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Resumo

Os tripanossomatideos constituem um grupo de protozodrios unicelulares de particular
relevancia médica, por conter espécies que parasitam humanos, tais como a Leishmania spp, o
Trypanosoma brucei e o Trypanosoma cruzi. As doencas causadas por esses parasitos
acometem aproximadamente 20 milhdes de pessoas em todo o mundo, sobretudo nos paises em
desenvolvimento. A alta variabilidade genética e antigénica expressas principalmente através
das proteinas de superficie estdo entre os mecanismos que estes parasitos utilizam para
escaparem do sistema imunologico do hospedeiro. A geracdo de diversidade genética e
antigénica esta diretamente relacionada as vias do metabolismo de DNA. Portanto, o estudo
dessas vias, em tripanossomatideos, além de aprofundar a compreensdo sobre a evolugdo do
metabolismo de DNA na natureza, podera trazer novas informagdes importantes para o
melhoramento da terapéutica empregada no tratamento das doencas causadas por esses
parasitos. Este projeto esta focado no estudo dos processos metabolicos associados a resposta a
danos no DNA (DDR) entre diferentes tripanossomatideos. Na primeira parte deste trabalho,
comparamos a resposta a danos no DNA, entre as formas prociclica e sanguicola do 7. brucei,
submetidas a variados tipos de estresse genotoxico. Foram encontradas consideraveis diferengas
nos padrdes de resposta a danos no DNA, entre essas duas formas evolutivas do parasito. Na
segunda parte desta tese, caracterizamos a via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) em
T. brucei. Observamos, neste parasito, que o NER ocorre predominantemente via TC-NER
(reparo por excisao de nucleotideos associado a transcri¢do). Além disso, os genes preditos para
a outra subvia do NER (GG-NER - reparo global do genoma) se especializaram no reparo de
crosslinks entre fitas complementares do DNA. J4 na ultima parte do trabalho, analisamos a
fungdo da proteina Asfl na DDR de dois tripassomatideos diferentes. Através do perfil de
resposta celular apresentado pelas cepas de 7. cruzi e L. major superexpressoras de Asfl, ao
serem expostas a diversos agentes genotoxicos, sugerimos que essa proteina possa estar

envolvida em diferentes fungdes, associadas a DDR, nesses tripanossomatideos.

Palavras-chave: Reparo de DNA. Tripanossomatideos. Resposta a Danos no DNA.



Abstract

Trypanosomatids constitute a group of unicellular protozans highly relevant for human
health, since it contains parasites that cause diseases in humans (e.g. Leishmania spp, o
Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi). Diseases caused by trypanosomatids affect
around 20 million people worldwide especially in developing countries. As a strategy to evade
the host immune system, these parasites display high genetic and antigenic variability
particularly represented by their surface proteins. The mecanisms involved in the generation of
variability are related to the DNA metabolism pathways. Thus, studies regarding
trypanosomatid DNA metabolism could contribute not only to a better understanding of the
evolutionary process that culminate with these pathways, since this group represents a very
divergent branch in the eukaryotic phylogenetic tree, but also could uncover new potential
therapeutic targets to treat these diseases. This project aims to investigate the trypanosomatids
DNA metabolism pathways associated with DNA damage response (DDR). In the first section
of this thesis, we compared the DNA damage response between the two developmental forms
of T. brucei, procyclic and bloodstream forms. We show that the DNA damage response is
differentially regulated throughout the parasite life cycle. In the second section, we
characterized 7. brucei nucleotide excision repair (NER). 7. brucei NER works mainly through
the NER sub-pathway known as TC-NER (transcription-coupled NER). We also found that
predicted genes for another NER sub-pathway, the GG-NER (global genome NER), is
specialized in interstrand crosslink repair. In the final section, we investigated the role of Asfl
protein in DDR in 7. cruzi and L. major. Asfl overexpression interferes in the DNA damage
recovery after exposure to DNA damaging agents. Since Asfl overexpression results in
different phenotypes in 7. cruzi and L. major, we suggest that the Asfl function may have

diverged between these two parasites.

Keywords: DNA Repair. Tripanosomatids. DNA Damage Response.
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Preludio

O DNA esta suscetivel a diversos tipos de dano, devido a acdo de agentes genotoxicos
endogenos e exogenos, bem como devido a instabilidade intrinseca de sua molécula
(Hoeijmakers, 2001). Agentes endégenos compreendem principalmente os subprodutos das
vias metabolicas, tais como os compostos reativos do oxigénio e nitrogénio (Pluskota-
Karwatka, 2008), além dos radicais alquil e metil (Marnett & Plastaras, 2001). Agentes
exodgenos ou fatores ambientais, como radia¢do ionizante (raios X e raios y), radiagdo UV
(ultravioleta) e agentes quimicos, podem causar, respectivamente, quebras duplas das ligacdes
fosfodiéster; dimeros de pirimidina ciclobutano e 6-4 fotoprodutos; e danos nas bases
nitrogenadas do DNA e/ou distor¢des no arcabouco de acucar-fosfato. A instabilidade da
ligacdo glicosidica, entre a pentose e o anel da base, pode causar a perda da base, resultando em
sitios apurinicos ou apirimidinicos (ou sitios AP) (Hoeijmakers, 2001). Finalmente, os danos
no DNA podem ser gerados por enzimas do proprio metabolismo celular, tal como ocorre na
formagdo de erros de pareamento do tipo U:G, através da atuacdo da enzima AID (Activation-
induced cytidine deaminase), durante o processo de diversificacdo de receptores de antigenos,

nos linfocitos B maduros dos mamiferos (Jankovic et al., 2007).

Dada a diversidade das formas de danos no DNA, muitas vias de reparo de DNA s3o
usadas, tais como: (1) sanitizagdo do pool de nucleotideos, (2) a reversdo direta das
modificac¢des de base, ou (3) retirada de (i) bases incorporadas erroneamente no DNA recém-
replicado pelo reparo de erro de pareamento (ou MMR, do inglés Mismatch Repair), (ii) danos
volumosos por meio de reparo por excisdo de nucleotideos (ou NER, do inglés Nucleotide
Excision Repair), e (ii1) bases modificadas pelo reparo por excisdo de base (ou BER, do inglés
Base Excision Repair). O DNA também ¢ suscetivel a quebras duplas (ou DSBs, do inglés
Double Strand Breaks), que podem ser reparados por recombina¢do homologa (ou HR, do
inglés Homologous Recombination) ou non homologous end joining (NHEJ). Mesmo que estes
mecanismos reparem a maioria das lesdes no DNA, alguns destes danos permanecem levando
ao bloqueio da maquinaria de replicagdo. Alternativamente, algumas DNA polimerases

especializadas podem adicionar nucleotideos, através de moldes contendo lesdes. Esse
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processo, conhecido como sintese translesdo (ou TLS, do inglés Translesion Synthesis) aumenta
a propabilidade de erros de replicacdo, o que pode levar a mutagdes no material genético

(Hoeijmakers, 2001).

As vias de reparo de DNA sao conservadas em todos os dominios da vida, incluindo
Bacteria, Archaea e eucariotos. Dentre os eucariotos, 0 nosso grupo de pesquisa se dedica ao
estudo das vias de reparo de DNA em tripanossomatideos, protozodarios altamente divergentes
dos principais organismos modelo, pertencentes a ordem dos cinetoplatideos (ordem
Kinetoplastidae). Essa ordem ¢ composta por protozoarios flagelados que possuem uma
arquitetura do DNA mitocondrial inica, formada por uma rede de minicirculos e maxicirculos,
denominada de cinetoplasto (Simpson et al., 1980). Além disso, esse taxon apresenta outros
caracteres exclusivos do grupo, tais como: (i) a auséncia de introns em quase todos os genes
codificadores de proteinas (Siegel et al., 2010) (ii) perda do controle pré-transcricional da
expressao génica de genes transcritos pela RNA polimerase II. A expressdao génica nesse grupo
¢ feita através de grandes transcritos policistronicos, que sdo posteriormente processados pela
realizacdo de trans-splicing, por intermédio do transcrito Spliced Leader (SL) (Vanhamme &
Pays, 1995), (iii) a presenca de modificagdes nucleotidicas nunca observadas, tal como a beta-
D-glicosil-hidroxi-metil-uracila, ou base J, derivada da base pirimidinica timina (Borst & van
Leeuwen, 1997), (iv) intensa edi¢do de transcritos mitocondriais por inser¢cdes e delecdes de

uracila (Sloof & Benne, 1993); e (v) a compartimentalizacdo da glicélise (Hannaert et al., 2003).

Dentre os cinetoplastideos, a evolu¢do do parasitismo ocorreu em pelo menos quatro
eventos independentes, sendo que um deles estd associado a divergéncia dos
tripanossomatideos. O ancestral dos tripanossomatideos provavelmente era um parasito de
insetos, do qual divergiram grupos monoxénicos de parasitos de insetos e grupos heteroxénicos
de parasitos, que alternariam entre hospedeiros insetos e vertebrados (ou plantas). No caso dos
géneros Trypanosoma e Leishmania, especula-se que o ancestral destes parasitos era um
parasito de inseto hematdfago, que entrou acidentalmente na corrente sanguinea de um animal
vertebrado, sobreviveu dentro deste hospedeiro e cujos descendentes foram capazes de

alternarem entre hospedeiros vertebrados e invertebrados (Simpson et al., 2006). Protozoarios
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do género Leishmania e Trypanosoma possuem particular significAncia médica, por conterem
varias espécies que parasitam humanos. Leishmania spp, Trypanosoma brucei e Trypanosoma
cruzi sdo os agentes etiologicos da leishmaniose, que atualmente acomete 150 milhdes de
pessoas; da doenca do sono, que atinge aproximadamente de 50 a 70 mil pessoas e da doenga
de Chagas, que afeta cerca de 8 milhdes de pessoas, respectivamente. Juntas, essas doengas sdo

responsaveis por 110 mil mortes por ano (WHO, http://www.who.int/topics/en/).

A estratégia de sobrevivéncia destes parasitos ao ataque do sitema imunoldégico do
hospedeiro ¢ baseada principalmente na alta variabilidade genética e antigénica expressas,
sobretudo, através das proteinas de superficie. A geracdo da diversidade genética e antigénica,
entre os tripanossomatideos, ¢ promovida por diferentes vias de metabolismo do DNA. No
Trypanosoma africano, isso pode ser exemplificado pelo repertorio de mais de 1600 variantes
de genes codificadores das glicoproteinas VSGs (Variant Surface Glycoproteins) e pela troca
periodica da expressdo de uma Unica proteina, expressa em toda a superficie do parasito. A troca
da variante, que serd expressa na superficie do parasito, pode ser realizada por recombinagao
homologa, de modo que a sequéncia codificadora da VSG a ser expressa ¢ copiada no nico
sitio ativo de expressdo de VSGs, substituindo a ORF da variante predecessora. Dessa forma, o
parasito consegue evadir da resposta imune do hospedeiro vertebrado, mediada por anticorpos
especificos para seus antigenos de superficie (Alsford et al., 2009). O T. cruzi ndo usa a
estratégia de troca de expressdo de VSGs, para a evasdo do sistema imune do hospedeiro. Em
vez disso, esse parasito possui um repertorio variado de moléculas de superficie altamente
polimorficas, que podem aumentar a taxa de sucesso no processo de invasao e sobrevivéncia,
dentro do organismo do hospedeiro. A origem de alelos altamente polimorficos também poderia
ser atribuida, neste caso, a processos do metabolismo de DNA, tais como a conversao génica e

a ineficiéncia do reparo de erros de pareamento (Machado et al., 2006).

Com isso, o foco principal do nosso objeto de pesquisa sdo as vias de reparo de DNA,
que atuam na manuten¢do da integridade gendmica nestes parasitos, além de estarem associadas
aos mecanismos de adaptacdo ao estilo de vida parasitario. Envolvendo as vias de reparo,

também ¢ de nosso interesse investigar sobre os mecanismos de sinaliza¢do na presenca de
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danos no material genético e quais as decisdes tomadas por estas células, apos as lesdes no DNA
serem detectadas, ou seja, aprofundar o conhecimento sobre as vias de resposta a danos no DNA
nestes parasitos. Esta tese ¢ subdivida em trés capitulos, sendo que o primeiro discute as
diferencas na resposta a danos no DNA, entre duas formas distintas do ciclo de vida do 7.
brucei, sendo que uma ¢ especializada em sobreviver na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado, e a outra ¢ derivada do inseto vetor. O segundo capitulo aborda a via de reparo por
excisdo de nucleotideos em 7. brucei, e como esta foi modificada em fun¢do da transcrigdo
policistronica realizada por este organismo. No terceiro e ultimo capitulo, avaliamos a
influéncia da proteina Asfl A no reparo e na resposta a danos no DNA em 7. cruzi e L. major.
Juntos, estes trés projetos visam entender o funcionamento das vias de metabolismo de DNA
nestes parasitos, assim como a evolu¢do dessas vias e como elas contribuem para o

estabelecimento da relagdo destes parasitos com seus respectivos hospedeiros.
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Capitulo 1: A resposta a danos no DNA em 7. brucei ¢é

diferencialmente regulada ao longo do seu ciclo de vida

1.1 Introducio

O processo de diferenciacdo, que ocorre durante o ciclo de vida do 7. brucei, envolve
profundas modificagdes na regulagdo de varios processos celulares deste parasito, tais como o
controle da expressdo génica, o remodelamento da cromatina e o controle do ciclo celular
(Kramer, 2011). A modificagdo de alguns desses processos, entre as formas evolutivas do
parasito, poderia também implicar em uma resposta diferencial ao estresse genotdxico, ao longo
do ciclo de vida do 7. brucei. Dessa forma, abordaremos neste capitulo os mecanismos
empregados por duas formas diferentes do parasito, durante a resposta a danos no DNA (DDR),

enfatizando o papel das vias de reparo de DNA nesse contexto.

O T. brucei apresenta um ciclo de vida complexo que passa por hospedeiros vertebrados
mamiferos, incluindo humanos, animais domésticos, ou da fauna silvestre, e hospedeiros
invertebrados do género Glossina, conhecidos como mosca tsé-ts¢ (Figura 1.1). Nos
hospedeiros vertebrados, o 7. brucei encontra-se principalmente sob a forma sanguicola e
replicativa, morfologicamente caracterizada por um formato mais alongado e delgado,
constrastando-se com a forma nao replicativa, de formato encurtado e grosso, capaz de infectar
o hospedeiro invertebrado. No trato digestivo do hospedeiro invertebrado, a forma sanguicola

ndo replicativa diferencia-se na forma prociclica.
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Figura 1.1: Ciclo de vida do Trypanosoma brucei. O parasito se divide sob a forma tripomastigota
sanguicola longa e delgada, na corrente sanguicola do hospedeiro mamifero. Em condi¢des de alta
parasitemia, essa forma se diferencia na tripomastigota sanguicola encurtada e grossa, que permanece
quiescente na fase G1/GO do ciclo celular. A forma encurtada e grossa ¢ entdo transmitida para o
intestino médio da mosca tsé-tsé€, juntamente com o sangue ingerido pelo inseto, onde ira diferenciar-se
na forma prociclica. A forma prociclica troca a cobertura de VSGs (Variant Surface Glycoproteins) por
uma cobertura de prociclinas. Além disso, o metabolismo energético da forma prociclica € sustentado
principalmente pela fosforilagdo oxidativa, ao passo que a forma sanguicola ¢ quase que exclusivamente
dependente da glicolise. Em seguida, a forma prociclica migra para o pro-ventriculo, cresce em
comprimento ¢ divide-se assimetricamente, originando formas epimastigotas curtas e longas. Estas
ultimas ndo sdo capazes de continuar o ciclo de vida, porém as primeiras migram para as glandulas
salivares, se aderem as células epiteliais do hospedeiro e continuam se dividindo. As formas
epimastigotas aderidas sdo as Unicas formas do parasito capazes de realizarem trocas genéticas via
meiose. Elas possuem as proteinas BARP (Brucei Alanine Rich Protein) na superficie celular, que sdo
trocadas por VSGs, quando estas se diferenciam na forma tripomastigota metaciclica. As formas
tripomastigotas metaciclicas sdo transmitidas para o hospedeiro vertebrado pela picada do inseto vetor.
Todas as formas replicativas do parasito s@o indicadas pelas setas verdes encurvadas. Modificado de
Kramer, 2012.
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Esta, por sua vez, migra para as glandulas salivares da mosca, onde se diferenciara na forma
epimastigota, que apos mais uma etapa de diferenciacdo, orginard a forma tripamastigota

metaciclica, infectante para os hospedeiros vertebrados (Kramer, 2012).

A resposta a danos no DNA (DNA Damage Response, DDR) envolve uma rede de
proteinas responsaveis pela deteccdo do dano no DNA, amplificagdo dos sinais quimicos que
surgem em resposta a esse dano e na coordenacdo dos mecanismos efetores que resultardo a
partir desse processo. A presenc¢a de danos no DNA induz a modificacdo da estrutura da dupla
hélice e/ou da cromatina associada aos sitios de lesdo. Tais modifica¢gdes da cromatina levam a
ativacdo de proteinas responsaveis pela deteccao do dano no DNA. Dependendo da natureza
quimica das lesdes no DNA, existem duas principais vias de transducdo de sinais, uma
dependente de ATR (Ataxia Telangiectasia Rad3 Related), e outra de ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated). ATR estd muito associada a presenca de quebras duplas e é recrutada
ao sitio de lesdo pelos complexos 9-1-1 e Rad17-RFC. J& ATM, possivelmente ¢ recrutada pelo
complexo MRX (Rad50-Mrel1-NBS1). A ativacdo de ATR e ATM leva a fosforilagdo de
proteinas centrais a resposta a danos no DNA, CHK1 e CHK2. CHK1 e CHK2, por sua vez,
regulardo os mecanismos efetores da DDR, promovendo a modulacdo de funcdes celulares
relacionadas a vias de apoptose, reparo de DNA, parada do ciclo celular e remodelamento da
cromatina (Zhou & Bartek, 2004). Dentre os mecanismos efetores da DDR, enfatizaremos neste

trabalho as vias de reparo de DNA presentes no 7. brucei.

1.1.1 Reparo de DNA em T. brucei

O sequenciamento do genoma desse parasito revelou a presenca de grande parte dos
genes das principais vias de reparo de DNA, indicando que o mesmo ¢ capaz de realizar a
maioria delas (Berriman et al., 2005). Entretanto, das vias de reparo de DNA identificadas neste
organismo, descreveremos a seguir apenas aquelas que consideramos serem mais relevantes
para este trabalho, com excecdo do reparo por excisdo de nucleotideos (NER), que serad

detalhadamente descrito no proximo capitulo. Dessa forma, abordaremos algumas informagdes
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sobre as vias de reparo por excisdo de bases (BER), reparo de quebras duplas (DSBR) e sintese
translesdo (TLS) presentes no 7. brucei, comparando-as com as respectivas vias presentes em

T. cruzi e L. major.

1.1.1.1 Reparo por excisiao de bases (BER)

O BER ¢ responsavel pela remoc¢do de bases nitrogenadas danificadas e de quebras
simples no arcabougo acucar-fosfato, assim como pelo reparo de sitios
apurinicos/apirimidinicos (sitios APs). Esta via de reparo, por sua vez, ¢ subdividida em uma
via curta (short-patch BER) e uma via longa (long-patch BER) (Parsons & Dianov, 2013). A
via curta, responsavel pelo reparo de 80% das lesdes removidas pelo BER (Dianov & Parsons,
2007), consiste em cinco etapas principais: (i) clivagem da ligacao N-glicosidica, liberando a
base nitrogenada danificada do arcabougo acticar-fosfato e gerando um sitio abasico (Parsons
& Dianov, 2013) (i) clivagem a 5’ do sitio abasico pela enzima APE-1 (Robson & Hickson,
1991, Demple et al., 1991) (iii) remocdo do motivo de desoxirribose-fosfato, pela DNA
polimerase P (iv) insercao do desoxirribonucleotideo correto no sitio de reparo, catalisada pela
propria DNA polimerse f (Matsumoto & Kim, 1995, Sobol et al., 1996) (v) ligagdo da quebra
remanescente no arbougo agucar-fosfato pela agdo da DNA ligase III, em conjunto com a
proteina XRCC1 (Kubota et al., 1996). Os produtos gerados pela agdo da APEI, resistentes a
clivagem pela DNA polimerase B sdo enderecados a via longa do BER (Parsons & Dianov,
2013), onde 2 a 13 nucleotideos sdo incorporados pelas DNA polimerases d/¢ (Frosina et al.,
1996), o que resulta na formag¢do de uma estrutura conhecida como flap (ou aba), que
posteriormente ¢ removida pela enzima FEN1. Em seguida, a DNA ligase I corrige a quebra na
cadeia de acucar-fosfato (Kim et al., 1998), de maneira dependente de PCNA (D'Amours et al.,
1999). Outras proteinas que possuem um papel importante no BER sdo as poli (ADP-ribose)
polimerases (PARPs), que sinalizam a presenga de quebras simples no DNA, através da poli
(ADP-ribosilacdo) de varias proteinas da cromatina (Huber et al., 2004). A PARP-1 teria um
papel chave na regulagdo do BER, ao se ligar aos produtos gerados pela APEI, protegendo-os

da acdo de endonucleases, ou evitando que tais quebras simples induzam a formagao de quebras
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duplas, pelo colapso da forquilha de replicagdo, antes que ocorra a finalizacdo do BER (Parsons

et al., 2005, Woodhouse et al., 2008).

O T. brucei, assim como o 7. cruzi e a L.major, possui as enzimas necessarias para que
o BER funcione normalmente (Ivens et al. 2005; El-Sayed et al. 2005; Berriman et al. 2005).
Além disso, a acdo do BER, durante o reparo de bases oxidadas, foi experimentalmente
observada em 7. cruzi (Cabrera et al., 2011). Nesse parasito, o reparo de uracilas ocorre
preferencialmente pela via curta do BER (Pena-Diaz et al., 2004). Das glicosilases pertencentes
ao BER, as uracil DNA glicosilases (UNGs) de 7. brucei e de T. cruzi foram identificadas e
caracterizadas. Devido a perda de homologos para SMUG1, MBD4 e TGD, a remocgao de
uracilas no DNA destes parasitos ¢ atribuida exclusivamente as UNGs (Pena-Diaz et al., 2004,
Castillo-Acosta et al., 2012). Nenhuma atividade de uracil glicosilase foi detectada nos extratos
protéicos da linhagem de 7. brucei, nocaute para TOUNG, evidenciando o papel exclusivo desta
glicosilase no reparo de uracilas deste parasito. Além disso, a auséncia de UNG em 7. brucei
proporciona um fenétipo mutador, cuja frequéncia de mutagdes € cerca de seis vezes maior que
a frequéncia apresentada pela linhagem controle (Castillo-Acosta et al., 2012). Também foi
mostrado que 7. cruzi possui um ortdlogo funcional da glicosilase OGG1, que atua no reparo
de 8-oxoguanina, tanto no DNA nuclear, quanto no kDNA (Furtado et al., 2012). Em relagdo a
APEI de T. brucei, foi visto que a auséncia desta proteina resultou em sensibilidade aos agentes
indutores de sitio abéasico e quebra dupla, metotrexato e fleomicina, embora nio tenha
aumentado a sensibilidade do parasito a MMS (Charret et al., 2011). Entretanto, em 7. cruzi e
L. major, esta enzima estd envolvida com resisténcia a agentes oxidantes e alquilantes, sendo
capaz de complementar eficazmente Escherichia coli deficiente em AP endonuclease (Perez et
al., 1999, Gallego et al., 2005, Vidal et al., 2007). Quanto as DNA polimerases, foi demonstrado
que as DNA polimerases 3 (Polf) de T cruzi e T. brucei localizam-se no cinetoplasto do parasito
e apresentam atividade de DNA polimerase e 5'dRP liase (Saxowsky et al., 2003, Lopes Dde et
al., 2008, Venegas et al., 2009). A localizagdo destas polimerases no cinetoplasto reflete a
necessidade de um mecanismo especial para a replicagdo da complexa estrutura do kDNA.
Além da Polf, os tripanossomatideos ainda contam com mais cinco outras DNA polimerases
(Pol x, Pol B-PAK, Poll B, Poll C e Poll D), para replicarem o kDNA, enquanto que nos demais

eucariotos a duplicacdo do genoma mitocondrial € realizada apenas pela DNA polimerase gama
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(Pol y) (Bruhn et al., 2011). Atribui-se a Polp e PolB-PAK as func¢des de processamento dos
fragmentos de Okazaki e de preenchimento dos gaps, durante os estagios finais da replicagdo
do minicirculo (Saxowsky et al., 2003). Além disso, foi descrito que a Polf de 7. cruzi atua no
reparo de bases oxidadas, de modo que a superexpressao desta polimerase aumenta a resisténcia
do parasito ao tratamento com perdxido de hidrogénio, além de diminuir a quantidade de 8-
oxoguanina no kDNA (Schamber-Reis et al., 2012). Entretanto, a Polf3 de L. infantum, cuja
capacidade de polimerizagdo de DNA também foi constatada, possui localizagdo nuclear,
diferindo do padrao de localizagio das DNA polimerases [ encontrado nos outros
tripanosomatideos (Taladriz et al., 2001). Por fim, a agdo das proteinas PARP e PARG também
foi descrita em 7. cruzi. Esta tltima catalisa a hidrdlise das poli (ADP-riboses) adicionadas pela
PARP, modulando a sinalizacdo de danos no DNA via poli (ADP-ribosilacdo). Neste estudo,
foi descrito que, dependendo do tipo de dano ocorrido no DNA, diferentes grupos de proteinas
sdao modificados por essas enzimas, induzindo nesse parasito, mecanismos distintos de morte

celular (Vilchez Larrea et al., 2010).

1.1.1.2 Reparo de quebras duplas (DSBR)

O reparo de quebras na fita dupla do DNA ¢ realizado por duas vias distintas principais:
a recombina¢do homologa (HR), que utiliza a informagdo contida em sequéncias homologas,
para ressintetizar o DNA no sitio da quebra dupla; e a juncao de extremidades ndo homoélogas
(NHEJ - Non homologous end-joing), que une as extremidades da quebra dupla,
independentemente da homologia exixtente entre as sequéncias envolvidas. Além destas duas
vias principais, uma terceira via foi recentemente descrita entre os eucariotos, cuja principal
caracteristica ¢ a jun¢do das extremidades de uma quebra dupla que contém pequenos trechos
de homologia. Tal via de reparo foi denominada de jung¢do de extremidades mediada por
microhomologia (MMEJ — Microhomology-mediated end-joining) (Symington & Gautier,
2011). Entre estas trés diferentes vias, a recombinacdo homoéloga ¢ a que apresenta menor
propensao a erros, sendo que os produtos gerados pelas outras duas vias geralmente apresentam

pequenos trechos de delecdo. Além disso, a juncdo de extremidades ndo homologas ou com
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pequenos trechos de homologia pode resultar em translocagdes e inverc¢des, levando a

instabilidade cromossdmica (Symington & Gautier, 2011).

Em triapanossomatideos a recombinacdo homologa ¢ a via predominante do reparo de
quebras duplas, correspondendo a 85% dos eventos de reparo de quebra dupla unica, induzida
pela endonuclease [-Scel e analisada na regido proxima ao telomero do cromossomo 11 (Glover
et al., 2008). De acordo com varios estudos sobre a recombinacdo homologa, realizados nos
principais organismos modelo, esta via inicia-se pela ressec¢do das extremidades da quebra
dupla pelo complexo MRN (MREI11, Rad50 e Nbsl) (Huertas, 2010). Os segmentos de fita
simples entdo formados sdo reconhecidos pela Rad51, que inicia o processo de busca por
sequéncias homologas. A inser¢do da fita simples, associada a Rad51, no duplex de DNA
homologo, leva a formagdo de uma estrutura conhecida como D-loop. A extremidade 3°-OH
livre do D-loop ¢ entdo extendida por uma DNA polimerase. A partir dessa etapa, a
recombinacdo homologa pode seguir por diferentes subvias, que resolvem por maneiras
diversas as estruturas formadas apds a extensao do D-loop (San Filippo et al., 2008, Chapman

et al., 2012).

Entre as proteinas envolvidas com a ressec¢do das extremidades da quebra dupla, foi
descrito que cepas de 7. brucei, nocautes para MRE11, possuem deficiéncia no reparo por
recombinacdo homologa, apresentando maior sensibilidade a danos no DNA, além de maior
frequéncia de rearranjos cromossdmicos (Robinson et al., 2002, Tan et al., 2002). No entanto,
MREI11 ndo contribui para a recombinacdo ocorrida durante o processo de troca de VSGs

(Robinson et al. 2002).

Ja em relagdo a etapa de sinapse, ou seja, da inser¢do da fita simples associada a Rad51
no duplex homélogo correspondente, foram realizados diversos estudos de caracterizagdo da
recombinase Rad51 em 7. brucei, T. cruzi e L. major. A proteina Rad51 desempenha um papel
central, durante o processo de troca de VSGs, em T. brucei (McCulloch & Barry, 1999). Além

disso, essa proteina estd associada, neste parasito, ao reparo de quebras duplas, mediado por
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recombinac¢do homologa, durante as fases S e G2 do ciclo celular (Glover et al., 2008). O mRNA
de Rad51 pode ser detectado nas trés formas evolutivas do 7. cruzi, sendo duas vezes mais
abundante na forma amastigota. Os niveis do mRNA de TcRad51 aumentam apo6s a irradiacao
gama. Além disso, parasitos superexpressando TcRad51 retomam o crescimento, apos
irradiagdo gama, mais rapidamente do que a populagdo controle. A retomada de crescimento
acelerada, observada no superexpressor de TcRad51, apos irradiagdo gama, ¢ acompanhada
pela maior eficiéncia de reconstituicdo de suas bandas cromossomicas. Deste modo, tais
evidéncias também apontariam para a participagdo da Rad51 de 7. cruzi no reparo de quebras
duplas induzidas por irradiagdo gama (Regis-da-Silva et al., 2006). A Rad51 de L. major possui
atividade ATPasica, estimulada pela ligacdo ao DNA. A atividade ATPésica de Rad51, também
descrita em outros organismos, ¢ importante para que esta proteina se desligue de fitas simples,
J& em processo de sinapse, ¢ seja reciclada para futuras rea¢des de recombinagdo (San Filippo
et al., 2008). O mRNA da LmRad51 foi detectado somente apds a exposicao deste parasito a
fleomicina, indicando o papel desta recombinase no reparo de quebras duplas também em L.

major (McKean et al., 2001).

Algumas das proteinas mediadoras de recombinacdo homologa, cuja fungao ¢ controlar
o carregamento de Rad51 nos fragmentos de fitas simples (San Filippo et al., 2008), foram
caracterizadas em 7. brucei. Entre elas, citaremos algumas das informagdes descritas sobre
Rad52, BRCA2, Rad51-3 e Rad51-5. Tripanossomatideos ndo possuem homologos para Rad52
(Passos-Silva et al., 2010), uma proteina cuja funcdo € essencial para a recombinacdo em
levedura (San Filippo et al., 2008). Entranto, em camundongo, a delecdo de Rad52 causa
somente um impacto moderado na HR, além de ndo conferir sensibilidade a radia¢do ionizante
(Rijkers et al., 1998). A funcdo de Rad52, como mediadora de recombinacdo homologa, poderia
ser realizada, paralelamente, por BRCA2 (Feng et al., 2010). Isso estaria coerente com as
observagdes de que levedura ndo possui homoélogos para BRCA2 (San Filippo et al., 2008) e
que a inativagdo de Rad52 ¢ letal em células humanas deficientes em BRCA2 (Feng et al.,
2010). BRCA2 interage com Rad51, através de suas repeticdes BRC (Shivji et al., 2009) e
sequéncias ndo relacionadas. BRCA2 de 7. cruzi e L. major possuem duas repeticdes BRC,
enquanto que a BRCA2 de T. brucei possui 15 destas repetigdes (Hartley & McCulloch, 2008).

Tais repetigdes sdo essenciais para que a recombinagdo homodloga ocorra de maneira eficiente,



30

uma vez que elas estdo associadas a correta localizagdo de Rad51 no sitio de reparo de quebras
duplas. Em ambas as formas de 7. brucei, a quantidade de foci de Rad51, apds o tratamento
com fleomicina, ¢ diretamente proporcional ao nimero de repetigdes BRC presentes em
BRCAZ2. Parasitos da forma sanguicola do 7. brucei, mutantes para BRCA2, apresentam
instabilidade gendmica, divisdo celular aberrante e diminui¢do da variagdo antigénica.
Entretanto, este fendtipo ndo se reproduz na forma prociclica do parasito (Trenaman et al.,
2012). T. brucei e T. cruzi apresentam quatro paralogos para Rad51, enquanto que em L. major
um deles estd ausente. Cepas nocautes para Rad51-3 e Rad51-5, em 7. brucei, apresentam
deficiéncia tanto no reparo de DNA, quanto na integracdo de DNA exdgenos. Além disso, o
parasito nocaute para Rad51-3 também apresenta menor frequéncia de troca de VSGs

(Proudfoot & McCulloch, 2005).

Entre as proteinas que atuam apos a extensdo do D-loop, foi proposto que 7. brucei
possui um mecanismo homoélogo ao de levedura e humanos, responsavel por controlar a
formagdo de crossovers, entre as estruturas intermedidrias da recombinagdo. Parasitos nocautes
para a topoisomerase TbTopo3a possuem um fen6tipo hiperrecombinogénico, apresentando
maiores frequéncias, tanto de troca de VSGs, mediada por conversdo génica, quanto de

crossovers, ocorridos dentro da regido que contém a VSG (Kim & Cross, 2010).

