpresdo da enzima arginina quinase
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em T. cruzi aumenta a resisténcia dos parasitas a condi¢des de estresse nutricional e pH, além
de aumentar a proliferacdo em relagdo ao controle, 0 que sugere que a arginina quinase é
importante para a adaptacdo do parasita a mudangas no ambiente (Pereira, Alonso et al.,
2003).

Um aspecto importante da fungdo dos aminoacidos em T. cruzi € a sua fun¢do como
fontes oxidaveis para a producdo de energia. Tem sido demonstrado que Pro, Glu e Asp sdo
utilizados pelo T. cruzi como fonte energética e de obtencdo de outros metabdlitos
(Sylvester,Krassner, 1976). Leu, lle, glutamina (GlIn) e asparagina (Asn) tem participacdo no
metabolismo energético e acredita-se que esses aminoacidos podem ser convertidos a Asp ou
Glu e incorporados ao Ciclo de Krebs, apos deaminacdo na mitocéndria. O Glu também pode
ser convertido a a-cetoglutarato pela acdo da enzima glutamato desidrogenase (Zelada,
Montemartini et al., 1996).

A participacdo da histidina (His) na bioenergética e na recuperacdo de formas
epimastigotas apds longos periodos de estresse nutricional foi descrita recentemente (Barison,
Damasceno et al., 2016). Neste mesmo trabalho também foi demonstrado que a His é oxidada
completamente com producdo de CO,, aumentando o potencial de membrana mitocondrial,
estimulando o consumo de O,, sustentando a producdo de ATP. Em sintese, nota-se a grande
importancia dos multiplos papéis dos aminoacidos e consequentemente de seus reguladores
em Vvarios processos biolégicos importantes para todos os estagios do T. cruzi, tais como
proliferacdo, diferenciacdo, infectividade e resisténcia a diferentes tipos de estresse.

Para que os aminoacidos sejam metabolizados pelos parasitas, 0s mesmos devem ser
obtidos por meio da biossintese a partir de precursores metabélicos ou obtidos pelo transporte
a partir do meio extracelular (Silber, Colli et al., 2005). A incorporagdo de varios aminoacidos
pelo T. cruzi tem sido descrita na literatura. O transporte de Pro apresenta dois sistemas de
incorporacdo: o sistema A, de alta afinidade é dependente do gradiente de protons, e o sistema
B de baixa afinidade, é dependente de ATP (Silber, Tonelli et al., 2002). O transporte de Glu
também ja foi descrito e foi demonstrado que o mesmo € dependente do pH extracelular,
sendo observada uma maior incorporacdo do aminoacido em pH 5,0 (Silber, Rojas et al.,
2006). Leu, lle e valina (Val) sdo transportados por um unico sistema que é capaz de
reconhecer os trés aminoacidos ramificados, sendo energizado pelo gradiente de H*
(Manchola, Rapado et al.,, 2016). O transporte de His também ja foi caracterizado
demonstrando que o parasita é capaz de internalizar esse aminoacido por um transportador
especifico, sendo um transporte ativo dependente dos niveis de ATP do parasita (Barison,

Damasceno et al., 2016). Ja a Arg pode ser transportada por dois sistemas, sendo um de alta
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afinidade (Pereira, Alonso et al., 1999) e outro de baixa afinidade (Canepa, Silber et al.,
2004). Lys também pode ser incorporada pelo T. cruzi a partir do meio extracelular (Pereira,
Alonso et al., 1999), enquanto que o transporte de Asp € dependente de H* (Canepa, Bouvier et
al., 2005).

1.3.2 T. brucei

A participacdo dos aminoacidos no metabolismo energético de T. brucei tem sido
descrita para as formas prociclicas, presentes no hospedeiro invertebrado, mas ndo participam
do metabolismo energético nas formas sanguicolas, visto que o ciclo de Krebs néo é funcional
nestas formas (Bienen, Hammadi et al., 1981). Formas sanguicolas dependem da glicolise
para producdo de ATP, que é essencial para manutencdo da sua viabilidade e proliferacdo
(Ryley, 1962; Hannaert,Michels, 1994; Michels,Hannaert, 1994; Mazet, Morand et al., 2013).
Formas prociclicas de T. brucei utilizam tanto Glc quanto aminoécidos como fonte de energia,
aminoacidos como treonina (Thr), Glu e Pro sdo utilizados pelo parasita, que excreta Ala,
succinato e piruvato como produtos resultantes do seu metabolismo (Cross, Klein et al., 1975;
Lamour, Riviere et al., 2005; Bringaud, Barrett et al., 2012).

Uma andlise do genoma de T. brucei mostrou que o parasita é provavelmente
auxotrofico para os aminoécidos tirosina (Tyr), Gly, triptofano (Trp), fenilalanina (Phe), lisina
(Lys), Arg, His, Leu, Val e lle. A analise também mostrou que ha diferencas em vias
metabolicas importantes em comparacdo com as vias presentes em humanos, por exemplo, o
parasita tem possibilidade de converter Asp em metionina (Met) ou Thr, diminuindo a
dependéncia desses metabolitos no meio externo. Chama atengdo também que aparentemente
0 parasita ndo apresenta as vias de conversao de Asn para Asp; Phe para Tyr e como também
de serina (Ser) para Gly (Chaudhary,Roos, 2005).

O transporte de Arg e Lys ja foi caracterizado em T. brucei. Esses transportadores sdo
especificos, de alta afinidade, funcionais tanto em formas prociclicas quanto em formas
sanguicolas (Mathieu, Macedo et al., 2017). O transporte de Pro em formas prociclicas de T.
brucei também ja foi caracterizado: é um Unico sistema de transporte ativo, dependente de
ATP e pode ser inibido principalmente por Ala (51%) e cisteina (Cys) (35%), (L'Hostis,
Geindre et al., 1993). O transporte de Met em T. b. brucei e T. b. rhodesiense foi
caracterizado e foi demonstrado que a incorporagdo da Met em proteinas € maior em T. b.

brucei do que em T. b. rhodesiense (Goldberg, Rattendi et al., 2000).
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Recentemente foi demonstrado que o metabolismo de Pro é essencial para a
sobrevivéncia das formas prociclicas no hospedeiro invertebrado. Parasitas knockdown para
enzima pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH), segunda enzima da via de
degradacdo da Pro, ndo foram capazes de colonizar o intestino do inseto vetor (Bringaud,
Barrett et al., 2012; Mantilla, Marchese et al., 2017), demonstrando assim a importancia desse
amino&cido para as formas prociclicas.

De forma geral, nota-se que os aminoacidos tem uma relevante importancia também

para o T. brucei, principalmente para os estagios presentes no hospedeiro invertebrado.

1.4 Glutamina e glutamina sintetase

A L-glutamina é a isoforma funcional do aminoacido GIn que é metabolizado por
muitos organismos. Trabalhos distintos propdem que, em praticamente todos o0s seres vivos, a
Gln participa no controle da utilizacdo de nitrogénio dentro das celulas, sendo essa sua
principal funcdo em Saccharomyces cerevisae (Soberon,Gonzalez, 1987) e em integrantes do
filo Cyanobacteria (Ames,Breaker, 2011). Em Escherichia coli a enzima glutamina sintetase
(GS) é considerada a responsavel pelo equilibrio entre Gln e a-cetoglutarato na célula (Hart,
Madar et al., 2011). Em células proliferativas, como células tumorais, Glc e GIn séo as duas
fontes primarias de carbono para producdo de ATP e biossintese. GIn também serve como um
doador essencial de nitrogénio para a sintese de nucleotideos, alguns outros aminoacidos e
nicotinamida, além de participar também da sintese de proteinas. O destino metabdlico da Gln
pode ser dividido em reacdes que usam o y-nitrogénio (sintese de nucleotideos e
hexosaminas) e a reagdes que usam o-nitrogénio ou o esqueleto de carbono (reagdes que usam
0 Glu resultante da primeira reacdo que utilizou GIn como substrato, e ndo a prépria Gln)
(DeBerardinis,Cheng, 2010). GIn é o aminoacido livre mais abundante no plasma e no
musculo esquelético, com uma concentracao extracelular de GIn de aproximadamente 0,7 mM
(enquanto que a de Glu é aproximadamente 20 pM). No entanto dentro da célula a
concentracdo de Glu € maior do que a concentracdo de GIn, sendo reportado entre 2 e 20 mM,
devido a acdo da enzima glutaminase que converte GIn a Glu logo que entra na célula. Em
alguns tecidos como o figado e o musculo esquelético, Glu e NH," sdo utilizados para a
sintese de GIn pela acdo da enzima GS, que atua na detoxificagdo da amonia (Newsholme,
Lima et al., 2003; Xi, Jiang et al., 2011). No cérebro, a enzima GS estd envolvida com a
regulacdo da quantidade de Glu, visto que, quando 0 mesmo esta em excesso é prejudicial

para a funcgéo cerebral. De fato a GS e fundamental para a rapida retirada de Glu dos espacos
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intersinapticos nas sinapses glutamatérgicas mediante a sua conversdo para GlIn, o que permite
a re-sensibilizacdo da sinapse depois de cada estimulo (Suarez, Bodega et al., 2002; Mates,
Segura et al., 2009). Em células tumorais, a GIn € o substrato mitocondrial primario e é
necessario para a manutencdo do potencial de membrana e consequentemente da integridade
mitocondrial (Mates, Segura et al., 2009; Szeliga,Obara-Michlewska, 2009;
DeBerardinis,Cheng, 2010; Wise, Thompson, 2010). A expressdo do gene de GS em
Escherichia coli é altamente regulada pela necessidade de nitrogénio. A Gln ainda pode ser
utilizada como base para sintese de moléculas ricas em nitrogénio, tais como nucleotideos e
aminoacidos, essenciais para a manutencdo celular (Goodsell, 2002). A GIn também participa
da via de hexosaminas pela agdo da enzima glucosamina: frutose-6-fosfato aminotransferase
(GF6PA) que € resposavel pela transferéncia do grupo amida da Gln para a frutose-6-fosfato
formando glucosamina-6-fostato que € precursor de reacoes de glicosilagdo como N-linked e
O-linked (DeBerardinis,Cheng, 2010). GIn também é importante para Toxoplasma gondii,
parasita intracelular obrigatdrio, participando da replicacdo, viabilidade e manutencdo da
infeccdo em células dendriticas (Lee, Evans et al., 2014), como também ¢é catabolizada de
forma candnica pelo ciclo de Krebs em Plasmodium falciparum, tanto no estagio sexual como
no asexual (MacRae, Dixon et al., 2013).

Em T. cruzi e T. brucei, durante a degradacdo de aminoacidos ocorre um acumulo de
NH;" na célula, como sub-produto da sua deaminacdo (Cross, Klein et al., 1975; Cazzulo,
1994). Uma via cléssica para processar o excesso de NH;" produzido metabolicamente ¢ a sua
detoxificacdo atraves do ciclo da ureia. Porém, foi demonstrado que o ciclo da ureia nao é
operativo em T. cruzi (Yoshida,Camargo, 1978) e ndo ha predi¢des de sequéncias codificantes
para enzimas deste ciclo em T. brucei. Foi observado que o excesso de NH;" pode ser
excretado para o meio extracelular ou o0 NH;* também pode ser transferido ao a-cetoglutarato
formando Glu mediante a acdo das enzimas glutamato desidrogenases citoplasmicas e
mitocondriais (Caldas, Araujo et al., 1980; Duschak,Cazzulo, 1991). A reciclagem do o-
cetoglutarato acontece por transaminagéo, processo no qual o Glu funciona como doador do
grupo —NH, a piruvato, formando alanina, um dos principais subprodutos do metabolismo de
aminoéacidos de T. cruzi e T. brucei (Cross, Klein et al., 1975; Cazzulo, 1994).

As formas sanguicolas de T. brucei e as formas tripomastigotas sanguicolas de T. cruzi
utilizam preferencialmente a Glc, que é abundante nos fluidos de seus hospedeiros
vertebrados (Besteiro, Barrett et al., 2005; Silber, Tonelli et al., 2009). Ja as formas
amastigotas de T. cruzi, estdgio replicativo, encontradas no citoplasma das células do

hospedeiro mamifero, ambiente pobre em Glc, usam a Pro e talvez outros aminoacidos, como
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fonte de carbono e energia. As formas amastigotas apresentam uma maior quantidade de Pro
intracelular quando comparadas com as formas tripomastigotas (Tonelli, Silber et al., 2004;
Magdaleno, Ahn et al., 2009). Aminoacidos como Thr, GIn, Glu e Pro séo utilizados pelo T.
brucei, que excreta Ala, succinato e piruvato como produtos do metabolismo (Cross, Klein et
al., 1975; Mantilla, Marchese et al., 2017).

Considerando que a configuragdo do metabolismo de T. cruzi e T. brucei leva a
producdo de NH,", que em grandes quantidades é toxico para a célula, e que 0os mecanismos
de detoxificagdo conhecidos sdo limitados, pois exigem o consumo de metabolitos reduzidos
como piruvato e a-cetoglutarato, fica evidente a necessidade do parasita utilizar vias
alternativas e/ou complementares para a detoxificacdo, reciclagem ou redistribuicdo da
amonia. Uma das vias alternativas para detoxificacdo de NH;", que tem sido explorada em
nosso laboratorio é a amidacdo de Glu para produzir GIn, reacdo irreversivel catalizada pela

enzima TcGS (Figura 5) que utiliza Glu, NH;" e ATP como substratos.

CcOO B COO N CcOO

+ ‘ + ‘7 + ‘

H,N—C—H H;N—C—H H;N—C—H
‘ ADP ‘ o P ‘
C“H« ATP £ L‘H NH; } C‘H
CH, CH, ’ CH,
\ \ \
C C C
2N &N o= VRN
0 o) 0 OPO3™ | o) NH,

Glutamato Y-Glutamil-fosfato Glutamina

Figura 5 - Representacdo da reacdo catalizada pela enzima glutamina sintetase. A reacdo ocorre com
fosforilagdo do Glu pelo ATP formando o intermediario y-Glutamil-fosfato, que reage com NH,* formando
fosfato inorgénico (Pi) e Gin.

Dados ainda ndo publicados demonstram que em T. cruzi a enzima GS € ativa e
sintetiza GlIn a partir de Glu, ATP e NH,", sendo mais expressa no estagio amastigota, que é
intracelular. Também foi demonstrado que o tratamento de células CHO-Kj, infectadas com
formas tripomastigotas de T. cruzi, com o inibidor da enzima GS, metionina sulfoximine
(MS), inibiu a evasdo dos parasitas do vactolo parasitéforo e diminuiu a eclosao das formas
tripomastigotas, de forma dose-dependente (ECso= 20,02 £ 0,91 uM), quando comparado com

o controle. Além do mais a inibicdo da GS com a MS em formas epimastigotas, estagio
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encontrado no inseto vetor, faz com que 0s parasitas sejam mais sensiveis & presenca de
amonia extracelular. Isto revela que a enzima GS participa da detoxificacdo de amodnia nestes
parasitas (Crispim et al”).

Outro fato interessante referente ao metabolismo de Gln e Glu, tanto em T. cruzi como
em T. brucei, é que ndo ha predicdo de sequéncias putativas referentes a enzimas envolvidas
na conversdo direta de GIn para Glu, ou seja, para a enzima glutaminase. No entanto, ha
predicdo para que a reciclagem de Glu ocorra mediante todas as reacfes que utilizam GlIn
como substrato, fazendo deste metabolito um doador do grupo -NH, para outras vias
importantes para sobrevivéncia dos parasitas. Dentre essas vias, ja& foi demonstrada a
participacdo da Gln na sintese de pirimidinas em T. cruzi (Nara, Hashimoto et al., 2012).

Em T. brucei foi sugerido que a inibicdo da enzima citidina trifosfato sintetase (CTP
sintetase), que cataliza a formacdo de CTP a partir de UTP, ATP e GIn, pode ser um
importante alvo terapéutico (Tamborini, Pinto et al., 2012; Oliveira de Souza, Dawson et al.,
2017). Também ja foi descrito que a proliferacdo de formas sanguicolas de T. brucei € inibida
de forma dose-dependente quando tratadas com um inibidor da enzima GMP sintase (Li, Leija
et al., 2015), enzima esta que também utiliza GIn como um dos seus substratos e tem Glu
como um dos seus produtos.

Todos estes dados demonstram que a GIn tem um papel relevante para varios tipos
celulares e que a enzima GS tem um papel fundamental na detoxificacdo de aménia em varios
organismos, incluindo o T. cruzi. Estas informacGes levam a hipbtese de que a enzima GS
pode apresentar um papel relevante na detoxificacdo de amdnia também em T. brucei, e que a
GIn pode ter uma participacdo fundamental em processos bioldgicos importantes para
manuntencao e viabilidade do T. cruzi e do T. brucei, levando-nos a propor os seguintes
objetivos:

* Crispim, M.; Damasceno, F.S.; Hernandez, A.; Barison, M.J.; Sauter, I.P.; Pavani, R.S.; Moura, A.S.; Pral, E.M.F.; Cortez,
M.; Elias, M.C.; Silber, A.M.; The glutamine synthetase of Trypanosoma cruzi is requerid for its resistance to ammonium
accumulation and evasion of the parasitophorous vacuole during host-cell infection. Submitted
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1.5 Objetivo geral

Avaliar a importancia da L-glutamina na biologia do T. cruzi, ao longo do ciclo de vida do

parasita, como também em formas sanguicolas de T. brucei.

151

1-

Objetivos Especificos

Caracterizar bioquimicamente o transporte de Gln em T. cruzi.

Pesquisar o papel funcional da GIln em diferentes aspectos da biologia do parasita, tais
como: proliferacdo, diferenciacdo, infectividade e resisténcia a diferentes tipos de
estresse.

Verificar o efeito de analogos estruturais da Gln, nos diferentes estagios do T. cruzi.

Avaliar por meio de RNA de interferéncia o papel funcional da TbGS e da GIn em

formas sanguicolas de T. brucei.



CAPITULO 2: MATERIAL E METODOS
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2.1 Microrganismos utilizados, condigdes de cultivo e meios de obtencdo dos diferentes
estagios

2.1.1 Bactérias

2.1.1.1 Escherichia coli XL1Blue

Foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani) suplementado com o antibidtico

correspondente.
2.1.2 Parasitas
2.1.2.1 Trypanosoma cruzi
Cepa CL, clone 14 (Brener,Chiari, 1965).
2.1.2.1.1 Epimastigotas

As formas epimastigotas foram mantidas em crescimento exponencial em meio LIT
(liver infusion tryptose), suplementado com 10% de SFB e 0,2% de glicose (Camargo, 1964)
a28°C.

2.1.2.1.2 Tripomastigotas metaciclicos

As formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas por meio de diferenciacdo de
formas epimastigotas em meio defenido. Para isso as formas epimastigotas foram
sincronizadas para fase exponencial de crescimento, por meio de uma passagem de 24 h. Os
parasitas foram contados (confirmando a fase exponencial) e distribuidos em garrafas (5 x 10°
parasitas mL™) em meio LIT. Os parasitas foram incubados por 4 dias para atingirem a fase
estacionaria de crescimento. Apos 4 dias, os parasitas foram contados (confirmando a fase
estacionaria) lavadas por centrifugagdo (5 min, 1600 x g) com PBS (137 mM NaCl; 2,6824
mM KCI; 8 mM Na,HPO,; 1,4696 mM KH,PO,) e transferidos para meio TAU (Triatomine
Artificial urine) 190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM MgCl;, 2 mM CaCl, 8 mM tampéo
fosfato de K, pH 6,0 (Contreras, Salles et al., 1985). Os parasitas (5 x 10" mL™) foram

mantidos em meio TAU por 2 h a 28 °C. Apds esse tempo o0s parasitas foram centrifugados e
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ressuspendidos no meio padrdo de diferenciacdo, TAU3AAG (TAU suplementado com 10
mM de Glc, 2 mM de Asp, 50 mM de Glu e 10 mM de Pro). No sexto dia de incubagéo (pico
méaximo de diferenciacdo) o sobrenadante das garrafas foi transferido para tubos de 50 mL,
lavados duas vezes com PBS e uma vez com PBS-2% glicose. O pellet foi ressuspendido em
1 mL de PBS-2% de Glc. Os parasitas foram purificados em coluna com resina DEAE
celulose, equilibrada com tampéo fosfato salino modificado (PBSG: 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 10 mM NaH,PO4, 4% Glc, pH 8,0) (Teixeira,Yoshida, 1986). Os parasitas purificados
foram contados em camara de Neubauer e foi avaliado o grau de pureza (95% de metaciclicos

foi considerado aceitavel). Os parasitas foram utilizados em ensaios posteriores.

2.1.2.1.3 Tripomastigotas

Formas tripomastigotas foram obtidas por meio de infeccdo de células da linhagem
CHO-K; (Chinese Hamester Ovary) cultivadas a 37 °C conforme descrito em (Tonelli, Silber
et al., 2004). As células previamente cultivadas em garrafas de 75 cm® foram infectadas com
formas tripomastigotas, por 12 h. Apos esse periodo de incubacdo as células foram lavadas
duas vezes com PBS para remover os parasitas que ainda estavam no sobrenadante. Durante
as primeiras 24 h da infeccdo as células foram mantidas em meio RPMI-1640, 10% de SFB, a
37 °C, 5% CO,, sob atmosfera umida. Apds esse periodo, 0 meio de cultivo com 10% de SFB
foi substituido por meio com 2% de SFB, e as culuras foram transferidas da temperatura
37 °C para 33 °C. A partir do 4° dia pos-infeccdo, os parasitas que estavam no sobrenadante
foram coletados. O sobrenadante foi transferido para tubos falcon (50 mL) e centrifugado (2
min, 115 x g, 4 °C) para separacdo de células CHO-K; presentes no sobrenadante. Apos essa
centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para outro tubo falcon e novamente centrifugado
(10 min, 2900 x g, 4 °C). Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e os parasitas

foram ressuspendidos em meio RPMI e utilizados em experimentos posteriores.

2.1.2.1.4 Amastigotas e epimastigotas intracelulares

As formas intracelulares foram obtidas por meio de infeccdo em células CHO-K4,
conforme descrito anteriormente. Apos 48 h de infec¢do, quando séo encontradas as formas
amastigotas e ap6s 80 h quando majoritariamente sdo encontradas as formas epimastigotas
intracelulares, as células foram lisadas para obtencdo das formas intracelulares, como descrito

a seguir: o sobrenadante das garrafas foi removido e as células foram lavadas duas vezes com
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PBS. Apds a lavagem das celulas, foi adicionados 2,5 mL de PBS 0,05% de dodecil sulfato de
sodio (SDS) e as garrafas foram homegeneizadas para que ocorresse a lise das células e a
liberacdo dos parasitas no sobrenadante. A liberacdo dos parasitas foi monitorada por
observacdo ao microscopio e apds a visualizacdo dos parasitas, a acdo do SDS foi
interrompida pela adicdo de 3 mL de PBS 10% SFB. A solucéo de debris celulares e parasitas
foi transferida para um tubo falcon, foi adicionado mais 5 mL de PBS 10% SFB,
homogeneizada e centrifugada (10 min, 115 x g, 4 °C) para remocao dos debris celulares. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado novamente (2900 x g, 10 min,
4 °C). Apbs a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e os parasitas foram
ressuspendidos em PBS 10% SFB, contados em camara de Neubauer, avaliado o grau de

pureza e utilizados em ensaios posteriores.

2.1.2.2 Trypanosoma brucei

2.1.2.2.1 Trypanosoma brucei brucei lister 427.

Formas sanguicolas (Single Marker Bloodstream form, SMB), que expressam a
polimerase T7 e o repressor Tet, foram mantidas com passagens suscessivas em meio de
cultura HMI-9 suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) a 37 °C, em atmosfera

umida, na presenca de 5% de CO..

2.2 Caracterizagao do transporte de L-Glutamina em Trypanosoma cruzi

2.2.1 Ensaio de transporte

A caracterizagdo do transporte de Gln foi feita em formas epimastigotas de T. cruzi,
conforme descrito em (Silber, Tonelli et al., 2002). A incorporacdo do aminoacido também foi
avaliada nos demais estagios do ciclo de vida do parasita: amastigota, epimastigota
intracelular, tripomastigotas oriundos de infeccdo em células de mamifero e tripomastigota

metaciclico.
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2.2.1.2 Transporte em formas epimastigotas

Formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT, 28 °C. O cultivo foi iniciado
com a densidade celular de 1 x 10’ mL™ e os parasitas foram cultivados por 48 h para
atingirem a fase exponencial de crescimento (4 a 6 x 10’ mL™). As células foram lavadas duas
vezes em PBS (1 600 x g, 5 min, 4 °C) e ressuspendidos no mesmo tampéo a uma densidade
final de 2 x 10® células/mL. A suspenséo de parasitas foi distribuida em aliquotas de 100 pL
(2 x 10" células). O transporte foi iniciado pela adicdo de 100 pL de GIn em PBS,
concentracéo final 3 mM, na presenca de 1,6 UCi de L-[3,4-*H(N)]-Glutamina (Perkin-Elmer,
Boston, MA, EUA). A menos que seja especificado, a incorparacdo da GIn foi medida a
28 °C, por um minuto, na presenca de 3 mM de GlIn radioativamente marcada. A interrupcéo
do transporte foi feita pela adicdo de 800 puL de GIn ndo marcada, em PBS (50 mM) e os
tubos foram colocados em gelo imediatamente apds a adicdo da solucdo de Gin. Para cada
condicgéo foi analisado o tempo zero de incorporacgdo, pela adi¢do simultanea da solucéo de
GIn marcada e da GIn ndo marcada radioativamente. Apo6s a incorporacdo de GlIn, nos
diferentes tempos, os parasitas foram lavados duas vezes por centrifugacdo (10 000 x g, 2
min, 4 °C) ressuspendidos em 100 uL de PBS e transferidos para tubos com 1 mL de liquido
de cintilagdo (optiphase hisafe Ill, Perkin-Elmer). A quantidade de GlIn incorporada foi
avaliada pela deteccdo de cpms (cintilagbes por minuto) pela leitura das amostras no detector
de cintilacdo Perkin Elmer Tri-carb 2910 TR. As cpms foram transformadas em concentracéo
de GIn incorporada, utilizando-se a seguinte formula: Gln; = cpm; [GIn] v cpmg*

Onde:

GIn; = GIn incorporada; cpm; = quantidade de cpm incorporada pelo parasita (tempo 1
min — tempo 0); [GIn] = concentracdo (nM) de GlIn radioativamente marcada; v = volume da
solucdo de Gln radioativamente marcada adicionada em cada reacdo (100 pL em todos os

casos), cpmg; = maximo de cpms no volume de GIn marcada adicionado em cada reacgao.