A via de recombinac¢do homologa mitoética pode exercer um papel relevante na biologia
do parasito, através da homogeneizacdo dos alelos e na formacao de hibridos (Machado et al.
2006). Paralelamente, 7. cruzi, T. brucei e L. major sdo dotados de DMC1, uma recombinase
especifica para meiose. Em 7. brucei, a auséncia dessa proteina ndo afeta o reparo realizado por
HR ou a troca de VSGs (Proudfoot & McCulloch, 2006). A presenga de uma recombinase
meiodtica, em organismos que se reproduzem majoritariamente por fissdo bindria, indicaria a
ocorréncia, nestes parasitos, de eventos de troca genética associados a meiose. Varios estudos
demonstraram a ocorréncia de troca genética entre populacdes de 7. brucei (Tait, 1980, Gibson
et al., 2008), T. cruzi (Bogliolo et al., 1996, Carrasco et al., 1996, Gaunt et al., 2003) e L. major
(Kelly et al., 1991). Além disso, foram descritas recentemente evidéncias de meiose em 7.

brucei. Formas epimastigotas morfologicamente distintas, presentes nas glandulas salivares da



31

mosca tsé-tsé, apresentam expressao das proteinas de meiose DMC1, MNDI1 e SPOI11. A
expressao dessas proteinas, em 7. brucei, ocorre antes dos eventos de troca genética (Peacock

et al., 2011).

No NHE]J, as extremidades da quebra sdo protegidas pelo dimero Ku70/Ku80 da agdo
de nucleases que promoveriam a etapa inicial da recombinagdo homoéloga (Huertas, 2010). A
permanéncia desse dimero, nas extremidades da quebra dupla, promove o recrutamento de uma
série de proteinas; entre elas a XRCC4, DNA Ligase IV e XLF; responsaveis pelo
processamento e ligacdo destas extremidades (Davis & Chen, 2013). A auséncia de alguns dos
elementos chave do NHEJ no genoma dos tripanossomatideos sugere que esta via ndo esteja
presente nestes organismos (Passos-Silva et al., 2010). Corroborando com esta hipdtese, através
do sequenciamento dos produtos derivados do reparo de uma Unica quebra dupla, induzida pela
endonuclease [-Scel, ndo foi evidenciada nenhuma atividade relacionada ao NHEJ (Glover et
al., 2008, Glover et al., 2010). A func¢do das proteinas Ku70/80 em T. brucei, que supostamente
participariam do NHEJ, estaria mais relacionada a manuten¢do dos telomeros, ja que os
parasitos nocautes para estes genes nao apresentam maior sensibilidade ao estresse genotoxico

(Burton et al., 2007, Conway et al., 2002).

O reparo de quebras duplas mediado por microhomologia também foi detectado em 7.
brucei, ap6s a inducdo de quebra dupla pela enzima I-Scel. Os trechos de homologia de
sequéncia, necessarios para que este tipo de reparo ocorra, variam de 5 a 20 pares de bases, com
varios erros de pareamento tolerados entre os trechos mais longos. Tais trechos também
apresentam maior conteido GC. Este tipo de reparo resulta na delecdo de cerca de 280
nucleotideos, sendo que a maior parte dos eventos ocorre independentemente de Rad51. Deste
modo, o MME]J representaria uma via alternativa a HR, inclusive durante o processo de troca

de VSGs (Glover et al., 2010).
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1.1.1.3 Sintese translesio

A via de sintese translesdo ndo ¢ propriamente uma via de reparo de DNA, mas, pelo
contrario, ela ¢ um mecanismo de tolerancia a lesdes no DNA. Essa via possui a funcdo de
promover a sobrevivéncia da célula, ao transpassar o bloqueio da forquilha de replicagao
causado pela presenca de danos no DNA. As lesdes no DNA que escapam da maquinaria de
reparo bloqueiam a passagem das DNA polimerases replicativas delta e épsilon (Pold e Pole,
respectivamente). A parada da forquilha de replicagdo leva a monoubiquitinacdo do PCNA,
pela acdo das proteinas Rad6 e Radl8. Com isso, ocorre a troca das DNA polimerases
replicativas por DNA polimerases de sintese translesdo, que catalisam a inser¢do de
nucleotideos frente a lesdo. Em seguida, a DNA polimerase zeta (Poll) ou a kapa (Polk)
realizariam a extensao dos nucleotideos pareados com as lesdes. Por fim, ocorre o retorno das

DNA polimerases replicativas para a forquilha de replicacdo (Lehmann et al., 2007).

T. cruzi, T. brucei e L. major sdo dotados de vérios componentes da via de sintese
translesdo. As DNA polimerases de sintese translesdo Polk, Poln, Rev1 e PolC sdo encontradas
nestas espécies, além do PCNA e de um homologo de Rad6 (Passos-Silva et al., 2010). A DNA
polimerase eta (Poln) de 7. cruzi ¢ capaz de inserir nucleotideos frente a lesdes causadas por
UV e §8-oxoguanina. Além disso, também foi descrito que essa DNA polimerase localiza-se no
nicleo do parasito (de Moura et al., 2009). O ntimero de copias de Polk varia entre os
tripanossomatideos, de modo que 7. brucei, T. cruzi e L. major apresentam, respectivamente,
10, 2 e 3 copias (Passos-Silva et al., 2010). Uma das copias de Polk em 7. cruzi possui
localizagdo mitocondrial (Rajao et al., 2009), enquanto a outra se apresenta no nucleo do
parasito (Rajao, Tese de Doutorado). A Polk mitocondrial realiza sintese translesdo in vitro,
através de 8-oxoguanina, e provavelmente in vivo, ja& que a superexpressdo desta proteina
aumenta a resisténcia do parasito a H»O>. Além disso, parasitos superexpressores de Polk
mitocondrial retomam o crescimento mais rapidamente, quando comparados a linhagem
selvagem, ap0s a irradiagdo gama. Este fenotipo ¢ associado a capacidade da Polk mitocondrial

de T. cruzi em extender, in vitro, um analogo de D-loop (Rajao et al., 2009). A TLS desempenha
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um papel na sintese de DNA, através de moldes contendo lesdes que bloqueiam a forquilha de
replicagdo, resgatando, dessa forma, a célula da morte. Isso explicaria o aumento da
sobrevivéncia das populagdes de 7. cruzi superexpressando Polk e Poln, quando expostos a
H>0, assim como explicaria a maior tolerancia a agentes que causam DSBs, observada apenas
na cultura superexpressora de Polk. TcPolk e TcPoln também estdo envolvidas com os
mecanismos de resisténcia ao benznidazol, a droga quimioterapica utilizada para o tratamento
da Doenca de Chagas. Tais enzimas promoveriam a sintese de DNA, através de nucleotideos
oxidados no pool, pela agdo da droga, e incorporadas no DNA durante a replicacdo. Além disso,
a Polk realizaria sintese de DNA, durante o reparo por recombina¢do homoéloga, das quebras

duplas derivadas de estruturas intermediarias do BER (Rajao et al., submetido).

Se por um lado a sintese translesdo promove a sobrevivéncia das células que contém
lesdes no DNA, por outro lado, esta via aumenta a mutagenicidade associada a replicacdo, ja
que as DNA polimerases de sintese translagdo operam de maneira propensa a erros. A
mutagenicidade associada a erros da replicagdo poderia, dessa forma, assumir um papel

importante no processo de adaptacdo destes parasitos em seus respectivos hospedeiros.

1.1.2 Outros processos relacionados a sobrevivéncia celular e manutengao

da estabilidade gendmica

As vias de reparo de DNA estdo inseridas dentro de um contexto mais amplo, ao
considerarmos os outros processos celulares relacionados a sobrevivéncia celular e a
manutengdo da estabilidade gendmica, na presenca de estresse genotdxico. Entre esses
processos, trataremos dos mecanismos de destoxificagdo, que influenciam diretamente na
concentragdo e no acesso do agente genotoxico ao material genético. Dentre os mecanismos de
destoxificacdo, descreveremos brevemente o sistema de bombeamento de drogas e o

metabolismo de peroxido, presentes no 7. brucei e demais tripanossomatideos.
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Os membros da familia de proteinas ABC (ATP Binding Cassete), presentes em todos
os reinos dos organismos vivos, estdo envolvidos com o transporte de uma ampla diversidade
de substratos, que variam desde pequenos ions até moléculas relativamente grandes de
polipeptideos e polissacarideos. Por muitos anos, o papel dessas proteinas foi intensamente
estudado, devido a importancia das mesmas para os mecanismos de resisténcia a drogas. As
proteinas ABC estdo presentes em varios parasitos protozodrios, incluindo os
tripanossomatideos. Tais proteinas estariam envolvidas nos mecanismos de resisténcia,
apresentados por esses organismos, as principais drogas utilizadas no tratamento das
protozooses que eles causam em humanos e animais. Os membros da familia ABC, de ABCA
a ABCH, estdo presentes nos tripanossomatideos, sendo encontrados 42 genes ABC em
Leishmania spp, 22 em T. brucei e 28 em T. cruzi. A maior quantidade dos genes ABC vista
em Leishmania spp ¢ atribuida a expansdo de ABCA, ABCC e ABCG (Sauvage et al., 2009).
Foi demonstrado que o transportador ABCC3 ¢ superexpresso em cepas de Leishmania
infantum resistentes a drogas antimoniais, cujas agdes leishmanicidas estdo bem caracterizadas
(Leprohon et al., 2006). Além disso, foi observado em 7. brucei que a superexpressdo de
ABCC2 induz 10 vezes mais resisténcia a melarsoprol, uma das drogas aprovada para o
tratamento da tripanossomiase africana em estagio avancado (Luscher et al., 2006, Delespaux

& de Koning, 2007).

Os tripanosssomatideos possuem um elaborado metabolismo direcionado para a
eliminagdo de peroxido. Foram identificadas nestes organismos trés familias de peroxidases: 2-
cisteina peroxiredoxina, glutationa peroxidases sem selénio e ascorbato peroxidases. Estas
enzimas possuem a peculiaridade de utilizarem, como substrato redutor, os derivados de
tripanotiona, um ditiol encontrado exclusivamente nestes organismos (Castro & Tomas, 2008).
Essas enzimas possuem papéis tanto redundantes, quanto complementares, no balango redox
destes parasitos, tornando-os competentes para lidarem com o dano causado por espécies
reativas de oxigénio, mesmo que eles ndo apresentem alguns dos genes, amplamente
compartilhados por outros organismos, como a catalase e a glutationa peroxidase (Ivens et al.,

2005; El-Sayed et al., 2005; Berriman et al., 2005).
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A existéncia de apoptose ou morte celular programada em eucariotos unicelulares,
incluindo protozodrios parasitos, permanece uma questdo bastante controversa. Varios dos
eventos que caracterizam morte celular por apoptose foram identificados nos
triapanossomatideos, tais como a diminui¢do do volume celular, a perda do potencial elétrico
da membrana mitocondrial, a formagdo de corpos apoptoticos, a exposicao de fosfotidilserina
e a fragmentagdo do DNA (Reece et al., 2011, Proto et al., 2013, van Zandbergen et al., 2010).
Entretanto, os mecanismos moleculares sinalizadores e efetores, que conduziriam o processo
de morte celular programada, ainda ndo foram claramente definidos (Proto et al., 2013). A
presenga de tais incadores de apoptose, observados em uma parcela de parasitos expostos a
diversos tipos de estresses, sugere que pelo menos mais de um tipo de via de morte celular
ocorre nestes organismos (Reece et al., 2011, Proto et al., 2013, van Zandbergen et al., 2010).
Alguns autores denominam estes dois tipos de morte celular como morte celular programada,
ou apoptose-like, pelo fato de que os parasitos apresentam os sinais cassicos de apoptose,
presentes em eucariotos multicelulares, e morte acidental por necrose, em que tais sinais nao
estdo presentes (van Zandbergen et al., 2010). Uma série de agentes foi descrita como
causadores de morte, em tripanossomatideos, por morte celular programada (Kaczanowski et

al., 2011).
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1.1.3 Por que estudar a DDR em tripanossomatideos?

Duas caracteristicas dos tripanossomatideos que podem fazer com que a resposta a danos
no DNA nestes organismos seja uUnica seriam a perda do controle pré-transcricional da
expressdo génica e a grande quantidade de variantes de histonas, quando comparados a outros
organismos. Especula-se que a ampla diversidade de variantes de histonas, vista neste grupo
divergente de eucariotos, esteja na verdade em fun¢do do modo ancestral de modular a

expressao génica na auséncia de fatores de transcri¢do (Talbert & Henikoff, 2010).

A descrigdo de algumas das caracteristicas das histonas em tripanossomatideos,
relacionadas a DDR, sera realizada no ultimo capitulo, onde a funcdo destas proteinas, bem
como das modifica¢des pos-traducionais sofridas por elas, serdo relacionadas a funcdo da

chaperona de histonas Asfl.

O controle da transcrigdo esta muito associado a resposta a danos no DNA, ja que alguns
dos mecanismos efetores desta ultima baseiam-se na modificacio dos niveis de RNAs
mensageiros ou ndo codificadores relacionados ao estresse genotoxico. Esta relacdo € evidente
aos considerarmos a importancia do fator de transcri¢do p53 na resposta a danos no DNA em
metazoarios. Em 7. cruzi, a modulagdo dos niveis de RNA em resposta a irradiacdo gama
consiste em reprimir mRNAs relacionados a0 metabolismo energético e a traducdo, enquanto
que os RNAs nao codificadores, retrotransposons e proteinas de funcdo indefinida constituem
a maior parte dos RNAs cujos niveis encontram-se aumentados (Grynberg et al., 2012). Embora
ndo seja Obvia a baixa representatividade dos genes de reparo nos mRNAs diferencialmente
expressos, apds dano no DNA, esse perfil de resposta ¢ similar ao observado em levedura,
refletindo um carater comum na resposta ao estresse genotdxico, que consiste em reprimir a
produgdo de proteinas e promover a atuagdo de RNAs ndo codificadores. E postulado que a
auséncia da indu¢do massiva de genes de reparo, em condi¢des de estresse genotoxico, esteja
atribuida a necessidade imediata dessas proteinas na presenca do dano, para que a célula possa

lidar apropriadamente com as injurias em seu material genético. Em levedura, a regulagdo das
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vias de reparo durante a DDR estaria muito associada a degradacdo de proteinas pelo
proteossomo, levando em consideragdo a alta representatividade de genes relacionados a essa

via, cujos mRNAs sdo modulados apos inducao de dano no DNA (Fry et al., 2005).

O grau de complexidade da resposta a danos no DNA pode ser ainda maior ao
considerarmos as diversas varidveis presentes dentro do mesmo organismo. Por exemplo,
células de humanos originadas de tecidos diferentes apresentam diferencas na resposta a danos
no DNA, assim como também sdo encontradas diferengas entre a DDR de culturas de levedura
em fase logaritmica de crescimento e culturas em fase estacionaria. Além disso, outros fatores,
tais como a fase do ciclo celular e o tipo de lesdo gerada podem influenciar nesse processo (Fry
et al., 2005). Ao transferirmos esse raciocinio para o 7. brucei, nos perguntamos se a resposta
a danos no DNA neste parasito poderia ser regulada ao longo de seu ciclo de vida. Decidimos,
entdo, comparar a resposta a danos no DNA, com énfase no reparo de DNA, entre as formas

sanguicola e prociclica do 7. brucei.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Analise comparativa da resposta a danos no DNA entre as formas prociclica e sanguicola

do Trypanosoma brucei.

1.2.2 Objetivos especificos

Quantificacdo do numero de lesdes e andlise da cinética de reparo de DNA nos

genomas nuclear e mitocondrial, apos a indug¢do de dano.

Determinagdo das taxas de sobrevivéncia e crescimento do parasito nos dois estagios do
ciclo de vida, apds tratamento com os agentes genotoxicos cisplatina, radiacao ultravioleta,

perdxido de hidrogénio e metilmetanosufonato.
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1.3 Material e Métodos

1.3.1 Cultivo dos parasitos

A cultura selvagen de formas prociclicas do Trypanosoma brucei, cepa Lister 427, foi
cultivada a 27°C, em meio derivado semi-definido SDM-79 (Brun & Schonenberger, 1979),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, inativado pelo calor (Sigma) e 0,2% v/v de
solugdo de hemina (Sigma) (2 mg/mL em NaOH a 0,2 M). J4 as formas sanguicolas do T brucei,
cepa Lister 427, foram cultivadas a 37° C em uma incubadora umidificada contendo 5% de CO.
Os parasitos foram mantidos em meio HMI-9 (Hirumi & Hirumi, 1989), suplementado com
20% de soro fetal bovino inativado por calor (SBF) (Sigma) e com 1% (v/v) de penicilina e

estreptomicina (Sigma).

1.3.2 Curvas de crescimento das formas prociclica e sanguicola do

Trypanosoma brucei, apos o tratamento com agentes genotoxicos

Parasitos da forma sanguicola e prociclica do 7. brucei foram cultivados até o fim da
fase logaritmica de crescimento (1,5-3x10° células/mL para a forma sanguicola e 1-2x10’
células/mL para a forma prociclica), centrifugados a 2000 g, por 15 minutos a 4°C e

ressuspendidos no mesmo volume da cultura original em PBS 1x.

No tratamento com radiag@o ultravioleta, as células da forma sanguicola do parasito,
apos serem ressuspendidas em PBS 1x, foram novamente centrifugadas e ressuspendidas em
um volume 10 vezes menor de tampao fosfato, j& que a concentra¢do de parasitos na cultura
desta forma ¢ ~10 vezes menor, quanto comparada a concentragdo de células da cultura de

prociclicos. Em seguida, 5 mL de cada forma do parasito, ressuspendida em PBS 1x, foram
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colocados em uma placa de Petri e expostos a luz ultravioleta, no Stratalinker® UV Crosslinker
(Stratagene), sob as doses de 30, 60 e 120 J/m?. Depois de irradiadas, as células em PBS 1x
eram novamente centrifugadas a 3000 g e 4°C, durante 15 minutos, e ressuspendidas no mesmo
meio de cultura em que estavam (meio condicionado). A contagem dos parasitos sobreviventes,
em relagdo aos controles ndo tratados, foi realizada em camara citométrica, em 4 horas apos o
tratamento. Apds a contagem, as culturas foram diluidas 10 vezes e contadas a cada 24 horas,

até atingirem a fase estaciondria da curva de crescimento.

No tratamento com cisplatina, volumes suficientes de uma solug@o estoque dessa droga
(50 mM de cisplatina dissolvida em dimetilformamida) foram adicionados as células
ressuspendidas, no mesmo volume da cultura original, em PBS 1x, de modo a obter as
concentragdes finais de 50, 100, 200 e 400 uM desse agente. Em seguida, as células eram
incubadas por 1 hora, centrifugadas a 3000 g e 4°C, durante 15 minutos e, em seguida, eram
ressuspendidas em meio condicionado. A contagem dos parasitos sobreviventes, em relagdo aos
controles nao tratados, era feita em 4 horas apds o tratamento. Apds a contagem, as culturas
eram diluidas 10 vezes e contadas a cada 24 horas, até atingirem a fase estacionaria da curva de

crescimento.

O protocolo empregado no tratamento com peroéxido de hidrogénio e MMS foi 0 mesmo
descrito para cisplatina. As doses do tratamento com perdxido de hidrogénio foram de 50, 100,
200 e 400 uM por 30 e 60 minutos, enquanto que as doses utilizadas para o tratamento com

MMS foram de 0,5 e 1,5 mM por 1 hora.

1.3.3 Quantificacio das frequéncias de lesées, nos genomas nuclear e
mitocondrial, das formas sanguicola e prociclica do Trypanosoma brucei,

através da técnica de PCR quantitativa
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O protocolo utilizado para a quantificagao de lesdes no DNA, através do método de PCR
quantitativa, foi adaptado de Santos e colaboradores (Santos et al., 2006). A figura 1.2 ilustra
os principios gerais abrangidos por esta técnica, que serdo detalhadamente descritos logo a

seguir.

1.3.3.1 Tratamento dos parasitos com os agentes genotoxicos

O tratamento de ambas as formas do parasito com agentes genotoxicos foi realizado
conforme descrito no item anterior. Apos os tratamentos acima especificados, as células foram
novamente centrifugadas e ressuspendidas no volume original da cultura com meio
condicionado. As aliquotas de parasitos nao tratados, assim como as aliquotas de cultura da
cinética de reparo apos a indu¢do de dano no DNA (0, 1, 2, 5, e 10 horas apds os tratamentos
genotoxicos) foram coletadas, centrifugadas a 3000 g e 4 °C, durante 15 min, e o pellet

resultante, de aproximadamente 1x10% células, foi imediatamente congelado a -80 °C .
p g

1.3.3.2 Extraciio de DNA genémico dos parasitos

A extracdo do DNA gendmico foi realizada através do kit Blood & Cell Culture DNA
Mini Kit (Qiagen), através do protocolo adaptado para extracdo de DNA em tecidos, fornecido
pelo fabricante. Dessa forma, foi possivel a obtengdo de preparagdes contendo uma mistura

dos genomas nuclear e mitocondrial do 7. brucei.
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1 Exposicao ao agente genotoxico

Lesdes /10 Kb

3
2 Isolamento do DNA Calculo da frequéncia de lesao I’{ Y )
4
f(x)=e™% */x! Equagdo de Poisson J
l Classe zero : f(0)=e * ,',
3 Quantificagdo do DNA A = Frequéncia de lesao 3
A, = Amplificagéo do molde contendo lesdes q
A, = Amplificagdo do molde semlesoes
l Frequéncia de lesdo / fita de DNA a=-AnAy i‘

4 gPCR

5 Quantificagao dos
produtos de PCR

B O e - 3

Amplificagio Relativa

Dose

Figura 1.2: Desenho experimental da técnica de deteccao de danos no DNA por PCR quantitativa. Apos
exposicao ao agente genotoxico (1), o DNA da amostra de cultura ou tecido ¢ isolado (2) e quantificado
(3). Apos amplificagdo (4), os produtos de PCR sao quantificados e a partir das porcentagens relativas
de amplificag@o obtidas nos grupos tratados, em relagdo ao controle ndo tratado, sdo calculadas as
frequéncias de lesdes por Kb. Os detalhes de cada um dos passos estdo contidos no texto. Modificado
de Ayala-Torres (Ayala-Torres et al., 2000).
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1.3.3.3 Dosagem do DNA gen6mico

Primeiramente, foi realizada uma dosagem menos refinada, utilizando-se o aparelho
Thermo Scientific NanoDrop 2000. Em seguida, as amostras foram diluidas para a concentragao
de 3 ng/uL, de acordo com a dosagem obtida pelo Nanodrop. Apos serem diluidas, as amostras
passaram por vdarias rodadas de dosagem, através de um sistema mais acurado, baseado no
corante fluorescente especifico para DNA dupla fita, obtido através do kit Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA Assay (Invitrogen). As leituras de fluorescéncia foram realizadas em placa
de 96 pogos no leitor de fluorescéncia PerkinElmer precisely Envision 2102 Multilabel Reader,
utilizando-se os filtros FITC 485 para a excitagdo e FITC 535 para emissdo. Apos cada rodada,
a concentrag¢do de cada uma das amostras foi corrigida, de modo a atingirem os valores mais

proximos o possivel de 3 ng/uL.

1.3.3.4 Reacoes de PCR

1.3.3.4.1 Desenho dos iniciadores

O desenho dos iniciadores responsaveis pela amplificacdo dos fragmentos longo e curto
(ver tabela 1) foi realizado a partir da anélise da sequéncia do DNA gendmico da cepa Lister
427 de T. brucei, disponivel no banco de dados www.tritrypdb.org. O critério de escolha para
o trecho analisado baseou-se na simples presenca de sequéncias codificadoras dentro do mesmo.
Escolhemos, para a analise do reparo de DNA no nticleo de 7. brucei, um trecho presente no
cromossomo 8 deste organismo, de aproximadamente 11 kpb, posicionado entre as ORFs
Tb427.08.3290 e Tb427.08.3330 e amplificavel através dos iniciadores qPCRF (5°-
GTTGCTCACTTTCACCACGTATTCGGGAACCTGT-3") e qPCRR (5-
CCACTGAATGCTGTATCCGGCATTTAGTCGTGTCTATGGG-3). Para a amplificacio do
fragmento interno a esse trecho, de 204 pb, utilizamos os iniciadores qPCRFI (5°-

TTACAGCACCCAGGTTTATACCGCACGAAAGTGG-3’) e qPCRR. J4a para as anélises da
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frequéncia de lesdes e da cinética de reparo, no genoma mitocondrial do 7. brucei, utilizamos
o trecho compreendido entre as sequéncias codificadoras dos genes ND7 e ND4 no DNA do
maxicirculo.  Esse  fragmento ¢  amplificavel pelos iniciadores MtF (5’-
TAAGTACAAGAGGAGACAGACGACAGTGTCCACAGCAC-3%) e  MtR2 (5-
TCGAACGGCTCTTTCTCTCCAGT-3’). O fragmento interno a esse trecho foi amplificado
através dos iniciadores MtFI2 (5°-
CCAACACTCCATTCCTGTTCACACCGTGATTCTTCTC-3") e MtR2. Todos os iniciadores
foram comprados da Eurofins MWG Operon.

1.3.3.4.2 As reacoes de PCR

As reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) empregadas nesta técnica devem
necessariamente ser interrompidas no meio da fase logaritmica do processo de amplificagao.
Com isso, a relacdo da quantidade de DNA adicionado a reagdo de ve ser diretamente
proporcional ao total de amplificagdo obtido. Para garantir que durante todos os experimentos
estavamos satisfazendo essa condigdo, fizemos o controle do 50%. Para esse controle de 50%,
colocavamos a metade da quantidade de DNA utilizada no controle ndo tratado e esperavamos,
assim, obtermos uma amplificacdo correspondendo de 40 a 60% da amplificacdo obtida no
controle ndo tratado. Quando esta condi¢do ndo era alcancada, as reacdes entdo obtidas eram

descartadas.

As reagdes de PCR foram realizadas através do kit de amplificagdo GeneAmp XL PCR
(Applied Byosystems), em que as mesmas foram otimizadas a partir de recomendagdes
fornecidas pelo fabricante. Para cada reagdo, foram utilizados: XL Buffer II (tricina, K[OAc],
glicerol de DMSO) 1x, B.S.A (albumina do soro bovino) a 100 pug/mL, 200 uM de dNTPs, 1,2
mM de Mg(OAc)2, 200 nM de cada primer, 15 ng do DNA gendmico ressuspendido em T.E
(Tris-HC1 10mM e EDTA ImM), SuL do Mix Taq (3,13 uL de ddH20, 1,36 pL de 3.3 XL
Buffer I e 0,5 pL da rTth DNA polimerase, XL [2 uw/uL]) e ddH>O q.s.p 50 pL. Para a

amplificacdo do fragmento longo, utilizamos o programa de hot start por 1 minuto e 30
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segundos, com desnatura¢do inicial a 94°C por 1 minuto. Em seguida, eram realizados 20 e 22
ciclos, respectivamente, para os fragmentos do nicleo e da mitocondria, com desnaturagdo a
94°C por 15 segundos e anelamento + sintese a 64°C por 12 minutos. Finalmente, as misturas
de PCR eram incubadas a 72°C por 10 minutos e 4°C por tempo indeterminado. Para a
amplificacdo do fragmento curto e interno, utilizamos o programa de Aot start por 1 minuto e
30 segundos. As reacdes entdo seguiam com 22 e 21 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 45
segundos e 72°C por 45 segundos, respectivamente, para os fragmentos do nucleo e da

mitocondria. Finalmente, as amostras de PCR eram mantidas a 4°C por tempo indeterminado.

1.3.3.4.3 Analise quantitativa das amplificacdes

As reagdes de PCR eram dosadas através do kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay
(Invitrogen). As leituras de fluorescéncia foram realizadas em placa de 96 pogos no leitor de
fluorescéncia PerkinElmer precisely Envision 2102 Multilabel Reader, utilizando-se os filtros
FITC 485 para a excitagdo e FITC 535 para emissdo. A partir do controle ndo tratado,
obtinhamos as amplificagdes relativas referentes aos tratamentos entdo realizados. Vale
ressaltar que os valores de fluorescéncia correspondentes aos controles “Branco” das reagdes
de PCR eram subtraidos dos valores das amplificacdes. O ntimero de lesdes era entdo calculado
através da equagdo D = —In AD/AC, baseada na “classe zero” da expressao de Poisson, onde D
¢ o nimero de lesdes, AD corresponde a amplificacdo obtida pelas amostras tratadas e AC
equivale a amplifica¢do obtida pelo controle ndo tratado. Todos esses calculos foram realizados
através do programa Microsoft Excel. Para as andlises estatisticas referentes as comparagdes de
eficiéncia de reparo, entre as diferentes formas do parasito, e entre os diferentes intervalos de
tempo, apOs exposicdo a agentes genotoxicos, realizamos o teste Two-Way ANOVA para
medidas repetidas, seguido do teste de Tukey. Todas as andlises estatisticas foram realizadas

através do programa GraphPad Prism 6.0.
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1.4 Resultados

1.4.1 Comparaciao da resposta a danos no DNA entre as formas

prociclica e sanguicola do 7. brucei

O objetivo desta parte do trabalho ¢ a comparacdo da resposta a danos no DNA e,
especificamente, das eficiéncias de reparo entre as formas prociclica e sanguicola do 7. brucei.
Para isso, analisaremos o nimero de lesdes em um trecho de 10 kbp do DNA nuclear e do DNA
mitocondrial de ambas as formas desse parasito, antes e depois da exposi¢do aos agentes
genotoxicos radiacdo ultravioleta, cisplatina, peroxido de hidrogénio e metilmetanosulfonato.
Para a dosagem da frequéncia de lesdes, apds o tratamento com esses agentes genotoxicos,
utilizamos a técnica de PCR quantitativa descrita por Santos e colaboradores em 2006. Essa
técnica baseia-se na premissa de que a atividade da Taq DNA polimerase, utilizada nas reagoes
de PCR, ¢ bloqueada quando esta se depara com uma lesdo na fita molde. A medida que o
namero de lesdes na fita molde aumenta, a amplificacdo relativa ao controle ndo tratado ird
diminuir. Basicamente, o protocolo consiste em tratar os parasitos com os agentes genotdxicos
em estudo, coletar as células, extrair o DNA gendmico, dosar o DNA de maneira bastante
acurada, realizar as rea¢des de PCR, analisar as amplificagcdes obtidas apos os tratamentos e
compara-las aos controles ndo tratados. Para que seja possivel a detec¢do da frequéncia de
lesdes geradas aleatoriamente ¢ preciso amplificar um longo trecho do DNA alvo, de
aproximadamente 10kb. Para a normalizacdo das reag¢des de amplificacdo, um pequeno trecho

interno, localizado na extremidade 3° do amplicon de 10 kb, também ¢ amplificado.
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1.4.1.1 Os tratamentos com radiacio ultravioleta e cisplatina

Os agentes genotoxicos radiagdo ultravioleta (UV) e cisplatina geram lesdes no DNA,
causando grande distor¢ao na estrutura da dupla hélice. Lesdes que envolvem modificagdes nas
ligag¢des covalentes do arcabougo agucar-fosfato do DNA sdo tipicamente reparadas pelo NER
(Nouspikel, 2009). Nesse sentido, ao tratarmos as formas sanguicola e prociclica do 7. brucei
com os agentes UV e cisplatina, estariamos realizando uma andlise comparativa do
funcionamento dessa via de reparo de DNA, entre dois diferentes estagios do ciclo de vida do
parasito. Vale ressaltar que apesar desses agentes causarem lesdes, que sdo reparadas
basicamente pela mesma via de reparo de DNA, cada um deles possui peculiaridades no que
diz respeito a natureza quimica das lesdes envolvidas, a eficiéncia de reparo dessas respectivas

lesdes e a resposta a danos no DNA envolvida em cada um desses respectivos contextos.

A radiagdo ultravioleta causa dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e fotoprodutos
6-4 (6-4 PPs) no DNA. Os CPDs compreendem cerca de 70-80% das lesdes geradas por UV,
enquanto que os 6-4 PPs correspondem de 20-30% (Suquet & Smerdon, 1993), sendo que a
eficiéncia de reparo dos CPDs ¢é menor comparada a cinética de remocgao dos 6-4 PPs no DNA.
Isso se deve ao fato de que os CPDs estdo localizados mais frequentemente no DNA
nucleossomico, dificultando o acesso da maquinaria do NER a essa lesdo, ao passo que os 6-4
PPs, além de causarem maior distor¢ao na estrutura da cromatina, estdo mais presentes no trecho
de DNA que conecta um nucleossomo ao outro, o que os torna mais prontamente detectaveis e

acessiveis as enzimas de reparo (Tijsterman et al., 1999).

Para realizarmos uma andlise comparativa da resposta a irradiagdo ultravioleta entre as
formas prociclica e sanguicola do 7. brucei, tratamos ambas as células do parasito com UVC
(254 nm) e avaliamos a recuperacao das mesmas, através da analise da cinética de reparo do
DNA nuclear/mitocondrial e de curvas de crescimento celular, ap6s o tratamento com esse
agente. Como as duas formas do parasito sdo cultivadas em meios de cultura diferentes e com

concentragdes diferentes de soro fetal bovino, o que influenciaria na exposi¢ao a irradiagdo com
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UV, decidimos padronizar uma dose, em PBS 1x, que induzisse uma frequéncia similar de
fotolesdes nas duas formas do parasito. Para determinarmos o efeito da radiagdo ultravioleta,
bem como a frequéncia de lesdes geradas nos genomas nuclear e mitocondrial, realizamos,
primeiramente, uma curva dose resposta, tratando as células da forma sanguicola, em PBS 1x,
com 50, 100, 250 ¢ 500 J/m? de UVC (Figura 1.3). Até a dose de 100 J/m? observa-se um
aumento linear do niimero de lesdes do nucleo, sendo que 0 mesmo ndo ¢ observado para a
mitocondria. A partir das doses de 100 J/m?, as frequéncias de lesdes alcangadas no nticleo e na
mitocondria aproximam-se da frequéncia méaxima de lesdes que pode ser detectada pela técnica
de PCR quantitativa, ja que valores proximos a 3-4 lesdes/10kb correspondem a menos de 5%
de amplifica¢do. Para as doses de 100 e 250 J/m?, o namero de lesdes gerado na mitocondria

foi significativamente menor comparado ao numero de lesdes gerado no nucleo.

A curva dose resposta de UVC possibilitou a obtencdo dos valores das doses com as
quais as formas sanguicola e prociclica do 7. brucei foram tratadas, para as andlises
subsequentes da cinética de reparo de DNA e do crescimento, apés a inducdo do dano. Os
parasitos foram tratados com 30 J/m? que, de acordo com a curva dose resposta de radiagdo
ultravioleta, ¢ a dose necessdria para gerar uma frequéncia de 1,5 lesdes/10kb, o que
corresponderia a um valor intermedidrio a frequéncia maxima de lesdes que pode ser obtido por

esta técnica.