2.2.1.3 Dependéncia do transporte em rela¢do ao tempo, Vimax € Kn

A incorporacdo de GIn em relacdo ao tempo foi medida utilizando a mesma
concentracédo do substrato (3 mM) e diferentes periodos de incubagéo dos parasitas (O a 3 h), e
foi calculado em que tempo inicial o transporte é linear. Também foi avaliado o transporte de
GIn em relacdo a concentracdo do substrato, para isso a incorpora¢do do aminoéacido foi

medida em fung@o da concentracdo externa de GIn. Os dados obtidos foram utilizados para
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ajuste da funcdo hiperbolica derivada do modelo cinético de Michaelis-Menten, sendo
determinados os valores de Vmax € Kn.

2.2.1.4 Dependéncia do transporte com a temperatura

A influéncia da temperatura no transporte de Gin foi avaliada pela realizacdo do
transporte com os parasitas incubados em diferentes temperaturas (10; 15; 20; 28; 33; 37; 40 e
45 °C). Os parasitas foram mantidos a 28 °C (temperatura do cultivo) até o0 momento da

realizacdo do transporte. O transporte foi feito como descrito anteriormente.

2.2.1.5 Dependéncia do transporte com o pH

Para avaliar se o transporte de GIn depende do pH do meio externo, 0 ensaio de
transporte foi realizado em tampdes com diferentes pH. Tampéo citrato 0,1 M (pH 5,0; 5,5;
6,0 e 6,5) e tampdo PBS (pH 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5). Os parasitas foram lavados em PBS (pH 7,2)
e ressuspendidos no tampdo com o pH especifico antes do ensaio transporte. A GIn

radioativamente marcada (3 mM) também foi preparada no tamp&o com o pH correspondente.

2.2.1.6 Dependéncia do transporte com ions externos

Para avaliar se o transporte de GIn em T. cruzi depende de ions no meio externo foi
feito o ensaio de transporte na presenca de Na* ou K*. Para isso o transporte foi feito com os
parasitas incubados em tamp&o PBS contendo apenas Na * ou K* (149,5 mM). Como controle
foi utilizado o tampéao PBS e tampdo colina (139,7 mM). A solucdo de GIn marcada (3 mM)

também foi preparada no tampéo especifico.

2.2.1.7 Dependéncia de energia

Para avaliar a dependéncia do transporte de Gln pelo gradiente de protons foi utilizado
o0 ionoforo FCCP (carbonil cianida p-trifluorometoxifenilhidrazona) na concentracéo de 5 uM
em PBS, na presenca ou auséncia de oligomicina (5 pg/ml). Os parasitas foram
ressuspendidos na solucdo especifica e utilizados imediatamente para o transporte. A
influéncia dos niveis de ATP intracelular no transporte, foi avaliada pela incubagdo dos

parasitas em PBS na presenca de oligomicia A (5 pug/mL) e o transporte foi realizado no
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tempo zero de incubacgdo, 30 e 60 min. Para avaliar se 0 ATP sintetizado pela via glicolitica
seria capaz de reestabelecer os niveis de transporte, os parasitas foram incubados na presenca

de oligomicina A (5 pg/mL) e glicose (3 mM) por 60 min.

2.2.1.8 Transporte de GIn na presenca de aminoacidos e analogos de GIn como competidores

A especificidade do transportador de GlIn foi avaliada utilizando GIn radioativamente
marcada (como descrito anteriormente) na concentracdo correspondente a K do
transportador, previamente estabelecido (1,2 mM), na presenca de outros aminoacidos (Glu,
Asp, Asn, Ala, Arg e His) e também na presenca de anélogos estruturais de Glu e Glin:
Acivicin (ACV), Azaserine (AZA), Acido 2,4-Diamino-Pentanedioco (DPA) e MS na
concentracdo correspondente a 10x Kp (12 mM). Como controle positivo de inibicdo foi

utilizado GIn na concentracgdo correspondente a 10x Kp,.

2.2.1.9 Exponencial e estacionaria

Para avaliar mudancas no perfil do transportador em parasitas em fase exponencional e
estacionaria de proliferacdo, formas epimastigotas em fase exponencial ( 4 a 6 x 10" mL™)
foram utilizadas para o transporte e,do mesmo cultivo, foram diluidos em meio LIT para 5 x
10° mL™. Apés 4 dias de incubacdo, quando estavam em fase estacionaria (8 a 10 x 10’ mL™Y),

0s parasitas foram utilizados para o transporte.
2.2.1.10 Estresse nutricional

Para avaliar se o estresse nutricional influencia no transporte de GlIn, parasitas em fase
exponencial de proliferagdo foram lavados duas vezes em PBS e incubados por 3 h em PBS, a
28 °C. Apos o periodo de incubacdo os parastitas foram utilizados para o transporte. Como
controle foi utilizado parasitas mantidos em LIT.

2.2.1.11 Transporte em formas tripomastigotas metaciclicas

Formas tipomastigotas metaciclicas, obtidas como descrito anteriormente (secéo

2.1.2.1.2), foram utilizadas para o transporte de GIn. Os parasitas foram incubados na
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presenca da GIn marcada radioativamente. O transporte foi realizado conforme descrito para

formas epimastigotas.
2.2.1.12 Transporte de Gln em estagios do T. cruzi presentes no hospedeiro mamifero

O transporte de GIn também foi avaliado em formas do parasita presentes no
hospedeiro mamifero. Amastigotas, epimastigotas intracelulares e tripomastigotas oriundos de
infeccdes em células CHO-K;, obtidas conforme descrito anteriormente, foram incubadas na
presenca de Gln radioativamente marcada por 1 e 5 min. O transporte foi realizado conforme

descrito para formas epimastigotas.
2.3 Avaliacdo da importancia da Glutamina para o T. cruzi
2.3.1 Viabilidade de formas epimastigotas

Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com PBS (10
min, 1100 x g, 4 °C). Os parasitas, 3 x 10’ células mL™, foram ressuspendidos em PBS
suplementado com 10 mM de GlIn, Glu, Pro ou apenas PBS (controle). Apds 24 e 48 h a
viabilidade celular dos parasitas foi avaliada utilizando-se o método de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tretazolio bromida) (Mosmann, 1983). Os parasitas foram
lavados uma vez com PBS, o pellet foi ressuspendido em 300 pl de PBS e distribuidos em
triplicata em placa de 96 pogos. Foi adicionado 20 ul de MTT (5 mg/mL) e a placa foi
incubada a 28 °C, protegida da luz, por 4 horas. Apds esse periodo a reacdo foi interrompida
com a adicdo de 100 ul de SDS 10%. A viabilidade das células foi observada mediante o
aparecimento da cor azul de formazan homogéneo “thiazolidin”. As placas foram lidas em

espectofotdmetro de placa utilizando-se A 595 nm e como referéncia A 690 nm.

2.3.2 Avaliacao dos niveis de ATP intracelular

Para avaliar os niveis de ATP intracelular, em formas epimastigotas de T. cruzi, foi
utilizado o kit bioluminescente para células somaticas, Sigma-Aldrich (Sigma-Alderich, Saint
Louis, MO, USA). Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes
em PBS e incubados por 16 h em PBS. Ap0s esse periodo foi adicionado 5 mM de Glin, Glu,
ou Pro, PBS foi usado como controle. Ap6s a incubagdo por um periodo de 24 h, nos
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diferentes metabélitos, 1 x 10’ parasitas foram lavados em PBS (10,000 x g, 2 min, 4 °C) e
ressuspendidos em 200 pL de tampdo de lise + 200 pL de PBS. O lisado foi destribuido em
triplicata em placa de 96 pocos (50 pL por poco) e adicionado a enzima luciferase. A
concentracdo de ATP foi determinada utilizando-se a curva padrdo das diferentes
concentracdes de ATP. A luminescéncia foi obtida pela reagéo entre a luciferase e 0 ATP que
foi liberado apds a lise celular, sendo determinada pela utilizagdo do luminémetro Spectramax
i3, Molecular Devices, utilizando-se um A 570 nm (Martins, Covarrubias et al., 2009). A
normalizacdo foi feita com a quantificacdo das proteinas totais do lisado, ulitlizando-se o
método de Bradford (Bradford, 1976).

2.3.3 Participacdo da GIn no ciclo intracelular
2.3.3.1 Participagdo da Gln na infectividade de formas tripomastigotas

As formas tripomastigotas obtidas de sobrenadantes dos cultivos em garrafas foram
contadas e incubadas (2,5 x 10° parasitas) em PBS por 4 h. Apés esse periodo foi adicionado
Glu ou GIn (3 mM). Parasitas também foram incubados em RPMI ou PBS como controles.
Apo6s o periodo de incubagdo na presencga dos aminoécidos, os parasitas foram utilizados para
infectar as células CHO-K3, plaqueadas previamente. Os parasitas ficaram em contato com as
células por 3 h. Apds esse periodo as células foram lavadas com PBS e os parasitas que ainda
esstavam no sobrenadante foram removidos. Foi adicionado RPMI 10% SFB, e a placa

incubada a 37 °C. As células foram fixadas 24 h apés a infeccdo e marcadas com Hoechst.
2.3.3.2 Fixacao e marcacao das células CHO-K;

Apos 24 h da infecgdo, o sobrenadante foi removido e a placa foi lavada uma vez com
PBS. Foi adicionado 100 pl de paraformaldeido 4% e incubado por 5 mim. O
paraformaldeido foi removido e os pocos foram lavados uma vez com PBS. Foi adicionado
100 pl de hoechst (diluigdo 1:2000) e incubado por 1 min. A solucéo de hoechst foi removida
e 0s pocos foram lavados uma vez com PBS. As céluas foram fotografadas utilizando-se o

microscopio de fluorescencia Evos®fl, e foram contadas 400 células aleatoriamente.
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2.3.3.3 Participagdo da GlIn na ecloséo de formas tripomastigotas

As formas tripomastigotas obtidas de sobrenadantes de cultivos foram incubadas na
presenca de GlIn, Glu, ou PBS (controle negativo) e utilzadas para infectar células CHO-Kj,
conforme descrito na se¢do 2.3.3.1. ApoOs a remogdo dos parasitas que ainda estavam no
sobrenadante, as células foram mantidas em meio RPMI, a 37 °C, por 24 h. Em seguida o
meio 10% foi substituido por meio RPMI 2% SFB e a temperatura foi mudada para 33 °C.
Entre os dias 4 e 6 pos-infecgdo, 0s parasitas que estavam no sobrenadante foram contados

em camara de Neubauer.
2.3.4 Importancia da GIn na metaciclogénese
2.3.4.1 Diferenciacao de formas epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos

Formas epimastigotas foram sincronizadas para fase exponencial de crescimento, por
meio de um repique de 24 h. Os parasitas foram contados (confirmando a fase exponencial) e
distribuidos em garrafas (5 x 10° parasitas mL™) em meio LIT. Os parasitas foram incubados
por 4 dias para atingirem a fase extacionaria de crescimento. Apds 4 dias, os parasitas foram
contados (confirmando a fase estacionaria) lavadas por centrifugacdo com PBS (5 min, 1600
X g, 4 °C) e transferidos para meio TAU foram mantidos em meio TAU por 2 h a 28 °C. Apds
esse tempo os parasitas foram centrifugados e ressuspendidos TAUGIn (TAU suplementado
com 10 mM de GIn) ou TAUGIu (TAU suplementado com 10 mM de Glu). O meio padrdo de
diferenciacdo, TAU3AAG, foi utilizado como controle. A porcentagem de diferenciagdo foi
monitorada a cada dia por contagem dos parasitas em camara de Neubauer. No sexto dia de
diferenciacdo os parasitas foram purificados em coluna de DEAE-celulose e utilizados para

infectar células CHO-K;.
2.3.4.2 Infectividade das formas tripomastigotas diferenciadas em meio TAUGIn

Os parasitas purificados de cada condicdo foram contados em camera de Neubauer e
avaliado o grau de pureza (95% de metaciclicos foi considerado aceitavel). Apds a contagem
foi avaliada a capacidade de invasdo celular dos parasitas: células CHO-K;, previamente
plagueadas, foram infectadas com 2,5 x 10° metaciclicos por poco, conforme descrito

anteriormente. Apos 24 h da infeccdo, as celulas foram marcadas com Hoechst e foi avaliada
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a quantidade de células infectadas, com parasitas oriundos das diferentes condi¢Bes de
diferenciagéo.

2.3.4.3 Ecloséo de formas tripomastigotas

Tripomastigotas metaciclicos diferenciados em meio TAU 3AAG, TAU GIn ou TAU
Glu e purificados conforme descrito anteriormente, foram utilizados para infectar células
CHO-K;. A infeccdo foi feita conforme descrito na secdo 2.3.3.1 e a eclosdo de formas
tripomastigotas foi avaliada a partir do 6° dia pds-infeccdo até o 15° dia. Os parasitas foram

contados em camara de Neubauer.

2.4 Avaliacao do efeito de analogos de GIn

2.4.1 Epimastigotas

2.4.1.1 Curvas de proliferacéo

Para avaliar o efeito de analogos de GIn e Glu em formas epimastigotas, paraistas em
fase de crescimento exponencial (4 a 6 x 107 células mL™) foram utilizados. As células (2,5 x
10° células mL™) foram tratadas com diferentes concentracdes dos analogos, como controle
negativo parasitas foram cultivados sem tratamento e como controle positivo os parasitas
foram tratados com rotenona (60 uM) e antimicina (0,5 uM). Os parasitas, tratados e controle,
foram cultivados em placas de 96 pocos, a 28 °C. A proliferacdo celular foi estimada por
leitura da absorbancia da densidade otica (DO) em 620 nm durante 8 dias. A absorbancia foi
transformada em valores de densidade celular (células/ml) usando uma equacdo de regressdo
linear que foi obtida previamente sob as mesmas condigdes. A concentracdo do composto que
inibiu 50% da proliferacdo dos parasitas (ICsp) foi determinada na fase exponencial de
crescimento (5° dia) mediante ajuste dos dados na curva dose-resposta com a equacao classica
sigmoide (Magdaleno, Ahn et al., 2009).

2.4.1.2 Viabilidade dos parasitas tratados com os analogos de GIn

A viabilidade dos parasitas tratados com os diferentes analogos, foi avaliada apos 48

h de tratamento. Formas epimastigotas de T. cruzi em fase de crescimento exponencial (5 a 6
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x 107) foram lavadas duas vezes em PBS e ressuspendidas em PBS suplementado com Gln,
Glu e concentracdo dos analogos correspondente ao ICsg, parasitas incubados em PBS ou LIT
foram utilizados como controle. Apds 48 h de incubacdo os parasitas foram distribuidos em
placas de 96 pocos, na concentracéo final de 1 x 10° parasitas, e foi adicionado rezasurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido, AlamarBlue®) 0,125 pg/mL e incubado por 2 h a 28
°C. A viabilidade celular foi avaliada pela redugdo da resazurina a resorufina que é
fluorescente. A intensidade fluorescéncia foi obtida nos comprimentos de onda 530 nm de

excitacdo e 590 nm de emissdo (Anoopkumar-Dukie, Carey et al., 2005).

2.4.1.3 Anélise de parémetros relacionados a morte celular

Os parasitas, tratados com os diferentes analogos, foram incubados em PBS por 48 h.
ApoOs esse periodo de incubacdo, os parasitas foram lavados uma vez em tampdo anexina
(HEPES 10 mM; Nacl 140 mM; CaCl, 5 mM, pH 7.4), ressusspendidas em 50 pL do mesmo
tampéo e foi adicionado iodeto de propidio (concentracdo final 1 pug/ pL) e anexina (1 uM)
conforme indicacdes do fabricante, e incubados em gelo por 15 min. Apdés o periodo de
incubacdo foi adicionado 450 pL do tampdo anexina e as células foram analisadas por
citometria de fluxo (FACScalibur).

2.4.1.4 Recuperacao dos parasitas em LIT

Para avaliar se os parasitas, cultivados em PBS e tratados com os diferentes analogos
por 48 h, seriam capazes de recuperar o perfil normal de proliferacdo, os mesmos foram
transferidos para 0 meio LIT (2,5 x 10° mL™). Os parasitas foram cultivados em placa de 96
pocos, a 28 °C, conforme descrito anteriormente. No quinto dia de cultivo (fase exponencial
de crescimento) foi analisada novamente a morte celular, conforme descrito anteriormente, e a

proliferacao.

2.4.2 Efeito dos analogos na metaciclogénese

Também foi avaliado o efeito dos analagos de GIn e Glu na diferenciagdo das formas
epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos. A diferenciacdo foi feita como descrito
anteriormente, na presencga dos analogos. Os parasitas foram contados por 10 dias em camara

de Neubauer e foi avaliada a porcentagem de diferenciacdo em cada condicéo de cultivo.
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2.4.3 Efeito dos anélogos no ciclo intracelular

2.4.3.1 Toxicidade em células CHO-K;

A toxicidade dos analogos em células de mamiferos foi avaliada incubando células
CHO-K; (5 x 10° células por poco) em placas de 24 pocos em meio RPMI suplementado com
SFB (10%) na presenca de diferentes concentracdes dos analogos ou nédo (controle). As placas
foram mantidas em estufa a 37 °C, 5% de CO,, sob atmosfera imida. A viabilidade celular foi
avaliada 48 h ap6s o inicio do tratamento utilizando-se 0 método de MTT (Mosmann, 1983).
As células foram lavadas duas vezes com PBS e adicionou-se 200 pL de PBS e mais 50 pL de
MTT (5 mg/mL) e foram incubadas a 37 °C por 3 h. A reacéo foi interrompida pela adi¢éo de
200 pL de SDS 10%. As placas foram lidas em espectofotdmetro de placa utilizando-se A 595

nm e como referéncia A 690 nm.

2.4.3.2 Tratamento das células CHO-K; infectadas

Apo6s a analise da toxicidade dos analogos em células CHO-K;, concentracdes
consideradas ndo toxicas para as células foram utilizadas para avaliar o efeito dos mesmos no
ciclo intracelular do parasita. Células CHO-K; (5 x 10* por pogo) foram mantidas em placas
de 24 pocos em meio RPMI 10% SFB a 37 °C, e infectadas com formas tripomastigotas,
conforme descrito anteriormente. Apos a invasdo dos parasitas, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes dos analogos. Do 4° ao 6° dia p6s-infeccdo, os tripomastigotas que

estavam no sobrenadante foram contados em camara de Neubauer.

2.4.4 MedicOes de atividade das enzimas glutamina sintetase (GS) e da enzima
glucosamina: frutose-6-fosfato aminotransferase (GF6PA).

2.4.4.1. Atividade da enzima GS na presenca dos analogos

A atividade enzimatica da enzima TcGS foi avaliada em extratos dos parasitas em fase
exponencial de cresciemento, cultivados em meio LIT, utilizando o sistema classico de

acoplamento com as enzimas piruvato quinase e lactato desidrogenase:
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L-Glutamato+ ATP + NH,* G5 L-GIn+ ADP + Pi
ADP + fosfoenolpiruvato __PK__ . ATP+Piruvato
Piruvato+ B-NADH  __LDH _ | jactato+ B-NAD

A atividade no extrato foi medida na presenca de 100 uM dos analogos, adicionados
no momento da reacdo ou previamente incubados por 30 min. A mesma foi monitorada por
espectrofotometria a 340 nm observando-se a oxidacdo do NADH (substrato da enzima
LDH). A absorbancia foi convertida a concentracdo de NAD formado na reacdo. A reacéao
enzimatica foi medida, conforme previamente padronizada por (Crispim et al.”), na presenca
dos seguintes reagentes (34,1 mM tampéao imidazol; 1 mM L-Glu; 1 mM ATP; 1 mM NH,CI;
18,9 mM KCI; 1 mM MgCl,. 0,25 mM NADH; 1,1 mM fosfoenolpirurato; 1 U PK/LDH) e foi
utilizado 50 pg do extrato para cada medicéo.

2.4.4.2 Atividade da enzima GF6PA em extrato de T. cruzi na presenca dos analogos

A atividade da GF6PA foi medida, em uma reacdo com dois passos, baseado na
capacidade da enzima produzir L-Glu utilizando L-GIn como um dos substratos:

(1) L-GIn + D-frutose-6-fosfato _GF6PA | Glu+ D-glucosaminab-fosfato

(2) L-Glu+H,0 +NAD* —GDH . Alfa-cetoglutarato+ NH, + NADH

A reacdo foi feita na presenca de tampéao Tris HCI 50 mM; GIn 1 mM; Frutose-6-
fosfato 1,5 mM; EDTA 1 mM e extrato de formas epimastigotas de T. cruzi 50 pg, na
presenca ou ndao de 100 puM dos analogos de GlIn. A reacdo ocorreu por 5 min e foi
interrompida pela adicdo de &cido tricloroacético (TCA) (1/1). Como controles foi feita a
reacdo sem a adicdo da Frutose-6-fosfato, um dos substratos da reacdo, ou na auséncia do
extrato do parasita. O produto da reacdo foi utilizado para medir a atividade da enzima
glutamato desidrogenase (GDH) comercial (Sigma-Aldrich) que pode ser monitorada pela

reducido de NAD" e consequentemente o aumento da absorbancia a 340 nm. A aborbéncia foi

* Crispim, M.; Damasceno, F.S.; Hernandez, A.; Barison, M.J.; Sauter, I.P.; Pavani, R.S.; Moura, A.S.; Pral, E.M.F.; Cortez,
M.; Elias, M.C.; Silber, A.M.; The glutamine synthetase of Trypanosoma cruzi is requerid for its resistance to ammonium
accumulation and evasion of the parasitophorous vacuole during host-cell infection. Submitted.
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convertida a concentracdo de NADH formado na reacdo. A reacdo foi feita na presenca do
tamp&o Tris HCI 50 mM; NAD" 7 uM; o Glu formado na reagéo anterior e a enzima GDH por
5 min. A atividade da enzima GDH é diretamente proporcional ao Glu formado na reacao
anterior. Como controle também foi medida a atividade da GDH na presenca de

concentragdes conhecidas de Glu e na presenga dos andlogos.
2.5 Trypanosoma brucei

2.5.1 Manipulagdo do DNA

2.5.1.1 Extracdo de DNA genbmico de T. brucei

Formas sanguicolas de T. brucei foram utilizadas para a obtencdo do DNA gendmico.
Aproximadamente 5 x 10° células foram centrifugadas e lavadas com PBS (6 000 x g, 5 min,
4 °C) e ressuspendidas em tampdo de lise (Tris-HCI 0,2 M; EDTA 0,01 M; SDS 0,5% v/v, pH
8) e foi adicionado 50 pg/mL de proteinase K e incubados por 5 min a temperatura ambiente.
Apo0s o periodo de incubacdo, o0 DNA foi extraido por tratamento com fenol/cloroférmio. A
fase aquosa foi recuperada por centrifugacao (6000 x g, 5 min). A preciptacdo do DNA foi
feita pela adigdo de dois volumes de isopropanol gelado e centrifugagdo (10000 x g; 15 min).
O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi lavado trés vezes por centrifugacéo
(6000 x g; 5 min) com etanol 70%. Apds secar a temperatura ambiente, o DNA foi
ressuspendido em 150 pl de H,Od e a concentracdo foi determinada usando o equipamento
NanoDrop (Spectrophotometer ND-1000).

2.5.1.2 Desenho dos iniciadores especificos para ThGS

O desenho dos iniciadores foi feito com base na sequéncia anotada no banco de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI) >gi|72392163:1317986-1319251
Trypanosoma brucei brucei cepa 927/4. Os oligonucleotideos (Fw
AAGGATCCATGTTGTCGGGCATTACC,; Rv GGCTCGAGCTACACCTTAGAAGTACT)
foram sintetizados com sitios de clivagem para as endonucleases de restricdo BamHI e Xhol.
Os iniciadores amplificam uma sequéncia de 1266 pares de base, correspondente a enzima

glutamina sintetase.
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2.5.1.3 Amplificacio de DNA por PCR

A reacdo de PCR foi feita utilizando 100 ng do DNA gendmico como molde, 0,2
pmol/mL de oligonuceotideos, 0,2 mM de dNTPs, 2 mM MgCl; e 2,5 U da enzima Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA®). A condic&o de amplificagdo
utililizada foi 35 ciclos de amplificacdo, com desnaturagéo inicial a 95 °C por 5 min, e
desnaturacdo antes de ciclo a 95 °C por 1 min, seguida por anelamente dos oligos ao DNA
molde a 58 °C por 1:30 min e extensao da cadeia nucleotidica a 72 °C por 3 min. A extensao
final adicional foi feita 72 °C por 10 min. Para PCR de col6nias, as células da placa foram
coletadas utilizando palito de madeira estéril e ressuspendidas em 25 pl de &gua estéril. As
amostras foram lisadas por incubacdo a 100 °C, por 10 min e foi utilizado 2 pl do lisado,

como molde, para cada reacdo de PCR.

2.5.1.4 Eletroforese em gel de agarose

A amplificacdo da sequéncia de interesse foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) em tampdo TAE 1x (0,04 M Tris, 1 mM EDTA, pH 8 ajustado com &cido
acético) e brometo de etidio na concentragdo final de 0,3 pg/mL. Ao fragmento de DNA
amplificado foi adicionado tamp&o de amostra (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de
xileno cianol e 20% de glicerol). O padrédo de peso molecular utilizado foi 1 kb DNA Ladder
(Thermo®). A corrida foi conduzida a 100 mA e o gel foi visualizado no transluminador sob
fonte de luz UV e fotografados em sistema ImageQuant® 300 (GE Healthcare®, Pitsburg, PA,
EUA).

2.5.1.5 Clonagem da sequéncia de interesse no vetor p2T7-177

O produto da amplificacdo por PCR foi purificado a partir do gel de agarose utilizando
o kit comercial GeneJET (Thermo®) conforme instrucdes do fabricante e quantificado
conforme descrito anteriormente. O produto foi ligado em 50 ng do vetor p2T7 (razdo molar
de inserto:vetor 4/1), utilizando 1 U da enzima T4 DNA ligase (Promega® Madison, WI,
EUA) e tampéo ligase (1x). A reacdo foi incubada por 16 h a 4 °C. A constugdo foi
confirmada pelo tratamento com enzimas de restricdo e analise dos fragmentos em gel de
agarose, além do mais a sequéncia clonada foi analisada por sequenciamento, ap6s PCR

utilizando iniciadores especificos.
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2.5.1.6 Transformacao de bactérias competentes

As bactérias competentes (Escherichia coli XL1Blue) foram incubas com o produto da
ligacdo por 30 min. Apo6s o periodo de incubacdo as células foram submetidas ao choque
térmico (42 °C, 2 min) e imediatamente colocadas no gelo por 10 min. As células foram
recuperadas em meio LB por 1 h sob agitacdo (200 rpm) a 37 °C, e transferidas para placas de
LB solido na presenca de ampicilina e tetraciclina, antibidticos de selecdo do plamideo e da
bactéria, respectivamente. As colonias que cresceram na placa foram isoladas e utilizadas para

confirmacéo da construgdo por meio de PCR de colbnias.
2.5.1.7 Linearizacao do vetor

Apo6s a confirmagdo da construcdo p2T7TbGS, o vetor foi linearizado utilizando a
enzima de restricdo Not | (Thermo®) conforme indicacBes do fabricante. A linearizagdo do
vetor foi confirmada por eletroforese em gel de agarose e foi utilizado 10 pg do DNA

plasmidial para transfeccao dos parasitas.
2.5.2 Manipulacéo dos parasitas
2.5.2.1 Transfeccdo dos parasitas

Formas sanguicolas de T. brucei brucei (SMB) em fase exponencial de crescimento
(1-1.5 x 10° mL™) foram utilizadas para transfeccdo. Os parasitas foram lavados por
centrifugacdo (1000 x g, 10 min, TA) em tampao cytomix (0,76 g/L EGTA; 8,88 g,L KCI;
19,20 mg/L CaCl, x 2 H,0; 1,01 g/L Mg CaCl, x 6 H,O; 5 g/L Glc; BSA; 100 mg/L; 5,96 g/L
HEPES; 100 mL/L K;HPO4/ KH,PO4 (100mM, pH 7,6); 100 mL/L Hipoxantina (1,36 g em
100 mL, 4% NaOH) pH 7,6 ajustado com KOH). Ap6s serem lavados os parasitas (2,5 x 10°)
foram ressuspendidos em tampdo cytomix e transferidos para cubetas de eletroporacéo (2 mm)
e foi adicionado 10 pg do vetor p2T7ThGS linearizado (volume final na cubeta: 450 uL). A
eletroporacéo foi feita com um pulso (1,400 V, 25 uF e «0Q 0,3 ms) utilizando 0 equipamento
GenePulser Xcell (BioRad Systems®, USA). Apds a eletroporacdo o0s parasitas foram
transferidos para uma garrafa (75 cm®) com 36 mL de meio HMI-9 previamente aquecido a
37 °C. A cultura foi incubada por 6 h, a 37 °C, 5% CO; sob atmosfera umida, apos esse

periodo de incubacdo, foram adicionados os antibioticos geneticina (G418) 2 pg/mL e
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fleomicina (2,5 pg/mL) e a cultura foi transferida para placa de 24 pocos (1 mL/pogo). Ap6s 5
dias de incubacdo (37 °C, 5% CO, sob atmosfera imida) foi observado ao microscépio a
presenca de clones positivos. Os parasitas foram mantidos sob pressdo seletiva dos

antibioticos fleomicina e G418 e utlizados para experimentos posteriores.

2.5.2.2 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR) para validacdo do
silenciamento do gene correspondene a ThGS

Apols a selecdo dos parasitas, formas sanguicolas cultivadas em meio HMI-9
(concentracdo inicial de 1 x 10* mL™) foram tratadas com tetraciclina (2 pg/mL) para inducéo
da diminuicdo da expressdo da enzima GS. Ap6s 48 h de inducdo, o RNA foi extraido
utilizando-se o kit RNeasy (Qiagen) e o cDNA foi sintetizado utilizando o kit RevertAid H
minus (Thermo scientific) seguindo as instruc@es do fabricante. O cDNA foi utilizado para a
realizacio da gRT-PCR usando iniciadores especificos para ThGS (Fw:
CATTCCCCGTGCTTCCTCTT; Rv: GTTCGCCGGTCGGTAAAAAG) para analisar 0s
niveis de transcritos para a enzima glutamina sintetase. Como controles foram utilizados
parasitas ndo transfectados com a construcdo p2T7TbGS e parasitas SMBT7TbGS sem

inducéo.

2.5.2.3 Medic0es da atividade da enzima ThGS

A atividade enzimatica da enzima GS foi avaliada em extratos dos parasitas,
cultivados em meio HMI-9, induzidos ou ndo. A atividade foi medida utilizando-se o sistema
classico de acoplamento com as enzimas piruvato quinase e lactato desidrogenase, conforme

descrito na se¢do 2.4.4.1.
2.5.3 Andlise do fenotipo dos parasitas transfectados
2.5.3.1 Curva de proliferacdo
Os parasitas foram cultivados em meio HMI-9, com a concentracdo padréo de GIn no
meio (584 ug/mL) ou na presenca de uma concentragdo reduzida de Gln (5 pg/mL) induzido

ou nao pela adi¢do de tetraciclina no meio (2 pg/mL). Os parasitas foram contados em camara

de Neubauer a cada 24 h, por 72 h.
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2.5.3.2 Andlise da progresséo do ciclo celular e da degradagdo do DNA

As células SMB, foram cultivados nas diferentes condigdes, induzidos ou ndo (SMB
+GIn; SMB -GIn; SMBT7GS +GIn-Tet; SMBT7GS +GIn+Tet; SMBT7GS —GIn-Tet;
SMBT7GS —GIn+Tet) por diferentes tempos de incubacdo. Os parasitas foram utilizados para
analise da progressdo do ciclo celular e da degradacdo do DNA. As células, (1 x 10°
parasitas), foram lavados uma vez com PBS e ressuspendidos em 100 pL de tampéo de lise
(tampéo fosfato Na,HPO, 7,7 mM; KH,PO,4 2,3 mM; pH 7,4) e digitonina (concentracéo final
64 uM). Os parasitas foram incubados em gelo por 30 min, apos a incubacédo foi adicionado
100 pL da solucdo de iodeto de propidio (20 pg/mL). As amostras foram analisadas por

citometria de fluxo (CitoFLEX, Beckman Coulter).

2.5.3.3 Anélise de necrose

Os parasitas foram lavados uma vez em tampdo anexina, ressusspendidos em 50 pL do
mesmo tampao e foi adicionado iodeto de propidio (concentracdo final 1 pug/ yL) e incubados
em gelo por 15 min. Apoés o periodo de incubagdo foi adicionado 450 pL do tampdo anexina e
as células foram analisadas por citometria de fluxo (CitoFLEX, Beckman Coulter). Como
controle positivo de necrose os parasitas foram tratados com digitonina.

2.5.3.4 Deplecao da GIn no soro fetal bovino (SFB)

Para depletar a concentracdo de GlIn, presente no SFB, o mesmo foi tratado com a
enzima glutaminase (Sigma-Alderich) seguindo as instrucdes do fabricante. Brevemente, o
pH do SFB foi ajustado para 4,5 (visto que esse € o pH 6timo para a atividade da enzima) e
adicionado a glutaminase (1 U). O SFB foi incubado a 37 °C por 10 min, apds esse tempo o
pH foi novamente ajustado para 7. Apos o tratamento com glutaminase o SFB foi adicionado
no meio de cultivo HMI-9 sem GIn. A deplecdo da GIn no soro foi confirmada por

cromatografia liquida (equipamento LC 3000 Eppendorf-Biotronik).
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2.5.3.5 Efeito da diminuicdo gradual da concentracdo de GIn, no meio de cultivo, para a
sobrevivéncia dos parasitas

Para avaliar a importancia da GlIn para a sobrevivéncia dos parasitas, as células SMB
(concentracdo inicial: 1 x 10° mL™), foram cultivadas em meio HMI-9 com passagens diérias
e diminuicdo da concentracdo de GIn, de forma gradual, a cada dia (50; 5 e 0,5 pg/mL). Apds
0 cultivo dos parasitas em meio contendo 0,5 pg/mL (terceiro dia), novamente foi adicionada
GIn no meio de cultivo (584 pg/mL, concentracdo padrdo do meio) para avaliar a recuperacao
dos parasitas. A cada 24 h os parasitas foram contados na camara de Neubauer, diluidos

novamente para 1 x 10° mL™ e também foi analisado o ciclo celular.

2.5.3.6 Recupercéo dos parasitas em diferentes concentragdes de Gln

Também foi avaliado se a recuperagdo dos parasitas dependia da concentracdo de GIn
no meio de cultivo. Para isso os parasitas foram cultivados em meio sem GIn por 24 h
(concentragdo inicial 1 x 10° mL™) e depois foram transferidos para meio com diferentes
concentracdes de Gln 584 pg/mL (concentracdo padrdo do meio) 50 pg/mL; 5 pg/mL; 0,5
pg/mL e glutamato 75 pug/mL (concentracdo padrdo do meio) por 24 e 48 h. Em cada tempo
de incubacdo os parasitas foram contados em camara de Neubauer, diluidos novamente para
1 x 10° mL™? e analisados por citometria de fluxo para determinacdo da porcentagem das
celulas nas diferentes fases do ciclo celular e também a integridade da membrana.

2.5.3.7 Sincronizacao do ciclo celular nas células SMB

Para entender melhor o papel da GlIn, no ciclo celular dos paraistas, 0s mesmos foram
tratados com hidroxiurea (20 pg/mL) (Forsythe, McCulloch et al., 2009) por 2 h, a 37 °C,
para sincronizar o ciclo celular. Ap6s a incubacdo, a sincronizacdo foi confirmada por
citometria de fluxo e o tratamento foi removido por centrifugacdo e lavagem duas vezes em
meio HMI-9. Os parasitas (1 x 10° mL™) foram transferidos para meio HMI-9, com ou sem
GIn. Apos 48 h de cultivo em meio sem Gln, a cultura foi dividida em duas partes: uma parte
continuou sendo cultivada em meio sem GIn e a outra parte foi transferida para meio com GIn
(584 pg/mL). A cultura foi mantida por 5 dias e a cada dia foi analisado o nimero de
parasitas, o ciclo celular e a integridade da membrana, conforme descrito anteriormente, além

do mais os parasitas foram diluidos novamente para 1 x 10° mL™.
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2.5.3.8 Andlise por Western blotting

Para avaliar a participacdo da Gln na glutamilagéo de tubulina, em formas sanguicolas
de T. brucei, os parasitas foram cultivados nas diferentes condi¢cdes (meio HMI-9 com a
concentracdo completa de GIn, meio sem GlIn e parasitas recuperados por 48 h em meio com
Gln). Os parasitas (1 x 107) foram ressuspendidos em tampdo de lise (tampdo fosfato +
inibidores de proteases) e lisados por ciclos de congelamento e descongelamento (5 ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a 37 °C). Apo0s a lise das amostras foi
adicionada a solucéo de amostra (Tris/HCI 62,5 mM pH 6,8; SDS 2,3%; glicerol 10%; azul de
bromofenol 0,01%; 20 mM de mercaptoetanol) relacdo 4:1. E as amostras foram fervidas a
100 °C, por 5 min. As proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE 10%. Utilizando-se para
a fase de separacdo (375 mM de tampdo Tris/HCI, pH 8,8; 0,1% de SDS v/v; 10% de solucao
acrilamida/bisacrilamida; agua destilada gsp 10 mL; 5 pL de Tetra Metil Etileno Diamina
(TEMED) e 0,05% de persulfato de aménio (APS) v/v. Apds a polimerizacao, foi adicionado
0 gel de empilhameto (125 mM de tampdo Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% SDS v/v; 5% de solucéo
acrilamida/bisacrilamida; dgua destilada gsp 5 mL, 5 pL de TEMED e 0,05% de APS (v/v).
A eletroforese foi realizada com tampéo de corrida (25 mM de Tris vase, 192 mM de glicina,
0,1% de SDS p/v) aplicando uma voltagem de 200 V, por 45 min. Apos a separacao, as
proteinas foram transferidas para a membrana de nitrocelulose e a membrana foi bloqueada
com leite desnatado 10%, por 12 h a 4 °C. Apo6s o blogueio a membrana foi lavada trés vezes
com PBS Tween20 0,1%, 10 min, sob agitacdo. Seguida da incubacdo com o anticorpo
primario GT335 (AdipoGen® produzido em camudongo) diluido em PBS tween 0,05%, BSA
1% (diluicdo 1:5000) por 1 h a temperatura ambiente. Apds a incubacdo a membrana foi
lavada por trés vezes com PBS Tween20 0,1%, por 10 min cada. Seguido da incubag¢do com o
anticorpo secundario: anticorpo policlonal produzido em cabra contra IgG de camudongo,
conjugado a HRP (horsedish peroxidase) (BIO-RAD) diluido em PBS tween 0,05%, BSA 1%
(diluicdo 1:10,000) e incubado por 1 h a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagdo
a membrana foi lavada por trés vezes com PBS Tween20 0,1%, por 10 min cada e incubada
com a solucéo para revelacdo (luminol/peroxido 1/1) ECL Prime wertern blotting detection
(GE Healthcare) por 5 min. O sinal foi detectado usando o equipamento alpha Innotech
FluorChem® FC2. Ap6s a decteccdo, foi feito o strip da membrana ulitizando o tampao de
remocdo (Glicina 15 g/L; SDS 1g/L, Twenn20 1%, pH 2,2). A membrana foi incubada duas
vezes com a solucdo de remocdo por 10 min, sob agitacdo, lavada com PBS entre uma

incubacéo e outra. Ap0s a remocao dos anticorpos a membrana foi incubada com a solugéo de
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deteccdo para confirmar a eficiéncia do strip (nenhum sinal foi detectado). Novamente a
membrana foi bloqueada com leite desnatado 10%, por 12 h a 4 °C, lavada trés vezes com
PBS Tween20 0,1%, 10 min, sob agitacdo, sequida da incubagdo com o anticorpo primario
monoclonal anti-atubulina (Sigma-Aldrich ®) diluido em PBS tween 0,05%, BSA 1%
(diluicdo 1:500), por 1 h, a teperatura ambiente. A membrana foi lavada e incubada com o
anticorpo secundario, como descrito anteriormente e o sinal foi detectado novamente

utilizando o mesmo equipamento.

2.5.3.9 Microscopia de fluorescéncia

As células SMB (1 x 10°% cultivadas em meio HMI-9 (com ou sem GlIn e recuperadas
por 48 h apds cultivo em meio sem GIn por 24 h) foram transferidas para tubos de 1,5 mL,
lavadas uma vez com PBS e ressuspendidas em 200 pL de PBS e foram fixadas pela adi¢éo
de 300 pL da solugéo de paraformaldeido (4%) concentragédo final 2,4%, por 2 h, a 4 °C.
Apbs a fixacdo os parasitas foram lavados uma vez com PBS e foram ressuspendidos,
cuidadosamente, em 500 pL de tampdo fosfato de sodio/glicina (Na;HPO, 100 mM; glicina
100 mM; pH 7,2) por 15 min a temperatura ambiente. Apds a incubacdo as células foram
permeabilizadas pela adigdo de 500 pL de triton 0,2%, homogenizado por inverséo do tubo e
incubado por 5 min, apds a incubacdo as células foram lavadas duas vezes com BSA 1% e
ressuspendida em 100 pL do anticorpo GT335, diluido em BSA 1% (1:5000), por 1 h, a
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacéo as células foram lavadas duas vezes com
BSA 1% e ressuspendidos em 100 uL do anticorpo secundario goat anti-mouse 1gG alexa
fluor 488, diluido em BSA 1% e incubados por 1 h, a 4 °C. Apds a incubacdo com o anticorpo
secundario, foi adicionado 1 puL de DAPI (10 pug/mL) e incubado por 5 min. As células foram
lavadas uma vez com BSA 1% e uma vez com H,O destilada, ressuspendidas em H,O

destilada e transferidas para a lamina para a analise por microscopia de fluorescéncia.
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2.5.4 Andlises estatisticas

Todos os resultados apresentados sao referentes a pelo menos trés réplicas biologicas
com pelo menos trés réplicas técnicas cada. O programa Excel foi utilizado para calcular
média e desvio padrdo das replicas dos ensaios. O programa GraphPadPrism5 foi utilizado
para construcdo dos gréficos e ajustes dos mesmos. O método ANOVA de uma via seguido
do teste Tukey, ou o teste T foram utilizados nas analises estatisticas dos tratamentos em

relacdo ao controle. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



CAPITULO 3: RESULTADOS
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3.1T.cruzi
3.1.1 Caracterizacao do transporte de Glutamina

Para conhecer em detalhe como a GIn extracelular é disponibilizada no interior da
célula para participar dos diferentes processos biologicos, nos quais estd a principio
envolvida, iniciamos a caracteriza¢do do sistema de transporte em formas epimastigotas de T.

cruzi.
3.1.1.1 Cinética

A capacidade do T. cruzi internalizar GIn a partir do meio externo foi avaliada
inicialmente em funcdo do tempo. Formas epimastigotas foram incubadas por diferentes
tempos na presenca de uma concentragcdo considerada a priori saturante de GIn (3 mM),
baseado no nosso conhecimento de outros sistemas de transporte de aminoacidos
caracterizados anteriormente no parasita (Silber, Tonelli et al., 2002; Barison, Damasceno et
al., 2016). A GlIn ¢é internalizada pelo parasita, em funcdo do tempo de incubacdo (Figura 6
A). Interessantemente, esse processo ndo mostrou uma saturacdo ao longo do tempo analisado
(180 min) sugerindo que a GIn internalizada é rapidamente metabolizada pelas células. A
curva em funcdo do tempo pode ser considerada linear até 15 min de incorporagéo (r*=0,996)
(Figura 6 B) e apresentou uma velocidade inicial nas condi¢cfes descritas de 0,22 nmols por
minuto.2 x 10’ parasitas. Para os experimentos subsequentes o tempo de incubago escolhido
para obter velocidades iniciais de transporte foi de 1 min.
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Figura 6 - Transporte de GlIn pelo T. cruzi a partir do meio externo em fung¢do do tempo. Formas
epimastigotas foram incubadas na presenca de 3 mM de GIn radioativamente marcada (L-[3,4-3H(N)]-
Glutamina) por diferentes tempos (0-180 min). (A) Internalizicdo da GIn em fungéo do tempo. (B) Intervalo de
tempo em que o transporte de GIn apresenta uma relagéo linear (15 min r’=0,996). (n = 4)

Para obter os valores de K, e Vimax, a velocidade inicial do transporte de GIn (Vo) foi
avaliada em funcéo da concentracdo extracelular do substrato, utilizando-se concentracdes de
GIn entre 0 e 5 mM. Os dados permitem inferir que a GIn é transportada por um Unico sistema
saturavel que se ajusta ao modelo cinético de Michaelis-Menten. Os valores das constantes
cinéticas foram obtidos a partir do ajuste dos dados obtidos para Vo a funcdo hiperbdlica
(r*=0,968), derivada do modelo cinético de Michaelis-Menten (Figura 7). O valor obtido para

K foi de 1,29 + 0,08 MM e para Vmax foi de 0,36 + 0,05 nmols GIn/min.2 x 10" células.
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Figura 7 - Transporte de glutamina em funcdo da concentra¢do do substrato. O transporte de GIn foi
medido em funcéo da concentragdo de substrato (0-5 mM) por um minuto. Os valores obtidos para V. € K
foram de 0,364 £0,04 mM e 1,29 £ 0,2, respectivamente. (n = 4)

3.1.1.2 Termodinamica do transporte de Gin

Apbs a caracterizacdo cinética do transporte de Gln, foi determinada a funcionalidade
do transportador a diferentes temperaturas, incubando os parasitas na presenca de 3 mM de
GIn tracada com GIn radioativa a diferentes temperaturas (10 a 45 °C). Nossos resultados
mostram que o transporte de GIn acontece a temperaturas a partir de 20 °C, incrementado-se
de forma aproximadamente linear até 45 °C, temperatura em que observa-se a maxima
atividade (Figura 8 A). A Energia de ativacdo do sistema (Ea) foi calculada por meio da
equacéo de Arrhenius utilizando-se os dados obtidos entre a temperatura 28 °C e 45 °C (faixa
dentro da qual observa-se um incremento linear do transporte em relacdo & temperatura, r’=
0,990). O valor obtido foi de 63,29 + 1,18 kJ/mol (Figura 8 B).
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Figura 8 - Transporte de GIn em funcdo da temperatura. A dependéncia da temperatura para o transporte
GlIn foi analisado pela incubacéo dos parasitas em diferentes temperaturas na presenca de 3 mM de GIn. (A)
Transporte em fungdo da temperatura. (B) Calculo da energia de ativacéo utilizando-se a equagdo de Arrhenius
(r?=0,990). O valor obtido foi 63,29 + 1,18 kd/mol.(n = 3)

3.1.1.3 Caracterizagdo do mecanismo envolvido no transporte de Gln

Para analisar que mecanismos poderiam estar envolvidos no transporte de GIn,
primeiro foi avaliada a incorporacdo de GIn em funcdo da concentragdo de H* no meio
extracelular. Para isso, durante o transporte, os parasitas foram incubados em tampdes com
distintos pH (5,0 — 7,5), sendo o tampé&o citrato utilizado para o pH entre 5,0 e 6,5; e 0
tampdo PBS utilizado para o pH entre 6,0 e 7,5. O fato de utilizar dois tampdes diferentes
para um mesmo pH (6,0 e 6,5) garante que as diferencas observadas no transporte se devam
exclusivamente a variagdes no pH e ndo a composi¢do do meio. Os dados obtidos mostram
que a GlIn é transportada nos diferentes pHs, no entanto observa-se uma tendéncia de maior

incorporacdo de GIn entre o pH 6,0 e 7,0 (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do pH externo no transporte de GIn. O efeito do pH externo no transporte de Gln foi
avaliado entre os valores de pH 5,0 e 7,5 nos tampdes citrato e PBS. (n = 4)

Além da presenca de fons H" no meio externo, outros ions extracelulares podem ser
relevantes para a atividade de transportadores, como por exemplo o Na* e o K*. Para avaliar a
interferéncia destes ions no transporte de GIn foram utilizadas variantes do tampdo PBS
contendo Na* ou K" exclusivamente. O PBS na sua formulaco convencional (contendo Na* e
K™ como descrito em material e métodos, e tampao salino equilibrado osmoticamente com
colina (sem Na" nem K) foram utilizados como controle. O transporte de GIn néo foi
dependente da presenca desses ions no meio externo, visto que ndo ha diferenca na
internalizac@o da GIn pelo parasita nos diferentes tampdes (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliagdo da interferéncia de Na" e K* no transporte de GIn. O efeito da presenca de Na* e K*
no meio externo para o transporte de GIn foi avaliado pela incubacdo das formas epimastigotas em diferentes
tamp@es durante o transporte de GIn. O tampéo colina foi utilizado como controle na auséncia de ions. Analise
estatistica: ANOVA de uma via seguida do teste Tukey, P=0,0461. (n=3)

Os resultados apresentados até aqui mostram que o transporte de GIn apresenta pouca
variacdo em relacdo ao pH externo, e n3o é dependente da presenca de Na“ e K" no meio
extracelular. Com base nessas informacdes, considerou-se relevante avaliar se a incorporacéo
de GIn é dependente do estado energético do parasita. Para isto, 0 ensaio de transporte foi
realizado na presenga de oligomicina A, inibidor da F1F,/ATP sintase. A oligomicina foi
adicionada em trés diferentes tempos de incubacdo: 0, 30 e 60 min antes do inicio da medicéo
do transporte. Esses diferentes tempos de incubacdo permitem distinguir entre um efeito
direto da oligomicina no transportador de GIn (0 min) e o efeito da deplecdo dos niveis de
ATP intracelular (em dois tempos diferentes, 30 ou 60 min) nos quais os niveis de ATP
intracelular decaem (Manchola, Rapado et al., 2016). O resultado demonstra que ndo ha
diferenca entre o controle (sem oligomicina) e o tempo zero de incubagdo. No entanto,
quando os parasitas foram pré-incubados, por 30 ou 60 min, observou-se uma dimuicao da
incorporacdo de GlIn de 30% e 45%, respectivamente (Figura 11). Quando F;F,/ATP sintase
esta inibidida, o nivel intracelular de ATP pode ser reestabelecido pela adicdo de Glc, que

estimula a fosforilagdo em nivel de substrato pela glicélise. Deste modo se o nivel de ATP é
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relevante para o sistema de transporte, a adi¢cdo de Glc mesmo em condicGes de inibicdo da
F1Fo/ATP sintase, poderia reestabelecer a incorporagdo de GIn. O ATP formado a partir da
glicolise foi capaz de reestabelecer o transporte de GIn mesmo na presenca de oligomicina
(Figura 11). Assim, demonstramos que o nivel de energia celular € importante para o

transporte de Gin.

*k*k
2 04' r ™ * k%
[0 f ] —
'\O
o
! 0.34
(V]
= -
£ 0.2-
£
O]
S 0.1-
wn
©
e
< 0.0 T
+ + + PBS
- + + + + Oligomicina A
- - - - + Glicose

(0) (0) (30) (60) (60) Pré-incubacao (min)

Figura 11 - Avaliacdo da dependéncia do transporte de Gln em relacdo aos niveis intracelulares de ATP.
Os parasitas foram incubados na presenca de oligomicina A (5 pg/mL), por diferentes tempos (30 e 60 min) na
presenca ou ndo de glicose. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey, P=0,0001. (n=4).