Ao avaliarmos a frequéncia de lesdes no nticleo das formas sanguicola e prociclica, apos
o tratamento com 30 J/m? (células em PBS 1x), observamos que a frequéncia de danos no DNA
da forma sanguicola foi similiar aquela inferida pela curva dose resposta. Ja na forma prociclica,
essa frequéncia foi significativamente menor (Figura 1.4a). Ap6s 10 horas de recuperagdo, ndo
houve reparo das lesdes geradas por UVC no nucleo da forma sanguicola do 7. brucei, enquanto
que a forma prociclica apresentou um reparo de ~50% das lesdes geradas. Embora a forma
prociclica tenha conseguido reparar parcialmente as lesdes geradas por UV no ntcleo, a

intensidade do dano sofrido por ela foi menor.
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Ja em relacdo a inducdo de lesdes por UV no DNA mitocondrial, observamos que a
frequéncia de danos induzidos na forma sanguicola ¢ significativamente menor a frequéncia de
lesdes encontradas no prociclico, ou seja, o inverso do que foi observado no DNA nuclear
(Figura 1.4b). O nimero de lesdes no DNA mitocondrial da forma sanguicola ¢ varidvel,
durante o periodo de tempo analisado, enquanto que a frequéncia de danos no DNA
mitocondrial do prociclico permanece praticamente a mesma. O aumento do numero de lesdes,
observado no DNA mitocondrial da forma sanguicola, entre os tempos de 1-4 horas apos a
irradiacdo, pode ser atribuido a geragdo de intermediarios do processo de reparo capazes de
bloquear a DNA polimerase utilizada neste ensaio. A diminui¢do do numero de lesdes apos 4
horas, fazendo com que a frequéncia de lesdes no ponto 10 horas se equivalha a frequéncia
observada no ponto 0 hora apo6s o tratamento, pode ser atribuida a um reparo parcial dos
intermediarios gerados. Entretanto, a maior parte das lesdes originais e/ou dos intermediarios
do processo de reparo persiste até o fim do periodo analisado. De maneira geral, vimos que o
reparo das lesdes geradas por radiagdo ultravioleta apresenta-se de maneira pouco eficiente, em

ambas as formas do parasito, durante o tempo de recuperacao avaliado.

Para avaliarmos o crescimento dos parasitos, apos o dano no DNA gerado por radiacdo
ultravioleta, tratamos os parasitos com a dose utilizada na curva de cinética de reparo, o dobro
e 0 quadruplo dessa mesma dose (30, 60 € 120 J/m?). Durante o intervalo de 4-10 horas, tempo
equivalente ao periodo de recuperagdo da curva de reparo, observa-se morte de ~50% da
populacdo em ambas as formas do parasito (Figuras 1.5a e 1.5b). Apds 24 horas, as
porcentagens de sobrevivéncia das formas sanguicola e prociclica decaem para cerca de 1% e
6-14%, respectivamente, em todas as doses testadas. Os parasitos da forma sanguicola se
recuperaram 48 horas apdés o tratamento, independentemente da dose testada, enquanto que
apenas a forma prociclica, tratada com 30 J/m?, se recuperou neste mesmo periodo de tempo.

As populagdes da forma prociclicda, tratadas com 60 e 120 J/m?, se recuperaram ap6s 72 horas.

Ap6s o tratamento com UVC, houve morte da maior parte da populacdo de ambas as
formas do parasito, em todas as doses testadas, sendo que uma pequena porcentagem de

parasitos sobreviventes foi capaz de se recuperar, retomando o crescimento.
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Figura 1.3: Curva dose resposta do numero de lesdes/10kb versus as doses de radiagdo ultravioleta nas
quais os parasitos da forma sanguicola foram tratados (0, 50, 100, 250 e 500 J/m?). A linha tracejada
com losangos representa as lesdes no DNA mitocondrial, enquanto que a linha preta com quadrados
representa as lesdes presentes no DNA nuclear. Cada ponto desta curva representa a média de duas
réplicas biologicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente duas vezes. Os
valores de desvio padrao foram obtidos a partir das duas medi¢des de cada uma das réplicas biologicas.
*A* g *A*E representam p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente.



51

a-)
Nicleo - UV (30 J/mz)
25
§ 2 = =
> T ow =% =« =
- e % R = =
) fe = *® - B
2 15 A %_ - = —d - —4- Forma sanguicola
4 x— T —-—i P
Q = —a—Prociclico
- = o
1 ® *®
« *®
«® *=
0,5 ®
0 T T T T T ]
2 4 6 8 10 12
-0,5
horas apés o tratamento
b-)
Mitocéndria - UV (30J/m?)
2,5 1% =
&3 =
[ -
2
2 =
5 -
- 15 S~
= / S ~a
3
S 14 -
3 —&—Prociclico
05 —4& Forma sanguicola
D
0 v T v T T J
2 4 6 8 10 12
0,5
horas apés o tratamento

Figura 1.4: Curva da cinética de reparo apos o tratamento das formas sanguicola (linha tracejada com
tridngulos) e prociclica (linha preta com quadradosos) do T. brucei com 30 J/m? de radiagio ultravioleta.
a-) DNA nuclear b-) DNA mitocondrial. Cada ponto destas curvas representa a média de duas réplicas
biologicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente duas vezes. Os valores de
desvio padrio foram obtidos a partir das duas medigdes de cada uma das réplicas biologicas. *** e ****
representam p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente. “a”, apenas representado na figura a, denota as
comparagdes dos pontos “17, “2”, “5” ¢ “10” versus o ponto “0”.
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Figura 1.5: Curva de crescimento do 7. hrucei apos tratamento com 30, 60 e 120 J/m* de radiagdo
ultravioleta em PBS 1x. a-) Forma sanguicola (nimero de parasitos x10° células/mL) versus tempo em
horas. b-) Forma prociclica (nimero de parasitos x10” células/mL versus tempo em horas. BSF/PCF_0
(losangos), BSF/PCF 30 (quadrados), BSF/PCF 60 (triangulos) e BSF/PCF 120 (circulos)
representam, respectivamente, células tratadas com 0, 30, 60 e 120 J/m* de radiacio ultravioleta. Estas
curvas de crescimento sdo representativas de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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A cisplatina tem sido usada por mais de 30 anos no tratamento de diversos tipos de
cancer (Stordal & Davey, 2007). Ao entrar na célula, a cisplatina torna-se positivamente
carregada e apta a reagir com moléculas nucledfilas tais como o DNA, o RNA e proteinas.
Entretanto, a citotoxidade da cisplatina deve-se principalmente a sua habilidade de se ligar ao
DNA (Stordal & Davey, 2007). Essa droga induz, predominantemente, ligagcdes covalentes
entre residuos de adenina e guanina, localizados na mesma fita (25% das lesdes), ou entre
guaninas adjacentes (65% das lesdes), além de uma pequena propor¢ao de ligacdes covalentes
entre as fitas complementares do DNA (1% das lesdes) (Masters & Koberle, 2003). Além disso,
varios outros processos celulares estdo envolvidos na susceptibilidade ou resisténcia a
cisplatina, de modo que ao tratarmos as formas sanguicola e prociclica do 7. brucei com esse
agente, devemos levar em consideragdo fatores como a taxa de influxo e efluxo da droga,
através da membrana celular, a sua acessibilidade ao DNA, os processos de destoxificacao e
ativacao desse composto, a eficiéncia de reparo das lesdes geradas e os mecanismos de morte
celular programada, induzidos por essa droga (Masters & Koberle, 2003). Apesar dos adutos
gerados por cisplatina serem basicamente processados pelo NER, a mesma via implicada no
reparo de lesdes causadas por UV, esses outros fatores tornam o tratamento com cisplatina

peculiar, ao compararmos a resposta a danos no DNA gerada por esses dois agentes.

Para determinarmos a dose ideal na realizacdo das curvas de cinética de reparo e
crescimento celular, apos a exposi¢ao a cisplatina, realizamos uma curva dose resposta tratando
a forma sanguicola do parasito por 1 hora com 50, 100, 200 e 400 uM de cisplatina (Figura 1.6).
Apobs esses tratamentos, constatamos que a frequéncia de lesdes geradas no nucleo ¢
significamente maior do que aquela observada na mitocondria, para as doses de 100, 200 e 400
puM. O aumento do nimero de lesdes tanto no nucleo, quanto na mitocondria, ¢ dose
dependente. Decidimos utilizar a dose de 100 uM de cisplatina por 1 hora, que causa uma
frequéncia aproximada de 1,5 lesdes/10kb, para a realizagdo das curvas de cinética de reparo de
DNA. A frequéncia de lesdes obtida apos o tratamento com 100 uM de cisplatina por 1 hora é
a mesma observada na curva dose resposta, tanto no nicleo, quanto na mitocondria da forma
sanguicola do 7. brucei. A mesma intensidade de danos no DNA também ¢ vista no DNA

nuclear e mitocondrial do prociclico (Figuras 1.7a e 1.7b).
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O reparo do DNA nuclear (Figura 1.7a) de ambas as formas do parasito ocorre na
primeira hora de recuperacado, apos a indu¢do de danos pela cisplatina. No entanto, a eficiéncia
de reparo no nucleo da forma sanguicola ¢ bem maior quando comparada a eficiéncia de reparo
observada no prociclico. Enquanto que no primeiro caso o DNA nuclear ¢ totalmente reparado
em | hora, no segundo caso ocorre uma remog¢ao de cerca de 50% das lesdes, neste mesmo
periodo de tempo. Durante o intervalo de 1-10 horas, observa-se um aumento de ~0,25
lesoes/10kb no nucleo de ambas as formas. Entretanto, ao fim do intervalo de tempo analisado,
a frequéncia de lesdes persistentes no nucleo ¢ significamente maior na forma prociclica,

quando comparada a forma sanguicola.

J& na curva de reparo mitocondrial (Figura 1.7b), observa-se um reparo rapido e muito
eficiente no DNA da forma sanguicola, de maneira que o niimero de lesdes, ap6s o periodo de
1 hora de recuperacdo, ¢ inferior ao nimero de lesdes presentes na mitocondria da célula em
estado basal. Na forma prociclica, o reparo mitocondrial ¢ mais lento, ocorrendo ao longo do
periodo de 10 horas de recuperagdo, e pouco eficiente, ja que ndo ha remogao total das lesdes

geradas na mitocondria.
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Figura 1.6: Curva dose resposta do numero de lesdes/10kb versus as doses de cisplatina nas quais os
parasitos da forma sanguicola foram tratados por 1 hora (0, 50, 100, 200 e 400 uM). Linha preta com
quadrados: DNA nuclear. Linha tracejada com losangos: DNA mitocondrial. Cada ponto desta curva
representa a média de duas réplicas biologicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos
independentemente duas vezes. Os valores de desvio padrdo foram obtidos a partir das duas medigoes
de cada uma das réplicas bioldgicas. **** representa p < 0,0001.
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Figura 1.7: Curva da cinética de reparo de DNA apos o tratamento das formas sanguicola (linhas
tracejadas com tridngulos) e prociclica (linhas pretas com quadrados) do 7. brucei com 100 uM de
cisplatina por 1 hora. a-) DNA nuclear. b-) DNA mitocondrial. Cada ponto desta curva representa a
média de duas réplicas bioldgicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente
duas vezes. Os valores de desvio padrao foram obtidos a partir das duas medigdes de cada uma das
réplicas bioldgicas. **, *** g **** representam p < 0,01; p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente.
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Ap0s a andlise da cinética de reparo, entre as duas formas do 7. brucei, analisamos o
crescimento dos parasitos, apos o tratamento com a mesma dose de cisplatina utilizada nos
experimentos de reparo de DNA. Além disso, utilizamos o dobro e o quadruplo dessa mesma
nas curvas de crescimento. Considerando a diferenga observada na eficiéncia do reparo de
lesdes geradas por cisplatina, entre as formas sanguicola e prociclica do 7. brucei, pretendemos

agora analisar o perfil de resposta a danos no DNA, apresentado em cada uma dessas formas.

Nas primeiras 4-10 horas, apds o tratamento com 100 uM de cisplatina, ndo ha morte
em nenhuma das duas formas do parasito. Embora o reparo de cisplatina tenha sido altamente
eficiente tanto no DNA mitocondrial, quanto no DNA nuclear da forma sanguicola, ap6s o
tratamento com essa mesma dose, observa-se grande porcentagem de morte na populagdo
desses parasitos, apds 24 horas do periodo de recuperacdo. A populacao sobrevivente retoma o
crescimento apds 72 horas. Ja no prociclico, onde o reparo mostra-se menos eficiente, ndo
houve morte apds o tratamento com 100 uM de cisplatina, mas ocorre a parada do crescimento
celular, em até 72 horas, a partir do tempo “0 hora”. Apds esse periodo de parada do
crescimento, a populacdo retoma o crescimento (Figuras 1.8a e 1.8b, linhas com quadrados).
Na dose de 200 uM de cisplatina, ocorre ~50% de morte do prociclico no ponto de 72 horas
apos o tratamento, sendo que a percentagem de morte na forma sanguicola ¢ préxima de 100%.
Ap0s o 4° e 5° dia, ocorre a recuperagdo do crescimento das populagdes da forma prociclica e
sanguicola, respectivamente (Figuras 1.8a e 1.8b, linhas com tridngulos). A dose de 400 uM de
cisplatina induz, durante as primeiras 10 horas, a morte de aproximadamente 30 e 90% dos
parasitos na forma prociclica e sanguicola, respectivamente. Apds esse periodo inicial pos-
tratamento, ndo had recuperagdo do crescimento da forma sanguicola, enquanto que, no
prociclico, ¢ observada, no 3° dia, a morte de 80% da populagdo. A retomada do crescimento

dos prociclicos sobreviventes ocorre apos o 4° dia (Figuras 1.8a e 1.8b, linhas com circulos).

Levando em consideracdo que 99% das lesdes geradas por cisplatina sdo atribuidas a
crosslinks na mesma fita, sugerimos que tais lesdes correspondam aquelas removidas durante a
primeira hora de reparo através do NER. As lesdes remanescentes, compostas por crosslinks

entre diferentes fitas do DNA e que correspondem a 1% do total das lesdes geradas por
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cisplatina, ndo sdo reparadas pelo NER. Ao persistirem até o momento da replicacdo, elas
promoveriam a parada do ciclo celular, o que induziria morte na forma sanguicola, mas ndo na
forma prociclica. No prociclico, mecanismos de tolerancia a lesdo, tal como a sintese translesao,

seriam acionados, resgatando a célula da morte.
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Figura 1.8: Curva de crescimento do 7. brucei apds tratamento com 100, 200 e 400 uM de cisplatina por
1 hora. a-) Forma sanguicola (nimero de parasitos x10° células/ml versus tempo em horas). b-) Forma
prociclica (nimero de parasitos x10 células/ml versus tempo em horas). Linha com losangos, linha com
quadrados, linha com tridngulos e linha com circulos representam, respectivamente, controle ndo tratado
e células tratadas com 100, 200 e 400 uM de cisplatina por 1 hora. Estas curvas de crescimento sdo
representativas de dois experimentos independentes realizados em triplicata.



60

1.4.1.2 Os tratamentos com peroxido de hidrogénio (H20:) e metilmetanosulfonato

(MMS)

Os agentes genotoxicos perdxido de hidrogénio e metilmetanosulfonato causam lesdes
nas bases nitrogenadas do DNA, que sdo reparadas primariamente pelo BER, visto que tais
modifica¢des ndo geram grande distor¢do na estrutura da dupla hélice (Robertson et al., 2009).
Pretendemos, com esses tratamentos, comparar a resposta a danos no DNA entre as formas
sanguicola e prociclica do 7. brucei, em um contexto em que outra via de reparo poderia ser

acionada.

O tratamento com perdxido de hidrogénio induz a formagdo de radicais hidroxila
altamente reativos, apds esse grupamento receber um elétron proveniente da oxidacao de Fe (II)
a Fe (IIT) (reacdo de Fenton) (Prousek et al., 2007). Os radicais hidroxila podem danificar
quaisquer das moléculas bioldgicas, incluindo o DNA, causando quebra simples no esqueleto
acucar-fosfato e levando a oxidagdo de bases nitrogenadas (Jomova & Valko, 2011). Mais de
100 produtos da oxidacdo de bases nitrogenadas foram identificados até o momento, sendo que
o mais frequente ¢ a 8-oxoguanina, uma lesdo caracteristicamente mais mutagénica do que
citotoxica (Dizdaroglu & Jaruga, 2012, England et al., 1998). Uma vez presentes no DNA, essas
lesdes sao reparadas pelo BER, apos a ativacdo dessa via por mecanismos dependentes de ATM

(Ray et al., 2012).

Embora o objetivo central do tratamento com perdxido de hidrogénio seja avaliar a
eficiéncia do BER no reparo de lesdes resultantes do dano por oxidacao de bases nitrogenadas,
bem como a maneira pela qual as diferentes formas do parasito lidardo com esse tipo de dano,
vale ressaltar que a indug¢do de ROS ainda conta com profundas modificagdes em outros

processos celulares, tais como, proliferagcdo, metabolismo e diferenciagcdo (Ray et al., 2012).
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O tratamento com perdxido de hidrogénio, realizado na faixa de 50 a 400 pM por 15
minutos, ndo resultou em um aumento consideravel, que pudesse ser detectado pela técnica de
PCR quantitativa, da frequéncia de lesdes no nucleo da forma sanguicola do parasito (Figura
1.9a). Ao aumentarmos o tempo de tratamento para 1 hora, porém utilizando-se das mesmas
doses, verificamos um aumento de 1 lesdo/10kb na frequéncia de lesdes do nucleo da forma
sanguicola, j& na menor dose de peroxido de hidrogénio utilizada. As doses de 100, 200 e 400
UM induzem uma frequéncia similar de lesdes, em torno de 1,5 lesdes/10kb, configurando um
platd no nivel de dano gerado a partir da dose de 50 uM. Embora estes tratamentos tenham
induzido niveis detectaveis de lesdes no nticleo do parasito, nenhum deles foi capaz de aumentar

a frequéncia de lesdes no DNA mitocondrial (Figura 1.9b).

A partir da curva dose resposta, escolhemos a dose de 100 uM de perdxido de
hidrogénio, por 1 hora, para realizarmos as curvas de cinética de reparo. A frequéncia de lesdes
geradas no nucleo do parasito, apds o tratamento com a dose selecionada, ¢ a mesma tanto a
forma sanguicola, quanto para a forma prociclica do parasito (Figura 1.10a). Na forma
sanguicola do parasito, ha queda de cerca de um terco da frequéncia de lesdes, em 1 hora apos
o tratamento, com posterior aumento dessa frequéncia para ~1,5 lesdes/10kb, nas quatro horas
subsequentes. A partir de 5 horas apds o tratamento, ocorre uma queda de aproximadamente
50% das lesdes. Ja no prociclico, ocorre redu¢do de um ter¢o do niimero das lesdes iniciais, no
ponto de 2 horas pos-tratamento. Apos esse ponto, o nimero de lesdes permanece estavel. Ao
final do periodo analisado, ndo ha diferenga significativa entre o nimero de lesdes persistentes

no DNA nuclear de ambas as formas do parasito.

Na mitocondria, de modo compativel aos dados obtidos pela curva dose resposta, o
aumento da frequéncia de lesdes ¢ indetectavel no ponto zero hora pés-tratamento. O mesmo
fendmeno ¢ observado no DNA mitocondrial do prociclico (Figura 1.10b). Ap6s o tempo zero,
ocorre um aumento do nimero de lesdes em ambas as formas, porém esse aumento ¢é
significativamente mais radpido no prociclico, quando comparado ao aumento observado na
forma sanguicola. Dessa forma, o dano no DNA mitocondrial do 7. brucei ¢ induzido

indiretamente pelo tratamento com perdxido de hidrogénio. Apds o aumento da frequéncia de
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lesdes, observado em ambas as formas do parasito, o nivel de danos no DNA mitocondrial da
forma sanguicola retorna para valores proximos ao basal, enquanto que as injurias geradas no
kDNA do prociclico permanecem irreparadas. Com isso, a remocdo de danos no DNA
mitocondrial, induzidos indiretamente pelo tratamento com perdxido de hidrogénio, mostra-se

mais eficaz na forma sanguicola, quando comparada ao que ocorre no prociclico.

Durante as primeiras 4-10 horas, o prociclico mostra-se mais resistente ao tratamento
com peroxido de hidrogénio, quando comparado a forma sanguicola (Figuras 1.11a e 1.11b).
Apo6s esse periodo inicial, a dose de 50 uM por 30 minutos causa maior mortalidade no
prociclico, quando comparada a mortalidade observada na populaciao da forma sanguicola. Ja
nas doses de 50 e 100 uM, por 60 minutos, a percentagem de morte de ambas as populacdes €
similarmente alta. Apos 24 horas, a recuperacdo do prociclico mostra-se mais lenta, quando
comparada a recuperacao apresentada pela forma sanguicola, em todas as doses testadas. Dessa
forma, a maior eficiéncia de reparo do DNA mitocondrial apresentada pela forma sanguicola,
em relagdo a prociclica, pode ser correlacionada a recuperagdo mais rapida da primeira, nas

curvas de crescimento, em detrimento a segunda.
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Figura 1.9: Curva dose resposta do nimero de lesdes/10kb versus as doses de perdxido de hidrogénio
nas quais os parasitos da forma sanguicola foram tratados (0, 50, 100, 200 e 400 uM). Linhas pretas com
quadrados: DNA nuclear. Linha tracejada com losangos: DNA mitocondrial. a-) Exposi¢do por 15
minutos. b-) Exposi¢do por 60 minutos. Cada ponto desta curva representa a média de duas réplicas
biologicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente duas vezes. Os valores de
desvio padrdo foram obtidos a partir das duas medi¢cdes de cada uma das réplicas biologicas. ****
representa p < 0,0001.
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Figura 1.10: Curva da cinética de reparo apos o tratamento das formas sanguicola (linhas tracejadas com
triangulos) e prociclica (linhas pretas com quadrados) do 7. brucei com 100 uM peroxido de hidrogénio,
por 1 hora. a-) DNA nuclear. b-) DNA mitocondrial. Cada ponto desta curva representa a média de duas
réplicas bioldgicas, cujos valores de amplificacdo foram medidos independentemente duas vezes. Os
valores de desvio padrao foram obtidos a partir das duas medigoes de cada uma das réplicas bioldgicas.
* e ** representam p < 0,05 e p < 0,01; respectivamente.
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Figura 1.11: Curva de crescimento do 7. brucei apos tratamento com 50 uM de H,O» por 30 minutos e
50/100 uM de H,O, por 60 minutos. a-) Forma sanguicola (niimero de parasitos x10° células/ml versus
tempo em horas) b-) Forma prociclica (nfimero de parasitos x10 células/ml versus tempo em horas).
Linhas com losangos, quadrados, tridngulos e circulos representam, respectivamente, controle nado
tratado e células tratadas com 50 uM de H,O» por 30 minutos e 50/100 uM de H>O, por 60 minutos.

Estas curvas de crescimento sdo representativas de trés experimentos independentes realizados em
triplicata.
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O MMS ¢ um agente alquilante que causa basicamente dois tipos de lesdes: a 7-
metilguanina e a 3-metiladenina. A 7-metilguanina ¢ a modifica¢do mais frequente induzida por
esse agente, correspondendo a 82% do total de lesdes. Essa lesdo ¢ relativamente indcua, ja que
ela ndo causa bloqueio na atividade da DNA polimerase ou provoca erros de pareamento. No
entanto, a 7-metilguanina ¢ mais susceptivel a depurinacgdo, gerando sitios abasicos, altamente
mutagénicos e fortes bloqueadores da DNA polimerase (Ezaz-Nikpay & Verdine, 1994). Ja a
3-metiladenina ¢ considerada uma lesdo toxica, por bloquear a atividade da DNA polimerase.

Além disso, essa modificagdo induz transversdes do tipo A:T - T:A (Fronza & Gold, 2004).

A resposta a danos no DNA induzida por MMS, assim como aquelas induzidas por
outros agentes genotoxicos, ¢ bastante complexa, visto que esse composto alquilante pode
reagir com qualquer componente celular que possua carater nucle6filo. Como exemplo disso, a
resposta ao MMS, em levedura, pode alterar o padrao de expressdo de mais de 1000 genes, sem
que os mesmos estejam necessariamente relacionados a sobrevivéncia da célula, apds a
exposicao a esse agente (Fry et al., 2005). Além disso, ¢ descrito na literatura, que a resposta
ao MMS pode funcionar através de vias de sinalizagdo distintas, dependentes e independentes

da presenca de lesdes no DNA (Fritz & Kaina, 2006).

Ao tratarmos a forma sanguicola do 7. brucei com 0,5; 1; 1,5 ¢ 2 mM de MMS, por 1
hora, vimos que o nimero de lesdes gerado na mitocondria € significativamente menor,
comparado aquele visto no ntcleo do parasito. O numero de lesdes geradas ¢ diretamente
proporcional a dose administrada, tanto no ntcleo quanto na mitocondria, seguindo um padrao
dose dependente (Figura 1.12). A partir da curva dose resposta de MMS, decidimos tratar os
parasitos com a dose de 1,5 mM por 1 hora, de modo a obter 1,5 lesdes/10kb, a mesma

frequéncia de adutos adotada nos tratamentos prévios.

Uma diferenga significativa pdde ser observada nos tratamentos das formas sanguicola
e prociclica do 7. brucei com 1,5 mM de MMS, por 1 hora: uma dose que causa uma frequéncia

de lesdes 1,5 lesdes/10kb na forma sanguicola praticamente nao afeta o nivel de adutos no DNA
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da forma prociclica. Esse mesmo fendmeno foi observado tanto no DNA nuclear, quanto no
DNA mitocondrial, da forma prociclica (Figuras 1.13a e 1.13b). Na forma sanguicola, o reparo
pode ser dividido em duas fases, tanto no DNA nuclear, quanto no DNA mitocondrial: uma fase
rapida, que ocorre em 1 hora apds o tratamento; e outra lenta que ocorre nas horas subsequentes.
Na fase rapida de reparo, o intermedidrio gerado, apos o processamento da lesdo inicial, ndo
bloqueia a DNA polimerase utilizada no ensaio de PCR quantitativa, resultando em uma
aparente auséncia de lesdes. Em seguida, o intermediério gerado na fase rapida ¢ processado
em outro que bloqueia a DNA polimerase. O processamento desse segundo intermediario ocorre
nas horas subsequentes, até que no ponto de 10 horas, a frequéncia de adutos volta para os niveis
basais. Ja no prociclico, a frequéncia de lesdes logo ap6s o tratamento ¢ muito proxima daquela
observada nos niveis basais de ambos os genomas do parasito. Entretanto, durante o tempo de

recuperagdo apos o tratamento, observa-se um leve aumento no nimero de danos no DNA.
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Figura 1.12: Curva dose resposta do nimero de lesoes/10 kb versus as doses de MMS nas quais os
parasitos da forma sanguicola foram tratados por 1 hora (0,5; 1; 1,5 ¢ 2 mM). Linha preta com quadrados:
DNA nuclear. Linha tracejada com losangos: DNA mitocondrial. Cada ponto desta curva representa a
média de duas réplicas bioldgicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente

duas vezes. Os valores de desvio padrao foram obtidos a partir das duas medigoes de cada uma das
réplicas biologicas. **** representa p < 0,0001.
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Figura 1.13: Curva da cinética de reparo apos o tratamento das formas sanguicola (linhas tracejadas com
triangulos) e prociclica (linha pretas com quadrados) do 7. brucei com 1,5 mM de MMS, por 1 hora. a-
) DNA nuclear. b-) DNA mitocondrial. Cada ponto desta curva representa a média de duas réplicas
biologicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente duas vezes. Os valores de
desvio padrdo foram obtidos a partir das duas medi¢cdes de cada uma das réplicas biologicas. ****
representa p < 0,0001.
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Ao constatarmos que a dose de MMS de 1,5 mM por 1 hora, capaz de gerar 1,5
lesdes/10kb no ntcleo da forma sanguicola, praticamente ndo leva a geragdo de adutos no
prociclico, decidimos realizar uma curva dose resposta de MMS com o prociclico. Entretanto,
em vez de utilizarmos uma faixa de 0,5-2 mM de MMS por 1 hora, tratamos os parasitos com
1,5-12 mM de MMS por 1 hora (Figura 1.14). Nesta curva dose resposta, o tratamento da forma
prociclica com 1,5 mM de MMS, por 1 hora, novamente ndo aumentou a frequéncia de lesdes
em nenhum dos dois genomas do parasito, condizendo com os resultados obtidos previamente.
A partir dessa dose, o aumento na frequéncia de lesdes ndo se comporta de maneira dose
dependente, obedecendo a um padrdo de limiar, em que doses menores que 1,5 mM de MMS
ndo aumentam a frequéncia de lesdes no DNA do prociclico, ao contrario das doses acima de
1,5 mM de MMS. Com isso, vimos que as doses acima de 1,5 mM provocam uma frequéncia

de lesGes de ~2-3 lesdes/10 kb no ntcleo e de 1,5 lesdes/10kb no kDNA.

Foi realizado um tratamento com 0,5 e 1,5 mM de MMS por 1 hora (Figuras 1.15a e
1.15b) para analisarmos os fenotipos de sobrevivéncia e recuperagdo do crescimento nas duas
formas do parasito. Observamos, entdo, que esse tratamento leva a uma grande mortalidade na
populacdo da forma sanguicola, durante as primeiras 4-10 horas, ao passo que ele ndo causa
morte no prociclico. Embora em menor propor¢do, ao compararmos a dose de 1,5 mM com a
dose de 0,5 mM, observamos que esta tltima também causa intensa mortalidade na populacao
da forma sanguicola do 7. brucei, durante as primeiras 4-10 horas. A retomada do crescimento
dos parasitos sobreviventes ocorre, respectivamente, com 72 e 96 horas apos o tratamento com
ambas as doses de MMS (Figura 1.15a). Entretanto, nenhuma das doses testadas induziu morte
celular no prociclico. As células tratadas com 0,5 mM de MMS, por 1 hora, apresentam
crescimento mais lento, quando comparadas com o controle ndo tratado. Ja as células tratadas
com 1,5 mM, por 1 hora, apesar de também ndo apresentarem morte na populagdo, sdo
incapazes de retomarem o crescimento, durante todo o periodo de tempo analisado (seis dias)

(Figura 1.15b).
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Figura 1.14: Curva dose resposta do numero de lesdes/10kb versus as doses de MMS nas quais os
parasitos da forma prociclica foram tratados por 1 hora (1,5; 3; 6 € 12 mM). Linha preta com quadrados:
DNA nuclear. Linha tracejada com losangos: DNA mitocondrial. Cada ponto desta curva representa a
média de duas réplicas bioldgicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente
duas vezes. Os valores de desvio padrao foram obtidos a partir das duas medigdes de cada uma das
réplicas bioldgicas. *** ¢ **** representam, respectivamente, p<0,001 e p < 0,0001.
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Figura 1.15: Curva de crescimento do 7. brucei, apds tratamento com 0,5 ¢ 1,5 mM de MMS por 1 hora.
a-) Forma sanguicola (nimero de parasitos x10° células/ml versus tempo em horas). b-) Forma prociclica
(ntimero de parasitos x10 células/ml versus tempo em horas). Linha com losangos, linha com quadrados
e linha com triangulos representam, respectivamente, controle ndo tratado e células tratadas com 0,5 e
1,5 mM de MMS por 1 hora. Estas curvas de crescimento sdo representativas de trés experimentos
independentes realizados em triplicata.
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Os intermediarios do BER, gerados a partir da acdo da primeira glicosilase, responséavel
pela remogdo da base nitrogenada danificada, até a acdo da DNA ligase, que promove a ligagao
final do arcabougo agucar-fosfato, sdo mais citotoxicos quando comparados a lesdo original,
gerada pela alteragdo quimica da base nitrogenada. Em virtude disso, qualquer alteracdo do
BER, que aumente a permanéncia desses intermediarios no DNA da célula, induz maior
mortalidade, apds exposi¢do a genotoxinas (Fu et al., 2012). Na maioria dos organismos
estudados até o momento, as lesdes geradas por MMS s3o majoritariamente reparadas pelo
BER. Intermediarios do BER, que persistem até a replicacdo do DNA, induzem o colapso da
forquilha de replicagdo, levando a formagao de quebras duplas no DNA (Fu et al., 2012). As
quebras duplas no DNA podem ser reparadas por recombinagdo homologa, durante a fase S do
ciclo celular, onde a proteina Rad51 ¢ um elemento chave desta via. Alternativamente, Rad51
poderia facilitar os mecanismos de tolerancia a lesdes por alquilacdo, durante a fase S. Neste
cenario, a ligacdo de Rad51 nos sitios de bloqueio da replicacdo levaria a formagao de um gap
frente a lesdo. Este gap, juntamente com a lesdo, s6 seriam reparados na fase G2, por
recombina¢do homologa. Tal mecanismo evitaria a formagdo de aberragdes cromossdmicas,
formadas quando a maquinaria de recombina¢do homdloga reconhece como substrato, durante
a fase S, os intermediarios do BER/NER resultantes do reparo incompleto de bases alquiladas.
Além disso, a inibicdo do preenchimento deste gap, na fase S, por sintese translesdo, evitaria a

inducdo de mutagdes frente a base alquilada (Gonzalez-Prieto et al., 2013).