Tendo observado que variaces no pH externo podem gerar variacbes na atividade do
transportador, mesmo que discretas, avaliamos se o gradiente de protons através da membrana
citoplasmatica poderia ser importante para o transporte de Gln. Para isso os parasitas foram
incubados na presenca do ionoforo FCCP, desacoplador do gradiente de H*. O tratamento
com FCCP também pode desacoplar o potencial de membrana mitocondrial, e desse modo
desencadear a hidrolise de ATP pela prépria F1F,/ATP sintase funcionando em modo reverso
(como H'/ATPase) diminuindo assim os niveis de ATP intracelular. Para distinguir entre os
dois processos (desacoplamento do gradiente de H* e dimuicdo do ATP intracelular), a

influéncia do FCCP no transporte de GIn foi medida na presenca ou auséncia de oligomicina.
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Desse modo seria possivel desacoplar o efeito do colapso dos gradientes de H* do efeito
causado pela queda dos niveis de ATP. Nossos resultados mostram que quando a membrana
plasmética esta despolarizada em relagdo ao gradiente de H*, o transporte de GIn diminuiu
aproximadamente 30%, tanto na presenca quanto na auséncia de oligomicina (Figura 12),
mostrando que o gradiente de H" através da membrana do parasita também é importante para
o0 sistema de transporte de GlIn. Interessantemente, estes dados sugerem que, para a janela de
tempo utilizada neste ensaio, a atividade H*/ATPase da F1Fo/ATP sintase ndo produziria um

efeito significativo nos niveis de ATP intracelular.
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Figura 12 - Avaliacéo do transporte de GIn em funcéo do gradiente de H" da membrana citoplasmatica. O
transporte foi realizado na presenca de FCCP (5 uM), desacoplador do gradiente de H*, ou FCCP + Oligomicina
A (5 pug/mL), inibidor da F;F,/ATP sintase. Analise estatistica; ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey,
P=0,0049 (n=3).
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Para confirmar a participagéo do estado energético do parasita na incorporacéo de GIn
a partir do meio extracelular os parasitas foram incubados por 3 h em PBS, com a finalidade
de induzir a deplecdo dos niveis intracelulares de ATP. Apos esse periodo foi medido o
transporte. Parasitas incubados em LIT foram usados como controle. Os resultados obtidos
demonstram que a incubacdo dos parasitas em PBS interfere na internalizagcéo da GlIn a partir
do meio extracelular (Figura 13). Foi observada uma diminui¢do no transporte de GIn
(aproximadamente 70%) em relacdo ao controle. Este resultado confirma que a incorporacao

de GIn a partir do meio extracelular pelo parasita depende do estado energético da célula.
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Figura 13 - Efeito do estresse nutricional no transporte de Gln. Os parasitas foram incubados em PBS
durante 3 h e depois foi realizado o transporte. Parasitas sem pré-incubacdo em PBS foram usados como
controle. Anlise estatistica: Teste T, valor de P=0,0005. (n = 3)
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3.1.1.4 Especificidade do transportador

Os transportadores de aminoacidos podem ser utilizados para o transporte de mais de
um tipo de aminoacido. Para determinar se o sistema de transporte de GIn € um sistema
especifico, foi avaliada a incorporacéo de Gln na presenca de diferentes andlogos estruturais e
diferentes aminoéacidos em um ensaio de competi¢do. Sob a hipdtese do transportador poder
utilizar como substratos anélogos estruturais da Gln, os ensaios de inibicdo foram feitos em
condic¢des que permitiriam detectar uma inibicdo do tipo competitiva, utilizando-se portanto
concentracdes de Gln correspondentes ao valor de Kp, (1,29 mM), e os possiveis inibidores a
concentragdes equivalentes a 10 x Kp. Como controle de inibicdo foi utilizado como
competidor a propria GlIn (Figura 14). Os analogos estruturais que foram avaliados como
provaveis competidores foram: ACV, AZA, MS e DPA, além dos aminoacidos relacionados
estrutural ou metabolicamente a GIn: Glu, Asp, Asp, Ala, Arg e His (Figura 14 C). O
transporte de GIn ndo foi inibido pelos analogos estruturais nem pelos outros aminoacidos,

sugerindo que o sistema de transporte de GIn em T. cruzi é especifico (Figura 14 A e B).
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Figura 14 - Transporte de GIn na presenca de analogos estruturais ou aminoacidos como possiveis
competidores. (A) Transporte de Gln na presenca de analogos estruturais na concentracdo 10x maior que a K,
do transporte de GIn. (B) Transporte de Gln na presencga de diferentes aminoacidos na concentragcdo 10x maior
que a K., do transporte de GIn. (C) estrutura dos analogos e aminoacidos utilizados no experimento. Anélise
estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey, P < 0,05. (n = 3)
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3.1.1.5 Transporte de GIn em epimastigotas na fase exponencial e estacionaria

Sabe-se que os epimastigotas de T. cruzi sdo capazes de mudar de um metabolismo
baseado no consumo de Glc para um metabolismo baseado no consumo de amino&cidos
quando transitam da fase exponencial para a fase estacionéria de crescimento (Cazzulo, 1994;
Barison, Rapado et al., 2017). Por esse motivo, foi do nosso interesse avaliar se a mudanca no
perfil metabolico entre essas fases, reflexo da adaptacao a disponibilidade de nutrientes, teria
influéncia no transporte de GIn. Como pode ser observado, ndo ha diferenca na internalizacdo
de GlIn nas duas condi¢fes analisadas (Figura 15), sugerindo que a incorporagéo de Gln seria

importante para o parasita nas duas fases do crescimento.

nmols de GIn/min/ 2x10’ células

Figura 15 - Comparagéo do transporte de GIn em parasitas na fase exponencial e fase estacionaria. Os
parasitas foram cultivados em LIT por 48 h para atingirem a fase exponencial, apds esse periodo parte dos
parasitas foram utilizados para o transporte e outra parte foi diluida para 5 x 10® mL™ em LIT, a cultura foi
incubada por 4 dias até atingirem a fase estacionéria, apds esse periodo o transporte foi avaliado. Analise
estatistica: teste T, valor de P=0,2425. (n=3)
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3.1.1.6 Avaliacgéo do transporte de Gln ao longo do ciclo de vida do T. cruzi

Os aminoacidos ndo sdo relevantes s para as formas epimastigotas, visto que ja foi
descrita a importancia de varios aminoacidos para os diferentes estagios do parasita. Sendo
assim decidimos avaliar a atividade do transportador de GIn nos demais estagios do T. cruzi.
Para isso avaliamos nos estagios presentes no hospedeiro mamifero: tripomastigotas oriundos
de cultivo celular, epimastigotas intracelulares, amastigotas, como também nos estagios
encontrados no inseto vetor: epimastigotas (fase exponencial e estacionaria de crescimento),
tripomastigotas metaciclicos. Os dados obtidos demonstram que as formas epimastigotas sdo
as que mais transportam Gln a partir do meio extracelular (0,354 nmols/min*2 x 10" células)
seguido pela forma epimastigota intracelular (0,128 nmoles/min*2 x 10" células). O estagio
tripomastigota metaciclico € o que menos internaliza GlIn a partir do meio externo (0,017 0,12

nmols/min*2 x 10’ células), (Figura 16).

Hospedeiro mamifero Inseto vetor
0.5
ns
0.4-
0.3

ARDOION

nmols de GIn/min/ 2x10células

Figura 16 - Transporte de GIn nos diferentes estdgios do T. cruzi. Amastigotas (A) e Epimastigota
intracelular (Ei), tripomastigota oriundos de infeccdo em células de mamifero (T); Epimastigotas em fase
exponencial de crescimento (Exp); epimastigotas em fase estacionaria de crescimento (Est) tripomastigota
metaciclico (M). Os parasitas foram obtidos conforme descrito em material e métodos. Analise estatistica:
ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey. P < 0,05. (n = 3)
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Esses dados demonstram que todos os estagios do ciclo de vida do T. cruzi sdo capazes
de transportar GIn, com maior ou menor velocidade, a partir do meio extracelular, sendo que a

GlIn é incorporada mais rapidamente pelos epimastigotas.

3.1.2 Participacéo da GIn em processos bioldgicos relevantes para o T. cruzi

Os estudos sobre o transporte de GIn em diferentes estdgios demonstrou que 0s
epimastigotas sdo os que apresentam maior atividade. O transporte de Glu, precursor da
sintese de GIn, também ja foi caracterizado em formas epimastigotas (Silber, Rojas et al.,
2006) e foi demonstrado que esse estagio é capaz de incorporar Glu a partir do meio externo.
Além do mais, como ja mencionado anteriormente, sabe-se que GlIn pode ser sintetizada pela
enzima TcGS a partir de Glu, NH;" e ATP pelo T. cruzi (Crispim et al*.). Com base nessas
informacdes, considerou-se relevante avaliar se a GIn poderia ser utilizada pelo parasita como
fonte de energia. Para essa avaliagdo, medimos inicialmente a capacidade dos metabdlitos de
interesse de manter a viabilidade do parasita em condi¢des de estresse metabdlico severo. Os
parasitas foram incubados por 24 ou 48 h em PBS suplementado com GIn ou néo (controle de
méaxima perda de viabilidade). Afim de distinguir o possivel efeito da GlIn incorporada a
partir do meio externo, daquele da GIn formada a partir do Glu, os parasitas também foram
incubados na presenca de Glu. Pro, aminoacido j& descrito como importante na manutengédo
da viabidade dos parasitas (Magdaleno, Ahn et al., 2009) foi utilizado neste ensaio como
controle positivo para a manutencdo da viabilidade. Os parasitas que foram incubados na
presenca de GlIn, por 24 ou 48 horas, permaneceram mais viaveis do que os parasitas
incubados na presenca de Glu, demonstrando assim que a incorporacdo de Gln a partir do

meio externo € capaz de manter a viabilidade dos parasitas (Figura 17).

* Crispim, M.; Damasceno, F.S.; Hernandez, A.; Barison, M.J.; Sauter, I.P.; Pavani, R.S.; Moura, A.S.; Pral, E.M.F.; Cortez,
M.; Elias, M.C.; Silber, A.M.; The glutamine synthetase of Trypanosoma cruzi is requerid for its resistance to ammonium
accumulation and evasion of the parasitophorous vacuole during host-cell infection. Submitted.
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Figura 17 - Viabilidade de formas epimastigotas cultivadas na presenca de Glu ou GlIn. Os parasitas foram
incubados por 24 h (A) ou 48 h (B) na presenca de GlIn, Glu, Pro ou PBS. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método de MTT. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey. P < 0,05.(n = 3)

Considerando que a GIn é capaz de manter a viabilidade dos parasitas como Unica
fonte de energia, nos interessou avaliar também se GIn seria capaz de manter os niveis de
ATP intracelular. Para isso, os parasitas foram incubados nas mesmas condi¢des do
experimento anterior e foram avaliados os niveis de ATP intracelular ap6s 24 h. N&o foram
encontradas diferencas entre os niveis de ATP dos parasitas cultivados na presenca de GIn,
Glu ou Pro, sugerindo que GIn também participa do metabolismo energético do T. cruzi, da
mesma forma que o Glu e a Pro (Figura 18). Este resultado também sugere, que a viabilidade
tal como avaliada no experimento anterior, ndo depende sé dos niveis de ATP intracelular, e
que hé& outros fatores que influenciariam de forma diferencial o efeito desses aminoacidos na

viabilidade celular.
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Figura 18 - Nivel de ATP intracelular em parasitas cultivados na presenca de diferentes metabdlitos. Os
parasitas foram incubados por 24 h na presenca de Gln, Glu, Pro ou PBS. O nivel de ATP intracelular foi
detectado por bioluminescéncia utilizando-se o kit da luciferase para células somaéticas da Sigma. Andlise
estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey. P < 0,05.(n = 3)

Sabendo-se que a GIn é incorporada a partir do meio extracelular ao longo das
diferentes fases de crescimento de formas epimastigotas, e que é capaz de manter a
viabilidade participando do metabolismo energético da célula, foi considerado relevante
avaliar a participacdo da GIn no processo de diferenciacdo de formas epimastigotas para
tripomastigotas metaciclicos (metaciclogénese). Contreras et al. descreveram um meio
definido de diferenciacdo, que contém na sua formulacdo os metabdlitos Glu, Pro, Asp e Glc
(meio TAU3AAG) (Contreras, Salles et al., 1985). Para avaliar a capacidade da GIn de
induzir a metaciclogénese, fizemos um ensaio no qual foi utilizado TAU3AAG como
controle, e meio TAU no qual foi substituido o complemento 3AAG por GIn (meio TAUGIN).
TAUGIu também foi utilizado, visto que € um dos componentes do meio padrdo e também
pode ser convertido a GIn pela acdo da enzima TcGS, a qual é mais ativa em formas

metaciclicas do que nas formas epimastigotas (Crispim et al*.).

* Crispim, M.; Damasceno, F.S.; Hernandez, A.; Barison, M.J.; Sauter, I.P.; Pavani, R.S.; Moura, A.S.; Pral, E.M.F.; Cortez,
M.; Elias, M.C.; Silber, A.M.; The glutamine synthetase of Trypanosoma cruzi is requerid for its resistance to ammonium
accumulation and evasion of the parasitophorous vacuole during host-cell infection. Submitted:.
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O perfil da diferenciacdo, nas diferentes condi¢bes, foi acompanhado ao longo do
tempo, a partir do 1° dia da transferéncia dos parasitas para 0 meio TAU, por contagem em
camara de Neubauer e observacdo da morfologia dos parasitas. Os resultados obtidos
demonstraram que a diferenciacdo dos parasitas ocorreu de forma similar em todas as
condic@es analisadas (Figura 19), mostrando que GlIn é capaz de promover a metaciclogénese
dos parasitas no mesmo nivel do controle, como também o Glu foi capaz de promover a

diferenciacao.
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Figura 19 - Efeito da GIn na diferenciacdo de formas epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos. Os
parasitas foram mantidos em meio TAU3AAG (controle), TAUGIn ou TAUGIu. A diferenciagdo foi
acompanhda por contagens diarias em camara de Neubauer (nimero total e nimero de metaciclicos)
observando-se a morfologia dos parasitas.(n = 3)

Uma vez observado que a GIn promove a metaciclogénese, considerou-se importante
avaliar se os parasitas diferenciados em meio apenas com Gln, como fonte de energia teriam
as mesmas propriedades de infectividade (capacidade de invadir a célula hospedeira) que 0s
parasitas diferenciados em meio TAU3AAG. A capacidade infectiva também foi comparada
com os parasitas diferenciados em TAUGIu. Com esta finalidade, células CHO-K; foram
infectadas com as formas metaciclicas diferenciadas nas diferentes condicGes descritas. Apos
24 h, os nucleos das células e dos parasitas intracelulares foram corados com Hoechst

(marcador de DNA) para contagem, e o nimero de céluas infectadas foi avaliado (Figura 20).
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Como pode-se observar, independente da condicdo de diferenciacdo utilizada, os parasitas
foram igualmente capazes de invadir a célula hospedeira, demonstrando assim que parasitas
diferenciados em meio contendo apenas Gln, sdo parasitas competentes para a invasdo celular

no hospedeiro mamifero.

40+

N° de celulas infectadas/400 celulas

Figura 20 - Infectividade das formas tripomastigotas metaciclicos diferenciados em meio TAU3AAG,
TAUGINn ou TAUGIu. (A) Foto de microscopia de fluorescéncia representativa das células CHO-K; marcadas
com Hoechst para contagem das células infectadas. (B) Contagem de células infectadas com as formas
metaciclicas oriundas das diferentes condi¢des de diferenciacdo. O nimero de células infectadas foi analisado 24
h ap6s a infecgdo. (n = 3)

Outro aspecto relevante para a manutencgdo do ciclo de vida do parasita é a progressao
do ciclo intracelular, ou seja, a capacidade da forma tripomastigota (metaciclico ou
sanguineo) invadir a célula, estabelecer a infeccdo e se diferenciar para amastigota,
epimastigota intracelular e novamente para tripomastigota. Considerando que o0s parasitas
diferenciados em meio TAUGIn séo eficientes para invadirem a célula hospedeira, foi
avaliado se esses parasitas teriam a capacidade de completar o ciclo celular e diferenciar
novamente para tripomastigotas. Para isso, as células CHO-K; foram infectadas com parasitas
diferenciados nos meios de cultivo mencionados anteriormente e as formas tripomastigotas

que eclodiram das células infectadas, a partir do 6° dia pos-infec¢do, foram contadas em
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camara de Neubauer. Os dados obtidos demonstram que quando as células hospedeiras foram
infectadas com parasitas diferenciados em meio TAUGIn, a quantidade de formas
tripomastigotas presentes no sobrenadante apds o ciclo intracelular, foi maior do que nas
demais condi¢des analisadas (Figura 21). Este resultado indica que os parasitas diferenciados
na presenca de Gln sdo aptos para estabelecer a infec¢do na célula hospedeira, como também
passar por todas as etapas de diferenciacdo intracelular de forma mais eficiente do que 0s
parasitas diferenciados em condicdo padrdo de cultivo. Como também observa-se que,
parasitas diferenciados em meio TAUGIu, sdo capazes de invadir as células hospedeiras, mas

completam o ciclo intracelular de forma menos eficiente.
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Figura 21 - Eclosdo das formas tripomastigotas. Células CHO-K; foram infectadas com formas metaciclicas
diferenciadas em meio TAU3AAG, TAUGIn ou TAUGIu. Os parasitas liberados no sobrenadante do cultivo a
cada dia, foram contados em cAmara de Neubauer do 6° ao 15° dia pés-infecdo. (n = 3)

Os resultados obtidos anteriormente demonstraram que a Gln tem um papel relevante
para os estagios do parasita, presentes no hospedeiro invertebrado, fornecendo as formas
metaciclicas as condi¢bes necessarias para completar o ciclo intracelular no hospdeiro
mamifero de forma eficiente. Com base nessas informacGes, considerou-se importante avaliar
se a GIn também seria importante para as formas encontradas no hospedeiro mamifero. Para
este fim os parasitas, formas tripomastigotas oriundas de infecgdes prévias em celulas CHO-

K;, foram estressados metabolicamente por incubacdo em PBS por 4 horas e ap0s esse
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periodo os aminoacidos GIn, Glu ou Pro (3 mM) foram adicionados no cultivo. Parasitas
mantidos em meio RPMI (meio padrdo de cultivo para células de mamifero) ou PBS
(auséncia de nutrientes) foram utilizados como controle. Apds o periodo de recuperacao, na
presenca dos diferentes metabolitos, foi avaliada a capacidade de invasdo celular pelos
parasitas, e 24 h apos a infec¢do foi avaliado o nimero de células infectadas. Os parasitas que
foram recuperados na presenca de Gln infectaram as células hospedeiras da mesma forma que
o0s parasitas controle e de forma mais eficiente que os parasitas recuperados na presenca de
Glu ou nédo recuperados. Esses dados sugerem que, mesmo a Gln sendo transportada com
menos eficiéncia pelas formas tripomastigotas, este aminoacido consegue fornecer ao parasita
as condicOes necessarias para a invasdo celular. O mesmo ndo foi observado quando os

parasitas foram recuperados na presenca de Glu (Figura 22).
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Figura 22 - Infectividade de formas tripomastigotas apos estresse em PBS e recuperacdo na presenca de
GIn ou Glu. Os parasitas foram estressados metabolicamente em PBS por 4 horas e posteriormente foram
recuperados em GIn ou Glu (3mM). Parasitas mantidos em RPMI ou PBS foram utilizados como controle. Ap6s
24 horas da infecgdo as células foram marcadas com Hoechst e o nimero de células infectadas foi avaliado em
um total de 400 células. Analise estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey. P < 0,05. (n = 3)
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Uma vez observado que formas tripomastigotas estressados metabolicamente em PBS
e recuperados na presenca de Gln, mantém a capacidade de invadir a célula hospedeira, o
préximo passo foi avaliar a capacidade desses parasitas completarem o ciclo intracelular e
novamente diferenciarem para formas tripomastigotas. Com esta finalidade, os parasitas
foram manipulados como descrito anteriormente e utilizados para infectar as células CHO-K4,
conforme descrito em material e métodos. Apos o periodo de replicacdo e diferenciacéo
intracelular, os parasitas que se encontravam no sobrenadante dos cultivos foram contados a
partir do 4° dia pos-infeccdo (Figura 23). Os dados obtidos demonstram que apesar dos
parasitas recuperados na presenca de GIn conseguirem invadir as células hospedeira com a
mesma eficiéncia que os parasitas controle, ndo séo capazes de proseguir no ciclo intracelular
com o mesmo perfil observado no controle. O numero de formas tripomastigostas que
eclodiram ao longo da infeccdo € menor do que o nimero de parasitas que eclodiram na
condigdo controle. Também foi observado que o nUmero de parasitas presentes no
sobrenadante dos cultivos no 5° dia pés-infeccdo, é maior na condigdo recuperados em Gin
guando comparado aos parasitas recuperados em Glu, possivelmente pelo fato do nimero de
células infectadas por estes parasitas ser menor do que as células infectadas por parasitas
recuperados em GIn. Isso sugere que a Gln incorporada a partir do meio extracelular, nestas

condicGes, ndo é suficiente para manter a infeccdo no mesmo nivel do controle.
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Figura 23 - Ecloséo de formas tripomastigotas de células CHO-K;. Os parasitas foram estressados
metabolicamente em PBS por 4 h e recuperados na presenca de Gln ou Glu por 1 h. Parasitas mantidos
em RPMI ou PBS foram utilizados como controle. Os parasitas que estavam no sobrenadante dos
cultivos foram contados em camera de Neubauer entre o dia 4 e 6 pos-infeccdo. Analise estatistica:
ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey. P < 0,05.(n = 3)
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3.1.3 Efeito dos analogos estruturais da GIn na biologia do T. cruzi

Os resultados que foram descritos até 0 momento demonstraram que a Gln: i. Pode ser
transportada a partir do meio externo; ii. Participa da manutencdo da viabilidade e dos niveis
de ATP em formas epimastigotas; iii. Promove a diferenciacdo de formas epimastigotas para
formas tripomastigotas metaciclicos, resultando em parasitas capazes de invadir a célula
hospedeira e completar o ciclo intracelular de forma eficiente; e iv. € importante para a
invasdo celular de formas tripomastigotas oriundas de cultivo celular, sendo mais eficiente
que o Glu, metabdlito precursor da GIn. Com base nos resultados apresentados anteriormente,
consideramos relevante avaliar o efeito de anélogos estruturais de Gln, capazes de inibir
enzimas que usam esse aminoacido como substrato, nos processos bioldgicos descritos
anteriormente e dos quais a GIn participa. Esta abordagem permitiria validar a participacao da
GIn nestes processos, além de avaliar as vias metabdlicas possivelmente envolvidas, as quais
em ultima instancia poderiam ser consideradas como potenciais alvos terapéuticos. Com esta
finalidade foi feita uma busca na literatura por compostos estruturalmente analogos de Gin.
Trés analogos foram selecionados (Figura 24): azaserine (AZA) descrito como inibidor da
enzima GF6PA que participa da via de biossintese de hexosaminas (Rajapakse, Ming et al.,
2009); acivicin (ACV) descrito como inibidor de enzimas glutamina amidotransferases
(Maeda, Nakajima et al., 2014; Oliveira de Souza, Dawson et al., 2017) e também como
inibidor da sintese de pirimidinas (Loh,Kufe, 1981); e o Acido 2,4-Diamino-Pentanedidco
(DPA) descrito como analogo estrutural de GIn, no entanto, ainda ndo foi encontrada

descri¢do do seu mecanismo de agéo.
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Figura 24 - Estrutura dos analogos estruturais de GIn. A- Azaserina; B- Acivicin e C- Acido 2,4-Diamino-
Pentanedioco (DPA).
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Como mencionado anteriormente, mostramos que 0s andlogos ndo inibiram o
transporte de Gln nos parasitas (Figura 14). Com o intuito de avaliar se em T. cruzi 0S
analogos seriam capazes de inibibir enzimas relacionadas ao metabolismo de GIn, medimos a
possivel interferéncia desses compostos com a atividade da enzima TcGS, responsavel pela
sintese de GIn e a atividade da enzima TcGF6PA, que utiliza GIn como substrato e participa
da via de sintese dos aminoagucares, utilizando extratos proteicos de formas epimastigotas.

A atividade da enzima TcGS foi avaliada em extrato de formas epimastigotas, na
presenca de 100 uM de cada um dos analogos. A atividade da enzima TcGS néo foi inibida
pela adi¢do dos anélogos na reacdo (Figura 25). Como controle de 100% de atividade a reagéo
foi realizada sem a adi¢do dos anélogos. O resultado obtido demonstra que esta enzima néo é

alvo do mecanismo de acdo dos analogos.
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Figura 25 - Efeito dos analogos de GIn na atividade da enzima TcGS. A atividade enzimética da TcGS foi
medida na presenca dos andlogos (100 puM) por 5 min, acompanhada pelo monitoramento da oxidacdo do
NADH, por medidas de absorbancia a 340 nm. Como controle, a rea¢do foi medida na auséncia dos analogos.
Anélise estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey. P < 0,05. (n = 3)
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A atividade da enzima TcGF6PA, presente no extrato dos parasitas, também foi
avaliada na presenca dos analogos de GIn, por meio de uma reagdo com dois passos: primeiro
foi avaliada a atividade da enzima TcGF6PA, utilizando os substratos e cofatores descritos
para a reacdo e o extrato de parasitas. Em seguida, o Glu formado na primeira reacédo foi
utilizado como substrato para a enzima glutamato desidrogenase (GDH), assim a atividade da
GDH ¢ proporcional & quantidade de Glu na amostra. Como controle, o primeiro passo da
reacao, foi realizado sem a adi¢édo do extrato (ou seja, da TcGF6PA) ou também sem a adi¢éo
da frutose-6-fosfato, um dos principais substratos da reacdo. Os trés andlogos analisados
inibiram a atividade da TcGF6PA, sendo que o analogo AZA inibiu completamente a
atividade da enzima (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito dos andlogos de GIn na atividade da enzima TcGF6PA. A atividade enzimatica da
TcGF6PA foi avaliada na presenca da concentacdo de 100 uM dos anélogos, por 5min. Apds a interrupcdo da
reacdo, o Glu formado foi utilizado como substrato para medir a atividade da enzima GDH, conforme descrito
em material e métodos. As mediges foram acompanhadas pelo monitoramento da reducdo do NAD®, por
medidas de absorbancia a 340 nm. Como controle foi medida a reacdo na auséncia dos andlogos, como também
na auséncia do extrato ou da frutose-6-fosfato, um dos principais substratos da reagdo. Andlise estatistica:
ANOVA de uma via, seguida do teste Tukey. P <0,05. (n = 3)
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3.1.3.1 Avaliacéo do efeito dos anédlogos de GlIn nos estagios encontrados no inseto vetor

Apols demonstrar que os analogos sdo capazes de inibir a atividade da enzima
TcGF6PA em extrato de epimastigotas, foi avaliado o possivel efeito do DPA, ACV e AZA
na proliferagdo de formas epimastigotas, visto que GlIn é importante para manutencdo da
viabilidade destas formas. Para isso os epimastigotas, em fase exponencial de crescimento,
foram tratados com diferentes concentracfes dos analogos (5 UM a 200 pM). O tratamento
com os analogos apresentou um efeito inibitério na proliferacdo de formas epimastigotas de
forma dose-dependente (Figura 27 A). No 5° dia de proliferacdo (aproximadamente metade da
50% da proliferacéo (ICsp). O valor de ICso obtido foi similar para os trés compostos: DPA
6,2 £ 0,72 uM; ACV 6,2 £ 1,01 uM e AZA 6,1 + 2,1 uM, (Figura 27 B, D e F). Estes
resultados sugerem que a inibicdo de vias, que possivelmente utilizam GIn, poderiam impedir

processos relacionados a replicacdo das formas epimastigotas.
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Figura 27 - Avaliacéo do efeito dos analogos de GIn na proliferacdo de formas epimastigotas. Os analogos
DPA, ACV e AZA foram avaliados nas concentracfes entre 0,5 UM e 200 uM. Os parasitas foram mantidos a
28 °C, cultivados em meio LIT pH 7,2. O controle negativo (C") foi realizado sem adicdo de composto na
cultura. Para o controle de inibicdo (C*) foi utilizada uma combinagdo de antimicina (0,5 uM) e rotenona (60
UM). (A, C e E) curvas de proliferacdo durante o periodo observado. (B, D e F) Curvas dose-resposta e ICs
calculado correspondente a cada tratamento. (n = 3)
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Uma vez observado o efeito dos analogos na proliferacdo de formas epimastigotas,
foi considerado importante avaliar alguns parametros que poderiam estar relacionados com a
inibicdo da proliferacdo dos parasitas. Inicialmente avaliamos se o efeito dos analogos ocorre
de forma irreversivel ou se uma vez interrompido o tratamento, os parasitas seriam capazes de
retomar a capacidade proliferativa normalmente, em outras palavras, se 0s compostos
estariam agindo como tripanocidas ou tripanostaticos. Em caso de terem atividade
tripanocida, é do nosso interesse avaliar se 0s parasitas tratados apresentam caracteristicas de
morte celular por necrose ou morte celular programada. Em conjunto com esses dados, foi
considerado relevante analisar se o estresse nutricional dos parasitas potencializaria o efeito
do tratamento, como também se o tratamento na presenca de GIn ou Glu teria algum efeito
protetor para o parasita. Os parasitas (formas epimastigotas em fase exponencial de
crescimento) foram incubados em PBS na presenca de Gln ou Glu e tratados com o valor
correspondente ao I1Csp de cada um dos analogos por 48 h. Parasitas mantidos em LIT ou PBS
sem suplementar, na presenca dos inibidores, foram utilizados como controle. Ap6s o periodo
de incubacéo (48 h) foi analisada a viabilidade celular e a capacidade de recuperacdo em LIT
apos o tratamento. Também foram avaliados marcadores de morte celular, como exposicao de
fosfatidilserina (indicador do processo de apoptose) e integridade da membrana (indicador de
necrose). Os parasitas que foram incubados apenas em PBS, sem a presenca de nenhum
metabdlito como fonte de energia e carbono, apresentaram uma diminui¢do da viabilidade de
“50%, em comparagdo aos parasitas incubados na presenca de GIn ou Glu (Figura 28, painel
i). No entanto, quando foi analisado o perfil de morte celular, o nimero de células marcadas
com anexina (exposicdo de fosfatidilserina) e iodeto de propidio (integridade de membrana)
correspondem a menos de 5% das células, valor esperado para epimastigotas em cultivo.
Além do mais ndo ha diferenca entre os parasitas mantidos em PBS tratados ou ndo com 0s
analogos (Figura 28 A e B), demonstrando que a auséncia de nutrientes nao potencializa o
efeito do tratamento.
Em relacdo aos parasitas que foram mantidos na presenca de Glu e tratados ou nédo
com os analogos, observou-se que a viabilidade estava diminuida quando tratados com AZA e
aumentada no tratamento com DPA. Os parasitas que foram tratados com ACV néo
apresentaram diferenca na viabilidade celular quando comparados aos parasitas mantidos
apenas na presenca de Glu (Figura 28 C). Quando analisados os marcadores para morte
celular, todos os parasitas incubados na presenca de Glu, independente do tratamento ou néo
com o0s analogos, mantém a integridade da membrana mas apresentam um aumento na

exposicao de fosfatidilserina, aproximadamente 12% de células positivas (Figura 28 D). Estes
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resultados sugerem que Glu, como Unica fonte de energia e carbono, pode desencadear, em
uma pequena fracdo da populagdo, mecanismos de morte celular com caracteristicas de
apoptose.

Os parasitas que foram mantidos na presenca de GlIn, apresentaram a sua viabilidade
diminuida quando tratados com AZA e aumentada no tratamento com DPA. N&o h4 diferenca
na viabilidade entre os parasitas mantidos apenas na presenca de GIn ou GIn+ACV (Figura 28
E). Quando analisados os marcadores de morte celular, observa-se que os parasitas mantidos
em GIn, tratados ou ndo com os analogos, também mantém a integridade da membrana
(Figura 28 F).

Interessantemente, os parasitas controle, mantidos na presenca de LIT, tratados ou ndo
com o0s analogos, ndo apresentaram diferenca em relacdo a viabilidade (Figura 28 G), no
entanto, observou-se que parasitas incubados na presenca dos andlogos ACV e AZA,
mantiveram a integridade da membrana e apresentaram uma propor¢do maior de células
positivas para exposicdo de fosfatidilserina, quando comparado as outras condi¢bes de
cultivo. Ja os parasitas que foram mantidos na presenca de LIT+DPA ndo mostraram
diferencas quando comparados ao controle (Figura 28 H). Estes dados sugerem qua parasitas
metabolicamente ativos, sdo mais suscetiveis ao tratamento com os andlogos AZA e ACV, em
relacdo ao perfil de morte celular, mesmo mantendo a viabilidade, possivelmente pela

inibicdo de vias metabdlicas que dependem de Gln.
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Figura 28 - Analise da viabilidade e morte celular em formas epimastigotas de T. cruzi na presenca dos
anélogos. (A; C; E e G) parasitas mantidos em PBS, Glu, GIn, ou LIT na presenca da concentra¢do do anélogo
correspondente ao ICs. A viabilidade foi analisada pelo método de resazurina (Alamar blue) ap6s 48 h de
incubacdo. (B; C; F e G) Andlise do perfil de morte celular nos parasitas tratados como descrito anteriormente.
Foi utilizado anexina, marcador de exposicdo de fosfatidilserina (indicador de apoptose) e iodeto de propidio
(PI) marcador de integridade de membrana (indicador de necrose). Analise estatistica: ANOVA de uma via,
seguida do teste Tukey. P <0,05. (n = 3)
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Como mencionado anteriormente, um dos propositos destes experimentos seria avaliar
se os efeitos dos andlogos nos parasitas seriam reversiveis apos a interrupgdo do tratamento.
Para analisar essas possibilidades, ap6s o cultivo dos parasitas por 48 h nas condicbes
descritas anteriormente, o tratamento foi removido e os parasitas foram transferidos para o
meio LIT. A capacidade de recuperacdo da proliferacdo normal dos parasitas foi avaliada
durante 10 dias (Figura 29, painel i). No quinto dia, apds a transferéncia dos parasitas para o
meio LIT, também foi analisado o perfil de morte celular (Figura 29, painel ii).

Como pode ser observado, em todas as condigdes de cultivo em que 0s parasitas
foram tratados com ACV proliferaram normalmente quando foram transferidos para o meio
LIT, independente da condi¢do de incubagdo prévia, como também ndo apresentaram células
positivas para marcadores de morte celular no 5° dia de cultivo, sugerindo que o efeito deste
analogo pode ser revertido ap6s a interrupcdo do tratamento. J& os parasitas que foram
tratados com DPA e incubados apenas em PBS apresentaram uma recuperagdo lenta, em
relacdo ao controle (parasitas mantidos apenas em PBS), sendo perceptivel a partir do 6° dia
de cultivo em LIT (Figura 29 A). No entanto, quando os parasitas foram mantidos
previamente em GIn+DPA apresentaram uma recuperacao parcial da proliferacdo, perceptivel
a partir do 3° dia; sendo que a recuperacdo apds a transferéncia para o meio LIT foi de "50%
em relacdo ao controle, (Figura 29 E). Estes resultados sugerem que provavelmente o
mecanismo de agdo do DPA estd mais envolvido com as vias metabdlicas que utilizam Glin
diretamente, sendo o efeito, apenas parcialmente revertido. Em relacdo aos marcadores de
morte celular, quando os parasitas foram mantidos previamente na presenca de PBS+DPA
apresentaram um maior numero de células positivas para necrose (Pl £ 15%) e para apoptose
em fase tardia (PI+Anx £ 18%) (Figura 29 B), em relagdo a analise apds o periodo de 48 h de
tratamento. Os parasitas mantidos previamente na presenca de Glu+DPA (figura 27 D) ou
GIn+DPA (Figura 29 F), mantiveram o perfil de marcacdo para anexina e aumentaram o
namero de células positivas para necrose (Pl + 8% para ambos e dupla marcacdo PI+Anx +
12% para Glu e * 8% para GIn) quando comparados ao perfil apresentado apds 48 h de
tratamento. Esses dados de morte celular sdo compativeis com o perfil de proliferacdo
apresentado pelos parasitas, e também demonstram que GIn e Glu podem estar envolvidos na
protecdo da integridade de membrana do parasita durante o tratamento com DPA. Outro dado
importante € que GIn parece ter um papel de protecdo também em relacdo a morte celular
programada, tanto em 48 h de tratamento quanto no 5° dia de recuperacdo, 0s parasitas que

foram mantidos na presenca de GIn apresentam um nimero menor de células positivas para
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dupla marcacdo (PI+ANX) quando comparado aos parasitas que foram mantidos em Glu ou
apenas em PBS.

A analise dos dados referentes ao tratamento com AZA demonstra que 0s parasitas
que foram previamente mantidos em PBS+AZA ou GIn+AZA, ndo recuperaram a capacidade
de proliferacdo quando cultivados em LIT (Figura 29 A e E), j& os parasitas que foram
mantidos em Glu+AZA apresentaram um perfil de recuperagéo a partir do 8° dia (Figura 29
C). Em relacdo aos marcadores de morte celular (Figura 29 B, D e F) observou-se um
aumento da marcacdo por anexina (PBS+AZA 25%; Glu+AZA 15% e GIn+AZA 20%); como
também um aumento de células positivas para dupla marcagdo (PI+Anx), PBS+AZA 20%;
GIu+AZA e GIn+AZA 15%. No entanto a marcacdo para Pl, indicador de necrose, € menor
(PBS+AZA 4%; GIu+AZA 10% e GIn+AZA 8%) demonstrando que AZA desencadeia um
processo de morte celular programada, com caracteristicas de apoptose, que € caracterizada
pela manutengdo da integridade da membrana e exposicéo de fosfatidilserina. Provavelmente,
AZA atuaria de forma irreversivel em vias metabdlicas que dependem de GiIn. Ja os
pararasitas que foram tratados com os andlogos na presenca de LIT, proliferaram
normalmente ap6s a remocdo do tratamento, como também recuperaram o perfil de exposicéo
de fosfatidilserina apresentado apds 48 h de tratamento (Figura 29 G e H). Estes resultados
em conjunto, demonstram que a GIn € relevante para a replicacdo das formas epimastigotas,
mais também mostram que a inibicdo de vias relacionadas com o metabolismo de GIn pode

desencadear mecanismos de morte celular programada, com caracteristicas de apoptose.
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Figura 29 - Recuperacdo dos parasitas em LIT apés incubacdo em PBS, Glu, GIn ou LIT e tratados com
os anéalogos de GIn. (A; C; E e G) Proliferagdo de formas epimastigotas de T. cruzi incubadas em meio LIT
apos 48 h em PBS, GIn ou Glu e/ou tratadas com o valor correspondente ao ICsy dos analogos de GIn. A
proliferacdo foi acompanhada por leituras de absorbancia a 620 nm, durante 10 dias, parasitas mantidos em LIT
foram usados como controle. (B; C; F e H) Analise do perfil de morte celular nos parasitas tratados
previamente, como descrito anteriormente, no 5° dia de cultivo em LIT. Foi utilizado anexina, marcador de
exposicdo de fosfatidilserina (indicador de apoptose) e iodeto de propidio (Pl) marcador de integridade de
membrana (necrose), (n = 3).
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Apo6s a analise do efeito dos analogos de GIn na proliferagdo das formas
epimastigotas, e tendo sido demonstrado que a proliferacdo dos parasitas é inibida de forma
irreversivel quando tratado com AZA, o proximo passo foi avaliar um possivel efeito dos
analogos no processo de metaciclogénese, visto que foi demonstrado que GIn tem a
capacidade de promover a diferenciacdo de formas epimastigotas para tripomastigotas
metaciclicos. Com este objetivo, os parasitas em fase estacionéria de crescimento foram
tranferidos para TAU3AAG, e tratados com a concentracdo correspondente ao valor de 1Csg
para cada analogo. Os dados obtidos demonstram que apenas o tratamento com AZA inibiu a
diferenciacéo dos parasitas (Figura 30). Como j& mencionado anteriormente, AZA é descrito
como inibidor da via de sintese de hexosaminas, mais precisamente da enzima GF6PA, que
utiliza GIn como um dos seus substratos, além do mais foi demonstrado neste trabalho que
AZA inibiu completamente a enzima TcGF6PA em extratos de epimastigotas. Este resultado
confirma a importancia da Gln para o processo de diferenciacdo de formas epimastigotas para
formas tripomastigotas metaciclicas.
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Figura 30 - Efeito dos analogos de GIn na metaciclogénese. Apés a tranferéncia dos parasitas para 0 meio
TAU, os mesmos foram tratados com concentracdo correspondente ao ICsq de cada um dos analogos, durante
todo o periodo de diferenciacdo. O processo de diferenciacdo foi acompanhado durante 10 dias por contagem em
camara de Neubauer e observacéo da morfologia dos parasitas, (n = 3).
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3.1.3.2 Avaliacdo do efeito dos analogos de GIn nos estagios encontrados no hospedeiro
mamifero

Os resultados obtidos até agora em relacdo ao efeito dos analogos de Gln, demonstram
que a GIn tem uma participacéo efetiva na proliferacdo de formas epimastigotas e também no
processo de metaciclogénese. Tendo em vista que o ciclo intracelular, processo este que
ocorre no hospedeiro mamifero, também apresenta formas replicativas (amastigota e
epimastigota intracelular) que apds a replicacdo diferenciam para formas tripomastigotas, foi
considerado importante avaliar o efeito dos analogos também no ciclo intracelular. O primeiro
passo foi avaliar a toxicidade dos analogos para as células hospedeiras CHO-K;, modelo
experimental utilizado neste estudo. Para isso as células foram tratadas com diferentes
concentragfes dos anédlogos por 48 h e apds esse periodo a viabilidade foi avaliada pelo
método de MTT. Os dados obtidos demonstram que ACV e AZA aprensentam um efeito
toxico para as células a partir da concentracdo 1uM, sendo 0,8 UM a concentracdo maxima
tolerada pelas células (Figura 31 A e B). J& o tratamento com o anadlogo DPA foi tdxico para
as células a partir da concentacéo 200 uM (Figura 31 C).
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Figura 31 - Toxicidade dos analogos de GIn em células CHO-K;. Viabilidade das células CHO-K; tratadas
com diferentes concentraces dos andlogos de GIn. As células foram avaliadas pelo método de MTT, apds 48
horas de tratamento. (A) acivicin; (B) e (C) DPA. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste
Tukey. P <0,05. (n=3)
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Apos a analise da toxocidade nas células CHO-K;, foi avaliado o efeito dos analogos
no tratamento do ciclo intracelular do parasita, respeitando-se a concentracdo méxima
tolerada pela célula, para cada composto. Inicialmente foi avaliado o efeito do andlogo DPA
no ciclo intracelular do parasita, pelo tratamento das células infectadas com formas
tripomastigotas, conforme descrito em material e métodos. Brevemente, apos a invasdo das
células pelos parasitas, as mesmas foram tratadas com diferentes concentracbes de DPA,
utilizando-se a concentracdo maxima de 200 uM. Como demonstra a figura 30, o tratamento
com DPA reduziu o numero de formas tripomastigotas que eclodiram ao longo da infeccéo.
No 5° dia ap06s a infec¢do, as concentracdes entre 25uM a 200M, apresentaram uma reducdo
de forma dose-dependente do nimero de parasitas, em relagdo ao controle. Estes dados foram

utilizados para o calculo do 1Cs (Figura 32 C).

B
« 2004
I—E’ -8~ control ‘__EI 200+ |L|
- 0.5 pM -
E 150 —~ 5uM © 1504 Ex % .
" - 25uM o
£ 100 - 50uM 2 100- —_
-,g’ , B 100 uM L]
S 0 200 M g 50-
: g &
‘F 0 ! 1 ! ": 0 T T T T T T T
4 5 6 IR
$ o3 N3 .3 N4 03 <
dia ARSI A AR
DPA
C
100-
[o)
ug
o
S 504
£
[}]
-]
(=]
2 1C5=53,3uM
0 . T T T 1
3 4 5 | 6
DPA g

Figura 32 - Efeito do andlogo DPA no ciclo intracelular do T. cruzi. As células infectadas foram tratadas com
as concentragdes entre 0,5 a 200 uM. (A) Efeito do DPA ao longo do periodo de eclosdo de formas
tripomastigotas, 4°, 5° e 6° dia pds-infeccdo. (B) Efeito do DPA no 5° dia poés-infeccdo na eclosdo de
tripomastigotas. (C) ICs, calculado no 5° pés-infec¢do (53,3 uM). Analise estatistica: ANOVA de uma via,
seguida do teste Tukey. P <0,05. (n = 3)
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O efeito do andlogo ACV no ciclo intracelular também foi analisado. Devido a alta
toxidade do composto para as células hospedeiras, a concentracdo méxima utilizada foi de 0,5
UM, O tratamento com o analogo ACV também inibiu a eclosdo de forma dose-dependente
(Figura 33 A), sendo que o ICsq calculado foi de 152,9 nM (Figura 33 C), o que confirmaria a

importancia da Gln para o ciclo intracelular dos parasitas.
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Figura 33 - Efeito do anélogo acivicin no ciclo intracelular do T. cruzi. As células infectadas foram tratadas
com as concentragdes entre 0,01 a 0,5 uM. (A) Efeito do acivicin ao longo do periodo de eclosdo de formas
tripomastigotas, 4°, 5° e 6° dia pds-infeccdo. (B) Efeito do acivicin no 5° dia pds infeccdo, dia do pico maximo de
eclosdo de tripomastigotas. (C) I1Cs, calculado no 5° pés-infeccdo (152,9 nM). Andlise estatistica: ANOVA de
uma via, seguida do teste Tukey. P < 0,05. (n = 3)
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Apos a andlise do efeito dos analogos DPA e ACV no ciclo intracelular do T. cruzi,
também foi analisado o efeito de AZA nas mesmas condi¢fes de cultivo. Devido a alta
toxicidade deste andlogo para as células hospedeiras, foi utilizada a concentragédo 0,5 UM para
analise no ciclo intracelular. O tratamento inibiu aproximadamente 20% da ecloséo de formas
tripomastigotas (Figura 34). Devido a impossibilidade de aumentar as concentracGes do
composto no tratamento, devido a toxicidade para a célula hospedeira, ndo foi possivel a

determinacéo da concentracdo correspondente ao ICsy.
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Figura 34 - Efeito do analogo AZA no ciclo intracelular do T. cruzi. As células infectadas foram tratadas com
0,5 uM. (A) Efeito do AZA ao longo do periodo de eclosdo de formas tripomastigotas, 4°, 5° e 6° dia pés-
infecgdo. (B) Efeito do AZA no 5° dia p6s infeccéo, dia do pico maximo de eclosdo de tripomastigotas. Andlise
estatistica: teste T, P < 0,05. (n = 3)

Conforme os dados apresentados, os analogos de Gln inibem o ciclo intracelular do
parasita. Provavelmente o efeito ocorre pela inibicdo de vias que utilizam GIn como substrato,
visto que, o transporte de GIn néo foi inibido pelos andlogos, sendo demonstrada uma inibicéo
da enzima GF6PA em extratos de epimastigotas. Isto demonstra mais uma vez a participagdo
da GIn em processos importantes para a manutencdo do ciclo celular, como por exemplo,
replicacéo e/ou diferenciacao.

Na tabela 1, pode-se encontrar um resumo dos resultados referentes a andlise do efeito

dos analogos de GIn nos diferentes processos nos quais foram analisados.
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Anélogo
Acivicin Azaserina DPA
Efeito
ICso (epimastigota) 6,2 £1,01 uM 6,1 £2,1 uM 6,2 £0,72 uM
PBSGIlu - igual ao | PBSGlu—diminuida PBSGIu — aumentada
Viabilidade controle
(48 h apos tratamento) PBSGIn — diminuida PBSGIn — aumentada
PBSGIn — igual ao
controle
(PBSGIu) (PBSGIu) (PBSGlu)
PI-3,11 PI-1,6 PI-1,7
Pl+Anx — 3,2 Pl+Anx — 2,2 Pl+Anx — 3,3
Morte celular (%) Anx - 10,2 Anx-15 Anx —117
(48 h apos tratamento) | ‘oe ey (PBSGIn) (PBSGIn)
Pl-2,7 PI-1,8 Pl-24
PI+Anx — 2,8 PI+Anx —2,5 PI+Anx — 2,8
Anx —4,8 Anx—3,1 Anx—7,2
PBSGIu —sim PBSGIlu —sim (8°dia) PBSGIu — sim (780%)
Recuperagéo em LIT
PBSGIn —sim PBSGIn — ndo PBSGIn — sim (750%)
(PBSGIu) (PBSGIu) (PBSGlu)
PlI-34 Pl-6,9 Pl-5,6
PI+Anx — 3,6 Pl+Anx - 11,5 Pl+Anx - 7,4
Morte celular (%) Anx —4,7 Anx— 11,5 Anx-5,8
(5% dia reﬁlf%eragao €M | PBSGIN) (PBSGIn) (PBSGIn)
PlI-3 Pl -6,4 PI-7,3
Pl+Anx - 4,1 Pl+Anx - 12,8 Pl+Anx - 6,1
Anx—-55 Anx —14,4 Anx —5,2
Inibicdo da ndo sim ndo
metaciclogénese
Tocixidade em CHO 0,8 uM 0,8 uM 200 uM
(Max. Tolerado)
ICs, (ciclo intracelular) 152,9 nM 0,5 UM (inibe 20%) 53,3 uM
Inibicdo da GS ndo nao ndo
Inibicdo da GF6PA sim sim sim
Inibicdo do transporte nédo ndo nao

de GIn

Tabela 1- Resumo do efeito dos analogos de Gln nos diferentes estagios do T. cruzi
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3.2 T. brucei

Uma vez analisada a importancia da GIn para o T. cruzi, sendo demonstrado que a Gln
tem uma participacdo relevante ao longo do ciclo de vida do parasita e sabendo-se da
importancia da enzima TcGS na biologia do T. cruzi, considerou-se relevante avaliar a
participacdo da GIn e da enzima GS na biologia do T. brucei. Ambos os parasitas sdo
organismos relacionados filogeneticamente, e causadores de doencas consideradas
negligenciadas pela OMS. Para avaliar a importancia da Gln e da enzima TbGS na biologia do
T. brucei utilizamos a estratégia da diminui¢cdo dos niveis da enzima ThGS, por meio da
técnica de RNA de interferéncia (iIRNA), como também o cultivo dos parasitas em meio sem
Glin.

3.2.1 Tranporte de GIn em formas sanguicolas de T. brucei

Inicialmente avaliamos a capacidade das formas sanguicolas de T. brucei, (Single
Marker Bloodstream form, SMB), transportarem GIn a partir do meio extracelular. Para isso
0s parasitas, em fase exponencial de crescimento, foram incubados na presenca de Gin
radioativamente marcada (3 mM), mesma concentracdo saturante utilizada no tranporte em T.
cruzi. A incorporagdo de Gln pelos parasitas foi avalida em diferentes tempos de incubagéo.
Formas sanguicolas de T. brucei sdo capazes de incorporar Gln a partir do meio externo
(Figura 35 A). A incorporacdo de GIn ao longo do tempo se ajustou a uma funcdo de
decaimento exponencial (R? 0,996). A curva em funcdo do tempo pode ser considerada
aproximadamente linear até 10 min (R? 0,977) (Figura 35 B) e apresentou uma velocidade

inicial nas condic@es descritas de 0,27 nmols por minuto.
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Figura 35 - Transporte de Gln em formas sanguicolas de T. brucei. A incorporacdo de GIn pelos parasitas foi
avaliada em funcéo do tempo, pela incubacéo na presenca de Gln radioativamente marcada (3mM) (n = 3)

3.2.2 Atividade da enzima ThGS em extrato de formas sanguicolas

Ap6s avaliar a capacidade dos parasitas incorporarem GIn a partir do meio
extracelular, avaliamos a atividade da enzima TbGS em extrato dos parasitas. Para medir a
atividade da TbGS utilizamos o sistema classico de acoplamento com as enzimas piruvato
quinase (PK) e lactato desidrogenase (LDH), padronizado para T. cruzi por (Crispim et al®.).
A reacdo foi acompanhada em tempo real por espectrofotometria, monitorando a diminuicédo
da absorbancia a 340 nm correspondente a oxidagdo do NADH (substrato da enzima LDH). A
atividade TbhGS em extrato dos parasitas foi proporcional a quantidade de extrato adicionado
na reacdo (Figura 36). Como controle da atividade, a reacdo foi feita sem a adicdo do extrato
(0 pg).

* Crispim, M.; Damasceno, F.S.; Hernandez, A.; Barison, M.J.; Sauter, I.P.; Pavani, R.S.; Moura, A.S.; Pral, E.M.F.; Cortez,
M.; Elias, M.C.; Silber, A.M.; The glutamine synthetase of Trypanosoma cruzi is requerid for its resistance to ammonium
accumulation and evasion of the parasitophorous vacuole during host-cell infection. Submitted.
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Figura 36 — Atividade da enzima ThGS em extrato de formas sanguicolas de T. brcei. A atividade
enzimatica da ThGS foi acompanhada pelo monitoramento da oxida¢do do NADH, por medidas de absorbéncia a
340 nm. Como controle, a reacdo foi medida na auséncia do extrato (ThGS). (n = 3)

3.2.3 Amplificacdo da sequéncia da enzima GS e clonagem no vetor induzivel para
interferéncia de RNA

Uma vez demonstrado que o parasita é capaz de incorporar GIn a partir do meio
externo e que a enzima TbhGS ¢ ativa, iniciamos a clonagem da sequéncia génica para indugéo
do knockdown por RNA de interferéncia (RNAI). Com este intuito, a sequéncia génica que
codifica para a TbGS foi identificada por andlise in silico e foram desenhados iniciadores
especificos para amplificacdo por PCR do fragmento escolhido, conforme descrito em
material e métodos. A sequéncia correspondente a TbhGS completa foi amplificada (1266 pb)
(Figura 37 A), e clonada no vetor induzivel para interferéncia de RNA (p2T7). A construcao
obtida foi utilizada para transformacédo de bactérias XL1Blue. Coldnias de bactérias foram
submetidas a reacdo de PCR para avaliacdo da presenca da construcdo clonada, utilizando-se
iniciadores especificos para ThGS. Foi selecionada uma col6nia positiva (Figura 37 B) e ap0s
islolamento da construgdo p2T7ThGS, o clone foi confirmado novamente mediante PCR e

padrdo de corte com enzimas de restri¢do (Figura 37 C).
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Figura 37 - Clonagem da sequéncia correspondente a enzima ThGS em vetor induzivel para iRNA. (A) A
sequéncia da ThGS foi amplificada a partir do DNA gendmico (JDNA) e clonada no vetor p2T7. O produto da
ligacdo foi utilizado para transformar bactérias XL1Blue. (B) Clones positivos foram confirmados pela técnica
de PCR de col6nias. (C) Confirmagdo da clonagem através de PCR utilizando o clone positivo identificado em B
(TbGS) como molde e gDNA como controle positivo. Confirmacdo por digestdo com enzimas de restricdo,
liberagdo do inserto apds tratamento com as enzimas BamHI e Xhol (p2T7TbGS-B/X). Plasmideo sem digerir
foi utilizado como controle (p2T7ThGS).