Voltando para a curva de reparo de MMS da forma sanguicola do 7. brucei, especulamos
que a fase rapida de reparo das lesdes geradas por esse agente seja realizada pelo NER e ndo
pelo BER. Isso porque além do 7. brucei ndo apresentar as glicosilases necessarias para a
remogao de bases nitrogenadas alquiladas, a linhagem desse parasito nocaute para APE1 nao ¢
mais sensivel ao MMS (Charret et al., 2011). Além disso, a eficiéncia de reparo das lesdes
geradas por MMS ¢ mais proxima da eficiéncia vista na curva de cisplatina do que aquela
observada na curva de reparo apds exposi¢do ao H2O>. Sugerimos também, que a etapa lenta
do reparo de MMS esteja relacionada ao processamento de quebras duplas/simples, dependente
de Rad51. Dessa forma, ao tratarmos com MMS as células da forma sanguicola do 7. brucei
nocautes para Rad51 pretendemos avaliar a contribui¢do dessa proteina, assim como analisar o

envolvimento da via de recombinag¢do homdloga durante o processamento de bases alquiladas.
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A auséncia de Rad51 ndo modifica a eficiéncia da fase rapida de reparo ocorrida durante
a primeira hora pos-tratamento com MMS (Figura 1.16a). No entanto, a eficiéncia da segunda
etapa de processamento das lesdes geradas por MMS ¢ bastante comprometida na auséncia de
Rad51. No ponto de 4 horas, apds o tratamento, diferentemente do que foi observado na
linhagem selvagem, ndo ocorre um aumento no nimero de lesdes no nucleo das células nocaute
para Rad51. Entretanto, no ponto de 10 horas pos-tratamento, hd uma queda expressiva na
frequéncia de lesdes do nucleo da cepa selvagem, enquanto no nucleo das células Rad51 -/-
ocorre exatamente o inverso. J& no DNA mitocondrial da cepa nocaute para Rad51, ha um
grande acumulo de lesdes, inclusive nas células em estado basal, contrastando com a baixa

frequéncia de danos encontrados no DNA mitocondrial da cepa selvagem (Figura 1.16b).

A auséncia de Rad51 na forma sanguicola do 7. brucei, assim como descrito para outros
organismos, aumenta a sensibilidade a MMS (McCulloch et al., 1999). No entanto, era nosso
objetivo definir se a intervencao de Rad51 no reparo de lesdes geradas por MMS, ocorrida entre
1-10 horas pos-tratamento, afetaria a mortalidade dos parasitos neste mesmo momento, ou se o

reparo dependente de Rad51 afetaria a retomada do crescimento apos exposi¢cdo ao MMS.

Ao analisarmos a porcentagem de sobrevivéncia, por volta de 10 horas apds exposi¢ao
a 0,5e 1,5 mM de MMS por 1 hora, ndo detectamos nenhuma diferenga entre as formas
selvagem e Rad51-/- do T. brucei sanguineo (Figura 1.17a). Entretanto, ao analisarmos a
retomada do crescimento das células, apds esses mesmos tratamentos, vimos que a auséncia de
Rad51 compromete fortemente a recuperagdo da populacdo de parasitos (Figura 1.17b). Ao
passo que a linhagem selvagem se recupera com 48 e 72 horas, apds o tratamento com 0,5 e 1,5
mM de MMS, respectivamente, (Figura 1.15a) a linhagem Rad51 -/- s6 retoma o crescimento
seis dias ap6s a exposi¢do a 0,5 mM de MMS, ndo sendo capaz de se recuperar na dose de 1,5

mM, durante o periodo de tempo analisado (Figura 1.17b).
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Figura 1.16: Curva da cinética de reparo, apos o tratamento das formas sanguicolas selvagem (linhas
tracejadas com triangulos) e Rad51 -/- (linha pretas com circulos) do 7. brucei com MMS. a-) DNA
nuclear. Tratmento com MMS, por 1 hora, a 0,5 mM para a linhagem Rad51-/- e a 1,5 mM para a
linhagem Wt. b-) DNA mitocondrial. Tratamento com MMS a 0,5 mM, por 1 hora, tanto para a linhagem
Wt, quanto para a linhagem Rad51-/-. Cada ponto desta curva representa a média de duas réplicas
biologicas, cujos valores de amplificagdo foram medidos independentemente duas vezes. Os valores de
desvio padrao foram obtidos a partir das duas medi¢des de cada uma das réplicas biologicas. **, *** ¢
*H** representam p < 0,01; p < 0,001 e p <0,0001, respectivamente.
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Figura 1.17: Tratamento com MMS da forma sanguicola do T. brucei, nocaute para o gene Rad51. a-)
Curva de sobrevivéncia 8-10 horas, apds tratamento com 0,5 ¢ 1,5 mM de MMS por 1 hora. Linha
tracejada com tridngulos e linha preta com circulos representam, respectivamente, a linhagem selvagem
e a Rad51-/- da forma sanguicola do 7. brucei. b-) Curva de crescimento da linhagem Rad51-/- da forma
sanguicola do T. brucei, apds tratamento com 0,5 e 1,5 mM de MMS por 1 hora. Este grafico foi plotado
pelo niimero de parasitos x10° células/ml versus tempo em horas. Linha com losangos, quadrados e
triangulos representam, respectivamente, o controle nao tratado e as células tratadas com 0,5 e 1,5 mM
de MMS por 1 hora. Estas curvas s@o representativas de trés experimentos independentes realizados em
triplicata.
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1.5 Discussao

Neste capitulo da tese, apresentamos uma analise comparativa da resposta a danos no
DNA, apresentada pelas formas sanguicola e prociclica do 7. brucei. Para isso, avaliamos a
cinética de reparo nos genomas nuclear e mitocondrial de ambas as formas do parasito, apos o
tratamento com diversos agentes genotoxicos. Além disso, analisamos a recuperacdo e

retomada do crescimento dessas formas do parasito, apds a inducdo de danos no DNA.

Na primeira se¢do deste capitulo, detectamos diferencas entre a indu¢do de danos no
kDNA e no DNA nuclear, por irradiacdo com UV, assim como também observamos diferencas
na indugdo de fotolesdes, entre as diferentes formas do parasito. Entretanto, mais experimentos
serdo necessarios para investigarmos se tais diferencas sdo derivadas de algum artefato da
técnica, ou se elas realmente possuem alguma relevancia bioldgica. Posteriormente,
observamos que nao houve reparo das lesdes induzidas por UV, no nucleo da forma sanguicola
do T. brucei, em até 10 horas apos irradiagdo. A mesma ineficiéncia de reparo de fotolesdes foi
observada no nucleo de formas epimastigotas de 7. cruzi (Rajao, Tese de Doutorado; Figura
2.16¢ do capitulo 2). J4 no DNA nuclear do prociclico, ocorre o reparo de cerca de 50% das
lesoes induzidas por UV, a partir do ponto de 5 horas pds-irradiagdo. Ao considerarmos o reparo
no genoma mitocondrial do 7. brucei, observamos que ambas as formas do parasito falham em
remover este tipo de dano do kDNA, diferentemente do que foi visto em formas epimastigotas
de T. cruzi, capazes de promover o reparo de fotolesdes no DNA mitocondrial (Rajao, Tese de
Doutorado). Mesmo ao observarmos o reparo de fotolesdes no kDNA de 7. cruzi e no nucleo
da forma prociclica do 7. brucei, concluimos que, de modo geral, o reparo deste tipo de dano
ndo atua de maneira eficiente, nem em todo o contetido genético destes parasitos e nem durante
todo o ciclo de vida dos mesmos. O reparo de baixa eficiéncia enderecado as fotolesoes,
presente em tripanossomatideos, poderia ser atribuido a enzimas da familia das fotoliases, que
atuam no reparo por reversdo direta. 7. brucei, T. cruzi e L. major apresentam uma fotoliase
semelhante as fotoliases de fita simples, previamente classificadas como criptocromos DASH.
Em 7. cruzi, esta proteina estd presente apenas nas formas epimastigotas do parasito, durante a

fase logaritmica de crescimento, localizando-se nos dois lados do kDNA. Ja T. brucei e L.
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major, apresentam um tipo adicional de fotoliase, pertencente ao grupo de fotoliases CPD classe
I (Carolaing Gabaldon et al., 2009, Lucas-Lledo & Lynch, 2009). Entretanto, ndo se sabe se tais
enzimas sdo efetivamente capazes de reverterem lesdes geradas por UV, ou se as mesmas
poderiam ter evoluido para alguma outra funcdo em tripanossomatideos, cuja pressdo seletiva
para reparo de fotolesdes ¢ mais fraca, quando comparada a pressdo que tais danos representam
para os cinetoplastideos de vida livre. Alternativamente, a diversificagdo dos genes da via de
reparo de fotolesdes, com concomitante perda de funcdo dos mesmos, pode ter ocorrido antes
mesmo da divergéncia dos tripanossomatideos, uma vez que a mesma ineficiéncia no reparo de
lesoes induzidas por UV foi observada em Bodo saltans (Sommaruga & Buma, 2000), um
cinetoplastideo de vida livre, representante do tdxon mais proximo ao grupo dos

tripanossomatideos (Simpson, 2006).

Durante as primeiras 10 horas poés-irradiagdo com UVC, observa-se a morte de
aproximadamente 50% da populacdo de parasitos. Ocorre também intensa mortalidade em
ambas as formas do parasito 24 horas apds o tratamento, embora a morte observada na forma
sanguicola tenha sido mais pronunciada. Tanto no prociclico, quanto na forma sanguicola, os
parasitos sobreviventes a dose de 30 J/m? sdo capazes de retomarem o crescimento da populagido
48 horas apos a irradiacdo. O fato dos parasitos apresentarem reparo ineficiente das lesdes
geradas por UV, embora sejam capazes de retomarem o crescimento, levanta uma séria de
implicagdes. Primeiramente, seria preciso determinar se hé reparo dessas lesdes, até 0 momento
em que as populacdes de ambas as formas do parasito retomam o crescimento, ou seja, com 48
horas. Posteriormente, a recuperacao das populagdes de parasitos, portando alta frequéncia de
fotolesdes tanto no DNA nuclear, quanto no DNA mitocondrial, implicaria no acionamento de
mecanismos de tolerancia a lesdo, de modo a garantir a sobrevivéncia destas células. As lesdes
do tipo CPDs e 6-4 PPs, quando ndo reparadas, podem bloquear a atividade da RNA polimerase
e da DNA polimerase. Em relacdo ao bloqueio da transcri¢do, propusemos no capitulo seguinte
que duas proteinas do NER (CSB e XPBz) estariam envolvidas no processo de transcri¢do
translesdo, e que este processo seria livre de erros, promovendo a sobrevivéncia dos parasitos,
ao resolverem o bloqueio da transcri¢do pela presenga das fotolesdes. J4 em relagdo ao bloqueio
da replicacdo do DNA, propomos que mecanismos de sintese translesdo estejam ocorrendo,

garantindo a conclusdo da fase S, mesmo em um genoma repleto de fotolesdes. No entanto, a
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superexpressdo de Poln em 7. cruzi, responsavel pela sintese translesdo através de danos
causados por UV, ndo confere vantagem para o parasito lidar com esse tipo de lesdo (Moura et
al., 2009). Todavia, esse fato ndo excluiria a possibilidade de que pequenas quantidades de Poln
jé seriam suficientes para que ocorresse, eficientemente, no DNA do 7. cruzi, a via de sintese
translesdo através de CPDs e 6-4 PPs. Dessa forma, as cepas superexpressoras de Poln ndo

apresentariam nenhuma vantagem, em relacdo a cepa selvagem, na sobrevivéncia a luz UV.

A indugdo de lesdes pelo tratamento com cisplatina no kDNA ¢ significativamente
menor do que a indu¢do no DNA nuclear da forma sanguicola, pelo menos em trés das quatro
doses testadas. O mesmo foi observado na forma prociclica, ap6s o tratamento com 100 uM de
cisplatina por 1 hora. Na forma epimastigota de 7. cruzi, ndo houve diferenga entre o kKDNA e
o DNA nuclear, na curva dose resposta de inducdo de adutos por cisplatina. Pelo menos em
células de ovario de hamster, a formacgao de adutos no DNA mitocondrial ¢ maior, quando
comparada a inducdo de danos no DNA nuclear, apds exposi¢do a cisplatina. Essa diferenga,
encontrada em células de mamiferos, ¢ associada a maior eficiéncia de reparo do DNA nuclear,
comparada a eficiéncia de reparo do DNA mitocondrial (Olivero et al., 1997). Entretanto, em
outro estudo, utilizando o mesmo modelo celular, os niveis de dano induzidos por cisplatina
nos DNAs nuclear e mitocondrial ndo apresentaram diferenca (LeDoux et al., 1992). Jd em T.
cruzi, o reparo de lesdes geradas por cisplatina no kDNA ocorre com eficiéncia similar ao reparo
do DNA nuclear (Rajao, Tese de Doutorado). Em 7. brucei, observamos que o reparo de adutos
de cisplatina no kDNA ocorre com eficiéncia igual (no prociclico) ou maior (na forma
sanguicola) a eficiéncia do reparo deste tipo de lesdo no nicleo. A maior eficiéncia de reparo
no kDNA, quando comparada a eficiéncia de reparo do nDNA (DNA nuclear), poderia explicar

a menor frequéncia de lesdes observadas no DNA do cinetoplasto.

Ao compararmos as eficiéncias de reparo de adutos de cisplatina, entre as duas formas
do T. brucei, verificamos que o reparo na forma prociclica ¢ muito menos eficiente, quando
comparado ao reparo da forma sanguicola, tanto no nDNA, quanto no kDNA. O reparo eficiente
de adutos de cisplatina ¢ também evidenciado na forma epimastigota do 7. cruzi, em que todas

as lesdes induzidas por esse composto sdo reparadas em 1 hora, tanto no ntcleo, quanto na
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mitocondria (Rajao, Tese de Doutorado). Em mamiferos, o reparo de cisplatina ¢ realizado no
genoma nuclear pelo NER e pela recombinagdo homologa (Wang & Lippard, 2005, Helleday
etal., 2008), enquanto que no DNA mitocondrial, o reparo desse tipo de lesdo ¢ realizado apenas
por essa ultima. J& em tripanossomatideos, como discutiremos no capitulo a seguir, tal reparo
seria realizado por uma subvia do NER, o TC-NER (reparo por excisdo de nucleotideos,
acoplado a transcri¢do), no nucleo, e pela recombinacdo, na mitocondria. Tal hipotese € baseada
no fato de que varias proteinas chave do NER, em formas epimastigotas de 7. cruzi, localizam-
se apenas no nucleo, enquanto que véarias proteinas de recombinacdo foram localizadas na
mitocondria (Rajao, Tese de Doutorado). Entretanto, o reparo de danos gerados por cisplatina,
via recombinacdo, ¢ provavelmente independente de Rad51, uma vez que a cepa de 7. brucei
nocaute para esta recombinase ndo apresenta maior sensibilidade a cisplatina (Passos-Silva,
Tese de Doutorado). Poderiamos sugerir, dessa forma, que o TC-NER seria mais eficiente no
DNA nuclear da forma sanguicola, quando comparado ao TC-NER no nucleo do prociclico. O
mesmo valeria para o reparo recombinacional no kDNA, sendo mais eficiente no primeiro caso,

ao ser comparado com o segundo.

Até o periodo inicial de 10 horas, apos a exposi¢ao a 100 uM de cisplatina, ndo ha morte
em nenhuma das formas do parasito. Apos 24 horas do tratamento, observa-se intensa
mortalidade apenas na forma sanguicola. As células sobreviventes retomam o crescimento apos
72 horas. Enquanto isso, ocorre parada de crescimento da populacao do prociclico, por 72 horas
pés-tratamento, porém praticamente ndo ha morte dos parasitos. A principio, tais resultados
parecem paradoxais, uma vez que a forma do parasito que possui reparo mais eficiente ¢ mais
sensivel, enquanto que a forma que repara menos eficientemente ¢ mais resistente a cisplatina.
Levando em consideragdo que 99% das lesdes geradas por cisplatina sdo atribuidas a crosslinks
na mesma fita, especulamos que tais lesdes correspondam aquelas removidas durante a primeira
hora de reparo através do NER. As lesdes remanescentes, compostas por crosslinks entre
diferentes fitas do DNA e que correspondem a 1% do total das lesdes geradas por cisplatina,
poderiam ser enderecadas para outra via de reparo. Ao persistirem até o momento da replicagao,
elas promoveriam a parada do ciclo celular, o que induziria morte na forma sanguicola, mas
ndo na forma prociclica. Ja no prociclico, ocorreria parada do crescimento, até que o reparo das

lesoes do tipo ICLs fosse concluido, ou alternativamente, mecanismos de tolerancia a lesdo
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poderiam ser acionados, tal como a sintese translesdo, resgatando a célula da morte. Sugerimos,
com isso, que os mecanismos efetores da DDR em 7. brucei, apds exposi¢ao a cisplatina, sdo

diferencialmente acionados entre as fases prociclica e sanguicola deste parasito.

A exposi¢do por 15 minutos a uma faixa de 50-400 uM de peroxido de hidrogénio ndo
gera lesdes detectaveis no DNA nuclear, nem no DNA mitocondrial da forma sanguicola. Ao
aumentarmos o tempo de exposi¢do para 1 hora, sob as mesmas condic¢des, detectamos lesdes
apenas no nucleo do parasito, mas ndo no DNA mitocondrial. A menor indu¢do de danos no
kDNA poderia estar associada a a¢do de peroxidases mitocondriais, que estdo ausentes no
nacleo do 7. brucei (Schlecker et al., 2005). Isso difere do padrdo observado em formas
epimastigotas de 7. cruzi que, apés 15 minutos de exposicao a 200 e 400 uM de H»O,, foi
relatada a formacao de lesdes em ambos os genomas. Além disso, essas doses induzem, em 7.
cruzi, maior quantidade de danos no DNA nuclear do que no kDNA (Rajao, Tese de
Doutorado). Em outros organismos, a relagdo de indugcdo de danos entre DNA nuclear e
mitocondrial, apds exposicdo a d4agua oxigenada, ¢ diferente do observado em
tripanossomatideos. O tratamento com H>O> induz, em células de humanos e C. elegans, maior
frequéncia de lesdes no DNA mitocondrial do que no DNA nuclear (LeDoux et al., 1999, Hunter
et al., 2012). Tais diferencas, observadas entre esses dois tripanossomatideos, poderiam estar
atribuidas a variagdes dos mecanismos de destoxificacdo de perdxido de hidrogénio, ocorridas
ao longo do ciclo de vidas destes organismos, ou a variagdes nas eficiéncias de destoxificagdo
entre esses dois parasitos, ou a variacdes nas eficiéncias de destoxificagdo entre o nucleo e a
mitocondria dos mesmos. A abundancia de peroxidases, em tripanossomatideos, ¢ maior nas
formas associadas ao hospedeiro vertebrado do que nas formas derivadas do inseto vetor
(Comini et al., 2007, Gadelha et al., 2012). Entretanto, independentemente dessa diferenga, a
inducdo de lesdes, apos a exposi¢ao a 100 uM de H»O: por 1 hora, foi a mesma para ambas as

formas do 7. brucei, tanto no kDNA, quanto no DNA nuclear.

A eficiéncia de reparo dos danos gerados por agua oxigenada foi menor, comparada a
eficiéncia de reparo apos o tratamento com cisplatina. A baixa eficiéncia de reparo das lesdes

geradas por perdxido de hidrogénio pode estar refletindo os danos gerados nas outras estruturas
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celulares, além do DNA. O dano induzido em outras estruturas celulares que ndo o DNA pode
ter sido causado pela intensa exposicao a esse agente, para que pudéssemos detectar lesdes nos
acidos nucléicos de uma célula, que pode ter um mecanismo muito eficiente de prote¢do do
DNA contra a agdo de ROS. Novamente, ao associarmos a resposta ao H>O», aos perfils de
resposta a cisplatina, os mecanismos de manutencdo da integridade gendmica sdo mais
eficientes na forma sanguicola do que na forma prociclica. Essa diferenga de eficiéncia ¢
bastante evidente, ao observarmos a dindmica de indugao e reparo de danos no kDNA em ambas
as formas. Em 1 hora ap6s o tratamento, o nivel de lesdes no kDNA ¢ maior no prociclico,
comparado a forma sanguicola. Além disso, as lesdes geradas indiretamente pelo estresse
oxidativo sdo prontamente removidas, apds 10 horas do periodo de recuperacdo, apenas nesta

ultima.

Uma possivel explicacdo, para a maior eficiéncia de reparo na forma sanguicola, seria a
maior abundancia de proteinas responsaveis pelas etapas limitantes do BER e do NER nesta
forma do parasito. Além disso, modificagdes pos-traducionais nas proteinas chave destas vias
poderiam contribuir para a modulacdo do funcionamento das vias de reparo entre as diferentes
formas do parasito. A modula¢do das vias de reparo, dependente de diferenciagdo celular, ¢ um
fendmeno observado em células de mamiferos. Células-tronco adultas, ao se diferenciarem em
células tecido-especificas, possuem menor habilidade em repararem lesdes enderegadas ao BER
e NER (Rocha et al., 2012). Por exemplo, células neurais progenitoras, durante o processo de
diferenciagdo, diminuem a expressdo das glicosilases OGG1 e Neill, resultando em menor
eficiéncia de remog¢do de 8-oxoguanina (Hildrestrand et al., 2007). O ndo funcionamento das
vias longa e curta do BER também foi relatado em células musculares terminalmente
diferenciadas. Tais células apresentaram menores niveis de XRCC1, DNA ligase III ¢ DNA
ligase I, além de acumularem maiores quantidades de quebras de fita simples e foci de y-H2AX,
apos exposicao ao peroxido de hidrogénio (Narciso et al., 2007). Em neur6nios ¢ macrofagos
humanos, o GG-NER (subvia do NER, enderegada ao reparo global do genoma) ¢ fortemente
atenuado devido a um estado de hipofosforilagio da enzima El, ativadora de ubiquitina

(Nouspikel & Hanawalt, 2006).
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Durante o periodo inicial, apds o tratamento com H2Oz, ocorre intensa mortalidade da
forma sanguicola, enquanto que no prociclico ocorre a morte de cerca de 50% da populagdo.
Apo6s 24 horas, este quadro se inverte, ocorrendo intensa mortalidade da forma prociclica,
enquanto que a forma sanguicola comeca a se recuperar. Em seguida, nota-se que a recuperagao
do crescimento da forma sanguicola ¢ mais rapida, comparada a do prociclico. Neste caso, a
maior eficiéncia de reparo apresentada pela forma sanguicola, em relagdo a prociclica,
corresponde a recuperacdo mais rapida do crescimento na primeira forma do parasito, em
detrimento a segunda. A exposi¢do ao perdxido de hidrogénio induz morte celular programada
em ambas as formas do 7. brucei. Um dos fatores que estd associado ao processo de morte
celular programada neste parasito ¢ a perda de motilidade (Ridgley et al., 1999). Apos o
tratamento da forma prociclica com H2O:, também observamos perda de motilidade na maior
parte das células tratadas (dados ndo mostrados), igualmente aos resultados previamente
publicados por Ridgley e colaborabores. O mesmo ndo foi observado na forma senguinea,
provavelmente porque a grande mortalidade apresentada por esta forma, logo nas primeiras
horas pds-tratamento, tenha mascarado este fendmeno. Essa diferenca de comportamento, entre
as formas do parasito, poderia sugerir que os mecanismos de morte celular programada induzida
por estresse oxidativo, atuam mais rapidamente na forma sanguicola, quando comparados aos
da forma prociclica. Isso poderia ter implicagdes importantes, no que diz respeito a biologia do
parasito e aos mecanismos empregados por ele, para lidar com as defesas dos hospedeiros

vertebrado e invertebrado, durante o seu ciclo de vida.

No tratamento com MMS, a frequéncia de lesdes geradas no kDNA foi menor do que a
frequéncia de danos no DNA nuclear, em todas as doses testadas. Esse mesmo padrdo de
inducdo de danos, por MMS, foi descrito para C. elegans, embora, em células de ovario de
hamster chinés, ocorra o contrario (Hunter et al., 2012, Pirsel & Bohr, 1993). A exposicao a
outro agente alquilante, o N-metil-N-nitrosourea (MNU), também induz maior quantidade de
danos no DNA mitocondrial, do que no DNA nuclear (LeDoux, 1992). Tais diferencas também
foram atribuidas a menor capacidade de reparo na mitocondria, comparada a capacidade de
reparo no nucleo, nas células de ovario de hamster chinés (Pirsel & Bohr, 1993). J4 em formas
epimastigotas de 7. cruzi, ndo ha diferencas entre a indu¢do de danos no DNA nuclear e no

kDNA (Rajao, Tese de Doutorado).



84

A dose de 1,5 mM ¢ capaz de gerar grandes quantidades de lesdes no DNA da forma
sanguicola. No entanto, essa mesma dose ndo ¢ suficiente para gerar lesdes detectaveis no DNA
do prociclico. Ao aumentarmos a faixa das doses de MMS, para analisar a formacao de lesdes
no DNA do prociclico por esse composto, concluimos que, neste caso, tal processo nao ocorre
de maneira dose-dependente. A formacao de lesdes no DNA do prociclico somente pdde ser
detectada em doses acima de 1,5 mM por 1| hora. Esse resultado sugere que o mecanismo de
protecdo apresentado pelo prociclico, contra o agente alquilante MMS, baseia-se na restri¢ao
do acesso desse agente ao DNA. Isso poderia ser feito através da exclusao do MMS do nucleo
e da mitocondria, ou por meio de interacdes desse composto com algum fator presente no
citoplasma (Jenkins et al., 2005). Em procariotos, existe um operon relacionado a protegdo
contra agentes alquilantes, chamado de “Resposta Ada”. Neste operon, ha uma proteina cuja
funcdo ¢ pouco compreendida, a AidB, que pode estar relacionada a inativagao de compostos
alquilantes (Rippa etal.,2011). AidB ¢ homologa a proteina acetil-CoA desidrogenase (ACAD)
de mamiferos, embora o papel desse homdlogo na protecdo contra agentes alquilantes ndo tenha
sido estabelecido (Landini & Volkert, 2000). E provavel que a forma prociclica do T. brucei
possua proteinas responsadveis pela inativagdo de agentes alquilantes e que essas supostas
proteinas sejam menos expressas na forma sanguicola. Isso seria de grande relevancia bioldgica
para o parasito, visto que a forma prociclica do 7. brucei ¢ mais sujeita a condigdes de estresse
nutricional, comparada a forma sanguicola, uma vez que a mesma encontra-se no intestino
médio do hospedeiro invertebrado. O estresse nutricional ¢ um fator ambiental conhecido por
elevar os niveis de S-adenosilmetionina (Pluskal et al., 2011), o mais eficiente agente alquilante
produzido endogenamente. Dessa forma, os elementos que conferem protecdo contra MMS,
vistos na forma prociclica do 7. brucei, podem estar refletindo mecanismos fisiologicos de
protecdo contra a alquilagdo por S-adenosilmetionina, gerada em condigdes de estresse

nutricional no hospedeiro invertebrado.

O tratamento com MMS induz intensa mortalidade na forma sanguicola, que ocorre logo
nas primeiras horas do periodo de recuperacdo. A recuperacao do crescimento, nesta forma do
parasito, apds exposi¢do as doses de 0,5 e 1,5 mM por 1 hora, ocorre respectivamente, com 72
e 96 horas pos-tratamento. Entretanto, a resposta do prociclico a exposi¢do ao MMS ¢ muito

diferente, uma vez que tais condi¢des ndo causam morte nesta forma. Embora a dose de 1,5 mM
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ndo induza morte na populagdo de prociclicos, nem induz quantidades detectaveis de lesdes no
DNA dessas células, eles ficam inaptos a retomarem o crescimento. O MMS ¢ capaz de ativar
vias de sinalizacdo envolvidas com a resposta celular a genotoxinas, independentemente da
presenca de lesdes no DNA (Fritz & Kaina, 2006). Uma vez ativadas, tais vias de sinaliza¢ao
poderiam induzir a parada do ciclo celular. Isso poderia estar relacionado a parada do
crescimento do prociclico, mesmo na auséncia de lesdes no DNA, apods o tratamento com 1,5
mM de MMS. Alternativamente, mesmo um baixo niimero de lesdes gerado pela exposicao de
1,5 mM de MMS, por 1 hora, poderia ser suficiente para induzir a parada do crescimento na
forma prociclica. O perfil da DDR, apo6s exposi¢do ao MMS, foi similar aos resultados
observados no tratamento com cisplatina, em que a indu¢do de dano por tais agentes induzem

morte na forma sanguicola, mas nio na forma prociclica.

O reparo das lesdes geradas por MMS na forma sanguicola possui pelo menos duas
etapas distintas: uma mais rapida, independente de Rad51, que ocorre na 1* hora de recuperagao;
e outra mais lenta, dependente de Rad51, que ocorre a partir de 4 horas de recuperagdo. As
lesdes geradas pela alquilagdo de bases nitrogenadas sdo tipicamente reparadas pelo BER (Fu
etal., 2012). Entretanto, células de 7. brucei nocautes para AP- endonuclease 1 ndo apresentam
sensibilidade a MMS (Charret et al., 2011). Considerando que os sitios abasicos (AP), gerados
apos a remoc¢ao da base nitrogenada, sdo mais citotoxicos do que a lesdo original, era de se
esperar que a auséncia da APE-1 induziria sensibilidade a agentes alquilantes, por promover o
acumulo de seu substrato. Este fato poderia indicar que o reparo de bases alquiladas na forma
sanguicola do T. brucei, correspondendo a etapa rapida do reparo de lesdes geradas por MMS,
seria catalisado pelo NER. Trabalhos recentes indicam que CSB e XPC (proteinas chave do
NER) participam do reparo de lesdes geradas por MMS, via TC-NER, o que corrobora com a
nossa hipotese (Kanamitsu & Ikeda, 2011). Além disso, a linhagem de 7. brucei, silenciada para
TbCSB, apresenta maior sensibilidade ao MMS (dados ndao mostrados). Dessa forma,
sugerimos que a etapa rapida de reparo das lesdes geradas por MMS possa estar relacionada a
acao do NER, que ocorre em 1 hora apds o tratamento. Entretanto, especulamos que, de alguma
forma, o reparo das lesdes geradas por MMS nao tenha sido totalmente concluido até o ponto
de 1 hora pos-tratamento, visto que a frequéncia de danos aumenta apds este ponto. Esse

aumento do numero de lesdes, dessa forma, poderia estar relacionado ao processamento dos
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danos no DNA remanescentes do ponto de 1 hora pos-tratamento. Além disso, o aumento no
numero de lesdes, situado no intervalo de 1-4 horas apds exposi¢cdo ao MMS, poderia, por outro
lado, estar relacionado a intensa mortalidade, observada na populagdo de parasitos, durante esse
periodo (dados ndo mostrados). A menor frequéncia de lesdes, da linhagem nocaute para Rad51,
no ponto de 4 horas apds exposicdo ao MMS, talvez esteja relacionada ao papel exercido por
esta proteina ao inibir o reparo recombinacional, durante a fase S, dos gaps gerados frente ou
as lesdes de bases alquiladas, ou frente aos sitios abasicos derivados destas lesdes (Gonzalez-
Prieto et al., 2013). Ja no ponto de 10 horas, apds exposicdo ao MMS, a auséncia de Rad51
resultaria na deficiéncia do reparo de quebras duplas, decorrentes do colapso da forquilha de
replicacdo, apos as lesdes geradas por alquilagdo persistirem até a fase S (Fu et al., 2012). Ou
alternativamente, a auséncia de Rad51 inviabilizaria o reparo, por recombinacdo homologa, dos
gaps mantidos até a fase G2 (Gonzalez-Prieto, 2013). Ambos os cenarios explicariam, com isso,
a maior frequéncia de lesdes vista no nucleo da linhagem Rad51 -/-, quando comparada a
linhagem selvagem, durante o ponto de 10 horas apds exposi¢ao ao MMS. A auséncia de Rad51,
na forma sanguicola do parasito, também afetou o reparo do kDNA, apds exposicdo a MMS.
Embora ndo haja nenhuma evidéncia sobre a localizagdo de Rad51 na mitocdndria do T brucei,
mesmo apds a exposicao do parasito a agentes genotdxicos, essa possibilidade ainda ndo pode
ser descartada. A localizagdo de Rad51 entre os tripanossomatideos ¢ variavel. Em 7. brucei,
ndo ha sinal de marca¢do da proteina por microscopia de fluorescéncia, em parasitos nao
tratados. Apds tratamento com agentes radiomiméticos, ocorre a formagao de foci nucleares
desta proteina (Hartley & McCulloch, 2008, Trenaman et al. , 2012). Em L. infantum, a Rad51
¢ enderecada para o ntcleo, de maneira dependente de BRCA2, mesmo na auséncia de danos
no DNA (Genois et al., 2012). J& em T. cruzi, Rad51 encontra-se espalhada pelo corpo do
parasito e acumula-se no nticleo, ap6s a indug@o de quebras duplas no DNA (Passos-Silva, Tese
de Doutorado). Nenhum desses trabalhos, entretanto, exclui a possibilidade de que pequenas
quantidades de Rad51 possam estar na mitocondria desses parasitos, tanto na auséncia de dano,
quanto apds a exposicdo a outros agentes genotdxicos ndo-radiomiméticos. Apesar do papel de
Rad51 durante a recombinagdo homoéloga no nucleo de células eucariotas ser muito bem
caracterizado, a presenca dessa proteina, bem como a atuacdo dessa via, foram descritas apenas

recentemente na mitocondria de células humanas (Sage et al., 2010).
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O formato da curva de cinética de reparo da cepa Rad51-/-, apds dano induzido por
MMS no nucleo do parasito, esta condizente com o perfil de crescimento dessa linhagem, apds
exposicao a esse agente, uma vez que a auséncia de Rad51-/- ndo interfere na primeira etapa do
reparo, nem na percentagem de morte, ocorrida logo nas primeiras horas. Entretanto, a
permanéncia das lesdes, apos o ponto 8-10 horas, corresponde a incapacidade dessa cepa em

retomar o crescimento nos dias subsequentes.

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho sugerem que o 7. brucei apresenta
diferengas, durante o seu ciclo de vida, na maneira como ele administra a resposta a danos no
DNA. De modo geral, a forma sanguicola do parasito apresenta maior eficiéncia de reparo de
DNA, em relagdo a forma prociclica. Além disso, todos os tratamentos empregados induzem
morte nesta primeira forma do parasito, mas ndo necessariamente naquela ultima. Varios
mecanismos da biologia celular e molecular, que variam ao longo do ciclo de vida do parasito,
poderiam estar envolvidos na regulacdo diferencial da resposta a danos no DNA, entre as formas
sanguicola e prociclica do 7. brucei. Entre eles, citaremos alguns mecanismos que apresentam
diferencas substanciais entre as formas do 7. brucei, e que em outros organismos, estdo

associados a modulagdo da DDR.