3.2.4 Transfecgdo dos parasitas com a construcao p2T7ThGS

Apos a clonagem e confirmacdo da construcdo p2T7TbGS, o plasmideo foi purificado
em larga escala, e utilizado para transfectar formas sanguicolas de T. brucei. Apés a selecédo
dos parasitas transfectados, avaliamos a efetividade do sistema de indugdo do knockdown da
enzima TbGS. Com esta finalidade, os parasitas foram cultivados em meio HMI-9, e o sistema
foi induzido pela adicéo de tetraciclina (Tet) no meio de cultivo (2ug/mL). Os parasitas foram

cultivados por 48 h e apds esse periodo avaliamos 0s niveis de transcritos para a enzima ThGS
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por meio da técnica de qRT-PCR. Também foi avaliada a atividade da enzima no extrato dos
parasitas cultivados nas mesmas condi¢cBes. Os parasitas induzidos apresentaram niveis
reduzidos de transcritos para TbGS (Figura 38 A), como também apresentaram uma
diminuicdo da atividade da enzima no extrato de aproximadamente 50% (Figura 38 B). Estes
resultados demonstraram que o sistema de inducdo para diminui¢cdo da expressdo da enzima
ThGS foi efetivo.
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Figura 38 - Confirmacédo do knockdown da enzima ThGS. Formas sanguicolas de T. brucei (SMB) foram
cultivadas em meio HMI-9 e induzidas (SMBT7GS+Tet) ou ndo (SMBT7GS-Tet) pela adicdo de tetraciclina
(2pug/mL), ap6s 48 h de cultivo foram avaliados: (A) Transcritos para a enzima ThGS por qRT-PCR. (B)
Atividade da enzima TbGS em extrato dos parasitas. Analise estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste
Tukey. P <0,05.(n = 3)

3.2.5 Analise do fendtipo dos parasitas transfectados

Apo0s a verificacdo da capacidade de T. brucei de transportar GIn a partir do meio
extracelular, e da confirmacdo da diminuicdo dos transcritos e da atividade enzimética da
TbGS, foi avaliada a proliferacdo dos parasitas nas seguintes condigdes: knckdown para TbGS
ou ndo em meio HMI-9 com a concentracao padréo de GiIn (584 pg/mL) e/ou em meio HMI-9
com uma concentragdo reduzida de GIn (5 pg/mL). Os resultados demonstram que 0s
parasitas knckdown para TbGS proliferaram menos que o controle, independente da

concentracéo de GIn no meio de cultivo (Figura 39).
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Figura 39 - Curva de proliferacdo de formas sanguicolas SMB. Os parasitas foram cultivados em meio HMI-
9, na presenca da concentracdo padrdo de GlIn ou na presenca de uma concentracdo reduzida de Gin (+Gln = 584
pg/mL; -GIn = 5 pg/mL) e knckdown para ThGS pela adi¢do de tetraciclina (2 pg/mL). Os parasitas foram
contados a cada 24 em camara de Neubauer por 72 h. (n = 3)

Considerando que os parasitas knockdown para TbGS proliferaram menos que 0s
parasitas ndo induzidos, foi considerado relevante analisar se a diminuig¢do da proliferacdo
estava relacionada com alguma alteracdo do ciclo celular. Para isto foi analisado o ciclo
celular dos parasitas a cada 24 h (Figura 40). Os parasitas knockdown para ThGS e/ou
cultivados em meio HMI-9 com a concentracdo reduzida de GIn (5ug/mL) apresentaram um
aumento na populacdo celular em G2/M e células polipléides (parasitas com mais de dois
nucleos que ndo completaram a diviséo celular), como também uma diminuic¢do da populacéo
celularem G1 e S, apos 72 h de cultivo (Figura 40 C).
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Figura 40 - Analise do ciclo celular em formas sanguicolas SMB cultivadas por 72 h. Os parasitas foram
cultivados em meio HMI-9 (+GIn =584 pg/mL; -GIn =5 pg/mL), knockdown para ThGS ou ndo pela adicéo de
tetraciclina (2 pg/mL). A cada 24 h as células foram marcadas com iodeto de propidio e analisadas por
citometria de fluxo. (A) 24 h; (B) 48 h; (C) 72 h. (n=3)

Também foi analisado se os parasitas knockdown para TbGS e/ou cultivados em meio
com concentracdo reduzida de GIn apresentavam degradacdo de DNA, indicativo de morte
celular. Os dados obtidos demonstram que apos 48 h de cultivo os parasitas knockdown para
TbGS e cultivados em meio com menos GIn apresentaram um aumento na porcentagem de
degradacdo de DNA (Figura 41). Além do mais, pode-se observar que com 72 horas de
cultivo, todas as condic¢Oes nas quais 0s parasitas foram mantidos em meio com concentragdo

de GIn reduzida, independente de ser knockdown para TbGS ou ndo, apresentaram um
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aumento da porcentagem de degradacdo de DNA, sendo mais evidente na condigdo
knockdown para ThGS e cultivado em meio com uma concentragao reduzida de Glin.
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Figura 41 - Andlise da degadacdo de DNA. Os parasitas foram cultivados em meio HMI-9 (+GIn = 584
pg/mL; -GIn = 5 pg/mL), knockdown para TbhGS ou ndo pela adi¢do de tetraciclina (2 pg/mL). A cada 24 h as
células foram marcadas com iodeto de propidio e analisadas por citometria de fluxo. (n = 3)

Os resultados obtidos até aqui, em relagdo ao T. brucei, sugerem que a GIn e a enzima
TbGS sao relevantes para a correta progressdo do ciclo celular e consequetemente afetam a
proliferacdo. Sabendo-se que formas sanguicolas de T. brucei apresentam um tempo de
duplicacdo de "8 h, e que a densidade celular no cultivo aumenta em escala exponencial em
um periodo de 24 h, apresentando o mesmo perfil de proliferacdo em diluigdes sucessivas,
decidimos avaliar a dependéncia de TbGS de parasitas em meio com reducdo gradual da
concentracdo de GIn. Com este objetivo, os parasitas foram cultivados em uma densidade
celular inicial de 1 x 10° mL™, e a cada 24 h foram contados em camara de Neubauer, diluidos
novamente para a densidade inicial, em meio com concentragdo de GIn diminuida de forma
seriada a partir da presente na formulacdo inicial (a concentragdo de GlIn foi diminuida de 584
a 0,5 pg/mL). Os parasitas mantidos em meio com a concentra¢do padrdo de Glin, proliferam

normalmente ao longo do experimento (Figura 42), enquanto que 0s parasitas que foram
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cultivados em condigdes de reducdo gradual da concentracdo de GIn, morreram apds 48 h de
cultivo em 0,5 pg/mL de GIn (Figura 42 A). No entanto quando a concentracdo padrdo de GIn
foi reestabelecida no meio, ap6s o cultivo dos parasitas por 24 h em meio com 0,5 pg/mL de
GIn, os mesmos recuperaram a capacidade proliferativa (Figura 42 B). Outro dado relevante
observado é que os parasitas com o nivel normal da enzima TbhGS ndo foram capazes de
manter o perfil normal de proliferacdo quando cultivados em meio com reducdo da
concentacdo de GlIn, sugerindo que a enzima ThGS néo é capaz de suprir a necessidade de GIn

dos parasitas.
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Figura 42 - Efeito da diminuicao gradual da concentracdo de GIn na proliferacdo do parasitas. Os parasitas
foram cultivados em meio HMI-9, knckdown para ThGS ou ndo pela adi¢do de tetraciclina (2 pg/mL) no meio.
As células foram contadas a cada 24 h e diluidas novamente & concentraco inicial de 1 x 10° mL™. Na condicio
— GIn a concentragdo foi diminuida 10% a cada di, de 584ug/mL a 0,5ug/mL. (A) curva sem a recuperacdo dos
parasitas (B) recuperacgdo dos parasitas com adi¢cdo de GIn no meio de cultivo. (n = 4)
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Os dados obtidos no experimento anterior demonstram que 0s parasitas cultivados em
meio com redugdo gradual de GIn ndo mantém o perfil padrdo de proliferacdo. Esse
comportamento pode ser resultante da parada no ciclo celular ou alternativamente, da morte
dos parasitas. Para analisar se o padrdo normal de ciclo celular estava alterado, os parasitas
foram marcados com iodeto de propidio e o ciclo celular foi analisado por citometria de fluxo.
Os parasitas cultivados em meio com reducdo gradual da concentracdo de Gln apresentaram
uma diminuicdo do nimero de parasitas em fase G1 e S e um aumento do numero de células
em fase G2/M e poliploides a medida que a concentracao de GlIn foi diminuida (Figura 43 B e
C). No entanto, quando a GIn foi adicionada novamente no meio de cultivo, os parasitas
iniciaram a recuperacéo do fendtipo normal, reestabelecendo o ciclo celular (Figura 43 D) e
recuperando completamente o nimero de células em fase G1, S, G2/M e poliploides ap6s 48 h
de cultivo em meio com a concentracdo padrdo de GIn (Figura 43 E). Observa-se também,
que os parasitas knockdown para a enzima ThGS cultivados em meio com concentragdo
padrdo de GIn (SMBT7GS +GIn +Tet) apresentaram um perfil de divisdo celular normal,
semelhante ao controle (SMB +GlIn). No entanto, nas condi¢cbes em que a concentracdo de
GIn foi diminuida gradualmente, tanto os parasitas com 0s niveis normais da enzima ThGS
(SMB; SMBT7GS -Tet) quanto os parasitas knockdown (SMBT7GS +Tet) apresentaram o
mesmo perfil de ciclo celular, confirmando que a enzima TbGS ndo produz a quantidade de
GIn requerida pelo parasita. Interessantemente, apesar dos parasitas knockdown para ThGS
(SMBT7GS +Tet) ndo recuperarem a proliferacdo completamente em 48 h de recuperacdo em
meio com GIn (Figura 42 B), recuperaram completamente o perfil normal do ciclo celular
(Figura 43 E).



119

A B @R SMB +GIn
70+ @l 5MB (Gin 5 pg/mL)
W= SMB +Gin 701 @ SMBT7GS +Gin -Tet
@R 5MB (GIn 50 pg/mL) & SMBT7GS +Gln +Tet
60+ WM SMBT7GS +Gin -Tet 604 = SMBT?GSI[GInSm;me Tet
EER SMBT7GS +GIn +Tet == SMBT7GS (Gin 5 pg/mL) +Tet
- 50 = SMBT?GS[GIDSDmImL -Tet — 50+
'a?. B3 SMBT7GS (GIn 50 pg/mL) +Tet 32
g 4 o 40-
L @
3 307 S 304
2 3
204 Z 904
104 104
G1 s G2/M PP -
) ) Gt s G2/M PP
Fase do ciclo celular (Dia 1) Fase do ciclo celular (Dia 2)
@R SMB +GIn
@l SMB (GIn 0,5 pg/mlL) 70 R SMB +GIn
704 @M SMBT7GS +Gin -Tet @ SMB (GIn 24 h rec)
& SMBTTGS +GlIn +Tet @l SMBT7GS +Gin -Tet
60+ @B SMBITGS (GIn 0,5 pgiml) -Tet 60 &= SMBTTGS +Gin +Tet
== SMBTTGS ’Gln 0,5 pg/mL) +Tet B SMBT7GS (Gin 24 h rec) -Tet
—~ 50 — 504 B2 SMBT7GS (GIn 24 h rec) +Tet
= =X
by o 40
s 3 30
L S 304
2 3
=z < 204
10
U_
G1 S G2/M PP G1 S G2iIM PP
Fase do ciclo celular (Dia 3) Fase do ciclo celular (Dia 4)

E R SMB +Gl
70+ @R SMB (Gin 48 h rec)
S SMBT7GS +Gin -Tet
60- @ SMBT7GS +Gin +Tet
B SMBT7GS (GIn 48 h rec) -Tet
— 50 SMBT7GS (GIn 48 h rec) +Tet
®
o 40-
[
D 301
3
Z 20-
10+

G1 S G2/M PP
Fase do ciclo celular (Dia 5)

Figura 43 - Efeito da diminuicdo gradual da concentracdo de GIn no ciclo celular. Os parasitas foram
cultivados em meio HMI-9, knockdown para ThGS ou ndo. As células foram contadas a cada 24 h e diluidas
novamente & densidade inicial de 1 x 10° mL™. Na condi¢do — Gln a concentracdo foi diminuida a cada dia de
584ug/mL a 0,5ug/mL. (A) Dia 1: +GIn = 584 pg/mL; -Gln = 50 pg/mL; (B) Dia 2: +GIn = 584 pg/mL; -Gln =
5 pg/mL; (C) Dia 3: +GIn =584 pg/mL; -GIn = 0,5 pg/mL; (D) Dia 4 e (E) Dia 5: +GIn = 584 pg/mL; 24 h e 48
h de recuperacdo em meio com a concentracdo padrdo de GlIn, respectivamente. (n = 4)
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Como demonstrado na andlise anterior, independetemente dos niveis de expressao da

TbGS, os parasitas cultivados em meio com reducdo gradual da concentragdo de GlIn,

apresentam uma mudanca no perfil do ciclo celular. Esse dado pode ser melhor observado na

sobreposicao dos histogramas da citometria de fluxo para as condic¢des de cultivo SMB +GIn

e SMB -GIn (Figura 44). Os picos correspondentes as fases do ciclo celular se deslocam a

medida que a concentragdo de GlIn diminui no meio de cultivo, e voltam a sobrepor

completamente apds 48 h de recuperacdo em meio com a concentracdo padrao de Gin.
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Figura 44 - Sobreposicao dos histogramas correspondentes a cada dia de analise do ciclo celular. Parasitas
cultivados em meio com a concentragdo padrdo de GIn (linha vermelha) e parasitas cultivados em meio com
reducéo gradual de GIn (584 pug/mL a 0,5 pug/mL) e recuperados pela adi¢do de GIn no meio (linha preta).
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Os dados obtidos confirmam que a mudanca no perfil da proliferagdo dos parasitas é
uma consequéncia das alteracdes no padréo do ciclo celular, visto que aumenta o numero de
parasitas em fase G2/M e poliploides. Esses mesmos dados mostraram também que a enzima
TbGS, apesar de ativa, ndo é capaz de produzir a quantidade de GIn requerida pelo parasita, 0
que o torna completamente dependente da concentracdo de GIn no meio extracelular. Com
base nestas informacdes, foi considerado relevante avaliar se a recuperagé@o dos parasitas seria
dependente da concentracdo de GIn no meio de cultivo. Com esta finalidade, os parasitas
foram cultivados em meio sem GIn por 24 h ou em meio com a concentracdo padréo de Gln,
como controle. Apds 24 h de cultivo foram contados em cadmara de Neubauer e analisados por
citometria de fluxo para avaliar ciclo celular, degradacdo de DNA e nimero de células em
necrose. Apos o cultivo dos parasitas em meio sem Gln, o nimero de parasitas poliploides foi
“20%, enquanto que no controle foi observado apenas 4% (Figura 45 A e C). Em relacdo a
morfologia desses parasitas, observamos que quando cultivados em meio sem Gln apresentam
mais de um flagelo (Figura 45 B). Estes dados confirmam que nessas condi¢Ges os parasitas
ndo conseguem completar a divisao celular. Em relacdo a degradacdo de DNA e a integridade
de membrana, ndo ha diferenca entre os parasitas controle (cultivados na presenca de GIn) e
0s parasitas que foram cultivados em meio sem Gln por 24 h (Figura 45 D e E). Esses dados
demonstram que os parasitas tém possibilidade de recuperacdo, visto que ndo apresentam

caracteristicas de morte celular.
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Figura 45 - Andlise de ciclo celular, degradacdo de DNA e necrose. Os parasitas foram mantidos em meio
com GIn (controle) ou meio sem Gln por 24 h. Apds esse periodo os parasitas foram marcados com iodeto de
propidio e analisados por citometria de fluxo. (A) Histograma da anélise por citometria de fluxo. (B) Fotos de
microscopia representativa dos parasitas controle e cultivados em meio sem Gln por 24 h. (C) Porcenteagem de
células poliploides. (D) Degradacéo do DNA. (E) Integridade da membrana dos parasitas. Teste T, valor de P <
0,05. (n=3)

Uma vez analisado o fendtipo dos parasitas apds o cultivo em meio sem GlIn, o0s
mesmos foram transferidos para 0 meio de cultivo com diferentes concentracdes de Gln, com
0 objetivo de avaliar se a recuperacdo desses parasitas dependeria da concentracdo de GIn no
meio extracelular. Os resultados obtidos demonstram que nas primeiras 24 h de recuperacéo, a
proliferacdo dos parasitas é dependente da concentragcdo de GIn no meio externo (Figura 46).
Também foi observado que apds 48 h de recuperagdo, apenas 0s parasitas que foram mantidos
em meio com 0,5 pug de GIn/mL ndo recuperaram o perfil normal de proliferacdo. Além do
mais, pode ser observado que a recuperacdo depende especificamente da presenca de Gln,

visto que todos os outros metabolitos permaneceram em concentra¢cdes normais no meio de
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cultivo. A adicdo extra de Glu (substrato para a biossintese de GIn) também néo foi capaz de
reverter a parada da proliferacdo dos parasitas.
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Figura 46 - Recuperacao dos parasitas em diferentes concentragdes de GlIn. Os parasitas foram cultivados
em meio sem GIn por 24 h e apds esse periodo foram recuperados em diferentes concentragdes de GIn (584 a 0,5
pg/mL) ou na presenca de Glu (75 pg/mL) por 24 e 48 h. A cada 24 h os parasitas foram contados em camara de
Neubauer e diluidos novamente & concentragéo inicial de 1 x 10° células/mL. (n = 3)
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Com o intuito de avaliar se o perfil do ciclo celular na recuperacdo também é
proporcionalmente dependente da concentragdo de Gln externa, os parasitas foram marcados
com iodeto de propidio e analisados por citometria de fluxo. O numero de células polipldides
diminuiu ao longo do periodo de recuperacdo na condicdo em que 0s parasitas foram
mantidos em GIn nas concentragdes de 584 pg/mL; 50 pg/mL e 5 pg/mL. Os parasitas que
foram mantidos em 0,5 pg/mL de GIn, 75 pg/mL de Glu ou mesmo em meio sem Gin,
apresentaram um aumento do numero de células polipldides em fungédo do tempo (Figura 47
A e B), demonstrando que a retomada do ciclo celular também depende da concentracéo
externa de GIn durante a recuperacéo.

A andlise dos parametros relacionados a morte celular (degradacdo de DNA e
integridade de membrana) demonstrou que a concentracdo de GIn no meio externo também é
importante para manutencdo da viabilidade dos parasitas (Figura 47 C e D), visto que quando
mantidos em 0,5 pg/mL de GIn, 75 pg/mL de Glu ou meio sem GlIn, os parasitas
apresentaram um aumento do nudmero de células positivas para necrose e degradacdo de DNA.
Estes dados demonstram que nessas condi¢des de cultivo, os parasitas ndo retomam o perfil
normal de proliferacdo devido ao fato de ndo conseguirem completar a divisdo celular, como

também ndo mantém a viabilidade celular, levando os mesmo a morte.
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Figura 47 - Analise do ciclo celular, degradacao de DNA e necrose em parasitas recuperados por 24 e 48 h
em diferentes concentracgdes de GIn. Os parasitas foram cultivados em meio sem GIn por 24 h e apés esse
periodo foram recuperados em diferentes concentracGes de GIn por 24 e 48 h, em cada periodo de recuperagéo os
parasitas foram analisados por citometria de fluxo. (A) Histograma da analise de ciclo celular. (B) Representacao
grafica do nimero de células poliploides em cada condicdo de cultivo. (C) Representacdo grafica da manutencao
da integridade do DNA nas diferentes condicBes. (D) Representagdo gréfica da andlise da integridade de
membrana dos parasitas recuperados por 24 e 48 h nas diferentes condicfes de cultivo. (n = 3)
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3.2.6 Fase do ciclo celular para a qual a GIn é critica

Os dados apresentados demonstraram que Gln é importante para a correta progressao
do ciclo do celular, no entanto ndo estava claro em qual fase do ciclo celular, G1, S ou G2/M,
a Gln seria relevante. Para analisar mais detalhadamente este envolvimento da GIn no ciclo
celular, consideramos importante sincronizar o ciclo celular dos parasitas. Com esta
finalidade, os parasitas foram tratados com hidroxiurea (HU) para sincronizar o ciclo celular
em fase G1. Apos 2 horas de tratamento, a maioria dos parasitas estava em fase G1 (Figura
48). Apos a confirmacdo da sincronizagdo o tratamento com HU foi interrompido e a cultura
foi dividida em duas partes: uma foi cultivada em meio com Gln e a outra parte em meio sem
GIn. Apos 48 h de cultivo em meio sem Gln, a analise por citometria de fluxo demonstrou que
23% dos parasitas eram polipléides (Figura 48, 48 h), ou seja, 0s parasitas passaram da fase
G1 para S e G2/M, mas ndo completaram a divisdao celular na auséncia de GIn. Estes dados
demonstram que GIn é fundamental para o processo de citocinese dos parasitas. Também
pode ser observado que, confirmando os resultados anteriores, quando a Gln foi adicionada
novamente no meio de cultivo os parasitas retomaram a correta progressdo do ciclo celular,
enquanto que os parasitas que continuaram em meio sem GlIn, morreram 72 h ap6s o
tratamento com HU (Figuras 48 e 49).

A proliferacdo dos parasitas também foi acompanhada a cada 24 h por contagem em
camara de Neubauer (Figura 49). Os parasitas que foram mantidos em meio sem GIn ndo
proliferaram, no entanto quando a GIn foi adicionada novamente no meio de cultivo, os
parasitas retomaram o padrdo normal de proliferacdo, recuperando completamente a
capacidade proliferativa apés 72 h da adicdo de GIn. Confirmando assim os resultados
anteriores e demonstrando que a participacdo da GIn se da efetivamente em processos

relacionados com a citocinese.
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Figura 48 - Andlise do ciclo celular em parasitas tratados com hidroxiurea. Os parasitas foram tratados com hidroxiurea (HU) por 2 h, apds esse periodo o tratamento foi
removido e a cultura foi dividida em duas partes: uma mantida em meio com Gln e a outra mantida em meio sem GIn. Ap6s 48 h de cultivo em meio sem GIn, novamente a
cultura foi dividida em duas, uma parte continuou sendo mantida em meio sem Gln e foi adicionado GIn na outra parte. Os parasitas foram marcados com iodeto de propidio e

analisados por citometria de fluxo nos tempos indicados.



128

1.0x108

1.0x105

Densidade celular (parasitas mL"]

-# SMB +GIn
- SMB -GIn

=k~ SMB +GIn rec

Apos HU 24 h 48 h T2h 96 h 120 h
apos HU apos HU apas HU apés HU apés HU
24 h rec 43 h rec 72 hrec

Figura 49 - Proliferacdo dos parasitas ap6s o tratamento com hidroxiurea. Os parasitas foram tratados com
HU por 2 h e apés o tratamento foram cultivados em meio com GIn ou sem GIn. Apés 48 h de cultivo em meio
sem GIn, os parasitas foram novamente cultivados em meio com GIn. A contagem dos parasitas foi feita em
camara de Neubauer a cada 24 h. (n = 3)

Confirmando os resultados anteriores, também foi demonstrado que na auséncia de
GIn aumenta o nimero de células poliploides e ap6s a adicdo de GIn no meio de cultivo a
porcentagem de células polipléides voltam ao padrdo normal no cultivo (Figura 50 A). A
analise dos parametros relacionados a morte celular, também confirma os resultados
anteriores: aumento da degradacdo do DNA na auséncia de GlIn, a qual é revertida ao padrédo
normal apds a adicdo de GIn no meio (Figura 50 B). Ao avaliar a integridade de membrana
dos parasitas, os dados demonstram que nas primeiras 48 h de cultivo em meio sem GlIn os
parasitas mantém a integridade de membrana, no entanto apds 72 h de cultivo em meio sem
GIn o nimero de células positivas para necrose aumenta de 4% em 48 h, para 32 % em 72 h
(Figura 50 C). Também foi mostrado que a adi¢do de GIn mantém a integridade da membrana

dos parasitas, confirmando os resultados apresentados anteriormente.
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Figura 50 - Andlise do numero de parasitas poliploides, degradacdo de DNA e necrose apés tratamento
com hidroxiurea. Os parasitas foram tratados com hidroxiurea por 2 h e apds esse periodo parte da cultura foi
mantida em meio sem GlIn e a outra parte em meio com GIn (controle). (A) Porcentagem de células poliploides.
(B) Degradacédo de DNA e (C) Células positivas para necrose. (n = 3)
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3.2.7 Analise da glutamilacéo de tubulina

Os resultados apresentados demonstram que a Gln estaria envolvida com processos
relacionados com a progressdo da citocinese. Na literatura esta descrito que determinadas
modificacbes poOs-traducionais sdo importantes para 0 correto posicionamento dos
microtubulos no flagelo e consequentemente para a progressdo do ciclo e divisdo celular em
diferentes células como Tetrahymena thermophila, espermatozdides e neurénios (Janke,
Rogowski et al., 2008; Wloga, Rogowski et al., 2008; Suryavanshi, Edde et al., 2010). Entre
essas modificacbes estd a glutamilacdo da tubulina, uma modificacdo pds-traducional
importante para o correto arranjo dos microttbulos no flagelo, interagdo com proteinas
associadas aos microtibulos e para a motilidade das células. Ja foi descrito que os
microtUbulos dos tripanossomatideos séo extensivamente glutamilados (Schneider, Plessmann
et al., 1997; Casanova, de Monbrison et al., 2015). Levando em conta os resultados
apresentados, consideramos relevante avaliar a possivel participacdo da GIn no processo de
glutamilacdo de tubulina em formas sanguicolas de T. brucei. Para isso foi utilizado o
anticorpo GT335 que é especifico para o reconhecimento de tubulina poliglutamilada. Os
parasitas foram cultivados em meio sem GIn por 24 h e recuperados por 48 h em meio com a
concentragdo padrdo de Gln, parasitas cultivados em meio de cultivo padréo foram utilizados
como controle. O nivel de glutamilagdo de tubulina nos parasitas cultivados nas diferentes
condicdes foi avaliado através da técnica de western blotting (Figura 51 A e B) e microscopia
de fluorescéncia (Figura 51 C), utilizando o anticorpo especifico mencionado anteriormente.
Como demonstram os resultados obtidos, quando os parasitas foram mantidos por 24 h em
meio sem GIn observou-se uma diminuicdo do nivel de tubulina glutamilada em comparacéo
com os parasitas mantidos em meio suplementado com GIn (controle) e foram capazes de
recuperar 0s niveis normais de glutamilacdo apos serem cultivados novamente em em meio
com a concentracdo padrao de Glin.

Assim, demonstramos que a GlIn participaria da modificagdo pds-traducional de
tubulina, importante para a estrutura do arranjo de microtibulos da célula, interacdo dos
microtibulos com proteinas associadas e mobilidade das células, sugerindo que parasitas
deficientes em tubulina glutamilada possuem um ciclo celular interrompido pela incapacidade

de completar a citocinese.
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Figura 51 - Anélise da glutamilagdo de tubulina. Os parasitas foram cultivados em meio HMI-9 com GIn
como controle e sem GIn por 24 h. Ap6s o cultivo dos parasitas em meio sem GIn, os mesmos foram
recuperados em meio com GIn por 48 h. A- western blot. B- Desintrometria de bandas. C- imunofluorescéncia.
O anticorpo GT335 foi utilizado para analisar os niveis de tubulina glutamilada e DAPI para a marcacao de
ndcleo e cinetoplasto.
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41 T. cruzi

4.1.1 Transporte de GIn e metabolismo de aminoacidos em T. cruzi

O T. cruzi pode obter aminoacidos pela sua incorporacgdo a partir do meio extracelular
por meio dos sistemas de transporte na membrana plasmatica (Silber, Colli et al., 2005), e em
alguns casos pela sua biossintese. Devido a relevancia dos aminoacidos ao longo do ciclo de
vida do T. cruzi, ja foram descritos sistemas de transporte para varios destes metabolitos
(Tabela 2).

O transporte de GIn, caracterizado neste trabalho, apresentou uma dependéncia linear
em relacdo ao tempo de incorporacdo, mas ndo atingiu um ponto de saturacdo do meio
intracelular, sugerindo que na janela de tempo estudada (3 h), a velocidade que o parasita
consome a GIn é maior do que a velocidade da incorporagdo. Andlises in silico
(www.tritrypsdb.org, acesso em julho 2017) e dados experimentais do nosso grupo
demonstram que em T. cruzi vérias reacbes metabdlicas podem usar GIn como substrato.
Quando comparados os parametros cinéticos determinados para outros sistemas de transporte
ja descritos, com os obtidos para o transporte da Gln, observa-se que o valor de Ky, neste caso
é similar ao que foi obtido para o transporte de baixa afinidade da Pro (Silber, Tonelli et al.,
2002) e para o transporte dos aminoacidos ramificados (Manchola, Rapado et al., 2015),
sugerindo que a GIn é incorporada por um sistema de transporte de baixa afinidade. Em
relacdo aos valores de Vmax, Verificou-se que a Gln é transportada a uma velocidade maior que
a Pro, e similar a velocidade de transporte dos aminoacidos ramificados. A dependéncia do
transporte em relacdo a temperatura é um parametro relevante em T. cruzi, visto que o parasita
passa por mudancas de temperatura importantes ao longo do seu ciclo de vida. Como
esperado, o tansporte de GIn aumentou de forma aproximadamente linear com a temperatura.
Porém, surpreendentemente, apresentou 0 maximo de atividade a 45 °C, o que sugere que 0

sistema de transporte de GIn é particularmente estavel.
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K v Atividade
S m max . .
Aminoacido (mM) (nmoles/min*2x107cells) Forca motriz no S/Iiijlg de Ref.
(Pereira,
Ojeler 0.032 Indepepden}e & ND Alonso et al.,
(A.A) Na“eH
. 1999)
Arginina
0.35 (Canepa,
(B. A) 0.194 H* E>T Silber et al.,
o 2004)
0.31 + (Silber, Tonelli
orolina (A A) 0012 H ND et al., 2002)
1.36 (Silber, Tonelli
B.A) 0.065 ATP ND et al., 2002)
(Canepa,
Aspartato 0.032 0.0068 H* E=T Bouvier et al.,
2005)
+ (Silber, Rojas
Glutamato 0.30 0.096 H E>T et al., 2006)
(Canepa,
Cysteina 0.0495 0.026 H* ND Bouvier et al.,
2009)
(Inbar,
Lisina 0.023 0.0048 H* ND Canepacetal.,
2012)
(Galvez Rojas,
GABA 0.33 0.077 Na* E=TM Ahnetal.,
2015)
Leucina 1.07 0.94 (Manchola,
. + Rapado et al.,
Isoleucina 0.47 0.16 H'/ATP ND 2015)
Valina 1.96 0.33
(Barison,
Histidina 0.12 0.24 ATP ND Damasceno et
al., 2016)
Glutamina  1.29 036 HY/ATP =2E2% Estetrabalho

Tabela 2 - Resumo dos sistemas de transporte de aminoacidos ja descritos em T. cruzi*.

*Todos os sistemas de transporte foram caracterizados em formas epimastigotas, em alguns casos, também foi
medida a atividade do transportador em outros estagios do ciclo de vida. Sendo este trabalho, a primeira
descricdo da atividade do transportador em todos os estdgios do ciclo de vida do T. cruzi.
(A.A= alta afinidade; B.A. = baixa afinidade; E: epimastigotas; Ei: epimastigota intracelular; A: amastigota; T:
tripomastigota derivado de cultura; TM: tripomastigota metaciclico; ND: ndo descrito).
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Em mamiferos, a GIn pode ser incorporada por vérios sistemas diferentes, sendo
transportada principalmente por simporte Na'/GIn, os quais apresentam diferentes
mecanismos e especificidade (Soeters,Grecu, 2012; Scalise, Pochini et al., 2016). Diferente
dos sistemas de transporte em mamiferos, o transporte de GIn em T. cruzi ndo é dependente
nem de Na* nem de K* porém, foi influenciado pela concentracdo extracelular de H*, o que
pode explicar uma relativa sensibilidade ao pH. O fato do desacoplamento do gradiente de H*
da membrana citoplasmatica ter diminuido a atividade do transportador de GIn confirmou
essa possibilidade. E interessante observar que o sistema de transporte de Gln é versétil, capaz
de funcionar em diferentes condi¢cBes de pH, o que o faz compativel com os diferentes
ambientes pelos quais T. cruzi circula durante seu ciclo biolégico natural. O parasita deve
sobreviver em ambientes com diferentes pH (por exemplo no tubo digestivo do inseto vetor o
pH é 75,5 (Contreras, Salles et al., 1985), no lisossomo da célula de mamifero (pH "4,5; ver
em (Weisz, 2003)) e no citosol da célula de mamifero (pH “7,3; ver em (Llopis, McCaffery et
al., 1998)). Em T. cruzi, GlIn foi transportada em todos os pHs avaliados (5,0 - 7,5).

Alguns dos transportadores de metabolitos ja descritos para T. cruzi sdo dependentes
dos niveis de ATP intracelular, como o transporte de Pro e His (Silber, Tonelli et al., 2002;
Barison, Damasceno et al., 2016). Neste trabalho foi demonstrado que o transporte de Glin
também é dependente da concentracdo de ATP intracelular, mas ndo é necessariamente da
funcionalidade mitocondrial: o ATP produzido por fosforilagdo em nivel de substrato, pela
glicolise, também é capaz de manter o transporte de GlIn. Esse resultado pode explicar
também o fato de apds 3 h de incubacdo em PBS o transporte de GIn ter sido reduzido
significativamente, sugerindo que a diminuicdo da incorporacdo de GlIn, pode estar
relacionada ao baixo nivel de energia da célula. Uma vez incorporada na célula, a GIn pode
ser derivada a uma quantidade de destinos metabdlicos, nos quais Glu é um dos produtos
resultantes, que pode ser oxidado para sintetizar ATP. Essa possibilidade foi confirmada pela
avaliacdo dos niveis de ATP intracelular do parasita incubado na presenca de GIn como Unica
fonte de energia. O resultado obtido demonstrou que GIn é capaz de manter os niveis de ATP
de forma similar a Pro, aminoacido ja descrito como importante para o metabolismo
energético do parasita (Paes, Suarez Mantilla et al., 2013).

Os sistemas de transporte de aminoacidos em T. cruzi apresentam diferentes
especificidades, portanto nos interessou avaliar a especificidade do sistema de transporte de
GlIn. A incorporacdo de GIn ndo foi inibida pela presenca de diferentes analogos estruturais da
GIn, sugerindo que ha diversos aspectos estruturais da molécula que podem ser importantes

para a interacdo transportador-substrato. Varios aminoacidos também foram avaliados como
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possiveis inibidores do transporte de GIn: o Glu, a forma deaminada da GIn; o Asp e a Asn,
dois aminodcidos que apresentam funcgdo similar ao par Glu/Gln; Ala, outro aminoacido que
também pode ser utilizado na detoxificacdo de amonia pela célula; Arg e His, que sdo
metabolicamente relacionados com a GlIn. Além dessa relacdo entre 0s aminoacidos
selecionados e a GIn, eles também sdo representativos de diferentes grupos bioquimicos:
aminoacidos neutros (Ala), basicos (Asn, Arg e His) e acidos (Glu e Asp). Os dados obtidos
demonstram que o transporte de GIn ndo foi inibido em nenhuma das condi¢bes avaliadas,
sugerindo que GIn é transportada por um sistema altamente especifico. Dentre os sistemas de
transporte de aminoacidos ja caracterizados em T. cruzi, nos quais a GIn foi avaliada como
possivel inibidor, apenas o transporte de Glu foi inibido ("75%) na presenca de um excesso de
GIn (Silber, Rojas et al., 2006). Considerando esse dado, pode-se inferir que GIn também
pode ser incorporada pelo mesmo transportador do Glu, no entanto o parasita apresenta um
transportador especifico para GIn.

O T. cruzi, como ja mencionado anteriormente, é submetido a varias mudancgas
ambientais ao longo do seu ciclo de vida, e necessita se adaptar a diferentes condicdes de
estresse, como nutricional e oxidativo. Para sobreviver nestas condi¢des o parasita modifica o
seu metabolismo, respondendo eficientemente as condic¢des de disponibilidade de nutrientes.
Por exemplo, o transporte de Glc apresenta uma atividade maxima (quando comparado aos
outros estagios no hospedeiro mamifero) nas formas tripomastigotas presentes na corrente
sanguinea dos hospedeiros mamiferos, ambiente rico em Glc (Silber, Tonelli et al., 2009). Por
sua vez, o transporte de Pro é aumentado no estdgio epimastigota intracelular, que esta
presente em um ambiente pobre em Glc, e com Pro disponivel (Tonelli, Silber et al., 2004;
Silber, Tonelli et al., 2009). A sintese de GIn também pode ser interpretada dentro desse
contexto, e é outro exemplo da adaptacdo do metabolismo do T. cruzi durante o seu ciclo de
vida. Recentemente foi demonstrado pelo nosso grupo, que o parasita possui a enzima TcGS
ativa, e da mesma forma que ocorre com o transporte de GlIn, também ela é regulada ao longo
do ciclo de vida do parasita (Crispim et al®.). A TcGS converte Glu em GIn, utilizando ATP e
NH,;" como co-substratos. Esta atividade participa da detoxificagdo de NH,4*, que é produzida
pela degradacdo dos aminoacidos (Crispim et al”.). T. cruzi ndo possui o ciclo da ureia
funcional (YYoshida,Camargo, 1978), o que leva a hipotetizar a relevancia de sistemas

alternativos para a detoxificagdo do NH,4", como seria o caso da TcGS, principalmente para as
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formas que utilizam a degradacdo dos aminoécidos como principal (sendo Unica) fonte de
energia. A enzima TcGS apresenta 0 maximo de expressdo e atividade nas formas amastigotas
(Crispim et al”.), as quais baseiam seu metabolismo energético dentre outros, no consumo de
aminoacidos (Silber, Tonelli et al., 2009). Esses dados sugerem que especialmente nesse
estagio do parasita, a enzima TcGS apresenta duas fungdes: detoxificar amobnia e suprir a
necessidade de GIn da célula, visto que o tansporte de GIn em amastigotas € ineficiente, ou
propositalmente diminuido.

Quando comparadas as atividades do sistema de transporte de Gln e da enzima TcGS,
verifica-se que os dois processos ocorrem de forma compensatéria durante o ciclo de vida do
parasita, tanto no hospedeiro mamifero quanto no inseto vetor (Figura 52 A). A analise do
perfil apresentado para o transporte e a sintese de GIn nas formas encontradas no hospedeiro
mamifero, demonstra que em formas tripomastigotas, tanto a sintese como o transporte da Gln
encontran-se diminuidas, enquanto que na forma amastigota, a atividade da enzima TcGS esta
aumentada e a do transporte estd diminuida. Ja as formas epimastigotas intracelulares, que
também apresentam capacidade replicativa, o transporte de GIn est4d aumentado e a atividade
da TcGS diminuida.

A comparacéo entre o metabolismo de aminoéacidos e o transporte de Glc, nos estagios
de T. cruzi presentes no hospedeiro mamifero, demonstra que a compensacdo entre o
transporte de GIn e a atividade da enzima TcGS, também pode ser relacionado com o
transporte e a concentragdo intracelular de outros metabdlitos (Figura 52 B). As formas
amastigotas ndo transportam Glc e apresentam altos niveis de Pro intracelular (Silber, Tonelli
et al., 2009), como também um aumento da atividade da enzima TcGS, ao mesmo tempo que
os transportes de GIn e Pro estdo diminuidos. Ja as formas epimastigotas intracelulares,
apresentam uma concentra¢do intracelular de Pro reduzida, que € compensada pelo 0 aumento
do seu transporte a partir do meio externo (neste caso o citoplasma da célula hospedeira, ver
em (Silber, Tonelli et al., 2009)). Ha registro também de uma atividade inicial de transporte
de Glc, provavelmente consenquéncia do processo de remodelacdo celular que dara origem
aos novos tripomastigotas. Nesse estagio a atividade da enzima TcGS estd diminuida mas o
parasita é capaz de transportar Gln a partir do meio extracelular para o suprimento das
necessidades da célula. As formas tripomastigotas apresentam niveis reduzidos de Pro

intracelular, um metabolismo energético baseado no consumo de Glc e o transporte de Gin e

* Crispim, M.; Damasceno, F.S.; Hernandez, A.; Barison, M.J.; Sauter, I.P.; Pavani, R.S.; Moura, A.S.; Pral, E.M.F.; Cortez,
M.; Elias, M.C.; Silber, A.M.; The glutamine synthetase of Trypanosoma cruzi is requerid for its resistance to ammonium
accumulation and evasion of the parasitophorous vacuole during host-cell infection. Submitted



138

Pro ocorrem de forma diminuida. Esses dados sustentam a ideia de uma adaptacao do parasita
a disponibilidade de nutrientes encontrada nos ambientes pelos quais o parasita transita.
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Figura 52 - Comparacao relativa entre os transportes de GlIn, Pro e Glc, atividade da GS e concentracio
intracelular de Pro nos diferentes estagios do T. cruzi. A maior valor de transporte, atividade enzimatica ou
concentragdo intracelular, dentre os estagios do parasita presentes em cada hospedeiro foi considerado como
sendo o0 100% e os valores obtidos para os demais estagios foram analisados em relacdo aos mesmos. (A)
Comparagdo entre o transporte de GlIn e a atividade da GS nos estagios presentes no hospedeiro mamifero e no
inseto vetor. (B) Comparacdo entre os transportes de GlIn, Pro e Glc, atividade da GS e concentracdo de Pro
intracelular nos estagios presentes no hospedeiro mamifero. T: tripomastigota derivado de cultura; A:
amastigota; El: epimastigota intracelular; E: epimastigotas; TM: tripomastigota metaciclico. Dados referentes a
atividade da TcGS foram descritos por Crispim et al .; dados referentes ao transporte de Glc e a concentragdo
intracelular de Pro foram descritos por (Silber, Tonelli et al., 2009), ja os dados referentes ao transporte de Pro
foram obtidos por (Silber, Tonelli et al., 2002).
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Ja em relagdo ao transporte de Gln e a atividade da TcGS nos estdgios encontrados no
inseto vetor (Figura 52 A), observa-se que a forma epimastigota apresenta tanto a capacidade
de transportar GIn quanto a atividade da enzima TcGS. Esses dados sugerem que o parasita
tenta suprir a necessidade deste metabolito, em funcdo da disponibilidade da GIn ou dos
substratos para a sua biossintese. Provavelmente ndo ha grande disponibilidade de GIn no
trato digestivo do inseto vetor, visto que este aminoécido ndo é excretado pelo inseto, apenas
produtos do seu metabolismo sdo detectados (Antunes, Han et al., 2013). Isto sugere que o
parasita s tem acesso a GlIn livre quando o inseto vetor se alimenta de sangue, uma vez que
GIn é o aminoédcido mais abundante no plasma humano, sendo encontrada em uma
concentragdo de 400 a 600 pmol/L (Vinnars, Bergstom et al., 1975) revisado por
(Soeters,Grecu, 2012). Deve ser ressaltado também que a enzima TcGS participa da
detoxificacdo de NH," nesse estagio do parasita. Foi demonstrado que formas epimastigotas
tratadas com MS, inibidor da enzima GS, sdo mais suceptiveis a presenca de amonia
extracelular (Crispim et al®). Em relagdo as formas metaciclicas, estas apresentam uma
atividade da enzima TcGS maior que em formas epimastigotas, no entanto o transporte esta
significativamente diminuido. Esse fato, provavelmente é devido a baixa disponibilidade de
GIn na porcéo final do intestino do inseto vetor, como ja foi mencionado, 0 mesmo nao
excreta GIn (Barrett,Friend, 1975), e existem relatos na literatura mostrando que Gln esta
presente na hemolinfa do inseto vetor, mas em pequena quantidade (Harington, 1961).

Apoés a comparagdo do transporte de GIn com a atividade da enzima TcGS, em todas
as formas do ciclo de vida do parasita, foi observado que todos os estagios utilizam Gln em
maior ou menor quantidade, exceto as formas tripomastigotas oriundas de cultivo celular. O
papel da GIn em processos biol6gicos importantes para o T. cruzi, tais como: viabilidade,
proliferacdo, diferenciacdo e infectividade também foi avaliado. Os resultados apresentados
neste trabalho demonstram que GIn deve ser incluida dentre os aminoacidos capazes de
manter a viabilidade de formas epimastigotas quando submetidas a estresse metabdlico
severo. Parasitas mantidos apenas na presenca de GIn como fonte de energia e carbono
permaneceram mais viaveis do que parasitas mantidos em Glu (metabdlito capaz de estender a
viabilidade de parasitas nessas condi¢es) ou PBS. Também foi demonstrado que parasitas
incubados na presenca de GlIn apresentaram o mesmo nivel de ATP dos parasitas incubados

na presenca de Pro, aminoacido este ja descrito como importante para 0 metabolismo
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energetico. Esses resultados sugerem que GlIn teria um papel protetor para o parasita em
condigdes de estresse nutricional. A importancia da GIn na manutencdo da viabilidade de
outros parasitas ja foi descrita. Por exemplo, Gln e Glc sdo importantes para a manutencao e
proliferecdo do Plasmodium falciparum, que pode ser promovida independentemente pela
GIn, mas ndo pelo Glu (Elford,Pinches, 1992). Também ja foi descrito que em eritrocitos
infectados com P. falciparum, ocorre uma mudanca na incorporacdo de moléculas através da
membrana, incluindo o aumento da incorporacdo de GIn (Cabantchik, 1990).

Outro aspecto da relevancia da GIn na biologia de T. cruzi explorado neste trabalho
foi a sua participagdo na infectividade de formas tripomastigotas. Parasitas submetidos a
estresse nutricional e posteriormente recuperados na presenca de Gln infectaram tanto quanto
parasitas que foram mantidos em meio rico (RPMI, condicdo normal de cultivo) e infectaram
mais células do que parasitas que foram incubados na presenca de Glu. No entanto, 0 niUmero
de formas tripomastigotas que eclodiram das células infectadas foi menor do que o nimero de
parasitas que eclodiram das células infectadas com parasitas controle, e maior do que o
numero de parasitas que eclodiram de células infectadas com parasitas que foram mantidos
em Glu ou PBS, sugerindo que a Gln é um metabdlito importante para a infectividade das
formas tripomastigotas. Este fendbmeno ja foi descrito para Pro, e um intermediario do seu
metabolismo, o P5C (Martins, Covarrubias et al., 2009; Mantilla, Paes et al., 2015).

Dentre as fungBes relevantes de varios aminodcidos na biologia do T. cruzi, tem
destague a sua capacidade de sustentar a metaciclogénese. N6s mostramos neste trabalho que
GIn promove esse processo de diferenciacdo. Parasitas que foram diferenciados em meio
contendo apenas GlIn diferenciaram da mesma forma que parasitas mantidos no meio padréo
de diferenciacdo TAU3AAG, que contém Glu, Asp, Pro e Glc. As formas metaciclicas
apresentaram uma incorporacdo de GIn menor do que as formas epimastigotas em fase
exponencial ou estacionaria, no entanto apresentam uma atividade da enzima TcGS maior do
que as formas epimastigotas (Crispim et al®.). Esses dados sugerem que as formas
epimastigotas, nas fases exponencial e estacionaria de proliferacdo, incorporam a quantidade
de GIn requerida para promover a metaciclogénese, ou que durante a fase inicial do processo
de diferenciacéo, os parasitas mantém a capacidade de incorporar Gin.

Finalmente, observamos que, além de promover a metaciclogénese, a Gln também é

importante para a invasao das células hospedeiras pelo parasita. Metaciclicos diferenciados
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em meio TAU, contendo GIn como unico metabdlito disponivel, foram capazes de invadir as
células hospedeiras tanto quanto os parasitas utilizados como controle (diferenciados em meio
TAU3AAG). Surpreendentemente, a quantidade de formas tripomastigotas que eclodiram das
células hospedeiras infectadas, com os parasitas diferenciados em meio TAUGIn, foi maior
que no controle e na condicdo com parasitas diferenciados em TAUGIu. Também foi
observado que os parasitas comegaram a eclodir previamente as outras condi¢des. Esses dados
sugerem que a diferenciacdo na presenca de Gln superestimularia processos relacionados a

replicacdo e diferenciacdo no ciclo intracelular do parasita.

4.1.2 Enzimas que participam do metabolismo de GIn em T. cruzi

A GIn ndo é considerada um aminoacido essencial para muitos organismos, visto que
pode ser sintetizada pelas células. Em praticamente todos os seres vivos, GIn é relevante para
0 metabolismo de nitrogénio, participando da sintese de nucleotideos, proteinas,
aminoacucares e também do metabolismo energético das células (Soberon,Gonzalez, 1987;
DeBerardinis,Cheng, 2010). Em T. cruzi, foi demonstrado recentemente pelo nosso grupo,
que GIn pode ser sintetizada pela enzima TcGS (Crispim et al”.). Dados apresentados neste
trabalho demonstram que GIn também pode ser incorporada pelo T. cruzi a partir do meio
extracelular. Analises in silico demonstram que em T. cruzi, varias reacdes metabdlicas

podem utilizar GIn como substrato (Figura 53).
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Figura 53 — Reag¢des metabdlicas que utilizariam Gln como substrato. Sequéncias putativas encontradas nos
bancos de dados gendmicos. Fonte: www.tritrypsdb.org.; www.genome.jp/kegg/pathway.

Essa andlise in silico demonstra que GIn poderia participar como substrato para a
enzima Guanosina-5’-monofosfato sintase, que cataliza a conversdo de xantosina-5’-
monofosfato (XMP) em GMP, usando GIn e ATP como substratos. Sabe-se também que GlIn
é substrato para a reagdo catalizada pela enzima carbomoil fosfato sintase (CPS), a primeira
enzima da via de sintese de novo de pirimidinas. CPS converte Gln e carbonato de hidrogénio
em carbomoil fosfato e Glu usando ATP. Em T. cruzi ja foi demonstrado que TcCPS ¢é
relevante para a proliferacdo de formas intracelulares, sendo considerada um potencial alvo
terapéutico (Hashimoto, Morales et al., 2012). Além do mais ja foi demonstrado em T. cruzi a
interacdo intermolecular entre as trés primeiras enzimas da via de biossintese de pirimidinas,
carbomoil fosfato sintase Il (CPSII), aspartato transcarbamoilase (ATC) e dihidioorotase
(DHO) (Nara, Hashimoto et al., 2012). A enzima glucosamina: fructose-6-fosfato
aminotransferase (GF6PA) também utiliza GIn como substrato. Esta enzima é importante para
a via de hexosaminas, visto que é responsavel pela transferéncia do grupo amina da GIn para a

frutose-6-fosfato formando glucosamina-6-fostato.
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Neste trabalho foi demonstrado que ha atividade da enzima GF6PA em extrato de
epimastigotas. Também foi mostrado que analogos estruturais de Gln inibem essa atividade.
Os analogos AZA, ACV e DPA nao inibiram o tansporte de GlIn, como também nao inibiram
a atividade da enzima TcGS, no entanto inibiram a atividade da enzima GF6PA, sendo que o
anadlogo AZA inibiu completamente a atividade da enzima no extrato. A avaliacdo do efeito
dos anélogos em processos bioldgios relevantes para o parasita, tais como: proliferacdo,
diferenciacdo, infectividade e viabiliade demonstrou que a presenca dos analogos interfere
nesses processos nos diferentes estagios do T. cruzi.