A base J, exclusiva de tripanossomatideos e de alguns grupos relacionados, ocorre
apenas na forma sanguicola, mas nao na forma prociclica do 7. brucei (Borst & Sabatini, 2008).
O intermediario metabolico da base J, a 5- hidroximetiluracila, é reconhecido como lesao no
genoma de outros organismos. O uso de 5- hidroximetiluracila, como intermediario na sintese
de base J, poderia estar associado a perda de homoélogos funcionais para a glicosilase TDG, e
cosenquentemente, a deficiéncia de reparo de eteno-citosina em tripanossomatideos, uma lesdo
altamente mutagénica (Ulbert et al., 2004). A auséncia de base J em uma das fases do ciclo de
vida ¢ uma caracteristica exclusiva de 7. brucei, ndo sendo observada em 7. cruzi e Leishmania
spp, € que nos leva a especular se tal caracteristica estaria em funcdo de alguma modificagao

no funcionamento do BER, ao longo do ciclo de vida deste parasito.
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O metabolismo energético da forma sanguicola ¢ centrado na via glicolitica, que ocorre
dentro dos glicossomos, enquanto que no prociclico, a fosforilagdo oxidativa € a principal via
de obtencdo de energia. Além disso, a expressdo de peroxidases na forma associada ao
hospedeiro vertebrado ¢ maior, quando comparada a expressao na forma prociclica (Comini et
al., 2007). Isso traria uma vantagem citoprotetora a forma sanguicola, quando comparada a
forma prociclica, j& que a primeira estaria menos exposta ao efeito toxico das espécies reativas
do oxigénio e nitrogénio, derivadas do metabolismo oxidativo, que induzem danos no DNA
(Rocha et al., 2012). A menor quantidade de lesdes geradas pelo estresse oxidativo, na forma
sanguicola, poderia, dessa forma, estar associada a otimizacdo do reparo de DNA, ou a maior

eficiéncia de remogao das lesdes, observados nesta forma do parasito.

Na forma sanguicola, a expressdo de HSPs (heat shock proteins) € de 25 a 100 vezes
maior, quando comparada a expressdo na forma prociclica. A maior expressdo de HSPs, nas
formas associadas ao hospedeiro vertebrado, poderia implicar em adaptagdo a diferenca de
temperatura, entre os hospedeiros vertebrado (37° C) e invertebrado (28° C) (Van der Ploeg et
al., 1985). A inducdo da expressdo de HSPs esta associada, em células de mamiferos, a
resisténcia a drogas quimioterdpicas e irradiagdo gama, sobretudo devido a ativagdo de
mecanismos anti-apoptoticos (Calderwood et al., 2006). Embora a forma do 7. brucei, cuja
expressao de HSPs estd aumentada, seja exatamente a forma mais sensivel a agentes
genotoxicos, a correlacdo entre essa familia de proteinas e a DDR em tripanossomatideos seria

um topico para investigacdes futuras.

O controle do ciclo celular ¢ regulado diferencialmente entre as formas do parasito,
visto que apenas no prociclico ha perda do checkpoint entre mitose e citocinese. Mesmo que a
mitose seja bloqueada, o prociclico prossegue com a cinetocinese, originando células
anucleadas, ou zodides (Hammarton, 2007). Tais mecanismos de controle do ciclo celular,
diferencialmente regulados nas formas sanguicola e prociclica do 7. brucei, poderiam explicar
as diferengas de parada de crescimento e indugdo de morte nestas formas do parasito, apds a

inducdo de estresse genotoxico.
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A diferenca da resposta a danos no DNA entre as formas do 7. brucei também poderia
ser um reflexo da estratégia de sobrevivéncia, que este parasito possui para evadir o sistema
imunoldgico adquirido do hospedeiro vertebrado, ou seja, 0 mecanismo de troca de VSGs. Esse
mecanismo ¢ adapatado para que o parasito recolonize o hospedeiro, desde que ocorra a
sobrevivéncia de pelo menos uma célula. Com isso, especulamos que a forma sanguicola do 7.
brucei tenha evoluido para duplicar o seu genoma com o minimo controle sobre a replicacao,
reprimindo mecanismos celulares que bloqueiem o crescimento. Isso seria potencialmente
deletério, pois implicaria em grande instabilidade gendmica, dependente de danos no DNA, a
menos que os sistemas de reparo permanecessem exacerbadamente ativados. J4 a forma
prociclica, presente no hospedeiro invertebrado, que ¢ desprovido de imunidade adquirida,
manteria o perfil classico de DDR, ativando o checkpoint dependente de danos no DNA, até

que o reparo fosse concluido.

A andlise comparativa da resposta a danos no DNA, entre diferentes formas do ciclo de
vida de 7. brucei, realizada nesta parte do trabalho, abre uma importante discussdo sobre como
as vias do metabolismo de DNA poderiam estar adapatadas, nestes organismos, para o modo de
vida parasitario. O estudo dessas vias, em tripanossomatideos, possui grande importancia para
o entendimento da evolugdo dos sistemas empregados pelos seres vivos na manutengdo da
estabilidade gendmica, ja que este grupo representa um ramo altamente divergente dos
principais eucariotos modelo. Além disso, a caracterizagdo das vias de metabolismo de DNA,
encontradas nestes organismos causadores de doengas em humanos e animais, possibilitaria a

descoberta de novos meios de combate as doengas causadas por eles.
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1.6 Perspectivas

Identificar as proteinas chave, que estdo regulando diferencialmente a resposta a danos
no DNA, nas diferentes formas do 7. brucei. Para isso, fariamos o silenciamento de genes chave
das principais vias de reparo pré-replicacional (TbXPG para o TC-NER, DNA polimerase beta
para o BER) e das vias de sinalizacdo apos o dano no DNA (ATM, ATR, CHK1, CHK?2), tanto
na forma prociclica, quanto na forma sanguicola, avaliando o crescimento e a frequéncia de

lesdes, em cada uma destas linhagens geradas, na presenga e auséncia de agentes genotdxicos.

Avaliar se nas culturas que apresentam parada do crescimento, apds tratamento com

agentes genotdxicos, ha atraso em alguma fase do ciclo celular.

Avaliar se ha alguma evidéncia de morte celular programada (exposi¢do de
fosfotidilserina, perda do potencial de membrana mitocondrial, fragmentagdo do DNA

gendmico), em ambas as formas do parasito, apds a exposicao aos agentes genotoxicos.
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Capitulo 2: Caracterizacao do NER em 7. brucei: especializacio do
reparo acoplado a transcricio em fun¢io da transcricio

multigénica

2.1 Introducao

A via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) ¢ responsavel por remover uma
ampla variedade de lesdes no DNA, incluindo adutos volumosos covalentemente ligados ao
DNA e outras formas de dano que distor¢am a estrutura da dupla hélice (Naegeli & Sugasawa,
2011). Defeitos do NER em humanos estdo associados a sindrome de alta propensao ao cancer,
Xeroderma Pigmentosum (XP) e a sindromes que comprometem o desenvolvimento, Sindrome
de Cockayne (CS) e Tricotiodistrofia (TTD) (Emmert et al., 2009, Vermeulen et al., 2001,
Lehmann, 2001, Cameroni et al., 2010). O NER ¢ constituido por duas sub-vias: reparo por
excisdo de nucleotideos no genoma global (GG-NER), que detecta lesdes distribuidas em todo
o genoma, e reparo acoplado a transcricao (TC-NER), que reconhece lesdes capazes de bloquear
a RNA polimerase em genes transcricionalmente ativos (Naegeli & Sugasawa, 2011) (Figura

2.1).

Durante o GG-NER em humanos, a proteina XPC, juntamente com as proteinas RAD23
e centrina-2 (Araujo et al., 2000, Mu et al., 1995, Araki et al., 2001, Nishi et al., 2005),
reconhecem segmentos de fita simples de DNA associados a lesdes que distorcem a estrutura

da dupla hélice (Min & Pavletich, 2007).
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Figura 2.1: Provavel sequéncia de eventos do TC-NER e GG-NER em mamiferos. As lesdes sdo
inicialmente reconhecidas tanto pelo bloqueio da RNA polimerase, no caso do TC-NER; quanto pela
ligacdo da proteina DDB2 (XPE). Essa proteina forma um dimero, com a proteina DDB1, conhecido
como complexo DDB. A deteccdo de lesdes no DNA, durante 0 GG-NER, pode ocorrer com ou sem a
participagdo do complexo XPC, RAD23B e centrina-2. Apoés a etapa de reconhecimento, as subvias do
NER convergem para o recrutamento de TFIIH, contendo as helicases XPB e XPD e endonuclease XPG.
RPA e XPA estabilizam a bolha entdo formada, ao protegerem o trecho de DNA fita simples. O dimero
XPF-ERCCI cataliza a incisao a 5’ da lesdo, enquanto que a XPG promove a incisao a 3°. RFC auxilia
no recrutamento do PCNA, promovendo a acomodagao das DNA polimerases 0, € e/ou k, que executarao
o reparo replicativo. Na etapa final, a ligagdo do DNA ¢ realizada pela ligase I ou ligase III. Modificado
de Hanawalt & Spivak, 2008.
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O recrutamento de XPC aos sitios de lesdo pode ser auxiliado pelo dimero UV-DDB,
composto pelas proteinas DDB1 e DDB2 (ou XPE), sendo que esta ultima reconhece
especificamente lesdes induzidas por UV (Chu & Chang, 1988, Feldberg & Grossman, 1976).
Apobs o reconhecimento da lesdo por XPC e UV-DDB, ocorre a associagdo do fator de
transcrigdo TFIIH ao local do dano no DNA. O fator de transcrigdo TFIIH ¢ um complexo
composto por dez diferentes proteinas, dividido em dois sub-complexos: o cerne, contendo as
helicases XPB e XPD, além de mais cinco outras proteinas associadas (p62, p52, p44, p34 ¢
p8/TTD-A); e o CAK, complexo ativador de cinase (Compe & Egly, 2012). TFIIH ¢ entao
recrutado pela interagdo de XPC com as proteinas XPB e p62, iniciando o processo de excisdo
pela abertura da dupla hélice em torno do sitio de dano. Tanto XPB, quanto XPD, atuam nesse
processo, em que XPD ¢ crucial para a atividade de helicase e XPB promove a hidrélise de ATP
(Oksenych & Coin, 2009). Apo6s a separacao das fitas do DNA, ocorre a associagdo de RPA,
para assegurar a estabilizacdo da bolha. XPA ¢ também recrutada com o proposito de estabilizar
o complexo TFIIH-XPC e promover a liberacdo do sub-complexo CAK, o que coincide com a
chegada das endonucleases XPF/ERCC1 e XPG, que realizarao, respectivamente, incisdes a 5’
e a 3’ da lesdo, levando a remogao do oligonucleotideo contendo a lesdo. O corte a 3’ da lesdo
ocorre apos o recrutamento de RFC (Replication Factor C) e PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen), que coordenardo o acesso da maquinaria de replicacdo ao sitio de reparo. O
preenchimento do espago deixado pela saida do oligonucleotideo contendo a lesdo ¢ realizado
pelas DNA polimerases delta (Pold) e kappa (Polk), em células quiescentes, e pela DNA
polimerase épsilon (Polg), nas células em divisdo (Ogi et al., 2010). Apoés a acdo das DNA
polimerases, as quebras remanescentes sao seladas pelas DNA ligases I e III, respectivamente,

em células em divisdo e nas células quiescentes (Fagbemi et al., 2011).

O TC-NER difere do GG-NER durante o passo de reconhecimento da lesdo no DNA, o
qual ¢ realizado através da identificacdo, em genes transcricionalmente ativos no genoma, da
parada da RNA polimerase no sitio da lesdo. O bloqueio da RNA polimerase II, e talvez da
RNA Polimerase I, pela lesdo no DNA aumenta a sua afinidade com a proteina CSB (Cockayne
syndrome type B), uma SNF2 ATPase, que possivelmente atua como a proteina Mfd bacteriana
ao estimular a translocagdo da RNA polimerase ao longo da fita de DNA, permitindo com que

o complexo TFIIH tenha acesso ao local do dano (Hanawalt & Spivak, 2008). A partir desse
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passo, as sub-vias TC-NER e GG-NER convergem para a mesma via bioquimica. No caso do
TC-NER, a transcri¢do pode ser abortada, caso a RNA polimerase se desligue da fita molde, ou
pode retornar, caso o complexo enzima-substrato mantenha-se estavel, o que pode requerer a
acao de CSA, que provavelmente possui acdo antagonica a CSB (Hanawalt & Spivak, 2008). A
interacdo de XPG com CSB e a RNA polimerase II também poderia permitir com que o NER
ocorra sem a liberagdo da RNA polimerase (Sarker et al., 2005). Entretanto, caso ndo ocorra a
remocao das lesdes pelo NER, a RNA polimerase pode inserir nucleotideos frente as lesdes e
estender além do sitio da lesdo de forma propensa a erros. Tal processo ¢ descrito como
mutagénese transcricional (TM), em que a transcri¢do através da fita molde danificada levaria
a formacgdo de transcritos contendo mutagdes. Embora a produgdo de transcritos contendo
mutagdes possa ser toxico para a célula, este processo regata as células da morte, uma vez que
a parada da RNA polimerase ¢ um forte sinal para a apoptose (Saxowsky & Doetsch, 2006,
Bregeon & Doetsch, 2011).

A via de NER ¢ amplamente conservada nos tripanossomatideos, embora o
sequenciamento do genoma desses parasitos tenha revelado pequenas diferencas em relacdo a
outros organismos onde esta via ¢ bem caracterizada. Por exemplo, ao compararmos a via de
NER dos tripanossomatideos com a de outros organismos, observamos a auséncia de ortélogos
para as proteinas XPA, CSA e DDB2, sendo que esta ltima constitui a subunidade menor do
dimero UV-DDB (Ivens et al., 2005, El-Sayed et al., 2005, Berriman et al., 2005). Além disso,
¢ possivel identificar duas proteinas similares a XPB, nomeadas como XPB e XPBz (Lecordier
et al., 2007). Outra diferenca perceptivel ¢ a auséncia do complexo CAK em TFIIH, que em
tripanossomatideos esta associado a duas proteinas exclusivas desse grupo, denominadas TSP1
e TSP2 (Lee et al., 2009). As implicagdes dessas alteracdes para o funcionamento do NER em
tripanossomatideos ainda sdo desconhecidas, visto que a dissociagdo de CAK do complexo
TFIIH ¢ um passo critico para o recrutamento de XPF-ERCC1 e XPG ao sitio da lesdo (Coin et
al., 2008, Svejstrup et al., 1995). O NER em tripanossomatideos deve operar em um cenario
muito particular em relagdo ao que acontece nos demais eucariotos, uma vez que a maior parte
de seus genes, que codificam para proteinas, esta organizada em unidades policistronicas, as
quais ndo apresentam sequencias tipicas de promotores reconhecidos pela RNA polimerase II.

Tais unidades, ao serem transcritas pela RNA pol II, geram um unico transcrito primario
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multigénico, que originarda mRNAs maduros, através do processo de trans-splicing (Daniels et
al., 2010, Teixeira et al., 2012) (Figura 2.2). Em consequéncia da auséncia de promotores para
RNA pol 11, a transcri¢do desses policistrons ocorre de forma constitutiva ao longo de todo o
genoma (Siegel et al., 2009). Esse modo de expressao génica parece ser Unico entre protozodarios
da familia Trypanosomatidae. No caso dos genes codificadores das proteinas variantes de
superficie (VSGs), presentes no genoma do 7. brucei, essa unidade de transcrigdo
poliscistronica ¢ ainda mais peculiar, pelo fato de ser transcrita pela RNA polimerase I, que

transcreve somente genes codificadores de rRNAs nos demais eucariotos (Teixeira et al., 2012).
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Figura 2.2: Organizagdo dos genes nos genomas dos TriTryps. a-) Distribuicdo de oito unidades de
transcrigdo policistronica (setas azuis: fita senso e setas vermelhas: fita anti-senso) em uma regido de
0,8 Mb do cromossomo 5 do T. brucei. b-) Visao detalhada de um trecho de cerca de 30 kb, localizado
dentro da regido representada em a-), destacando a sintenia génica entre os genomas de diferentes
tripanossomatideos (setas azuis e vermelhas correspondem, respectivamente, as ORFs das fitas senso e
anti-senso). Modificado de Teixeira et al., 2012.
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Esta aparente perda de controle pré-transcricional ¢ uUnica, considerando-se que a
presenca de um promotor para cada gene, com niveis variados de ativagdo desses promotores
que, consequentemente, implicam em diferentes taxas de transcricdo de cada gene, constituem
o padrao de controle da expressdo génica mais comum entre os eucariotos. As consequéncias
dessa forma de organizacdo gé€nica para a manuten¢do da integridade gendmica sdo pouco
compreendidas, visto que colisdes entre as maquinarias de replica¢do e transcricdo, em genes
transcritos durante a fase S do ciclo celular, estdo associadas com instabilidade cromossomica.
Foi visto em bactérias e humanos, por exemplo, que a replicacdo e a transcri¢do evoluiram, em
genes altamente expressos, de modo a ocorrem na mesma dire¢cdo (Kim & Jinks-Robertson,
2012). Entretanto, em 7. brucei, foi demonstrado que as maquinarias de replicagao e transcri¢ao
atuam em sentidos contrarios, diminuindo a eficiéncia de ambos os processos, 0 que
consequentemente, aumenta o custo energético para a manuten¢do do genoma (Tiengwe et al.,

2012).

Neste capitulo, abordaremos como a organizacdo gendmica peculiar dos
tripanossomatideos influencia no funcionamento do NER. A principio, poderia ser predito que
a passagem da RNA polimerase pelos genes distais do inicio de uma unidade transcricional
multigénica possuiria maior probabilidade de se deparar com lesdes no DNA, quando
comparada a passagem realizada em genes localizados em regides proximais, ou em regides de
troca de fitas entre duas unidades transcricionais multigénicas distintas. Corroborando com essa
hipotese, foi observado que, ap6s o tratamento com UV, a transcricdo de genes de VSGs que
estavam posicionados na regido mais distante do promotor de RNA polimerase I foi mais inibida
do que a transcri¢do de ESAGs (Expression Site Associated Genes), localizados na mesma
unidade de transcri¢do policistronica, porém situados mais proximos ao promotor (Johnson et
al., 1987, Coquelet et al., 1989). Esse mesmo efeito também foi observado em genes transcritos
pela RNA polimerase 11, situados em unidades de transcricdo multigénicas, apds a exposicao a
radiagdo UV (Martinez-Calvillo et al., 2004, Martinez-Calvillo et al., 2003). Em condicdes
normais, ou na auséncia de irradiagdo com UV, os niveis de mRNA dos genes de uma mesma
unidade de transcri¢do multigénica ndo sdo afetados pela distancia de cada gene em relagdo ao
promotor (Poon et al., 2012, Morgante et al., 2005). Com base nessas observagoes, pretendemos

nesta parte do trabalho determinar se, e como, o NER poderia contribuir para a manutencdo da
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expressdo e funcdo de genes organizados em estruturas transcricionais policistronicas. Para
responder a essa questdo, utilizamos a estratégia de silenciamento, por RNAi, dos principais
genes do NER, expressos na forma sanguicola do 7. brucei, e analisamos o impacto desse
silenciamento, tanto na presenca, quanto na auséncia de agentes genotoxicos, na sobrevivéncia
dos parasitos e na abundancia de mRNAs derivados de uma unidade policistronica transcrita
pela RNA polimerase II. Além disso, avaliamos a cinética de reparo em células expostas a UV

e cisplatina, agentes que causam lesdes que, na maioria dos eucariotos, sdo reparadas pelo NER.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Caracterizag¢ao funcional do NER em Trypanosoma brucei.

2.2.2 Objetivos especificos

Analisar o fenotipo de linhagens da forma sanguicola do 7. brucei, por meio de ensaios
de sobrevivéncia, apos exposi¢ao a agentes genotdxicos, com concomitante silenciamento, por
RNAI, dos genes que codificam para os principais componentes da via de NER (TbXPC,
TbXPE, TbXPB, TbXPBz, TbXPD, TbXPF, TbXPG, TbERCCI1 ¢ TbCSB).

Analise do perfil de expressdao génica nas linhagens do parasito silenciadas para os
principais componentes da via de NER (TbXPC, TbXPE, TbXPB, TbXPBz, TbXPD, TbXPF,
TbXPG, TbERCCI1 e TbCSB), na presenga e auséncia de danos no DNA.
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2.3 Material e Métodos

2.3.1 Cultivo dos parasitos

A forma sanguicola do 7. brucei, cepa Lister 427, foi cultivada conforme descrito no

capitulo anterior.

2.3.2 RNAi

Os iniciadores utilizados nas constru¢des do RNAi foram desenhados de modo a
amplificarem um trecho da sequéncia alvo, selecionado pelo programa disponivel no endereco
(http://trypanofan.path.cam.ac.uk /software/RNAit.html). A cada iniciador foward e reverse,
foram adicionados, respectivamente, os sitios de recombinacdo Attbl e Attb2. As sequéncias
dos iniciadores, utilizados para amplificar os cassetes de RNAI, estdo na Tabela 1. Todos os
iniciadores foram comprados da empresa Eurofins MWG Operon (www.eurofinsdna.com). Os
produtos de PCR flanqueados pelos sitios Attb1 e Attb2 foram utilizados em uma tnica reagao,
permitindo com que os mesmos fossem inseridos em dire¢cdes opostas no vetor pGL2084
(Figura 2.3), uma versio modificada do vetor pRPa'*!, desenvolvida por Alsford e Horn em 2008
(Alsford & Horn, 2008). Desse modo, obtivemos as construgdes necessarias para a geracao de
estruturas em grampo (stem-loop), que promoverdo a indu¢cdo do RNAI. Para a mistura de PCR,
utilizamos tampao Phusion 1x, 0,2 mM de dNTPs, 50 ng de DNA genomico de 7. brucei, 2 uM
de cada iniciador ¢ 20 u mL-1 de enzima Phusion (Invitrogen). O programa para as reagoes de
PCR consistiu na incubagdo da reagdo por 3 minutos a 98°C, seguidos de 30 ciclos de 98°C /

30 seg, 60°C /30 seg e 72°C /30 seg e 10 min a 72°C.
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Figura 2.3: O vetor pGL2084. O amplicon gerado por PCR e flanqueado pelos sitios de reconhecimento
Attb]l e Attb2 da BP clonase ¢ recombinado em dire¢des opostas, de modo a gerar as fitas senso e anti-
senso do cassette de RNAI, induzivel por tetraciclina. Os sitios de restricdo acima indicados podem ser
usados para a confirmagao da inser¢do correta dos produtos de PCR e para a linearizagdo do vetor, antes
da transfecgdo. 150 pb stuffer: fragmento de 150 pb do gene lac Z, correspondente a regido espagadora;
Tet operator: operador do operon Tet; RRNA promoter: promotor de RNA ribossdmico; ccdB: gene
letal para a cepa de E. coli, que foi utilizada durante a transformagdo dos produtos de reacao da BP

clonase. Modificado de Jones (dados nao publicados).
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Para a reacdo de montagem do vetor de RNAi foram utilizados > 10 ng de produto de
PCR, 150 ng do vetor pGL2084, 0,25uL da mistura da enzima BP Clonase™ (Invitrogen), Tris-
HCl a 3,75 mM e EDTA a 375 uM (pH 8,0). A mistura de reacdo foi incubada a temperatura
ambiente por 1 hora. Para transformar bactérias E. coli DH5a de maxima eficiéncia (Invitrogen
Cat. No. 18258-012) foi utilizado 1 uL da mistura de reagdo da BP clonase. Os clones entdo
obtidos foram cultivados a 37°C, por 12-16 horas, em meio LB suplementado com ampicilina
a 100 png mL-1. As contrugdes do RNAi foram isoladas pelo kit Qiagen QIAprep Spin. Para
testar se os plasmideos gerados estavam corretos, realizamos dupla digestdo com as enzimas de
restricdo BamHI and Xbal e digestdes simples com Stul ou Clal. A correta montagem do vetor
pelo processo de recombinacdo produzira um plasmideo que, ao ser digerido com BamHI e
Xbal, liberard um fragmento de 1600 pares de bases, ou alternativamente, ao ser digerido Stul
ou Clal, liberara fragmentos de aproximadamente 600 pares de bases. As construgdes foram
linearizadas pela digestdo com Ascl e 5 pg do plasmideo linearizado foram utilizados para
transfectar a linhagem 2T1 da forma sanguicola do 7. brucei (Alsford & Horn, 2008). Para a
transfec¢do, cerca de 1x107 células foram centrifugadas por 10 min a 1500 g. Apds o meio ser
removido os parasitos foram ressuspendidos em 100 puL de tampao Amaxa Nucleofector T-cell
e transferidos para uma cubeta, juntamente com 10 pL (5 pg) do DNA linearizado. A
eletroporacdo foi realizada utilizando-se o programa X-001 da maquina Nucleofector 11. Os
parasitos foram entdo transferidos para 30 mL de meio HMI-9 sem as drogas de selegdo e
diluidos 1:20 e 1:40 e, ap6s 6 horas, as drogas de selecdo higromicina a 2,5 pg.mL-1 e
fleomicina a 0,5 pg.mL-1 foram adicionadas. Apos sete dias, os clones resistentes foram
selecionados. Para testarmos se o cassete para induzir o RNAi foi corretamente integrado no

genoma do parasito, avaliamos a sensibilidade a puromicina.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados na producdo das contrugcoes do RNAi e na quantificagdo dos

niveis de mRNA
Iniciador Funcao

XPBrai_F Producédo de RNAi para
silenciamento do gene TbXPB

XPBrnai R Producao de RNAI para
silenciamento do gene TbXPB

XPBzrnai F Produgdo de RNAI para
silenciamento do gene TbXPBz

XPBzrnai R Producao de RNAI para
silenciamento do gene TbXPBz

XPCrnai_F Producédo de RNAi para
silenciamento do gene TbXPC

XPCrnai R Producao de RNAI para
silenciamento do gene TbXPC

XPDrnai_F Produgdo de RNAI para
silenciamento do gene TbXPD

XPDrnai_R Producao de RNAI para
silenciamento do gene TbXPD

XPErai_F Producédo de RNAi para
silenciamento do gene TbXPE
(TbDDB)

XPErnai R Producao de RNAI para
silenciamento do gene TbXPE
(TbDDB)

XPFrnai_F Produgdo de RNAI para
silenciamento do gene TbXPF

XPFrnai R Producdo de RNAi para
silenciamento do gene TbXPF

ERCClrnai_F Produgdo de RNAI para
silenciamento do gene TbERCCI1

ERCClrnai R Producao de RNAI para
silenciamento do gene TbERCC1

XPGrnai_F Produgdo de RNAI para

silenciamento do gene TbXPG

Sequéncia

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
AGCCACTGTTAAGAAGCGGA

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
CTCCACTCGAGCAAGGAAAC

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
ACCGACGCTTGGTTTTACAC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
GCCTACTAACCTTTGCAGCG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
CCTTGTTGGGTAACCGCTAA

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
CGCCCACAGAAAAGGTGTAT

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
TGACGGAGCTCAAGAAAGGT

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
ACCTTTAGCGCCTTCCTAGC

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
ATGCACCAGGGTAGTTTTGC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TTCTAGAGTCGGCCAAGCAT

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GAATGGGAGCGATGGACTAA

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
CCACTAAACGAACGGCATTIT

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
TGTGTTGTGCTTCTTCTCCG

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TCATAAATGCAGCGAAGTGC

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
ACCTGGTGAAAGTGTGGAGG




XPGrnai R

CSBrnai_F

CSBrnai R

XPCrnaq F

XPCrnaqg R

XPEFrnaq F

XPERraq R

XPBzrnaq F

XPBzrnaq R

XPBrnaq F

XPBrnaq R

XPDrnaq F

XPDrnaq R

XPGrnaq F

XPGrnaq R

XPFrnaq F

XPFrnaq R

ERCClrnaq F

Producdo de RNAi para
silenciamento do gene TbXPG

Producédo de RNAi para
silenciamento do gene TbCSB

Producdo de RNAi para
silenciamento do gene TbCSB

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbXPC por gqRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPC por gqRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbXPE (TbDDB) por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPE (TbDDB) por qRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbXPBz por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPBz por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPB por gqRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPB por gqRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbXPD por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPD por qRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbXPG por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPG por qRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbXPF por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbXPF por qRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbERCCI por qRT-PCR

104

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
AACCTCCCGAGTTCGTTTTIT

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
ACCGGAGAAATACGAACGTG

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
CTGTTACTGCGCATCGAAAA

GAAGTCGCTGCAGCCAAGA

GCGTCAGCGAAGTCATCAAG

GAATTGATTTCCGTGACGTTTCT

CGGCGACCGCATTITC

TAACGTTAACATTGCGTTGAAGTCT

GCGTCAACAGCAGCGATCT

AGTTGGTGGAGGGCAATCC

AGCAAGCGGTCCACAACAG

GACTGACCAGCGTTGTGTGTACTT

CGGGCGGAGATCAAAGC

CCAGCGCCGTCAACCA

AAGTCGTCGTTGAGCAGAATCA

TCCCGACTGGACCCCTTATC

GGGTTGACCTCCGGAACAG

CGGAACTGCCGGGTTTC



ERCClrnaq R

CSBrnaq F

CSBrnaq R

HIPBlrmaq F

HIPBlmaq R

MANB2rnaq F

MANB2rnaq R

TCPB3rnaq F

TCPB3rnaq R

HIP2B4rnaq F

HIP2B4rnaq R

ACTAlmaq F

ACTAlrmaq R

DNATA3rnaq F

DNATA3rnaq R

HIP3A4rnaq F

HIP3A4rnaq R

HIP4ASrnaq F

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbERCCI por qRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TbCSB por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TbCSB por qRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
HIPBI1 por gqRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
HIPB1 por gqRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
MANB?2 por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
MANB?2 por gqRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
TCPB3 por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
TCPB3 por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
HIP2B4 por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
HIP2B4 por qRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
ACTAT1 por gqRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
ACTAI1 por gqRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
DNATA3 por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
DNATA3 por qRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
HIP3A4 por gqRT-PCR

Avaliacao dos niveis de mRNA de
HIP3A4 por gqRT-PCR

Avaliacdo dos niveis de mRNA de
HIP4A5 por gqRT-PCR

105

CGTTAAGTACGGCGTGAAGTCTT

GAGCACTGCCGGTTGCTT

TGCCCCTCGTCAAGAATAACA

ACGCTGCAAATTATGCTTTACG

GGCACGTCTATCTCCAAAGAAAA

CGGCTCGCTGTGGATCTT

CCCAGTGGGCGTGTCAA

GACCTCGCGGCTCACTTC

CTTACGCAAACGGCGAATG

GCACAGGCGGGAAACG

ATCCCCATGTCGGCAGAA

CGGCTCGTGGGCTTTAAAG

ACGCCGCCGTAAGTTCTG

CGTGAGGAGTTGCCACAGAA

TACGGCACCCACTCCTGAA

GTTGAGCGAATGTGCATGCT

CGCGCCGAAGTGTAAAGC

CGTTGAAGACCGCGCAGTA
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Avaliagao dos niveis de mRNA de

HIP4AS5rnaq R HIP4AS por qRT-PCR GAGGCGCAGTTCAAGCATCT

GPI8rmaq F Avalia¢do dos niveis de mRNA de TCTGAACCCGCGCACTTC
GPI8 por qRT-PCR

GPI8rnaq R Avalia¢do dos niveis de mRNA de CCACTCACGGACTGCGTTT

GPI8 por qRT-PCR

Todos os nomes dos iniciadores contém o nome do gene alvo (exceto XPE, que refere-
se a DDB). A marca “rnai” ¢ designada para os iniciadores utilizados para a produgdo das
contru¢des do RNAI, enquanto que a marca “rnaq” € para todos os iniciadores utilizados durante
as analises de quantificacdio de mRNA. “ F” e “ R” denotam forward e reverse,
respectivamente. Os sitios de reconhecimento da BP clonase Attbl, presente nos iniciadores
foward para o RNAI, e Attb2, presente nos iniciadores reverse para o RNAI, encontram-se

sublinhados.
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2.3.3 PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A validacdo do efeito do RNAi nos mRNAs dos genes do NER foi realizada por PCR
quantitativa em tempo real (QRT-PCR). Para tal, foi realizada uma mistura equivalente a 30
reacdes, sendo que cada reagdo individual continha 12,5 ml de SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems); 1 ml de cada iniciador, cujo estoque estava a 300 nM; 9,5 ml de ddH->O
e 1 ml de cDNA, gerado pelo sistema SuperScript, de sintese da primeira fita por RT-PCR
(Invitrogen), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. As rea¢des foram realizadas no
ABI Prism 7000 thermocycler e os niveis de mRNA foram quantificados de acordo com as
instrugdes do fabricante. As condi¢des para todas as reagdes foram de 50° C por 2 min, 95° C
por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95° C por 15 s e 60° C por 1 min. Os iniciadores GPI8
foram usados como controle normalizador de expressao enddgena. Os pares de iniciadores para
cada gene do NER analisado estdo também disponiveis na Tabela 1. Os niveis de mRNA dos
genes contidos no segmento policistronico estudado também foram determinados por qRT-PCR
(para detalhes das sequéncias dos iniciadores, ver Tabela 1). Todos os iniciadores foram
comprados da Eurofins MWG Operon. Utilizamos o teste t ndo pareado durante as andlises
estatisticas empregadas nas comparacdes dos niveis de mRNA entre as linhagens cujo RNAi
foi induzido, em relagdes as linhadas controles, cujo RNAi ndo foi induzido. O teste ordinary
one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey foi empregado nas comparagdes dos niveis de
mRNA apos 24-48 horas de indu¢do do RNAI para os genes TbXPF, ThbERCC1 e TbCSB. Para
as analises de abundancia de mRNA, ap6s indu¢ao de RNAi e de dano no DNA, utilizamos o
teste Two-Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas pelo programa GraphPad Prism.