O anélogo ACV ¢ um produto da fermentacdo de Streptomyces sciveus que inibe
enzimas como a citidina trifosfato (CTP) sintetase, responséavel pela formacéo de CTP a partir
de UTP, ATP e GIn. Esse analogo, recentemente foi descrito como um pontente inibidor da
CTP sintetase de T. brucei, sendo proposto como um composto lider para sintese de
compostos com atividade anti-T. brucei (Oliveira de Souza, Dawson et al., 2017). ACV
também ja foi descrito como inibidor da GMP sintase de T. brucei, outra enzima que também
utiliza GIn como substrato (Li, Leija et al., 2015). Resultados apresentados neste trabalho
demonstram que o tratamento de formas epimastigotas com ACV diminuiu a proliferacdo dos
parasitas de forma dose-dependente (ICso 6,2 uM). ACV também apresentou um feito no
ciclo intracelular, diminuindo a ecloséo de formas tripomastigotas de forma dose-dependente
em concentragdes nanomolares (ICsp 152,9 nM ). Estes dados sugerem que o analogo ACV
também poderia ser utilizado como um composto lider para o desenvolvimento de compostos
anti-T. cruzi, assim como foi proposto para T. brucei.

Em relacdo ao andlogo AZA, que inibiu completamente a atividade da enzima
TcGF6PA em extratos de epimastigotas, também apresentou um efeito inibitério da
proliferacdo de formas epimastigotas (ICsp 6,1 M), na diferenciacdo de formas epimastigotas
para tripomastigotas metaciclicos e na eclosdao de formas tripomastigotas de células CHO-K;
infectadas. Esses resultados demonstram que a via metabdlica, da qual a enzima GF6PA
participa, é importante para todos os estagios do parasita e participa de processos bioldgicos
importantes para a progressdo do ciclo de vida do T. cruzi. O analogo DPA, também inibiu a
proliferacdo de epimastigotas (ICso 6,2 M) e a eclosdo de formas tipomastigotas, de forma
dose-dependente (ICsp 53,3 uUM).

O efeito dos analogos de GIn em todos os estagios do ciclo de vida do T. cruzi
demonstra que as vias metabolicas que utilizam GIn como substrato sdo importantes para o
parasita e apresentam potencial para serem exploradas como possiveis alvos para o

desenvolvimento de farmacos. Outro fato relevante do metabolismo de GIn em T. cruzi, é que
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ndo foi encontrado, nos bancos de dados gendmicos, um gene putativo para a enzima
glutaminase, a qual catalisa a hidrdlise de GIn em Glu e NH,4". Esse dado sugere que GIn é um
aminoacido que é metabolizado pelo parasita sem a producdo de NH,", visto que nas reacdes,

das quais a GlIn participa, o nitrogénio é doado diretamente para outras vias metabolicas.

4.1.3 Morte celular em tripanossomatideos

De maneira geral, as células dos diferentes organismos podem apresentar diferentes
mescanismos de morte celular. Os principais tipos de morte celular em eucariotos, definidos
pelo comité de Nomeclatura de Morte Celular (Nomenclature Comittee on Cell Death —
NCCD), com base em caracteristicas morfologicas e bioquimicas sdo: (i) autofagia, (ii)
apoptose e (iii) necrose (Kroemer, Galluzzi et al., 2009).

(i) A autofagia, embora caracterizada como um processo de morte celular, € um
mecanismo extremo de sobrevivéncia que normalmente mantém a célula viavel em periodos
de escassez de nutrientes, e que em situacdes extremas pode resultar em morte celular
(Duszenko, Ginger et al., 2011). O processo de autofagia € lento e pode durar varios dias. As
principais caracteristicas sdo a formacao de novos compartimentos intracelulares, formacéao de
vesiculas autofagicas com dupla membrana e form¢do de vacuolos. Essas alteracbes sdo
mediadas pela familia de proteinas ATG (Kroemer, Galluzzi et al., 2009).

(ii) Apoptose é caracterizada pela retracdo de pseuddpodes, reducdo do volume celular
com arredondamento da célula, ativagdo de caspases, condensacdo da cromatina,
fragmentacdo do DNA, ativacdo de vias pro-apoptéticas como a familia de proteinas Bcl-2
que resulta na ativacdo de caspases. Outra caracteristica de apoptose é a manutencdo da
integridade da membrana celular até os Gltimos estagios do processo (Kroemer, Galluzzi et
al., 2009).

(iii) Necrose é caracterizada pela ruptura da membrana plasmética da célula e uma
condensacdo moderada da cromatina. Este processo e bioguimicamente caracterizado pela
ativacdo de calpainas e catepsinas, diminuicdo dos niveis de ATP e liberagdo de moléculas
pré-inflamatorias (Kroemer, Galluzzi et al., 2009).

Os tripanossomatideos também apresentam morte celular por necrose, autofagia e tém
sido descrito morte celular programada por um mecanismo simil-apoptose ja que néo
paricipariam algumas moléculas classicas como caspases ou proteinas da familia Bcl2, (os

tipanossomatideos ndo expressam essas moléculas). Em tripanossomatideos, o processo de
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morte celular programada é caracterizado pela exposi¢do de fosfatidilserina na parte externa
da membrana citoplasmética, fragmentacdo do DNA, diminuicdo dos niveis de ATP
intracelular, arredondamento da célula e danos mitocondriais como liberacdo do citocromo C
e aumento dos niveis de calcio (Duszenko, Figarella et al., 2006; van Zandbergen, Luder et
al., 2010; Smirlis,Soteriadou, 2011; Damasceno, Barison et al., 2014). J& o processo
autofagico é mediado por proteinas da familia ATG e parece ser um mecanismo importante
para a sobrevivéncia do parasita durante periodos de escassez de nutrientes, como também
para o processo de diferenciacdo (Alvarez, Kosec et al., 2008).

Neste trabalho foi demonstrado que a GIn pode estar envolvida na prote¢do da morte
celular em epimastigotas de T. cruzi. O tratamento dos parasitas com analogos estruturais de
GIn desencadeou mecanismos de morte celular com caracteristicas de apoptose e necrose. O
tratamento com ACV ndo diminuiu a viabilidade dos parasitas durante as primeiras 48 h de
tratamento, quando foram cultivados na presenca de GIn ou Glu como unica fonte de carbono
e energia ou mesmo quando cultivados em LIT. No entanto, quando os parasitas foram
cultivados em LIT e tratados com ACV, aumentaram a exposicdo de fosfatidilserina na parte
externa da membrana citoplasmatica, indicando que os parasitas, possivelmente, estariam
entrando em processo de apoptose. Apds a remocao do tratamento e o cultivo dos parasitas
em LIT novamente, proliferaram normalmente independentemente do prévio tratamento,
como também o processo de exposicdo de fosfatidilserina foi revertido completamente. Ja foi
descrito que ACV pode induzir apoptose em células V79 (fibrobalstos de hamster) pela
inibicdo da enzima y-glutamiltranspeptidase (GGT) e outras enzimas dependentes de Gln,
visto que ACV é um antagonista de GIn (Aberkane, Frank et al., 2001).

J& o tratamento com AZA durante 48 h na presenca de GIn ou Glu, como Unica fonte
de carbono e energia, diminuiu a viabilidade dos parasitas. Apds a remocao do tratamento e a
transferéncia dos paraistas para o LIT, apenas os parasitas que foram tratados na presenca de
LIT foram capazes de manter a sua proliferagdo normalmente, inclusive revertendo a
exposicéo de fostatidilserina. No entanto, os parasitas que foram tratados na presenca de GIn,
Glu ou PBS, ndo foram capazes de retomar a capacidade proliferativa, além do mais
apresentaram positividade para exposicdo de fosfatidilserina e ruptura de membrana
plasmatica, visualizada pela dupla marcacdo com Pl e anexina, ou apenas marcados com Pl
ou anexina. Esses resultados sugerem que os parasitas entraram em processo de morte celular
programada de forma irreversivel. Também j& foi descrita a inducdo de apoptose pelo
tratamento com AZA, em células de linfomas (Pham, Bryant et al., 2016). Outro fato que

pode ser observado, € que os parasitas que foram tratados na presenca de Glu apresentam uma
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leve recuperagdo da proliferacdo ap6s o 8° dia do cultivo em LIT, o que ndo ocorreu com 0s
parasitas que foram tratados na presenca de Gln ou PBS, o que sugere que AZA atua de forma
irreversivel nas vias que dependem de Gln.

Em relacdo ao andlogo DPA, a descricdo do seu mecanismo de acdo ndo foi
encontrada na literatura, nem mesmo nos dados fornecidos pelo fabricante, sendo apenas
descrito como anélogo de GIn. Os dados apresentados neste trabalho demonstram que DPA
também inibiu a enzima GF6PA em extratos de epimastigotas, como também inibiu a
proliferacdo dos parasitas de forma dose-dependente. No entanto, ndo diminuiu a viabilidade
quando os parasitas foram tratados na presenca de Gln, Glu ou LIT por 48 h, diminuindo
apenas quando os mesmos foram tratados na auséncia de nutrientes, ou seja, em PBS. Apds a
remocao do tratamento e o cultivo dos parasitas em LIT, observou-se que os parasitas que
foram mantidos em PBS+DPA apresentaram um atraso na recuperacdo da proliferacdo e
apresentaram um maior nimero de células positivas para necrose. Também foi observado que
0s parasitas que foram mantidos em GIn+DPA n&o retomaram o perfil de proliferacdo normal
e apresentaram um aumento do numero de células positivas para Pl e anexina. Estes
resultados demonstram que GIn participa da manutencdo da viabilidade de T. cruzi, como
também a importancia de vias que utilizam GIn como substrato para a sobrevivéncia do
parasita. A interrupcdo dessas vias pela presenca dos andlogos de GIn desencadeiam nos

parasitas mecanismos de morte celular com caracteristicas de necrose e apoptose.

Em sintese, observa-se que a Gln é incorporada e metabolizada pelo T. cruzi,
participando de vias metaboélicas importantes para a manutencdo do parasita. O efeito dos
analogos em vias que dependem de GIn, reforcam a relevancia deste metabdlito em todos 0s
estagios do ciclo de vida do parasita, sendo mais evidente a importancia da GIn nos estagios
replicativos: amastigota e epimastigota, como também na diferenciacdo de formas
epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos. Em conjunto, todos os dados aqui
apresentados reforcam a hip6tese de que as vias metabodlicas que utilizam Gln como substrato
apresentam pontencial para serem exploradas como alvo para o desenvolvimento de novos

farmacos.
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4.2 T. brucei

4.2.1 A Gln e o ciclo celular em T. brucei

Formas sanguicolas de T. brucei ttm o seu metabolismo energético baseado
principalmente no consumo de Glc, que é abundante no sangue do hospedeiro mamifero. A
Glc é convertida a piruvato em uma organela chamada glicossomo, e o piruvato € secretado
pelo parasita (Besteiro, Barrett et al., 2005). Ndo foram encontrados relatos da participacéo
dos aminoacidos no metabolismo energético das formas sanguicolas, indicando que
provavelmente os aminoacidos ndo sdo relevantes para producdo de energia nessas formas.
Ndo h& evidéncias de um papel relevante da mitocondria das formas sanguicolas no
metabolismo energético, uma vez que o ciclo de Krebs esta incompleto e aparentemente nao
acontece o processo de fosforilagdo oxidativa (Bienen, Hammadi et al., 1981). A importancia
da GIn tem sido descrita para varios tipos de células, como j& mencionado neste trabalho,
incluindo organismos multicelulares e unicelulares, com participacdo em VAarios processos
bioldgicos, tais como: metabolismo energético, sintese de aminoacuUcares, resposta imune,
sintese de nucleotideos dentre outros (DeBerardinis,Cheng, 2010; MacRae, Dixon et al.,
2013; Lee, Evans et al., 2014; Zhang, Pavlova et al., 2017).

Resultados apresentados neste trabalho demonstraram que a GIn pode ser incorporada
por formas sanguicolas de T. brucei a partir do meio extracelular, também foi demonstrado
gue a enzima TbhGS é ativa nestes parasitas. No entanto, apesar da enzima TbGS ter atividade
em formas sanguicolas, a diminui¢do dos niveis de atividade TbGS néo afetou a proliferacédo
dos parasitas quando estes foram cultivados em meio com GIn. J& os parasitas com niveis
normais da enzima TbhGS, cultivados em meio sem GlIn, ndo foram capazes de proliferar.
Esses dados sugerem que a atividade TbGS néo € suficiente para suprir a quantidade de Gln
requerida pelo parasita, e que as formas sanguicolas sdo completamente dependentes da
concentragdo de GIn no meio extracelular. Esses dados indicam que a GlIn tem uma
participacdo relevante na proliferacdo das formas sanguicolas.

A participacdo da GIn como substrato das enzimas participantes das vias de sintese de
aminoagucares e sintese de nucleotideos j& estdo bem descritas na literatura para outros
organismos. Também ja foi descrita para T. brucei a importancia da enzima GMP sintase, que
utiliza GIn como um dos substratos e participa da via de sintese de nucleotideos. Parasitas
knockout para essa enzima ndo sdo capazes de sobreviver (Li, Leija et al., 2015). Além do

mais, assim como em T. cruzi, ha predi¢bes nos bancos de dados gendmicos para sequéncias
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putativas das enzimas que vinculam GIn com a sintese de aminoagucares, sintese de
pirimidinas e a sintese proteica em T. brucei (KEGG, NCBI, TriTrypDB, UniProt, Pfam e
BRENDA enzymes).

Dados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho também demonstraram que a
GlIn tem um papel relevante na correta progressdo do ciclo celular das formas sanguicolas. O
ciclo celular de células eucarioticas, normalmente consiste em quatro fases: GO/G1, S, G2 e
M. Durante a fase GO/G1, a célula se prepara para entrar em nova divisdo. Na fase S ocorre a
replicacdo do DNA, e o ciclo celular segue para a fase G2/M onde ocorre a segregacdo do
conteddo genético e a célula passa pelo processo de citocinese (Hammarton, 2007).
Interessantemente, o ciclo celular em T. brucei, ocorre de forma similar as demais células
eucaridticas, no entanto, algumas particularidades sdo encontradas: (i) moléculas reguladoras
classicas estdo ausentes, (ii) os parasitas apresentam algumas moléculas reguladoras
especificas para tripanossomatideos e (iii) apresentam uma Unica copia de algumas organelas
e estruturas como a mitocondria, o cinetoplasto, o corpo basal, o complexo de Golgi e 0
flagelo, que precisam ser duplicadas corretamente antes da divisao celular (revisado por (Li,
2012)). Durante o ciclo celular do T. brucei, a primeira estrutura a ser duplicada é o corpo
basal. Na fase G1 apenas um corpo basal é encontrado, durante a fase S essa organela é
duplicada mas continua associada a anterior. Na fase G2 e fases subsequentes do ciclo celular,
0 corpo basal é separado, levando a segregacao do cinetoplasto ja duplicado (Zhou, Hu et al.,
2014). A replicacdo do cinetoplasto ocorre antes da replicacdo do nucleo e parece ocorrer
durante o posicionamento do novo corpo basal (Gluenz, Povelones et al., 2011).

Neste trabalho foi mostrado que os parasitas cultivados em meio com a concentracéo
de GlIn reduzida, apresentaram um aumento do numero de células na fase G2/M do ciclo
celular, como também do nimero de parasitas com mais de dois nacleos, ou seja, poliploides.
Também foi demonstrado que ap0s a sincronizacao do ciclo celular dos parasitas em fase G1,
0s mesmos foram capazes de passar pela fase S e G2, mas ndo completaram a diviséo celular,
tornando-se células poliploides. No entanto, a adicdo de GIn no meio de cultivo novamente,
fez com que os parasitas recuperassem a normalidade do ciclo celular e retomassem o perfil
de proliferacdo normal, demonstrando assim a relevancia da GIn para o processo de
citocinese.

Os mecanismos exatos que regulam o ciclo celular em tripanossomas, ainda néo séo
conhecidos, como também néo se sabe como os pontos de checagem funcionam. De fato, as
formas sanguicolas de T. brucei parecem ndo ter um ponto de checagem para controlar o ciclo

celular entre a citocinese e a nova fase G1. Os parasitas podem iniciar um novo ciclo celular
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mesmo na auséncia da citocinese apds o ciclo anterior, 0 que resulta em parasitas gigantes
com DNA polipl6ide que sdo incapazes de segregacdo (Hammarton, Clark et al., 2003)
revisado por (Zhou, Hu et al., 2014). Ainda néo é claro como occore 0 inicio da citocinese em
T. brucei, mas sabe-se que a diminuicdo de proteinas requeridas para a aderéncia do flagelo, a
duplicacdo do corpo basal e a biogénese das proteinas de membranas GPI podem inibir a
citocinese, no entanto ndo se sabe como essas proteinas estdo diretamente envolvidas,
revisado por (Hammarton, 2007).

Também foi demonstrado neste trabalho, que a recuperacdo do perfil de proliferacéo e
progressao do ciclo celular dos parasitas, apds a incubacdo dos mesmos em meio sem Gln, é
dependente da concentracdo deste aminodcido no meio de cultivo, nas primeiras 24 h de
recuperacdo. Esse resultado sugere que algumas vias metabolicas importantes para 0s
processos de replicacdo e ciclo celular sdo especificamente dependentes de GlIn, visto que
todos os outros aminoacidos e os diferentes metabdlitos, que também sdo importantes para o
parasita, estavam presentes no meio de cultivo, inclusive o Glu que € precursor da sintese de
Glin.

4.2.2 ModificagOes pos-traducionais

Modificag¢bes pos-traducionais sdo modificacdes que ocorrem em proteinas apés a sua
traducdo, pela adicdo de grupos guimicos a residuos de aminoacidos. Essas modificacfes sdo
reversiveis e podem ocorrer de forma isolada, ou em diferentes combinacdes, de maneira
temporal e dependente da sinalizacdo celular. Dentre as func¢des dessas modificacGes estdo a
determinacdo da estrutura terciaria e quaternaria, como também a regulacdo da atividade e
funcdo da proteina (Seo,Lee, 2004).

As proteinas actina e tubulina sdo os componentes principais do citoesqueleto de
células eucaridticas. O citoesqueleto é reponsdvel pela organizacdo interna, forma e
motilidade das células, e é composto de filamentos de actina, filamentos intermediarios e
microtUbulos (Janke,Bulinski, 2011). Diferente de outros tipos de células, o citoesqueleto de
tripanossomatideos é composto apenas por microtubulos. Esses microtibulos sdo encontrados
principalmente em duas organizagdes: (i) formando uma camada abaixo da membrana
plasmatica, conhecida como microtdbulos sub-peliculares e (ii) no axonema flagelar (de
Souza, 1988; Zhou, Hu et al., 2014). As af-tubulinas sédo as unidades estruturais dos
microtubulos e sdo alvos de um grande numero de modificagBes pos-traducionais. A

acetilacdo, a detirosinacdo, a glicilacdo e a glutamilacdo estdo entre as modificacdes que
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podem ocorrer nas of-tubulinas (revisado por (Wloga,Gaertig, 2010)). O processo de
glutamilac&o da tubulina foi descrito por Eddé e colaboradores, quando 0s mesmos incubaram
células neuronais com glutamato marcado e apds analise detectaram uma adi¢édo sucessiva de
unidades glutamil no residuo 445 de Glu (Glu445) da a-tubulina na parte carboxiterminal.
Esses autores demonstraram também que essa modificacdo, localizada na a-tubulina, é
importante para as interacdes da mesma com proteinas associadas ao microtubulo, como
também sugeriram que essa modificacdo pode regular a dindmica dos microtubulos (Edde,
Rossier et al., 1990). Ja foi demonstrado que o T. brucei € um tipo de célula com mecanismos
de modificacBes pds-traducionais de tubulina extremamente ativos (Sasse,Gull, 1988) e que
os microttbulos de T. brucei sdo intensivamente glutamilados (Casanova, de Monbrison et al.,
2015). Interessantemente, foi descrito que em formas prociclicas de T. brucei, tanto a a. como
a B-tubulina podem ser glutamiladas, sendo que na a-tubulina a glutamilagdo ocorre no
residuo Glu445 (mesmo residuo descrito para neurdnios) € na B-tubulina ocorre no residuo
435 (Schneider, Plessmann et al., 1997). Resultados apresentados neste trabalho
demonstraram que a Gln estd envolvida no processo de glutamilacdo da tubulina. Parasitas
que foram cultivados em meio sem GIn apresentaram um nivel menor de tubulina glutamilada
quando comparado com o controle (parasitas cultivados em meio com a concentracdo padréo
de GIn) e foram capazes de recuperar o nivel normal de glutamilacdo ap6s a adi¢do de GIn no
meio de cultivo. Interessantemente, ndo foi encontrada na literatura descri¢do da participacéo
da GIn no processo de glutamilacao de tubulina.

Os trabalhos, encontrados na literatura, descrevem a participacdo do Glu no processo
de glutamilacdo. Eddé e colaboradores incubaram neurénios com Glu radioativamente
marcado e depois encontraram o residuo glutamil marcado na cadeia lateral que se formou no
residuo Glu445 da tubulina (Edde, Rossier et al., 1990). Também em T. brucei foi descrito
que parasitas incubados com Glu radioativamente marcado apresentaram a tubulina
glutamilada com residuos glutamil marcado (Schneider, Plessmann et al., 1997). Ainda néo se
sabe exatamente como ocorre o processo de adi¢do de residuos de Glu na tubulina, acredita-se
gue um complexo contendo a proteina tubulina tirosina ligase-like (TTLL1) é responsavel por
esta reagdo, visto que essas enzimas sdo capazes de catalizar a ligagdo de diversos
aminoacidos e outros substratos a tubulina (Janke, Rogowski et al., 2005). Além do mais,
varias enzimas pertencentes a familia TTLL estdo envolvidas nos processos de modificagdes
pos-traducionais (Schneider, Plessmann et al., 1997; Wloga,Gaertig, 2010; Garnham, Yu et
al., 2017), no entanto as caracteristicas bioquimicas desta reacdo ainda ndo sdo conhecidas

(Garnham, Yu et al., 2017). Em T. brucei foi demonstrado que o knockdown de duas enzimas
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preditas como glutamilases (TbTTLL6B e TbhTTLL4A) nédo afetou a proliferacdo dos
parasitas, mas dimimuiu a marca¢do das células com o anticorpo GT335 e aumentou o
numero de células com mais de dois nucleos, demonstrando que a poliglutamilacdo pode ser
importante para a mitose/citocinese dos parasitas (Casanova, de Monbrison et al., 2015).

Os fatos de que: (i) a GIn ndo foi descrita como substrato dessa reacdo, e (ii) 0s
resultados aqui apresentados demonstrarem que em T. brucei a GIn est4 envolvida com essa
modificacdo, podem ser explicados pela prépria reacdo de biossintese da Gln pelas células.
Como ja mencionado, essa reacdo utiliza Glu como um dos substratos. Possivelmente, o
observado por Eddé e colaboradores, como tambeém por Scheneider e colaboradores, quando
células incubadas com Glu marcado apresentaram residuos glutamil marcados na tubulina,
pode ter sido consequéncia da biossintese da Gln a partir do Glu marcado, a qual participaria
como substrato da reacdo de glutamilacéo.

A participacdo do processo de glutamilacdo no correto posicionamento de
microtubulos e na interecdo dos mesmos com outras proteinas ja estad bem descrito em outros
organismos (Edde, Rossier et al., 1990; Wloga,Gaertig, 2010; Garnham,Roll-Mecak, 2012).
Estudos realizados em Tetrahymena thermophila, um organismo ciliado, mostrou que a
glutamilacdo é importante para o correto arranjo das estruturas do microtdbulo na célula
(Wloga, Rogowski et al., 2008). Em T. brucei o flagelo tem fung¢Ges importantes no ciclo de
vida do parasita e também no ciclo celular, tais como: diferenciacdo, motilidade, aderéncia e
divisdo celular (Gluenz, Povelones et al.; Hoog, Lacomble et al.,, 2014). Os dados
apresentados neste trabalho sugerem que a participagdo da GIn no processo de
poliglutamilacdo da tubulina é importante para a citocinese, visto que parasitas cultivados em
meio sem GIn, aprensentaram niveis reduzidos de glutamilacdo e ndo completaram a diviséo
celular.

Os nossos resultados sobre o papel da GIn em T. brucei mostram que, assim como em
T. cruzi, a GIn também estd envolvida de forma especifica em processos bioldgicos
fundamentais, como a citocinese, para a manutencdo da viabilidade de formas sanguicolas de

T. brucei.



CAPITULO 5: CONCLUSOES
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Considerando todos os resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que:

A incorporacéo de GIn pelo T. cruzi, desde o meio extracelular, é realizada por um
sistema de transporte Unico, saturavel, dependente de ATP e do gradiente de prétons
da membrana do parasita, sendo mais ativo nas formas epimastigotas presentes tanto

do hospedeiro mamifero, quanto no hospedeiro invertebrado.

O transporte de GIn é compensatério da atividade da enzima ThGS, sendo necessarios
0s dois processos para fornecer ao parasita a quantidade de Gln requerida ao longo do
ciclo de vida do T. cruzi, dependendo da disponibilidade da GIn no meio extracelular
e/ou das necessidades metabolicas da célula.

GlIn participa do metabolismo energético do T. cruzi, sendo capaz de manter os niveis

de ATP intracelular e a viabilidade celular.

A GIn é capaz de promover o processo de diferenciacdo de formas epimastigotas para
tripomastigotas metaciclicos, resultando em parasitas viaveis capazes de estabelecer a

infeccdo nas células do hospedeiro mamifero e completarem o ciclo intracelular.

O tratamento de formas epimastigotas com analogos estruturais da GIn (ACV, AZA e
DPA) inibe a proliferacdo de forma dose-depedente e induz a morte dos parasitas com

caracteristicas de necrose e apoptose.

Os analogos estruturais de Gln também interferem no ciclo intracelular do parasita,

demonstrando que a GIn tem uma participagéo relevante neste processo.

A enzima GF6PA de T. cruzi foi inibida completamente pelo andlogo AZA e de forma
parcial pelos andlogos ACV e DPA, demonstrando que Gln efetivamente participa

desta via no parasita.
T. brucei apresenta a capacidade de incorporar GIn a partir do meio externo.

A enzima ThGS é ativa em formas sanguicolas de T. brucei, mas ndo é capaz de suprir

a quantidade de GlIn requerida pelo parasita.

GIn é um metabdlito fundamental para a proliferacdo das formas sanguicolas de T.

brucei.

GlIn participa do processo de poliglutamilacdo da tubulina de T. brucei.
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e Mecanismos envolvidos no processo de citocinese das formas sanguicolas de T. brucei

sdo dependes da concentracao de GIln no meio extracelular.

GIn é um aminodcido extremamente importante para os tripanossomatideos T. cruzi e
T. brucei, principalmente para processos relacionados a proliferacdo dos parasitas.
Resultados apresentados neste trabalho sugerem que as vias metabolicas dependentes de

GlIn apresentam potencial para serem exploradas como possiveis alvos terapéuticos.
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