2.3.4 Tratamento das linhagens silenciadas para os genes do NER com

agentes genotoxicos
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O antibiotico tetraciclina era adicionado as culturas dos parasitos, a 1x10° células mL™!,
de modo a atingir a concentracao final de 1pg.mL-1. Apds 24 horas, as células eram expostas
aos agentes genotoxicos. Para a curva de sobrevivéncia a cisplatina, os parasitos eram tratados
com 1, 2 or 5 uM de cisplatina (Sigma). Ja na curva de sobrevivéncia a UV, os parasitos
receberam doses de 500, 1500 e 3000 J/m? de UVC utilizando-se a fonte Stratalinker® UV
Crosslinker (Stratagene). Para a curva de ciclofosfamida (Sigma), os parasitos eram cultivados
na presenca de 1-10 mM dessa droga. Em seguida, as células eram contadas em camara
citométrica, 24 horas apoOs a exposi¢do aos agentes genotoxicos, € a taxa de sobrevivéncia foi
calculada pela proporcao de células sobreviventes nos grupos tratados, em relagdo aos controles

ndo tratados.

2.3.5 Modelagem comparativa e analise in silico de interagdes proteina-DNA

A estrutura da TbXPC foi gerada por modelagem comparativa. A procura por estruturas
molde candidatas foi realizada pelo algoritimo BLAST no banco de dados PDB (Westbrook et
al., 2003). O molde utilizado para modelagem foi a proteina Rad4 (homologo de XPC em
Saccharomyces cerevisae) (Min & Pavletich, 2007). Devido a auséncia de moldes estruturais,
o modelo da proteina TbXPC foi baseado apenas nos dominios Rad4-family e B-hairpin da
proteina Rad4, correspondendo as posi¢des 400-700 da sequéncia completa de aminoacidos. Os
alinhamentos da TbXPC com o seu molde estrutural foi gerado pelo algoritmo Promals 3D (Pei
et al.,, 2008) e manualmente curado. A modelagem molecular foi realizada pelo programa
Modeller (version 9.7; (Eswar et al., 2007)), o qual gerou centenas de possiveis estruturas. A
validag@o dos modelos obtidos em relagdo a qualidade estéreo-quimica foi realizada pela andlise
dos diagramas de Ramachandran gerados pelo programa Procheck (versdo 3.5.4; (Morris et al.,
1992)), sendo que as caracteristicas energéticas foram subsequentemente avaliadas através do
ProSA (ProSa 2003; (Wiederstein & Sippl, 2007)). Para tal, comandos em Per/ foram
elaborados e usados para calcularmos a porcentagem de residuos nas regides mais favorecidas
do diagrama de Ramachandran, bem como o score-Z do ProSA, em cada uma das 100
estruturas. Trés diferentes programas foram utilizados para determinar os potenciais sitios de

ligacdo proteina-DNA: DNABindR, BindN (e sua variagdo BindNPlus) e DBSPSSM (Yan et
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al., 2006, Wang & Brown, 2006, Ahmad & Sarai, 2005). Os resultados foram agrupados e todos
os aminoacidos preditos como sitios de ligacdo ao DNA, por pelo menos um dos trés algoritmos,
foram considerados residuos ativos nas andlises de interagcdo proteina-DNA. Tais calculos
foram realizados pelo programa Haddock, na interface guru (Dominguez et al., 2003), que
também determinou, como residuos passivos, os aminoécidos situados em um raio de seis
angstrons em torno dos residuos ativos. Em relacdo a molécula de DNA, todos os nucleotideos
foram considerados como residuos ativos na interagdo proteina-DNA. Em todos os parametros
adicionais foram utilizados os valores de referéncia. Os complexos assim gerados foram

analisados em relagdo as suas respectivas propriedades estéreo-quimicas e energéticas.

2.3.6 Imunofluorescéncia

Foram coletadas aproximadamente 1x10° células, que em seguida, foram centrifugadas
e lavadas uma vez em PBS 1x. Apds a lavagem, as células foram incubadas por 4 minutos em
uma lamina de 12 pogos (Thermo Scientific), previamente coberta com Poly-L-lisina (Sigma).
Os parasitos foram entdo fixados, por 15 min, em solucdo de PBS 1x contendo 4% (v/v) de
para-formaldeido e lavados duas vezes com PBS 1x. Na sequéncia, as células foram tratadas
com HCI a 2M, lavada cinco vezes com PBS 1x, bloqueadas com 20% de soro fetal bovino
inativado por calor (Sigma-Aldrich), durante 30 min a 37°C, e novamente lavadas cinco vezes
com PBS 1x. De acordo com as instruc¢des do fabricante, tanto o anticorpo de camundongo anti-
(6-4) fotoprodutos (6-4-PPs) (Cosmo Bio Co., Ltd) a uma dilui¢ao de 1:300, quanto o anticorpo
de camundongo anti- dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) (Cosmo Bio Co., Ltd) a uma
diluicao de 1:1500, foram diluidos em PBS 1x contendo 5% (v/v) de soro fetal bovino e
incubados a 37°C por 30 min. As células foram entdo lavadas cinco vezes com PBS 1x e
posteriormente incubadas com anticorpo secundario de cabra anti-camundongo (IgG H+L)
(Invitrogen), conjugado com Alexa Fluor 594, a uma diluicdo de 1:100 em PBS-SBF 5%,
durante 30 min a 37°C. Os pogos foram em seguida lavados cinco vezes com PBS Ix e as
laminas foram montadas com o meio de montagem VECTASHIELD, contendo DAPI a 1,5
pg.ml-1 (Vector Laboratories). Na sequéncia, as laminas foram examinadas e as imagens

capturadas, utilizando-se um microscépio de fluorescéncia, acoplado a uma camara fotografica
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(Zeiss). As imagens foram processadas e montadas no programa Adobe Photoshop (Adobe

Systems).

2.3.7 Quantificacdo das frequéncias de lesdes no genoma nuclear, da forma

sanguicola do 7. brucei, através da técnica de PCR quantitativa

A quantificag@o das lesdes nesta parte do trabalho foi realizada conforme descrito no

capitulo anterior, se¢ao 1.3.3.
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2.4 Resultados

2.4.1 Identificacdo dos ortologos putativos do NER em 7. brucei

O sequenciamento do genoma completo do 7. brucei (Berriman et al., 2005) revelou a
presenca da maioria dos componentes do NER, encontrados nos demais eucariotos, sugerindo
que as vias de GG-NER e TC-NER sao funcionais neste parasito. Dados similares foram obtidos
a partir de analises dos genomas do L. major e T. cruzi (Ivens et al., 2005, El-Sayed et al., 2005).
Primeiramente, realizamos analises comparativas entre as sequéncias preditas para as proteinas
do NER, presentes em 7. brucei, e as sequéncias encontradas em outros organismos (Figuras
2.4 a 2.12). Entre os componentes do GG-NER em 7. brucei, as proteinas putativas XPC
(Tb09.211.3040) e sua parceira de ligagdo, a proteina RAD23 (Tb927.6.4650), sdo as que
apresentam maior grau conservacdo. Entretanto, o ortélogo putativo da subunidade maior de
UV-DDB apresenta relativamente baixa similaridade com as proteinas DDB1 de Homo sapiens
e Arabidopsis thaliana. Como a subunidade menor desse dimero, a proteina DDB-2, est4
ausente em 7. brucei, simplesmente denominamos a subunidade maior de UV-DDB como
TbDDB (Tb927.6.5110). Em rela¢dao ao TC-NER, o ortélogo putativo de CSB (Tb927.7.4080)
foi prontamente identificavel, embora nao tenhamos identificado nenhum homologo para CSA.
Através das nossas andlises das sequéncias de TbXPB (Tb927.3.5100), TBXPBz
(Tb11.01.7950) e TbXPD (Tb927.8.5980), pudemos confirmar as andlises feitas por Lecordier
e colaboradores (2007) (Lecordier et al., 2007). A presenca de duas proteinas XPB-like nao ¢
exclusiva de tripanossomatideos, podendo ser observada também em plantas (Morgante et al.,
2005) e na maioria dos crenarchaea (Richards et al., 2008). Entretanto, as proteinas XPB-like
de tripanossomatideos apresentam entre si consideravel divergéncia de tamanho e sequéncia,
diferentemente das duas XPB de plantas, identificadas como proteinas paralogas de alta
similaridade (Figura 2.9). Em virtude disso, ¢ mais provavel que as proteinas XPB-like de
tripanosomatideos e de archaea apresentem maior divergéncia funcional, ao serem comparadas
as suas respectivas correspondentes em plantas. Finalmente, as endonucleases putativas do NER

também puderam ser identificadas. TbXPG (Tb09.211.2870), contendo 746 residuos de
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aminoacidos, ¢ substancialmente menor, quando comparadas as suas homologas em H. sapiens
e A. thaliana, de aproximadamente 1100 residuos cada uma (Figura 2.10). Tal diferenca de
tamanho deve-se a auséncia de residuos, na XPG de 7. brucei, correspondente a regido
denominada de espagador, presente na XPG humana, que ¢ importante para a interagdo dessa
proteina com o TFIIH. Esta regido espacadora também se caracteriza por dividir os dominios
N-terminal e I nuclease da XPG (Dunand-Sauthier et al., 2005). Os ortélogos putativos de
ambas as subunidades do complexo XPF/ERCCI1 também foram identificados, embora TbXPF
(Tb927.5.3670) seja claramente mais conservada que TbERCC1 (Tb927.7.2060).
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Figura 2.4: A proteina XPC de T. brucei. O diagrama acima mostra os dominios conservados presentes
em TbXPC, através de analise por BLASTp. O diagrama abaixo representa o alinhamento de TbXPC
com as proteinas homologas de outros eucariotos (Homo sapiens, Arabidopsis thaliana e Saccharomyces
cerevisiae). Os residuos de aminoéacidos idénticos ou conservados em duas ou mais sequéncias estdo
destacados em preto e cinza, respectivamente.
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Figura 2.5: A proteina RAD23 de 7. brucei. O diagrama acima mostra os dominios conservados
presentes em TbRAD?23, através de analise por BLASTp. O diagrama abaixo representa o alinhamento
de TbRAD23 com as proteinas homologas de outros eucariotos (H. sapiens, A. thaliana e S. cerevisiae).
Os residuos de aminoacidos idénticos ou conservados em duas ou mais sequéncias estdo destacados em
preto e cinza, respectivamente.
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Figura 2.6: A proteina DDB de 7. brucei. Alinhamento da sequéncia de TbDDB com proteinas
homologas de outros eucariotos (H. sapiens ¢ A. thaliana). Os residuos de aminoacidos idénticos ou
conservados em duas ou mais sequéncias estdo destacados em preto e cinza, respectivamente. Apenas a
subunidade maior de DDB foi identificada.
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T. brucei CSB

1 125 250 375 S00 625 750 875 1000 1126

Query seq, h' w H

ATP binding site fy nucleotide binding region 4 4 4
putative Na+t binding site J ATP-binding site § A4
Specific hits DEXDc HELICc
sopertanlies
¢ |

Hulti-domains

S.cexevriaiae 274

A.thaliana 361
H.aapiena 480
T.brucael 38es

S.cexevriaiae 330

A.thaliana 418
H.aapiena 540
T.brucali L4z

S.cexevriaiae 380

A.thaliana 467
H.aapiena €00
T.bzucel L3 >4

S.cexavriaiae 440

A.thaliana s1s

H.aapiena 7

T.bzucel s08

S.cerevriziae 499 INLITELWSLFDERFPCKLOTIEVE
A.thaliana 578 ..I’?E..E‘D"VE‘PGIC/’T’WV"E
H.sapiena §78 Pﬂs:}::fz:.ws-m. :-?cw-:.?v-_‘:u
T.bzucel 587 EVEPCRLCTIERY
S.cexaviaiaae S55 |sldigeRd il e Na i)

A.thaliana €3S ::’PY’..:RR.MJ“? o
H.sapiena EECEICHISPYLIRRY -

T.brucei 627 3 W

S.cexevriaiae €1ls

A.thaliana (-3->4
H.aapiena 784
T.bzucel €86 7T

S.caezevriniae 635 [¥

A.thaliana 712 &
H.aapiena els
T.bzucel T4E

S.cerevriaiae 633

A.thaliana 73s

H.aapiena es7

T.bzuces 808

S.cereriaiae 719

A.thaliana 7 "'v"v:::m«'c/':.':a:,—c.e'a": ume‘Psﬁmq..Rmm-(z}mD T
H.aapiena s02 IFVELLITRVCCICVNLTCANRWI XDPm‘PS‘DE’\ARm.m-GQK@r-\ Y

T.bzucel 158 Az gL T TRVCCEC VI A BRI I FDP DRI PETDIQARERARR I DV

S.cexevriaize 77

z:excxn.; K9 B THDLES Ly

A.thaliana 850 'l:.ltn...ia.rn DD
H.gaaplena se2 S DIE T ERLen-2g
T.bruceli 921 cs

Figura 2.7: A proteina CSB de T. brucei. O diagrama acima mostra os dominios conservados presentes
em TbCSB, através de analise por BLASTp. O diagrama abaixo representa o alinhamento de TbCSB
com as proteinas homologas de outros eucariotos (S. cerevisiae, A. thaliana e H. sapiens). Os residuos
de aminoacidos idénticos ou conservados em duas ou mais sequéncias estdo destacados em preto e cinza,
respectivamente.
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Figura 2.8: A proteina XPD de T. brucei. O diagrama acima mostra os dominios conservados presentes
em TbXPD, através de analise por BLASTp. O diagrama abaixo representa o alinhamento de TbXPD
com as proteinas homologas de outros eucariotos (H. sapiens, A. thaliana e S. cerevisiae). Os residuos
de aminoacidos idénticos ou conservados em duas ou mais sequéncias estdo destacados em preto e cinza,
respectivamente.
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Figura 2.9: Homologos de XPB em 7. brucei. O diagrama acima mostra os dominios conservados em
TbXPB e TbXPBz, através de analise por BLASTp. O diagrama abaixo representa uma arvore
filogenética, realizada através do algoritmo Neighbor-Joining, das duas proteinas homologas de XPB

em T. brucei, juntamente com proteinas homologas de outros eucariotos (H. sapiens, S. cerevisiae e A.
thaliana) e de Archaea (Sulfolobus tokodaii).
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de T. brucei. O diagrama de cima mostra os dominios conservados
de analise por BLASTp. O diagrama do meio representa a estrutura
primaria, contendo os dominios conservados preditos da XPG de T. brucei e H. sapiens. O diagrama de
baixo representa o alinhamento de TbXPG com as proteinas homologas de outros eucariotos (H. sapiens,
A. thaliana e S. cerevisiae). Os residuos de aminoacidos idénticos ou conservados em duas ou mais
sequéncias estdo destacados em preto e cinza, respectivamente.
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Figura 2.11: A proteina XPF de T brucei. O diagrama acima mostra os dominios conservados presentes
em TbXPF, através de analise por BLASTp. O diagrama abaixo representa o alinhamento de TbRAD23
com as proteinas homologas de outros eucariotos (H. sapiens, A. thaliana e S. cerevisiae). Os residuos
de aminoacidos idénticos ou conservados em duas ou mais sequéncias estdo destacados em preto e cinza,

respectivamente.
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Figura 2.12: A proteina ERCC1 de T. brucei. Este diagrama representa o alinhamento da sequéncia de
aminoacidos de ThDERCC1 com as sequéncias das proteinas homoélogas de outros eucariotos (H. sapiens,
A. thaliana e S. cerevisiae). Os residuos de aminoacidos idénticos ou conservados em duas ou mais
sequéncias estdo destacados em preto e cinza, respectivamente.
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2.4.2 O silenciamento da expressao dos mRNAs dos genes preditos para o

NER, em T.brucei, por RNAIi

Para a construcdo do cassette, que produzira os pequenos RNAs de interferéncia, um
trecho de 400-600 pb foi amplificado de cada ORF e inserido em dire¢des contrarias no vetor
pGL2084, uma versido modificada do vetor pRPa**! (Alsford & Horn, 2008) (Figura 2.3, Material
e Métodos), pela agdo de uma recombinase, de modo que entre os sitios de inser¢do hd um
segmento de 150 pb do gene lac Z. Apds a constru¢do do cassette, o vetor ¢ linealizado e
inserido no genoma do 7. brucei, por eletroporagdo. A transcri¢ao do cassette, para a producgao
do RNAI, ¢ subordinada a um promotor ribossdmico e inibida pela ligagdo da proteina
repressora do operon Tet ao operador. Na presenga de tetraciclina, a transcri¢do do cassette ¢
ativada, produzindo um RNA dupla fita, que originara os pequenos RNAs de interferéncia
contra a sequéncia de interesse. Apos a obtencdo de linhagens da forma sanguicola de 7. brucei,
transfectadas com o vetor pGL2084 linearizado, avaliamos o silenciamento dos genes alvo. Para
tal, os niveis de mRNA para cada um dos genes alvo do NER foi medido por PCR quantitativa
em tempo real (QRT-PCR), nas suas respectivas linhagens silenciadas, tanto na presenga quanto
na auséncia de tetraciclina (Figura 2.13). Embora limitada em alguns casos, a diminui¢do dos
niveis de mRNA foi detectada, 24 horas ap6s a indu¢do do RNAI, para a maioria dos genes do
NER. Para os knockdowns de valor p>0,05, observamos uma queda de 13-20% nos niveis dos
mRNAs dos genes alvo, enquanto que para os knodowns de valor p<0,05, detectamos uma
queda de 20-48% nos mRNAs dos alvos analisados. Entretanto, o RNAI direcionado para
ambos os componentes da endonuclease XPF-ERCC1 causou um aumento aparente nos niveis
de seus respectivos mRNAs. Independentemente destas observacdes, feitas nos niveis de
mRNA de XPF e ERCCI, a tentativa de silenciamento destes genes proporciona um fendtipo
bastante evidente, consistente com os demais fendtipos observados apds o silenciamento dos
outros componentes do NER. De modo geral, a inibi¢do da expressdo dos fatores do NER por
RNAI, realizadas nesta parte do trabalho, ndo atingiu a mesma eficiéncia descrita para os
sistemas baseados nos vetores pGL2084 (Jones, dados nio publicados) ¢ pRPa’™ (Alsford &
Horn, 2012). Esse resultado poderia ser atribuido a diferengas diversas, entre os fatores do NER
e os genes silenciados nesses outros trabalhos, nas suas respectivas fungdes e processos de

expressao génica.
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Figura 2.13:

Quantificagdo dos niveis de mRNA de TbXPB, TbXPBz, TbXPC, TbXPD, TbDDB,

TbXPF, TbERCCI1, TbXPG and TbCSB, apds a indugdo do RNAi. a-) Quantificacdo dos niveis de
mRNA dos genes XPB, XPBz, XPC, XPD, DDB e XPG na auséncia e presenca de tetraciclina, utilizada
para a indu¢do do RNAI. b-) Quantificacdo dos niveis de XPF, ERCC1 ¢ CSB 24 e 48 horas apos a
indugdo do RNAI. *, ** ¢ *** para valores de p <0,05, <0,01 and 0,001, respectivamente.
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2.4.3 Crescimento da forma sanguicola do 7. brucei, apos induciao de RNAi

contra os transcritos das proteinas preditas do NER

A avaliagdo do crescimento celular, ap6s a indu¢do do RNAi, demonstrou que os
componentes do NER TbXPC, TbDDB, TbXPB, TbXPD, sdo essenciais, pelo menos para a
forma sanguicola do 7. brucei, uma vez que o silenciamento de 20-40% do total de seus
respectivos produtos génicos proporciona deficiéncia severa no crescimento desta forma do
parasito. Apesar de ndo termos observado diminuicdo nos niveis de mRNA de TbXPF e
TbERCCI, a indugdo do promotor Tet, nestas linhagens, proporcionou forte inibi¢do do
crescimento. Em todos os casos, a reducao do crescimento ¢ observada entre 24 e 48 horas, apds
a inducdo do RNAI, levando a morte dos parasitos nas 24 horas subsequentes. O perfil de
crescimento observado apds a indugdo do RNAi de TbXPB e TbXBD ¢ muito proximo daquele
previamente descrito (Lecordier et al., 2007). Em contrapartida, o RNAi dos demais
componentes do NER em 7. brucei causou pouco ou nenhum impacto, em relacdo ao
crescimento celular. O RNAi1 de TbCSB resultou em uma leve redu¢@o na taxa de crescimento,
quando este € comparado com o controle ndo-induzido. Ainda assim, o efeito do RNAi de CSB
no crescimento somente ¢ detectado com 4 dias apos a indu¢do, independententemente do fato
de que, em 48 horas, ha queda de quase 50% nos niveis do mRNA deste gene. O RNAi contra
TbXPBz e TbXPG, na auséncia de indu¢do de danos no DNA, ndo causou nenhum efeito no
crescimento celular (Figura 2.14). Embora a inibicdo dos niveis de mRNA nesses dois genes
seja baixa (13-20%), o fendtipo apresentado por XPBz foi reproduzido em outros dois trabalhos
independentes, previamente publicados. Em um deles, foi descrito que a inibigdo de XPBz por
RNAIi ndo causa defeitos de crescimento no parasito (Lecordier et al., 2007). J4 no outro
trabalho, foi mostrado que linhagens de 7. brucei nocautes para TbXPBz sdo viaveis, apesar de

apresentarem crescimento mais lento (Badjatia et al., 2013).
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Figura 2.14: Curvas de crescimento das linhagens de 7. brucei, cujos componentes foram silenciados
por RNA.. Os parasitos da forma sanguicola do 7. brucei foram cultivados na auséncia (linhas preta com
losangos) e presenca de tetraciclina (linhas tracejadas com quadrados), utilizada para induzir o
silenciamento dos genes do NER XPB, XPBz, XPC, XPD, DDB, XPF, ERCC1, XPG and CSB (A-I,
respectivamente). A concentragdo das células foi multiplicada pela diluigdo, de modo a obtermos a
quantidade cumulativa dos parasitos ao longo do periodo de tempo analisado. Estes graficos sdo
representativos de trés experimentos indenpendentes, realizados em triplicata.
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2.4.4 As proteinas TbhCSB e TbXPBz estio envolvidas na recuperaciao de

danos no DNA gerados apos irradiacio com UV

Para determinarmos o papel dos genes putativos do NER em 7. brucei, durante a
recuperagdo de danos no DNA apos irradiagdo com UV, o crescimento das linhagens RNAi foi
avaliado, ap6s o tratamento das mesmas com UVC (Figura 2.15). Para tal, 24 horas apds a
adigdo de tetraciclina, as células foram expostas a 0, 500, 1500 e 3000 J/m? de UVC e contadas
nas 24 horas subsequentes. A cultura controle, cuja inducdo do RNAIi nado foi realizada, foi
tratada seguindo este mesmo protocolo. A porcentagem de sobrevivéncia foi determinada pela
razdo da densidade de células presentes nas culturas irradiadas, com diferentes doses de UVC,
sobre a densidade de parasitos nos controles ndo tratados, tanto apds a inducao do RNAI pela
adi¢do de tetraciclina, quanto nas culturas ndo induzidas (Figura 2.15). Apenas a inibi¢do de
TbCSB e TbXPBz resultaram em menor sobrevivéncia do 7. brucei, apds a exposi¢do a UV,
quando comparada aos parasitos controle, sugerindo que essas proteinas teriam um papel
importante na recuperagdo de danos no DNA induzidos por esse agente. Corroborando com os
nossos resultados, foi descrito que a linhagem de 7 brucei, nocaute para XPBz, apresenta maior
sensibilidade a radiagdo UV (Badjatia et al., 2013). Em contraste, a inibi¢do da expressdo por
RNAIi de TbXPG, TbXPF ou TbERCCI1 aumenta a sobrevivéncia ap6s a irradia¢do, sugerindo
que tais endonucleases possam antagonizar o reparo de UV. Por ultimo, observamos que a
inibicdo da expressdao por RNAi de TbXPC, TbDDB, TbXPB ou TbXPD nao influenciou na
sobrevivéncia dos parasitos, apos a irradiacdo com UV, sugerindo que as lesdes geradas por UV
talvez ndo sejam reconhecidas pelos supostos componentes do GG-NER em 7. brucei (TbXPC

e TbDDB) e também nao seriam processadas pelas helicases associadas ao complexo TFIIH.
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Figura 2.15: TbCSB e TbXPBz estdo envolvidas na recuperagdo de danos no DNA, apos a irradiagdo
com UV. Curvas de sobrevivéncia da forma sanguicola do 7. brucei, apos o tratamento com 500, 1500
e 3000 J/m? de UVC, na auséncia (linhas pretas com losangos) e presenga (linhas tracejadas com
quadrados) de tetraciclina, utilizada na indu¢do do RNAIi contra os componentes do NER XPB, XPBz,
XPC, XPD, DDB, XPF, ERCCI1, XPG e CSB (A-I, respectivamente). A porcentagem de sobrevivéncia
foi calculada pela razdo entre o nimero de células presentes nos grupos tratados, sobre o nimero de
células presentes nos controles ndo tratados. Estes resultados s@o representativos de trés experimentos

independentes.
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2.4.5 Lesoes induzidas por UV praticamente nao sao reparadas nos

tripanossomatideos

Os resultados observados, apos a inibi¢ao da expressdao de TbCSB e TbXPBz por RNA,
poderiam ser explicados sob duas perspectivas diferentes: essas proteinas participariam
efetivamente do reparo das lesdes induzidas por UV, via TC-NER, ou essas proteinas estariam
envolvidas em uma via alternativa, que envolve a sintese de RNA, através de moldes de DNA
contendo lesdes. Conforme observado no capitulo anterior, a forma sanguicola do 7. brucei
praticamente ndo repara fotolesdes no DNA, em até 10 horas pds-irradiagdo. Realizamos
novamente o ensaio de PCR quantitativa (QPCR), para medirmos a cinética de reparo na forma
sanguicola do T. brucei, porém desta vez, irradiamos os parasitos em meio HMI-9, de modo a
reproduzir as condigdes em que os ensaios de sobrevivéncia a irradiacdo UV foram realizados.
Apds o tratamento com a dose de 1500 J/m? de radiagdo UV (Figura 2.16a), primeiramente
observamos que esta dose de irradiacdo, em meio HMI-9, provoca praticamente a mesma
frequéncia de lesdes, obtida pelo tratamento com 30 J/m? em PBS 1x (Figura 1.4a do capitulo
1). Além disso, repetindo o resultado obtido pela irradiacdo dos parasitos em PBS 1x, ndo houve
reparo das fotolesdes, em até 10 horas pos-tratamento, no nucleo dos parasitos irradiados com
1500 J/m? em meio HMI-9. A analise da cinética de reparo, pela técnica de qPCR, foi limitada
ao intervalo de tempo de 10 horas, ja que 0 mesmo corresponde ao periodo aproximado, gasto
pela forma sanguicola do 7. brucei para se duplicar. Com isso, o efeito da amplificagdo das fitas
recém-sintetizadas ¢ minimizado, evitando com que as mesmas “diluam” as lesdes ndo
reparadas. Para determinarmos se as lesdes do tipo CPDs e 6-4 PPs, induzidas por UV,
persistem apds o periodo correspondente ao ciclo celular do 7. brucei, marcamos os parasitos
com anticorpos especificos para tais lesdes. Dessa forma, constatamos, por microscopia de
fluorescéncia, que o sinal para CPDs e 6-4 PPs foi prontamente detectavel, em até 24 horas pds-
irradiacdo (Figura 2.16b). Para determinarmos se o reparo ineficiente ¢ limitado ao 7. brucei,
foi realizado o ensaio de PCR quantitativa em formas epimastigotas do 7. cruzi (Rajao, Tese de
Doutorado. Figura 2.16¢). Com isso, evidenciou-se que a dose de irradiagdo utilizada em 7.
brucei (1500 J/m?) é capaz de reproduzir, no ntcleo de 7. cruzi, a mesma intensidade de lesdes.
Do mesmo modo, foi observado que, em 7. cruzi, praticamente ndo houve reparo das lesdes

geradas por UV em até 24 horas apds o tratamento (Rajao, Tese de Doutorado. Figura 2.16¢).
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Esses dados indicam que as lesdes no DNA causadas por UV nido sdo reparadas nestes dois
tripanossomatideos, sugerindo, dessa forma, que tais tipos de danos seriam processados pela

via de transcrigdo translesdo.
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Figura 2.16: As lesdes induzidas por UV nao sdo eficientemente reparadas na forma sanguicola de 7.
brucei. a-) Numero de lesdes por 10 Kb no DNA nuclear de formas sanguicolas do 7. brucei versus
tempo em horas, ap6s irradiagdo com 1500 J/m? de UVC. A concentracio de lesdes no DNA foi medida,
em até 10 horas, ap6s a inducgdo do dano. Cada valor ¢ a média de duas réplicas biologicas, quantificadas
independendemente duas vezes. b-) Microscopia de imunofluorescéncia das lesdes do tipo 6-4
fotoprodutos (6-4 PP) e dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) na forma sanguicola de 7. brucei,
ap6s o tratamento com 1500 J/m? de UVC. A barra de escala representa um comprimento de 10
micrometros. c-) Numero de lesdes por 10 Kb no DNA nuclear de formas epimastigotas de 7. cruzi
versus tempo em horas, apds irradiagio com 1500 J/m? de UVC. A concentragio de lesdes no DNA foi
medida, em até 24 horas, apos a indugdo do dano. Dados obtidos por Rajao (Tese de Doutorado).
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2.4.6 TbCSB, TbXPBz e TbXPG participam do TC-NER de lesoes induzidas

por cisplatina

No capitulo anterior mostramos que o reparo de lesdes causadas por cisplatina no DNA
nuclear da forma sanguicola do 7. brucei ¢ muito eficiente, de modo que praticamente todas as
lesdes foram removidas em até 1 hora (Figura 1.7a, linha tracejada com tridngulos). A alta
eficiéncia de reparo das lesdes induzidas por cisplatina foi também observada na forma
epimastigota de 7. cruzi (Rajao, Tese de Doutorado). Com o intuito de investigarmos o papel
do NER no reparo de lesdes geradas por cisplatina, as linhagens silenciadas para os genes do
NER foram cultivadas com 0, 1, 2 e 5 uM de cisplatina, na presenga ou auséncia de tetraciclina.
Em seguida, a porcentagem de sobrevivéncia dos parasitos foi medida conforme descrito
anteriormente (Figura 2.17). O silenciamento de TbCSB e TbXPBz aumentou a sensibilidade
do parasito a cisplatina, de maneira similar ao observado no tratamento com UV. Corroborando
com o0s nossos resultados, foi descrito que a linhagem de 7. brucei, nocaute para XPBz,
apresenta maior sensibilidade a cisplatina (Badjatia et al., 2013). O RNAIi contra XPG, que
parece ndo atuar na resposta a UV, também resultou em maior sensibilidade a cisplatina. Em
contraste, a inibi¢do da expressdo de TbXPC, TbDDB ou TbXPB resulta em maior tolerancia a
cisplatina, sugerindo que estes fatores do NER podem reconhecer lesdes geradas por cisplatina,
embora eles ndo contribuam para direciona-las a uma via de reparo eficiente. Por ultimo,
verificamos que a inibi¢do de TbXPD, TbXPF ou TbERCCI1 ndo afeta a sensibilidade a
cisplatina. Estes resultados indicam que os danos no DNA causados por cisplatina sdo
processados de maneira diferente daquela vista nas lesdes induzidas por UV. Deste modo,
sugerimos um modelo em que o TC-NER em tripanossomatideos promove o reparo das lesdes
causadas por cisplatina, em uma reacdo dependente de TbCSB, TbXPBz e TbXPG. O rapido
reparo das lesdes geradas por cisplatina contrastaria, dessa forma, com o suposto mecanismo
de tolerancia a danos induzidos por UV, promovido por TbCSB e TbXPBz, mas nio pela

TbXPG.
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Figura 2.17: TbCSB, TbXPBz ¢ TbXPG participam do TC-NER das lesoes induzidas por cisplatina.
Curvas de sobrevivéncia, apos a exposicao a 1,2 e 5 uM de cisplatina, das linhagens da forma sanguicola
de T. brucei, depletadas para os genes XPB, XPBz, XPC, XPD, DDB, XPF, ERCC1, XPG e CSB (linhas
tracejadas com quadrados, de A-I, respectivamente), comparadas com seus respectivos controles (linhas
pretas com losangos). A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada pela razdo entre o niimero de
células presentes nos grupos tratados, sobre o nimero de células presentes nos controles nao tratados.
Estes resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.
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2.4.7 Avaliacao da expressio de mRNAs, derivados de uma unidade
policistronica do genoma do 7. brucei, apos a inibicao por RNAi da expressiao

dos componentes do NER

Para investigar o impacto da inibi¢do dos componentes do NER sobre a expressao de
determinados genes, posicionados ao longo de uma unidade poliscistronica de transcri¢ao, os
niveis de mRNA destes genes foram determinados por PCR quantitativa em tempo real (QRT-
PCR), antes e ap6s a inducdo do RNAi. Os genes selecionados, para a analise da expressao,
estdo posicionados em uma regido de ~170 kpb de uma unidade de transcri¢do policistronica,
que contém o mesmo segmento de DNA de 10 kpb analisado nos ensaios de cinética de reparo
(Figura 2.18). A inibi¢do de seis dos nove genes putativos do NER ndo causou nenhum efeito
significativo na abundancia dos transcritos examinados. Na figura 2.19a, demonstramos
representativamente que a inibi¢do de TbXPC ndo afeta o nivel dos transcritos analisados.
Entretanto, a inibi¢do da expressdo de TbCSB reduziu significativamente os niveis de mRNA
de trés dos sete genes analisados (Figura 2.20). Tanto a inibi¢do de TbXPB, quanto de TbXPD,
afetam a transcricdo dos genes contidos na unidade de transcri¢do policistronica analisada. A
inibicdo de TbXPB resultou em uma diminui¢do significativa dos niveis de mRNA de cinco
dos sete genes analisados, enquanto que a inibi¢ao de TbXPD resultou na redug¢ao significativa
da abundancia dos transcritos em trés dos sete genes (Figuras 2.19b e 2.19c). Esses dados
corroboram o papel de TbXPB e TbXPD no processo de transcricdo, em 7. brucei, como
componentes do complexo TbTFIIH. Além disso, o papel de TbXPD, no processo de
transcrig¢do, ¢ também evidenciado pela necessidade dessa helicase para a expressao do Spliced

Leader (SL)- RNA (Lee et al., 2009).
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Figura 2.18: Unidade policistronica do cromossomo 8 de 7. brucei, cuja expressdo de oito genes foi
analisada, apds a inibi¢do da expressdo dos componentes do NER, por RNAi. Painel superior:
representacao das unidades policistronicas presentes em um trecho de 600 kpb do cromossomo 8 de T.
brucei. As ORFs codificadas na fita senso estdo representadas pels setas azuis e as ORFs codificadas na
fita anti-senso estdo representadas pelas setas vermelhas. Painel inferior: visdo detalhada da unidade
policistronica analisada neste trabalho, que esta delimitada por duas regides de troca de fita. Os genes
cuja expressao foi analisada, ap6s inibi¢do dos fatores do NER, por RNAI, estdo circulados em verde
[HIPB1 (Tb427.08.2890), MANB2 (Tb427.08.2940), TCPB3 (Tb427.08.3150), HIP2B4
(Tb427.08.3230), ACTA1 (Tb427.08.3310), DNATA3 (Tb427.08.3350), HIP3A4 (Tb427.08.3490) e
HIP4AS (Tb427.08.3520)]. Estas representacdes graficas foram moficadas do banco de dados TriTryp
DB (Aslett et al., 2010).
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Figura 2.19: Avaliacdo dos niveis de mRNA, derivados de uma unidade de transcri¢do policistronica,
antes e apos a indugdo do RNAi contra os componentes do NER em 7. brucei. Os niveis de mRNA dos
genes HipB1, Manb2, Hip2B4, Actal, DNAtA3, Hip3A4, and Hip4AS5 foram comparados por PCR
quantitativa em tempo real na auséncia e presenca de indugdo, por tetraciclina, do RNAi contra os
componentes do NER. Os genes estao representados na mesma ordem em que 0s mesmos se encontram
no genoma do parasito, onde os genes proximais ao sitio de inicio de transcri¢do estdo dispostos a
esquerda. * e ** representam valores de p <0,05 e <0,01, respectivamente. a-), b-) e c-), demonstram,
respectivamente, as quantificagoes realizadas nas linhagens silenciadas para XPC, XPB e XPD.
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2.4.8 Avaliacio dos niveis de mRNA, apds a inibi¢ao da expressio de ThCSB
por RNAI, na presenca de danos no DNA

Para determinarmos o papel de TbCSB na expressdo génica, apds o dano no DNA, os
niveis de mRNA dos mesmos genes analisados previamente foram novamente medidos, apds a
inducdo do RNAI contra TbCSB, com concomitante exposi¢ao a radiacdo UV ou a cisplatina
(Figura 2.20). Como descrito anteriormente, a inibi¢do de TbCSB, sem a inducdo de dano no
DNA, reduz a abundancia do mRNA de trés dos sete genes analisados (Hip2B4, Actal and
DNATA3). Ap6s o tratamento com UV ou cisplatina, na presenca de niveis normais de TbCSB,
ocorre 0 mesmo efeito sobre os transcritos desses genes. Além disso, a exposi¢do a UV leva a
um aumento nos niveis de mRNA de HipB1 e Manb2. Esses dados sugerem que as lesdes
causadas por UV afetam a abundancia de mRNA, porém seguindo padrdes complexos,
possivelmente dependentes da localizagdo dos genes ao longo da unidade policistronica. Ao
silenciarmos TbCSB por RNAi e expormos as células a UV, os niveis de mRNA aumentam
significativamente nos cinco dos sete genes analisados, quando comparados com o controle ndo
induzido e ndo tratado. Além disso, a expressdo de todos os genes examinados aumenta, nas
células que receberam duplo tratamento (UV + RNAi contra TbCSB), quando comparada a
expressao desses genes nas linhages submetidas a apenas um dos tratamentos. O aumento dos
niveis de mRNA foi mais pronunciado nos trés genes situados proéximos ao sitio de inicio de
transcri¢do (~2, 10 e 60 kbp) (Figura 2.20a). Esses dados sugerem que a perda de TbCSB

aumenta a geracdo ou a estabilidade de mRNAs na presenga de danos causados por UV.
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Figura 2.20: Avaliagdo dos niveis de mRNA, apds o silenciamento de CSB, na presenca de dano no
DNA. Os niveis de mRNA dos genes HipB1, Manb2, TcpB3, Hip2B4, Actal, DNAtA3, e Hip4AS foram
medidos na linhagem silenciada para CSB, apos indug@o de dano do DNA. Esta representada apenas a
analise estatistica da comparagdo entre o grupo “CSB RNAI apos tratamento” (barras cinzas) contra os
seus respectivos controles (barras brancas, pretas e hachuradas). *, **, *** ¢ **** indicam valores de p
<0,05, <0,01, <0,001 and <0,0001, respectivamente. a-) Dano no DNA induzido por 1500 J/m? de UVC.
b-) Dano no DNA induzido apds exposicao a 50 uM de cisplatina por 3 horas.
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Um efeito distinto ¢ visto na inducdo de RNAi contra TbCSB, mas na presenga de
cisplatina. Nesta condi¢do, os niveis de mRNA dos dois genes mais proximos ao promotor
aumentam, assim como ¢ visto no tratamento com UV. Entretanto, os niveis de mRNAs dos
outros cinco genes situados a jusante na unidade policistronica diminuem, quando comparados
aos niveis vistos apos a exposicdo a UV. Além disso, na maioria dos casos, os niveis desses
transcritos estdo mais baixos em relagdo ao controle ndo induzido e nao tratado (Figura 2.20b).
Esses dados podem sugerir que TbCSB medeia diferentes respostas, dos componentes do NER,
a lesdes induzidas por UV e por cisplatina, o que seria consistente com os papéis distintos de

TbXPG na resposta a essas duas formas de dano (Figuras 2.15 ¢ 2.17).

Sugerimos, dessa forma, que TbCSB controla a passagem da RNA polimerase II através
de lesdes geradas por UV. Na auséncia de TbCSB, esse controle ¢ perdido e a passagem por
essas lesdes torna-se mais eficiente, o que aumente a abundancia de mRNA. Isso pode contribuir
para que as células sejam resgatadas da morte, ao evitar um actimulo extensivo de RNA
polimerases bloqueadas nos sitios das lesdes geradas por UV. Essa hipdtese ¢ corroborada pelo
fato de que, durante as primeiras horas ap6s exposi¢ao a UV, a inducdo de RNAi contra TbCSB
aumenta a sobrevivéncia do parasito (Figura 2.21). Por outro lado, ¢ provavel que a transcrigao
de moldes com lesdes, na auséncia de TbCSB, seja propensa a erros, acarretando na
superproducdo de mRNAs mutados, que seriam toxicos para o parasito. Isso explicaria o
aumento da sensibilidade a UV, nas células RNAi1 para TbCSB, durante as 24 horas apos a
irradiacdo. J4 em relacdo aos adutos induzidos por cisplatina, propomos que os mesmos
exercam um efeito mais pronunciado na transcricdo do 7. brucei do que as lesdes geradas por
UV, ao induzirem o bloqueio total da RNA polimerase II, inviabilizando o processo de
transcri¢do translesdo. Dessa forma, sugerimos que a resposta primaria a cisplatina consiste na
sinalizagdo, via TbCSB, para a remocdo dos adutos pelo TC-NER, o que envolveria a
participagdo de TbXPG. Além disso, propomos que na auséncia de TbCSB, as lesdes de
cisplatina aumentam o bloqueio da transcricdo ao longo dos policistrons, resultando na

diminui¢do dos niveis de mRNA, observada para a maioria dos genes analisados.
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Figura 2.21: O silenciamento de CSB aumenta, em curto prazo, a resisténcia a irradiacdo UV. Curva de
sobrevivéncia da linhagem silenciada para CSB 4 horas ap6s o tratamento com 1500 J/m* de UVC,
comparada com o respectivo controle nao induzido. A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada pela
razao entre o numero de células presentes nos grupos tratados, sobre o numero de células presentes nos
controles ndo tratados. Estes resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.
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2.4.9 As proteinas putativas do GG-NER estao envolvidas no reparo de

crosslinks entre as fitas complementares do DNA

A ciclofosfamida ¢ um agente alquilante, que adiciona adutos na posi¢do N7 da guanina,
levando a formagdo de ligagdes covalentes entre guaninas posicionadas em fitas
complementares do DNA. Tais lesdes também sdo conhecidas como interstrand crosslinks
(ICLs) (Povirk & Shuker, 1994). Essa droga tem sido usada como agente terapéutico em uma
ampla variedade de canceres e doencas autoimune (Dollery, 1999). As lesdes do tipo ICLs sdo
processadas, em eucariotos basais, pela cooperacdo de trés vias de reparo, ou de tolerancia a
lesdes no DNA: NER, recombinagdo homoéloga e sintese translesdo (McVey, 2010). Para
investigarmos o papel dos componentes putativos do NER, durante o reparo de ICLs,
cultivamos formas sanguicolas do parasito, submetidas ou ndo a inibi¢ao da expressao dos genes
alvos, na presenca de diferentes doses de ciclofosfamida. Em seguida, a sobrevivéncia foi
medida conforme descrito anteriormente (Figura 2.22). Foi observado que a inibi¢do por RNAi
da expressio de TbXPC, TbDDB, TbXPF e TbERCCI resulta em maior sensibilidade a
ciclofosfamida, indicando que estes genes possam ser importantes no reparo de ICLs. Em
contraste, a inibigdo de TbCSB, TbXPB, TbXPBz, TbXPD ¢ TbXPG ndo exerceu nenhum
efeito na sensibilidade a ciclofosfamida. Nos estudos descritos anteriormente, haviamos
indicado que a separagdo funcional predita para o NER em TC-NER e GG-NER pode ser
observada no perfil de resposta das linhagens silenciadas tratadas com UV ou cisplatina. Esse
mesmo perfil ¢ também consistente com as observagdes feitas nas curvas de sobrevivéncia a
ciclofosfamida. Dessa forma, propomos que TbXPC e TbDDB possam recrutar a endonuclease
TbXPF/ERCCI1 para o reparo de ICLs, em uma via da qual TbCSB, TbXPBz ¢ TbXPG ndo
participam. Igualmente ao que foi observado na resposta a UV e cisplatina, TbXPB e TbXPD

ndo participariam do reparo de DNA.
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Figura 2.22: As proteinas putativas do GG-NER de 7. brucei estdo envolvidas no reparo de lesdes do
tipo crosslink entre as fitas do DNA. Curvas de sobrevivéncia, apds o tratamento com 1-10 mM de
ciclofosfamida, de células da forma sanguicola de 7. brucei, silenciadas para os componentes do NER
XPB, XPBz, XPC, XPD, DDB, XPF, ERCC1, XPG and CSB (de A-I, respectivamente - linhas
tracejadas com quadrados), comparadas com seus respectivos controles nao induzidos (linhas pretas com
losangos). A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada pela razdo entre o nimero de células presentes
nos grupos tratados, sobre o numero de células presentes nos controles nao tratados. Estes resultados
sdo representativos de trés experimentos independentes.
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2.5 Discussao

Nesta parte do trabalho, realizamos uma analise funcional da maquinaria predita para o
NER em T. brucei. Nossos resultados sugerem que a natureza incomum da transcri¢do génica
em 7. brucei, e possivelmente nos demais tripanossomatideos, estd associada a diversificagdo
funcional do NER. Dados da literatura indicam que a maior parte do genoma dos
tripanossomatideos ¢ constitutivamente transcrita (Siegel et al., 2011), uma vez que a maioria
dos genes esta organizada em unidades polisctronicas. Além disso, estes parasitos ndo possuem
os elementos de controle pré-transcricional da expressdo génica, associados 8 RNA polimerase
IT e a fatores de transcricao regulaveis (Vanhamme & Pays, 1995, Siegel et al., 2009). Com os
nossos dados, podemos inferir que tal modo de expressdo génica, incomum entre os demais
eucariotos, tenha redirecionado o NER nos tripanossomatideos, de forma que o mesmo funcione
predominantemente via TC-NER. Adicionalmente, as lesdes no DNA, que escapam da acdo do
TC-NER, seriam processadas pela via de transcri¢ao translesao. Deste modo, o papel de TbCSB
ndo estaria limitado apenas ao NER, mas exerceria um papel crucial, atuando tanto no TC-NER,
quanto na via de transcri¢do translesdo. A hipotese do NER, em 7. brucei, estar especializado
na subvia acoplada a transcri¢do sugere que a manutencdo da estabilidade gendmica, neste
parasito, seja provavelmente pouco similar a dos demais eucariotos, onde as vias TC-NER e
GG-NER atuam paralelamente. Corroborando com essa hipotese, nossos resultados indicam
que a maquinaria predita para atuar no GG-NER tenha sido desviada para outras fungdes
essenciais do reparo. Além disso, identificamos varias modificagdes estruturais que se estendem

pela maquinaria do NER, que serdo descritas a seguir.

Conforme descrito anteriormente, 7. brucei e os demais tripanossomatideos possuem
duas copias da helicase XPB, designadas como TbXPB e TbXPBz. A primeira ¢ parte do
complexo TFIIH e ¢ importante no processo de transcri¢cao (Lecordier et al., 2007), enquanto
que a tltima, além de ndo estar associada ao complexo TFIIH (Lee et al., 2009), perde o dominio
N-terminal de interagdo com TbXPD, Tbp34 e Tbp52. Os resultados apresentados neste estudo
confirmam que a auséncia de TbXPBz por RNAi ndo afeta a viabilidade de 7. brucei (Lecordier

et al., 2007). Adicionalmente, demonstramos que o RNAi contra essa proteina confere, a forma
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sanguicola do parasito, sensibilidade a radiacdo UV e cisplatina, evidenciando o seu papel no
reparo de DNA. Além disso, a similaridade entre os fendtipos apresentados pelas linhagens
silenciadas para TbXPBz e TbCSB sugere que essas proteinas estdo relacionadas com a resposta
a radiacdo UV e cisplatina. Entretanto, ao basearmos em nossos dados de sobrevivéncia, ndo
encontramos evidéncias suficientes para relacionar TbXPB ou TbXPD a algum processo de
reparo. Os ortélogos de TbXPBz, em tripanossomatideos, mantém conservados todos os
dominios relacionados a fun¢do de DNA helicase (Lecordier et al., 2007). Sugerimos, dessa
forma, que a duplicacdo de XPB tenha possibilitado com que TbXPBz assumisse a fungdo de
helicase associada ao reparo de DNA, substituindo ou superando a importancia do complexo
TbXPB-TFIIH nesse processo. Ndo estd claro, entretanto, se TbXPBz poderia atuar com
TbCSB e TbXPG, na auséncia de um complexo andlogo ao TFIIH, para mediar o reparo de
DNA. Em outros eucariotos, XPB ¢ uma helicase fraca, considerando que a interrupgao da sua
atividade ndo impede o funcionamento do NER. Por outro lado, foi observado que a perda da
helicase XPD prejudica o funcionamento do NER (Coin et al., 2007), sugerindo que essa
proteina possui a fun¢do de mover a fita que contém a lesdo para fora do sitio de reparo.
Contudo, especulamos dois cenarios possiveis; um onde TbXPBz possa associar-se a outra
helicase pertencente a uma variagao do TFIIH, em que TbXPB e TbXPD sdo excluidos; e outro,
no qual TbXPBz atuaria em outro complexo de reparo, ndo relacionado ao TFIIH. A observacao
de que o RNAI contra Tbp44, um componente do complexo TFIIH, resulta em sensibilidade a
MMS e luz UV, poderia indicar que algumas das proteinas pertencentes ao TFIIH de
tripanossomatideos atuam na resposta a danos no DNA (Lecordier et al., 2007). Tal observagao
¢ consistente com a hipotese de reestruturagdo do TFIIH, durante o reparo, por exclusdo de

TbXPB e TbXPD e incorporagdao de TbXPBz.

Em relacdo as endonucleases putativas do NER, apresentamos evidéncias de que
TbXPG ¢ recrutada, apds exposi¢do a cisplatina, o que ndo acontece na resposta a radiacao UV,
uma vez que o RNAI contra essa enzima leva ao aumento da sensibilidade apenas no primeiro
tratamento, porém ndo neste ultimo. Nao encontramos nenhuma evidéncia de que TbXPF-
ERCCI atue no NER, sugerindo a modificagdo desta maquinaria de reparo, em que apenas a
endonuclease TbXPG atuaria efetivamente. Além disso, a sequéncia primaria de TbXPG

apresenta perdas expressivas de residuos na regido espagadora, conservada no demais
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eucariotos (Figura 2.10) e responsavel por mediar as interagdes dessa endonuclease com TFITH
(Dunand-Sauthier et al., 2005). Tais mutacdes nessa proteina podem refletir a perda de
envolvimento do TFIIH no NER de 7. brucei, possivelmente pela perda da pressdo seletiva
sobre a interacdo TbXPG-TFIIH, ou sobre a interagao de TbXPG com outro complexo proteico,
andlogo ao TFIIH, que contenha TbXPBz. Além disso, a perda de fun¢ao do TFIIH no NER de
T. brucei pode estar relacionada a possivel perda do ortélogo de XPA em tripanossomatideos,
cujo papel seria estabilizar a associagdo de TFIIH a maquinaria do NER (Krasikova et al., 2010).
Tem sido descrito que a interacdo de XPG com CSB exerce um papel crucial nas primeiras
etapas do TC-NER (Iyer et al., 1996, Sarker et al., 2005), o que reforca a importancia, que nds
atribuimos a essa endonuclease, para o TC-NER de 7. brucei. Por fim, ainda esta a definir se a
XPG ¢ capaz de promover sozinha a excisdo do oligonucletideo contendo a lesdo, ou

alternativamente, se essa enzima ¢ auxiliada por outra endonuclease desconhecida.

A inibi¢do da expressdo, por RNAi, de TbXPC ou TbDDB causa sensibilidade a
ciclofosfamida, uma droga indutora de ICLs, sugerindo que estas proteinas possuem um papel
no reparo de DNA, que possivelmente ¢ realizado em conjunto com as endonucleases TbXPF-
ERCCI, ja que o RNAI contra estas ultimas confere o mesmo perfil de resposta visto no RNAi
contra as primeiras. Entretanto, observamos que o RNAi contra TbXPC, TbDDB ou TbXPF-
ERCCI nao aumenta a sensibilidade a cisplatina ou UV, sugerindo que o GG-NER desempenha
um papel secundario em relagdo ao TC-NER. O aumento da resisténcia a cisplatina, causado
pelo silenciamento de TbXPC, TBDDB e TbXPB, poderia indicar que essas proteinas
reconheceriam os adutos de cisplatina, mas esse reconhecimento ndo direcionaria essas lesoes
para um reparo eficiente. A perda de reconhecimento das lesdes induzidas por UV pelas
proteinas TbXPC e TbDDB ¢ um fato notavel, ja que tais lesdes sdo reconhecidas por tais
componentes do GG-NER na maioria dos organismos estudados (Chu & Chang, 1988, Feldberg
& Grossman, 1976). A andlise da estrutura tridimensional da proteina TbXPC sugere uma
mudanga fundamental no seu mecanismo de reconhecimento de lesdes no DNA. Rad4, o
homoélogo de XPC em S. cerevisiae, reconhece, juntamente com RAD23, estruturas de fita
simples associadas a lesdes que distorcem a geometria da dupla fita do DNA. Para isso, o
dominio B-hairpin de Rad4 ¢ inserido através da dupla hélice, deslocando a fita contendo a lesdo

para fora de seu sitio de ligacdo ao DNA. Esse mecanismo de reconhecimento de lesdo,
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empregado pela Rad4, ¢ a base para a sua capacidade de reconhecimento de uma ampla gama
de lesdes, que servirdo de substrato para a acdo do GG-NER (Min & Pavletich, 2007). Para
avaliarmos se a perda de envolvimento de TbXPC no NER possa estar diretamente relacionada
com a estrutura tridimensional dessa proteina, realizamos uma andlise de modelagem molecular
de TbXPC, baseada na estrutura de Rad4 ligada a uma molécula de DNA (Figura 2.23). Ao
medirmos a distancia entre os “bragos”, que formam o sitio de reconhecimento da lesdo em
ambas as proteinas, verificamos que o tamanho aproximado do sitio de reconhecimento de lesdo
¢ de 13A para Rad4 e de 27A para TbXPC. Ao considerarmos que o didmetro da dupla hélice
do DNA ¢ de 20 A, seria razoavel inferirmos que Rad4 seria capaz de reconhecer apenas uma
fita do DNA, enquanto que TbXPC poderia abrigar totalmente a dupla fita. Tais experimentos
de modelagem indicariam, dessa forma, a possibilidade de TbXPC ligar-se tanto a fita
danificada, quanto a ndo danificada, refletindo o seu cardter de especializacdo no
reconhecimento de ICLs e explicando o porqué do GG-NER de tripanossomatideos nao estar

direcionado para as lesdes causadas por UV e cisplatina.
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Figura 2.23: TbXPC apresenta um sitio de reconhecimento de lesdo mais largo, quando comparada a
seu homologo em levedura. A esquerda: Modelo de ribbon, sobreposto com a representagio de superficie
das estruturas de Rad4 (em verde) e TbXPC (em roxo), demonstrando a distincia entre os “bragos” que
constituem o sitio de reconhecimento de lesio de ambas as proteinas. A direita: Representagdo de
superficie de ambas as proteinas, Rad4 (em verde) e TbXPC (em rosa), ligadas a uma molécula de DNA
dupla fita.
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As lesdes que ocorrem nas fitas transcricionalmente ativas do DNA induzem o bloqueio,
ou o retardamento, da atividade da RNA Pol II, aumentando a afinidade de CSB pelo complexo
TFIIH e acionando, consequentemente, o reparo preferencial destas fitas por TC-NER
(Hanawalt & Spivak, 2008). Alternativamente, a RNA Pol pode sintetizar RNA através de
moldes contendo lesdes (Saxowsky & Doetsch, 2006, Bregeon & Doetsch, 2011).
Demonstramos, em 7. brucei, que a recuperagdo das lesdes induzidas por UV ¢ mediada por
TbCSB e TbXPBz. Adicionalmente, demonstramos também que as lesdes causadas por UV
praticamente ndo sdo reparadas no genoma nuclear dos tripanossomatideos, levando-nos a
conclusdo de que o mecanismo empregado, por esses parasitos, para lidar com esse tipo de
injuria no DNA, ¢ basicamente o processo de transcri¢do translesdo. O aumento da resisténcia
a UV, visto nas células silenciadas para TODERCC1, TbXPF e TbXPG, poderia indicar que tais
proteinas possam reconhecer as lesdes geradas por esse agente, e que provavelmente a ligagao
dessas endonucleases as fotolesdes inibiria o processo de transcrigdo translesdo, diminuindo a

sobrevivéncia dos parasitos.

A RNA Pol II possui a habilidade de inserir dois ribonucleotideos de adenina em frente
ao dimero CPD. O primeiro A ¢ incorporado de forma independente de molde, seguindo a
“regra do A”, enquanto que o segundo ¢ inserido de forma molde-dependente. Quando um
ribonucleotideo de uracila ¢ incorporado, em vez de uma segunda adenina, o erro de pareamento
entdo gerado induz a parada da RNA Pol II. Dessa forma, pelo menos em S. cerevisae, o
processo completo de transcricdo translesdo, em moldes contendo CPDs, ¢ livre de erros
(Brueckner et al., 2007, Walmacq et al., 2012). A passagem da RNA pol por CPDs ¢ também
dependente de CSB, que representa, neste contexto, um ponto em comum entre as vias de TC-
NER e de transcricao translesdo (Lee et al., 2002). Em T brucei, nossos resultados indicam que
a deplecdo de TbCSB, por RNAI, associada a irradiacdo UV, induz o aumento dos niveis de
mRNA dos genes avaliados. Sugerimos, dessa forma, que a RNA Pol II de tripanossomatideos
emprega um mecanismo de sintese tranlesdo, através dos CPDs, e que TbCSB assume um papel
critico ao regular este processo. Como isso ocorre em 7. brucei e como TbCSB conduziria a
decisdo sobre permitir a sintese translesdo, ou ativar o TC-NER, ainda precisa ser definido. E
possivel que a necessidade dos tripanossomatideos, em garantir continuamente a transcri¢ao

multigénica, implique em menor acuracia na producdo de pré-mRNA, diante de algumas lesdes.
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Isso seria consistente com a observagdo de que, em curto prazo (em um periodo de poucas
horas), a sobrevivéncia das células silenciadas para TbCSB, apds irradiagdo com UV, ¢ maior,
Jé& que na auséncia de TbCSB, provavelmente ndo ha bloqueio da RNA Pol II pelas fotolesdes.
Ja em longo prazo, no entanto, a produ¢do de mRNA propensa a erros, decorrente da auséncia
de TbCSB, poderia ser toxica para o parasito, explicando a maior sensibilidade do 7. brucei
silenciado para TbCSB nos tempos tardios, apos exposi¢do a UV. Concluimos, com isso, que
TbCSB atua como pivo na decisdo de empregar a transcri¢ao translesdo, ou de ativar o TC-
NER, o que estd em conformidade com os nossos dados de RNAi, associado ao tratamento com
cisplatina, cujas lesdes no DNA possuem capacidade muito superior de bloquear a passagem da

RNA Pol II, quando comparadas as fotolesdes.

Em relacdo aos danos de cisplatina, o knockdown por RNAi de TbXPG causa grande
mortalidade em 7. brucei, indicando que essa endonuclease talvez seja recrutada para mediar o
reparo. Sugerimos, dessa forma, que as estruturas volumosas das lesdes de cisplatina sdo
capazes bloquear a passagem da RNA Pol II, pelo menos de uma forma bem mais efetiva que
o bloqueio da transcrigdo observado pela presenca de um CPD (Damsma et al., 2007). Com
isso, as lesdes derivadas de cisplatina, e talvez de outros compostos platinados, t€ém de ser
removidas via TC-NER, caso contrario, a transcricdo serd severamente interrompida.
Consistente com esse cenario, apos o tratamento com cisplatina e silenciamento de TbCSB, os
niveis de mRNA dos genes posicionados dentro do segmento policistronico ndo acompanham
o aumento detectado, ap6s exposicao a UV, com concomitante deplecdo de TbCSB. Além disso,
demonstramos que os danos no DNA induzidos por cisplatina, ao contrario das fotolesdes, sdo
eficientemente removidos em tripanossomatideos, sendo que, nas condi¢des testadas,
praticamente todas as lesdes foram reparadas em até uma hora. Esse reparo eficiente ¢
provavelmente catalisado pelo TC-NER, ja que a deple¢dao de TbCSB, TbXPBz ou TbXPG leva

a um aumento da sensibilidade a cisplatina, em igual extensao.

Demonstramos que a inibi¢do por RNAi, mesmo que parcial, da expressao de TbXPC,
TbDDB ou TbXPF-ERCCI resulta em rapida morte celular, pelo menos na forma sanguicola

do parasito. A indispensabilidade de TbXPB e TbXPD foi previamente documentada em 7.
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brucei (Lecordier et al., 2007), assim como em levedura, o que ndo seria inesperado, uma vez
que essas proteinas fazem parte do complexo TFIIH e a auséncia das mesmas inviabilizaria a
transcri¢do. Em contraste, ¢ descrito na literatura que cepas mutantes de S. cerevisiae, nocautes
para RAD4 (XPC), RAD23, RAD1 (XPF) e RAD10 (ERCC1) sdo viaveis (Giaever et al., 2002).
Até o momento, fenotipos severos, relativos a mutagdes no NER, estdo limitados a eucariotos
multicelulares. Entretanto, mesmos nesses organismos, alguns componentes do NER parecem
ser dispensaveis. Por exemplo, sabe-se que linhagens mutantes de 4. thaliana, nocautes para
XPF-ERCC1, sdo viaveis (Vannier et al., 2009). J& em camundongo, animais portando dele¢des
substanciais em XPC ainda permanecem viaveis (Sands et al., 1995), enquanto que, a perda
quase completa de ERCC1 ndo inviabiliza o crescimento embriondrio, até o final do periodo
gestacional. Em C. elegans, a perda de RAD23 ou XPC nao ¢ imediatamente letal, sendo que a
deficiéncia neste primeiro ainda permite o completo desenvolvimento embriondrio, porém
causa esterilidade materna (Kamath et al., 2003). Embora tenha sido proposto aqui que a
transcri¢do multigénica, em 7. brucei, faria com que o NER assuma grande importancia, esta
ndo seria uma explicacdo suficiente para sustentar a essencialidade destes genes, ja que ndo
encontramos nenhuma evidéncia de que TbDDB, TbXPC ou TbXPF/ERCCI1 reparem danos
induzidos por UV ou cisplatina via TC-NER. Tal observacao poderia sugerir, por outro lado,
que estes genes teriam assumido uma funcgdo diferente, embora essencial, de natureza

desconhecida.

ICLs sdo lesdes altamente genotoxicas, cujo reparo requer varios fatores, derivados de
mais de uma via de reparo independente (McVey, 2010). Neste trabalho, demonstramos que
TbXPC, TbDDB e TbXPF-ERCCI, que presumivelmente atuariam no GG-NER, sdo
importantes no reparo de ICL em 7. brucei, j4 que o RNAI contra esses fatores aumenta a
sensibilidade do parasito a ciclofosfamida. O papel de proteinas do GG-NER, no reparo de ICL
em S. cerevisiae, tem sido descrito na literatura (Saffran et al., 2004), em que cepas nocautes
para Rad4 apresentam sensibilidade aos agentes causadores de ICLs mecloretamina,
mitomicina C e cisplatina (McHugh et al., 1999, Wu et al., 2004). Entretanto, células de
mamiferos deficientes para XPA ou XPC apresentam apenas sensibilidade moderada a
indutores de ICL (Clingen et al., 2007). A alta sensibilidade a agentes indutores de ICL, faléncia

da medula 6ssea e alta frequéncia de canceres sdo os sintomas tipicos de humanos que possuem
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mutagdes nos genes cerne do complexo FA (Fanconi Anemia) (Deans & West, 2011), os quais
parecem estar ausentes nos eucariotos unicelulares. Nesses Ultimos, como levedura e
tripanossomatideos, o reconhecimento de ICLs e o reparo via GG-NER assumem grande
importancia. A endonuclease XPF representa um dos fatores do NER mais criticos para o reparo
de ICLs, ja que células deficientes em XPF apresentam grande sensibilidade a agentes
causadores de ICL em levedura, Dictyostelium discoideum e humanos (McVey, 2010). Além
disso, em D. discoideum, XPF ¢é a proteina mais critica para a resisténcia a agentes causadores
de ICL, independentemente do fato de este organismo ser dotado de quase todos os
componentes do complexo FA (Zhang et al., 2009). Essas descobertas parecem ser consistentes
com o nosso trabalho, realizado em 7. brucei, em que o RNAi contra TbXPF ou TbERCCI
resulta em extrema sensibilidade a ciclofosfamida. E possivel especular que a ampla
dependéncia das endonucleases do NER, e também possivelmente das proteinas do GG-NER,
para a resisténcia a agentes causadores de ICL, seja uma caracteristica ancestral do reparo de
DNA entre os organismos vivos. Entretanto, o motivo pelo qual a atividade das endonucleases
do NER assume grande importancia em 7. brucei, e talvez nos demais tripanossomatideos,

ainda é desconhecido.

Através dos experimentos de modelagem molecular, sugerimos um novo mecanismo
empregado pela TbXPC, para a ligacdo a danos no DNA, em detrimento ao mecanismo de
reconhecimento de lesdes de Rad4 (Min & Pavletich, 2007), o que seria consistente com a
especializacdo do GG-NER de 7. brucei em processar lesdes do tipo ICL. As proteinas XPC-
Rad23b de humanos também sdo capazes de se ligarem ao ICL induzido por psoraleno (Thoma
et al., 2005), embora este complexo provavelmente compartilhe 0 mesmo mecanismo de
reconhecimento de lesdes que seu homologo em levedura (Min & Pavletich, 2007). Ainda serdo
necessarios experimentos subsequentes, para definirmos o espectro de lesdes enderecado ao
reconhecimento de TbXPC, assim como ¢ de nosso interesse esclarecer o motivo pelo qual os
componentes do GG-NER sdo essenciais ao parasito. As regides subteloméricas do 7. brucei
abrigam um imenso numero de genes de VSG (Variant Surface Glycoprotein) (Marcello &
Barry, 2007), que s3o constitutivamente reprimidos in situ. O GG-NER, nesse caso, poderia ter
uma func¢do nesta e em outras regides especificas do genoma do parasito, cuja transcri¢ao €

silenciada, como por exemplo, os mini-cromossomos especializados. Contudo, a descoberta de
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que os componentes do NER em 7. brucei, que a principio atuariam basicamente no NER,
tenham assumido fungdes distintas daquelas exercidas pelo NER de seus respectivos
hospedeiros, indicaria a existéncia de potenciais alvos terapéuticos para a Doenca do sono e

demais tripanossomiases.

Em suma, os nossos dados indicam que os componentes do NER em
tripanossomatideos, apesar do alto grau de conservagdo apresentado por suas sequéncias
codificadoras, possuem adaptagdes Unicas, de modo que o TC-NER atua eficientemente nas
lesdes que impedem a atividade da RNA Pol II, enquanto que as lesdes que ndo bloqueiam a
transcri¢do sdo processadas por um mecanismo de tolerdncia ao dano no DNA. Além disso, a
subvia GG-NER destes parasitos ¢ especializada no reparo de ICL, podendo atuar, inclusive,

em outros processos essenciais do metabolismo de DNA.
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2.6 Perspectivas

Avaliar a contribui¢do individual dos genes TbXPBz, TbXPG e TbCSB para o reparo

de lesdes causadas por cisplatina, via TC-NER.

Avaliar a contribui¢do individual dos genes TbXPC, TbDDB e TbXPF/ERCC1 para o
reparo de ICLs, via GG-NER.

Fazer uma imunoprecipitagdo de TbDDB, para verificarmos em 7. brucei, se esta
proteina forma dimeros com outras proteinas, possivelmente andlogas a XPE, que

reconheceriam lesdes do tipo ICLs.

Realizar experimentos de transcri¢do in vitro, a partir de extratos protéicos de 7. brucei,
ante e ap6s inibi¢do de TbCSB, na presenca de moldes de DNA nao lesionados e contendo
dimeros de pirimidina ciclobutano, 6-4 fotoprodutos e adutos de cisplatina, de forma a testar a
nossa hipotese sobre o papel de TbCSB na regulacdo do processo de transcri¢do translesdo em

T. brucei.

Avaliar o papel das proteinas do NER na forma prociclica do 7. brucei.
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Capitulo 3: O papel da Asfl1A na resposta a danos no DNA em T.

cruzi e L. major

3.1 Introducao

Nesta terceira parte do trabalho, o foco estara voltado para o momento em que, apds o
reparo ter ocorrido, os mecanismos efetores da resposta a danos no DNA estariam direcionando
qual serd o destino a ser seguido pela célula: saida do checkpoint dependente de lesdes no DNA
e mitose ou morte celular. Abordaremos este momento, ao analisarmos o papel da proteina

Asf1, na resposta a danos no DNA, nos tripanossomatideos 7. cruzi e L. major.

O conjunto de histonas, variantes de histonas e as suas respectivas modificagdes pos-
traducionais presentes nos tripanosssomatideos podem revelar diferentes mecanismos de
controle do reparo de DNA e de resposta a danos no DNA. Tripanosomas possuem duas formas
de cada uma das quatro histonas, cujas sequencias de aminoéacidos variam consideravelmente
das histonas canonicas dos metazoarios (Talbert & Henikoff, 2010). Além disso, esses parasitos
apresentam modificagdes poOs-traducionais em suas histonas que sdo exclusivas do grupo
(Janzen et al., 2006). Como exemplo desse tipo de modificacdo relacionada a DDR, foi
recentemente descrito que a sinalizagdo da presenca de lesdes no DNA ¢ feita em 7. brucei por
uma histona H2A fosforilada em uma treonina. Em todos os eucariotos, variando de humanos
até levedura, a presenca de danos no DNA ¢ marcada pela fosforilagdo de uma serina da histona
H2A(X) (Glover & Horn, 2012). Tais descobertas evidenciam que o codigo de histonas em
tripanossomatideos, assim como ocorre em outros organismos, estd associado a varios
processos celulares, incluindo reparo de DNA e resposta a danos no material genético, porém
este codigo operaria em uma linguagem diferente daquela amplamente difundida entre os

demais eucariotos.
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A dindmica da cromatina estd intimamente relacionada aos processos de metabolismo
de DNA, tais como replicacdo, reparo e recombina¢do. Além das histonas, outras proteinas nao-
histonas exercem um papel crucial na modifica¢do da cromatina, durante esses processos. Tais
proteinas também intermedeiam a comunicagdo entre o estado da cromatina e as outras vias do
metabolismo celular. Com isso, modifica¢cdes na cromatina estdo diretamente envolvidas na
resposta a danos no DNA, influenciando diretamente nos processos de sobrevivéncia da célula,
apoOs exposi¢do a agentes genotoxicos. Essa comunicagdo ¢ feita através de modificagdes pds-
traducionais na rede de proteinas que compdem a cromatina, ou que estdo diretamente
relacionadas a ela. Dentre essa complexa rede de proteinas, daremos énfase nesta se¢do a

proteina Asfl, que possui a fun¢do de chaperona de histonas.

Asfl (anti-silencing function 1) € uma chaperona que liga-se ao dimero de histonas H3-
H4, durante a dindmica de montagem e desmontagem dos nucleossomos. Consequentemente,
essa proteina participa de importantes fungdes celulares que envolvem o remodelamento da
cromatina. A sua fung¢do, portanto, ¢ empregada durante os processos de controle da expressao
génica, resposta a danos no DNA, recombinagao, replica¢do e reparo do DNA (Ransom et al.,
2010). Asfl ¢ uma proteina ubiqua entre os eucariotos, estando presente em uma ou duas copias,
considerando-se um genoma haploide. A duplicagdo de Asfl ¢ observada em mamiferos,
plantas, vermes e protozoarios, mas ndo em levedura (Mousson et al., 2007). A associagdo desta
proteina a resposta a danos no DNA, bem como as vias de replicagdo e reparo de DNA, foi
estabelecida, primeiramente, a partir da observagao fenotipica de cepas de levedura nocautes
para este gene. Tais linhagens apresentam retardo de crescimento, com atraso em G2/M (Ramey
et al., 2004); sensibilidade a varios agentes genotdxicos (cisplatina, UV, MMS e bleomicina)
(Le et al., 1997, Tyler et al., 1999, Ramey et al., 2004) e maior vulnerabilidade ao estresse
replicativo, demonstrada pela maior sensibilidade a mutacdes na DNA polimerase e aos
tratamentos com camptotecina e hidroxiuréia (Ramey et al., 2004). Além disso, a auséncia de
Asf1, em levedura, torna o processo de montagem do nucleossomo lento e ineficiente, elevando
os niveis de danos espontdneos no DNA e contribuindo para a formagdo de aberracdes

cromossomicas (Myung et al., 2003).
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O papel de Asfl, na resposta a danos no DNA, ocorreria em dois momentos: na etapa
de remocao das histonas, antes do reparo da lesdo no DNA, permitindo o acesso da maquinaria
de reparo ao sitio de dano; sendo que o segundo momento de intervencao de Asfl seria apos o
reparo ter sido concluido, durante a restauragao da estrutura da cromatina. De acordo com o
modelo proposto para a atuacdo de Asfl antes do reparo, foi sugerido que, em condic¢des
normais, essa proteina estaria ligada a proteina TLK1/B (Tousled-like kinase 1 e Tousled-like
kinase 1B). Apds o dano no DNA, TLK1/B fosforila a Asf1, liberando-a de modo que ela possa
interagir com o dimero de histonas H3/H4. Essa interagdo promoveria a desmontagem do
nucleossomo, uma vez que o complexo Asfl-H3/H4 seria deslocado para fora do sitio da lesao.
TLK1/B, por sua vez, ao interagir com Rad9, promoveria o reparo da lesdo (Sunavala-
Dossabhoy & De Benedetti, 2009). Ja no segundo modelo, essa proteina seria responsavel pela
desativagdo do checkpoint, que ocorre em resposta a danos no DNA, permitindo a célula
retornar ao ciclo celular. Chen e colaboradores demonstraram que, em S. cerevisiae, apos o
reparo de quebras duplas no DNA, Asfl promove a remontagem dos nucleossomos contendo a
histona H3 acetilada em sua lisina 56. Essa modificagdo pos-traducional ¢ o sinal necessario
para que ocorra a desfosforilagdo de Rad53 (homologa de Chk2 presente em mamiferos), uma
proteina que em estado hiperfosforilado marca a parada do ciclo celular, por checkpoint
dependente de dano (Chen et al., 2008). Além disso, tal modificacdo pos-traducional na histona
H3 possui outras implicagdes importantes para o reparo de DNA, uma vez que, em levedura, os
foci da histona H3 acetilada na lisina 56 colocaliza com foci de reparo; assim como a
desacetilacdo deste residuo da histona H3 est4 associada a indug@o de quebras duplas no DNA
e ao acionamento da via de NHEJ, em organismos multicelulares (Gospodinov & Herceg,
2012). Foi demosntrado também, em levedura, que essa marca na histona H3 ¢ um sinal
necessario para a ativagao de sintese translesdo, através de lesdes causadas por MMS (Guenole

etal., 2013).

Dessa forma, Asfl ndo atua diretamente no reparo das lesdes geradas no DNA, apos
estresse genotoxico (Ramey et al., 2004). Em vez disso, essa proteina estd envolvida no
remodelamento da cromatina antes e/ou apos o reparo do DNA. A atuacdo de Asfl antes do
reparo estaria mais relacionada a organismos dotados de TLK1/B, uma cinase amplamente

difundida entre metazodarios e plantas, mas que ndo estd presente em levedura (Sillje et al.,
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1999). Ja o outro modelo, que propde a participagdo de Asfl apos o reparo, ficaria mais restrito
a levedura, pois Chk2 ndo interage com Asfl em células de mamiferos (Groth et al., 2005). Em
levedura, Asfl permanece ligada a Rad53, a menos que ocorra uma lesdo no DNA. A indugdo
de danos no DNA resulta na fosforilagdo de Rad53, com concomitante liberagdo de Asfl, de
modo que esta ultima possa promover as suas func¢des relacionadas a resposta ao dano no DNA

(Hu et al., 2001, Linger & Tyler, 2007).

Apesar das proteinas TLK1/B estarem intimamente relacionadas a radioprotecdo e ao
processo de desenvolvimento em organismos multicelulares, ndo sendo encontradas em
praticamente todos os eucariotos unicelulares (Silljé et al., 1999), dois homoélogos dessa
proteina foram identificados em 7. brucei, TLK1 e TLK2. A deplecdo de TLK1 por RNAI,
neste parasito, provoca retardo do ciclo celular, durante a fase S, e impede a montagem do fuso
mitdtico. Tanto TLK1, quanto TLK2, sdo capazes de fosforilarem TbAsflA e TbAsf1B, no
entanto, apenas TLK1 ¢ capaz de interagir com TbAsf1A e TbAsf1B in vivo. O silenciamento
de TbAsf1A/B, em T. brucei, também induz ao acumulo gradual dos parasitos na fase S do ciclo
celular (Li et al., 2007, Alsford & Horn, 2012). A AsflA localiza-se no citoplasma do 7. brucei,
migrando para a regido perinuclear, durante a fase S. Essa proteina esta envolvida na acetilacdo
das histonas H3 e H4 e possivelmente com a importagdo das mesmas para o nucleo. Ja a Asf1B
localiza-se no nucleo desse parasito e estaria envolvida com o mecanismo de checkpoint
dependente de dano no DNA (Pascoalino, Tese de Doutorado). A superexpressao de AsflA,
em L. major, induz maior expressdo de genes relacionados ao remodelamento de cromatina e
estresse, tais como genes de choque térmico (HSPs, do inglés heat shock proteins), oxirredugao
e protedlise. Ja em relacdo a resposta a danos no DNA, a cepa de L. major superexpressora de
Asfl apresenta maior susceptibilidade a MMS, comparada a linhagem controle. (Scher et al.,

2012).

Como a proteina AsflA estaria envolvida na resposta a danos no DNA em L. major, é
de nosso interesse saber o quanto isso esta conservado entre os tripanosssomatideos. Apesar do
crescente numero de trabalhos, envolvendo os mecanismos do metabolismo de DNA em

tripanossomatideos, as diferencas dessas vias, entre esses parasitos, continuam pouco
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exploradas. A andlise comparativa dos genomas dos Tritryps (7. brucei, T. cruzi e L. major)
sugere diferencas nas vias de metabolismo de DNA, que separam L. major de T. brucei e T.
cruzi (El-Sayed et al., 2005), embora ndo haja comprovacao experimental para tais inferéncias.
Nesta parte do trabalho, pretendemos aprofundar o nosso conhecimento sobre as diferengas
entre as vias de resposta a danos no DNA presentes em diferentes tripanossomatideos. Para isso,
investigaremos o papel da proteina AsflA na DDR, em 7. cruzi, comparando as func¢des dessa

proteina, com aquelas exercidas pelas suas respectivas homologas, em L. major e T. brucei.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Investigar o papel da proteina Asfl na resposta a danos no DNA em 7. cruzi.

3.2.2 Objetivo especifico

Avaliar o efeito da superexpressdo de Asfl, durante o crescimento de formas

epimastigotas de 7. cruzi, na presenca de agentes genotoxicos.
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3.3 Material e Métodos

3.3.1 Cultivo dos parasitos

As linhagens geradas neste projeto de formas epimastigotas de 7rypanosoma cruzi, do
clone CL Brener, transfectadas com os vetores pRockNeo e pRockNeo-Asfla foram mantidas
a 28°C em meio LIT (liver infusion-tryptose: 5g.L-!, NaCl 4g.L"!, bactotriptose 5g.L!, KCI
0,4g.L!, NaH,PO4 8g.L"!, dextrose 2g.L!, hemina 0,2% 10ml em NaOH 0,05M) pH7.3,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 200.000 u/L de penicilina e 0,2 g/L de sulfato de
estreptomicina e 200 pg/mL de G418 (Geneticin — Gibco).

3.3.2 Obtencao da cepa superexpressora de AsflA em 7. cruzi

3.3.2.1 Amplificac¢io do gene TcAsflA

A sequéncia de nucleotideos referente a janela aberta de leitura do gene TcAsflA foi
encontrada no banco de dados dos genomas dos tripanossomatideos (www. tritrypdb. org).
Utilizando-se a sequéncia da ORF de TcAsflA, foram construidos iniciadores, para
amplificarmos esse fragmento de DNA. Tanto o iniciador forward (AsflXbalF 5’-
TCTAGAATGGGCACCCAACCCATTGTT-3’) quanto o iniciador reverse (AsflXhoIR
5’CTCGAGTCACTTCATGGGCGCCTCATC-3") (IDT-Integrated DNA Technologies)
contém sitios de reconhecimento para enzimas de restricdo, com a finalidade de gerar
extremidades coesivas, ap0s a realizagdo de dupla digestdo com essas enzimas, 0 que permitira
a clonagem no vetor de interesse. A reacdo de PCR foi realizada através do sistema de
amplificagdo de alta acuracia AccuPrime™ Pfx SuperMix (Invitrogen). Para isso, foram

misturados 22,5 uL de AccuPrime™ Pfx Mix, 200 nM de cada iniciador e, aproximadamente,
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100 ng de DNA genomico de 7. cruzi clone CL Brener, cedido pelo Dr. Hélder M. V. Silva. A
mistura de rea¢do foi incubada no termociclador MJ Research PTC-100, utilizando-se o
programa de 5 minutos a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a
55°C e 30 segundos a 68°C; 10 minutos a 72°C e 4°C por tempo indeterminado. As amostras
foram visualizadas em gel de agarose 1% (p/v), feito com TAE 0,5% (Tris-Acetato-EDTA) e
corado com solugdo de brometo de etideo a 100mg/mL, diluida 1:50.000 em TAE 0,5%.

3.3.2.2 Sub-clonagem e clonagem do gene TcAsfla em pRockNeo

O produto de PCR obtido foi clonado primeiramente no vetor pGEM-T Vector Systems
(Promega), segundo recomendag¢des do fabricante. Os clones positivos para o gene de interesse
foram revelados por PCR de colonia. Essa técnica consiste em testar a presenga do inserto
clonado, ao inocularmos uma pequena quantidade da colonia de bactérias no mix de reagdo de
PCR. Para as reagdes de PCR de colonia, foram utilizados 1x do Tampao IB (500mM KCI,
100mM Tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100, 15 mM de MgCl, - Phoneutria Biotecnologia e
Servigos Ltda), 200 uM de NTPS (Invitrogen), 100 nM de cada iniciador e 100 U de Taqg DNA
polimerase (Phoneutria Biotecnologia e Servicos Ltda). Os clones positivos para a PCR de
coldnia foram crescidos em 5 mL de meio liquido 2xYT (16g de bacto triptona, 10g de extrato
de levedura, 5g de NaCl e ddH,O q.s.p. 1L) com 5SuL de ampicilina (100mg/mL). Os
plasmideos contidos nos clones selecionados foram extraidos utilizando-se o kit de extragdo de
DNA plasmidiano Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Em
seguida, o gene TcAsflA foi retirado do vetor pPGEM -T Vector®, por dupla digestdo com as
enzimas de restri¢do Xbal e Xhol. A reacdo de digestao foi realizada através da incubagao, por
3 horas a 37°C, do mix de reagdo contendo 1,5 pg de DNA plasmidiano, Tampao D (Promega)
Ix, B.S.A a 100 pg/mL e 12 U de cada enzima de restri¢ao (Promega). A banda corresponde ao
fragmento desse gene foi purificada a partir do gel de agarose 1%, utilizando o kit de purificacao
Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), de acordo com as instru¢des do

fabricante.
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O vetor pRockNeo (Figura 3.1) foi submetido a dupla digestdo com enzimas de restri¢ao
Xbal e Xhol, para gerar sitios de clonagem, compativeis as extremidades coesivas geradas no
amplicon do gene TcAsfla. Em seguida, o vetor foi precipitado com PEG-8000 20% p/v e
tratado com SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase).

Para as reagdes de ligagdo do gene TcAsflA no vetor pRockneo digerido com Xbal e
Xhol, o mix de reag@o contendo 50 ng do plasmideo digerido, Xng (= 3 x ng vetor x Kb inserto
/ Kb vetor) de inserto, tampdo 1x da T4 DNA ligase (250 mM Tris-HCI pH 7.6, 50 mM MgCl2,
5 mM ATP, 5 mM DTT e 25% p/v de polietileno glicol-8000) (Invitrogen) e 5 U da T4 DNA
ligase (Invitrogen) foram incubados, a 14°C, por uma noite. Os produtos das reagdes de ligagao
foram utilizados para a transformacao de bactérias eletrocompetentes E. coli DH5a (gendtipo:
F-, ¢80dlacZAM15, A(lacZY A-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk’, mk™), phoA,
supE44, A, thi-1, gyrA96, relAl). Para a transformacdo de bactérias, cerca de 10 ng de DNA
plasmidiano, ou 3 uL de produto de ligagdo, foram adicionados a 50 puL da aliquota de bactéria
eletrocompetente. Ap6és 5 minutos de incubagdo no gelo, a bactéria contendo o DNA foi
eletroporada e ressuspendida em 800 pL de meio liquido 2xYT. Em seguida, apds incubacao
por 30 minutos a 37°C e 180 rpm, 100 pL desse volume foram plaqueados em meio 2xYT agar

(ampicilina a 100 pg/mL) e incubados a 37°C, por 16 horas.
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Figura 3.1: Mapa do vetor pRockGFPneo. Esse plasmideo possui uma regido homologa ao gene da [3-
tubulina, um promotor ribossomico, regido 5S’UTR de TcP2p, regides 3’UTR e intergénica de GAPDHII,
com a fun¢do de auxiliar a expressdo das proteinas de interesse. Neste caso, trocamos a ORF de GFP
pela ORF de AsflA, para a obtencdo do vetor de superexpressao de Asfl A, em formas epimastigotas de
T. cruzi. Neo (R) representa resisténcia a G418 (neomicina ou geneticina) (DaRocha et al., 2004).
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Os clones portando o gene de interesse foram selecionados por PCR de coldnia e crescidos
a 37°C, por 16 horas, em 5 mL de 2xYT, contendo ampicilina a 100 pg/mL, para extracdo do
DNA plasmidiano. Para confirmar o sucesso da construcdo, o plasmideo obtido foi submetido a

dupla digestao com Xbal e Xhol, de modo a liberar o inserto correspondente ao gene TcAsfl1A.

3.3.2.3 Transfeccdo de formas epimastigotas de 7. cruzi com o vetor pRockNeo-TcAsf1A

Primeiramente, o gene TcAsfla foi clonado no vetor pRockneo (DaRocha et al., 2004),
que confere resisténcia & neomicina e promove a superexpressao, em 7. cruzi, do inserto contido
na sua regido de polinker, sob a regulacdo de um promotor ribossémico. Apos a clonagem,
procedemos com a obten¢do do plasmideo pRockneo-Asfl A em larga escala, através do kit de
Maxiprep Wizard ® Plus Maxipreps DNA Purification System (Promega). Em seguida, 100ug
desse plasmideo foi digerido com Nofl e precipitado com isopropanol 100% e acetato de sddio
a 3M. Apds a precipitacdo, o DNA foi ressuspendido em 50uL de ddH>O e dosado no
NanoDropTM 1000. Apos a dosagem, 50ug do DNA digerido e precipitado foi utilizado para
a transfecgdo de formas epimastigotas de 7. cruzi do clone CL Brener, cedido pelo Prof. Egler
Chiari do Depto. de Parasitologia da UFMG. Para tal, 4x107 células em inicio da fase
logaritmica da curva de crescimento (2x107/mL) foram obtidas por centrifugagdo, a 3000 g,
durante 10 minutos. Em seguida, os parasitas foram lavados 1 vez em PBS 1x e ressuspendidos
em 0,4 mL de tampao de eletroporagdo (120 mM de KCI, 0,15mM CaCl,, 10mM K>HPOs, 25
mM de Hepes, 2mM de EDTA, 5 mM de MgCl,, pH 7.6). Na sequéncia, a mistura das células
em tampao de eletroporacdo, mais o DNA, foram colocados em uma cubeta de 0,2 cm, resfriada
no gelo. A eletroporagao foi realizada no Bio-Rad gene pulser, ajustado em 0,3 kV e 500 puF,
com 2 pulsos (10 segundos de intevalo entre eles). A selecdo da populacdo de células
transformantes foi feita por adi¢cdo, durante quatro semanas apos a transfec¢do, de 200 png/mL
de G418 (Geneticin — Gibco) ao meio de cultura utilizado na manutengdo dos parasitos (LIT -
liver infusion-tryptose -, pH 7.3, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab),
200.000u/L de penicilina e 0,2g/L de sullfato de estreptomicina (Invitrogen)). Apds a sele¢do
com G418, a cepa superexpressora de TcAsflA foi continuamente mantida na presenga deste

antibiotico.
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3.3.2.4 Confirmacao da superexpressiao de TcAsflA, em 7. cruzi, por PCR quantitativa

em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada pelo sistema ABI 7500 Sequence Detection System
(Applied-Biosystems) na presenga do corante fluorescente SYBR Green (SYBRGreen PCR
Master Mix, Applied Biosystems). A otimizagdo das reacdes foi realizada de acordo com as
instrugdes do fabricante. As rea¢des foram realizadas em triplicatas bioldgicas e técnicas, sendo
que a concentragdo final de oligonucleotideos foi de 200 nM. Como controle de expressao
endogena em 7. cruzi, utilizamos a subunidade 8 da transamidade de anchora GPI (pseudogene
GPI8 -  TcCLB.507993.5), amplificado  pelos  iniciadores pl -  5’-
AGCATGCAAAGTGTGAATCGGACC-3’ and p2 - 5’-
AGGAGGAAGACTCGCACGTTCTTT-3". A eficiéncia das reagdes de amplificacdao de cada
gene alvo foi determinada pela curva padrao das amplificagdes de dilui¢des seriadas (10x) do

cDNA. A expresséo relativa foi entdo calculada pelo método do 244¢T,

3.3.3 Curvas de crescimento de 7. cruzi na presenca de agentes genotoxicos

Para a realizagdo da curva de crescimento ap0s irradiagdo gama, foram preparados 5 mL
das culturas selvagem e superexpressora de Asfl A, no inicio da fase logaritmica de crescimento
(0,5-1x107). Cada cultura foi irradiada em triplicata por uma fonte de cobalto (CO%°), na dose
de 500 Gy, a uma taxa de irradiacdo de 1578 Gy/h, no Laboratorio de Radiagdo Gama
(CDTN/UFMGQG). As contagens dos parasitos irradiados, em comparagdo com os controles ndo
irradiados, foram realizadas a cada 24 horas, até as células atingirem a fase estaciondria da curva
de crescimento. Para contagem do nimero de parasitos, as culturas foram diluidas em solugdo
de PBS-eritrosina (PBS a 0,15 M e eritrosina a 0,4% p/v, pH 7,2) e, posteriormente,

quantificadas em camara citométrica.
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Para a realizacdo da curva de crescimento na presenca de peroxido de hidrogénio e
MMS, as culturas selvagem e superexpressora de AsflA de 7. cruzi, no inicio de fase
logaritmica de crescimento, foram cultivadas em triplicata na presenca de 0,01 e 0,02% v/v de
MMS e 200 e 400 uM de peroxido de hidrogénio. As contagens dos parasitos cultivados na
presenca desses agentes, em comparacao com 0s seus respectivos controles, foi feita a cada 24
horas, até as células atingirem a fase estaciondria da curva de crescimento. Para contagem do
numero de parasitos, as culturas eram diluidas em PBS-eritrosina (PBS a 0,15 M e eritrosina a

0,4% p/v, pH 7,2) e, posteriormente, os parasitos eram contados em camara citométrica.
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3.4 Resultados

3.4.1 Obtencao da linhagem de 7. cruzi superexpressora de TcAsflA

Na tentativa de inferir a fungdo da proteina AsflA, na resposta a danos no DNA em
tripanossomatideos, geramos uma cepa de 7. cruzi superexpressora de TcAsflA, através da
transfeccdo de formas epimastigotas desse parasito, com o vetor integrativo pRockneo-
TcAsflA. Para tal, amplificamos o gene AsflA de 7. cruzi, clone CL Brener, de modo que o
amplicon estivesse flanqueado, a 5’ e a 3’, pelos sitios das enzimas de restricdo Xbal e Xhol,
respectivamente (Figura 3.2a). Esse amplicon foi subclonado no vetor pGEM -T Vector® e
posteriormente clonado no vetor pRockneo (DaRocha et al., 2004). A constru¢do pRockneo-
TcAsflA foi confirmada por digestdo com as enzimas Xbal e Xhol, pois esta digestdo liberou
um fragmento do tamanho correspondente ao gene de interesse. A banda de 8,8 kb, que também
aparece ap6s a dupla digestdo com essas enzimas, corresponde ao vetor linearizado sem o
inserto (Figura 3.2b). Apos confirmagdo da clonagem, o plasmideo pRockneo-TcAsflA foi
linearizado pela digestdo da enzima de restricdo Notl (Figura 3.2¢) e utilizado na transfec¢ao
de formas epimastigotas de 7. cruzi, para a obtencao da linhagem superexpressora de TcAsflA.
A confirmagao da superexpressdo de TcAsflA, em 7. cruzi, foi realizada por PCR quantitativa
em tempo real, revelando que o mRNA deste gene estd 3,83 vezes mais abundante na cepa

superexpressora, quanto comparada a cepa controle, transfectada com o vetor vazio (Figura

3.2d).
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Figura 3.2: (a, b e ¢) Analise em gel de agarose 1% (p/v), corado com brometo de etideo, das etapas de
clonagem do gene TcAsflA no vetor de superexpressao em 7. cruzi, pRock Neo. a-) Reacdo de PCR
realizada a partir do DNA genoémico de 7. cruzi (clone CL Brener), para amplificar a ORF do gene
AsflA. 1Kb Ladder plus: padrio de peso molecular e AsflaXbal/Xhol: amplicon de 500 pb
correspondente a ORF do gene TcAsfl, flanqueado a 5’ e a 3, respectivamente, pelos sitios das enzimas
de restricdo Xbal e Xhol. b-) Digestao do plasmideo pRockneo-TcAsfl A com as enzimas Xbal e Xhol.
Clones 1 e 2: construgdes pRockneo-TcAsflA originadas de dois clones de bactéria diferentes, apos
dupla digestdo com as enzimas Xbal e Xhol. c-) Digestdo do plasmideo pRockneo-TcAsfla com a
enzima Notl. TcAsfla-pRock nao digerido: vetor ndo digerido contendo o gene TcAsflA, TcAsflA-
pRock digerido com Notl: vetor ap6s digestdo com a enzima Notl. d-) PCR quantitativa em tempo real
(qQRT-PCR) de TcAsflA, a partir do cDNA das cepas controle (Tc[pRock]) e superexpressora de
TcAsflA (Tc[pRock-ASF1]).
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3.4.2 Crescimento de linhagem de 7. cruzi superexpressora de AsflA na

presenca de agentes genotoxicos

Ao obtermos a cepa de 7. cruzi superexpressora de AsflA, realizamos curvas de
sobrevivéncia na presenca de agentes genotoxicos, para avaliarmos o papel dessa proteina na
DDR deste parasito. A superexpressdo de AsflA aumenta a resisténcia do 7. cruzi a MMS.
Enquanto o crescimento da cepa superexpressora de Asfl A permanece parado, ocorre morte
gradual da cepa controle, transfectada com o vetor vazio. Entretando, nenhuma dessas linhagens

de T. cruzi retoma o crescimento nas doses e condicdes testadas (Figura 3.3).

Apds avaliarmos a influéncia da superexpressdo de AsflA na resposta a danos por
alquila¢do, partimos para a investigagdo sobre a participagdo dessa proteina no estresse
oxidativo, sobretudo devido a importancia fisioldgica desse tipo de estresse, durante o ciclo de
vida do 7. cruzi. Para tal, realizamos o crescimento de formas epimastigotas do parasito
superexpressando a proteina AsflA, na presenca de perdxido de hidrogénio. Com isso, ndo
observamos nenhuma diferenca, em relagdo a cepa controle, na sobrevivéncia e/ou crescimento
do superexpressor de AsflA na presenca de peroxido de hidrogénio. Esse mesmo perfil se

reproduziu em ambas as doses testadas (Figura 3.4).
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Figura 3.3: Curva de crescimento de formas epimastigotas do 7. cruzi na presenca de MMS. Este grafico
foi plotado pelo niimero de parasitos X 107 células/ml versus tempo em horas. As legendas pRock 0,
Asfl 0, pRock 0,01% e Asfl 0,01%, representam, respectivamente, as linhagens controles e
superexpressando Asfl, cujo crescimento foi realizado na auséncia e na presenga de 0,01% v/v (1,17
mM) de MMS. Estas curvas de crescimento sdo representativas de dois experimentos independentes
realizados em triplicata.
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Figura 3.4: Curva de crescimento de formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi na presencga de H>O,.
Este gréfico foi plotado pelo niimero de parasitos X 10 células/ml versus tempo em horas. As legendas
pRock 0, pRock 200, pRock 400, Asfl 0, Asfl 200 e Asfl 400 representam, respectivamente, as
linhagens controle e superexpressando AsflA, cujo crescimento foi realizado na auséncia e na presencga
de 200 e 400 uM de perdoxido de hidrogénio. Estas curvas de crescimento sdo representativas de dois
experimentos independentes realizados em triplicata.



171

Ap6s realizarmos ensaios de exposicao a agentes genotdxicos, que causam lesdes nas
bases nitrogenadas, tratamos os parasitos com radiacdo gama, de modo a induzir quebras duplas
no arcabougo agucar-fosfato, que sdo direcionadas para a via de recombinagdo homdloga. A
exposicao a 500 Gy de radiacdo gama ndo causa morte na populacdo do 7. cruzi, como
observado por Regis-da-Silva e cols. (2006). A retomada do crescimento, apds exposicao a essa
dose, da-se por volta de sete dias na cepa selvagem, enquanto que a recuperacao do
superexpressor de Asfl A ocorre por volta do 122 dia (288 horas), ou seja, a superexpressao de
Asf1A retarda a retomada do crescimento do 7. cruzi, apos a exposi¢ao do parasito a 500 Gy

de radiagdo gama (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Curva de crescimento da forma epimastigota do 7. cruzi, apds irradiacdo com 500 Gy de
radiagdo gama. Este grafico foi plotado pelo ntimero de parasitos X 107 células/ml versus tempo em
horas. As legendas pRock 0, pRock 500, Asfl 0 e Asfl 500 representam, respectivamente, as
linhagens controle e superexpressando AsflA, cujo crescimento foi realizado com e sem o tratamento

de 500 Gy de radiagdo gama. Estas curvas de crescimento sdo representativas de dois experimentos
independentes realizados em triplicata.
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3.5 Discussao

A proteina AsflA exerceria um papel na resposta a danos no DNA, em 7. cruzi, ja que
a sua superexpressdo modifica a sobrevivéncia e a recuperaciao do crescimento deste parasito,
quando o mesmo € exposto a agentes genotoxicos. Paralelamente, em colaboracdo com a
doutoranda Juliana B. F. Garcia, orientada pela Prof* Dr?2 Angela K. Cruz, realizamos
experimentos para também determinarmos o papel da AsflA na DDR em Leishmania major,
comparando, dessa forma, a atuacdo desta proteina entre diferentes tripanossomatideos. Ao
realizarmos esta analise comparativa, obtivemos dois resultados principais. O primeiro foi que
T. cruzi e L. major apresentam mecanismos diferentes para lidarem com o estresse genotoxico.
Ja no segundo resultado, observamos que a proteina Asfl A poderia assumir papéis diferentes,

entre estes parasitos, na resposta a danos no DNA.

3.5.1 A resposta a danos no DNA, entre 7. cruzi e L. major, é diferencialmente

regulada

Ao avaliarmos o papel de Asfl A na resposta a danos no DNA, entre 7. cruzi e L. major,
observamos que estes organismos apresentam diferencas na maneira pela qual eles repondem
ao estresse genotoxico. Ainda que ndo possamos excluir a possibilidade de que os diferentes
meios de culturas utilizados no cultivo dos parasitos estejam contribuindo para a diferenca na
resposta aos compostos genotdxicos avaliados, discutiremos alguns pontos relevantes dos

resultados obtidos.

No tratamento com MMS, observamos que L. major é capaz de retomar o crecimento,
mesmo na presen¢a de 1,17 mM deste composto (Garcia, dados ndo publicados, figura 3.6a).
Entretanto, 0 mesmo nao foi observado nas culturas de 7. cruzi. O MMS gera lesdes nas bases

nitrogenadas, capazes de bloquearem a passagem da DNA polimerase. Essas lesdes, ao
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persistirem durante a replicagdo do DNA, levam ao colapso da forquilha de replicacdo,
resultando na formacao de quebras duplas e estresse replicativo. Com isso, propomos que 7.
cruzi tenha maior dificuldade em lidar com estresse replicativo do que L. major, uma vez que

este ultimo parasito ¢ mais resistente a MMS do que o primeiro.

Ja no tratamento com peroxido de hidrogénio, observamos que as culturas de 7. cruzi
sdo capazes de se recuperarem, mesmo apos o tratamento com 400 uM de H»O», sendo que o
mesmo nao ocorre em L. major (Garcia, dados ndo publicados, figura 3.6b). A explicagdo para
tal diferenca ndo ¢ obvia, j4 que ambos os parasitos lidam com niveis elevados de estresse

oxidativo, durante os seus respectivos ciclos de vida.

O T. cruzi, ap6s 500 Gy de irradiagdo gama, apresenta parada do crescimento por
aproximadamente sete dias, seguida de rapida recuperacao. Esse parasito ¢ capaz de sobreviver
a altas doses de irradiagdo gama, apresentando taxas de mortalidade muito baixas. A
sobrevivéncia do 7. cruzi a taxas elevadas de irradiacdo gama ¢ atribuida ao reparo eficiente
das quebras duplas no DNA, por recombina¢do homologa, que ocorre em até 48 horas, apos a
inducdo do dano (Regis-da-Silva et al., 2006). Ja L. major, apos exposicdo a mesma dose de
radiagdo gama, apresenta parada de crescimento, seguida da morte de grande parte da
populacao. Embora este parasito apresente baixa sobrevivéncia a irradiacdo gama, uma pequena
porcentagem da populacdo de células sobreviventes ¢ capaz de se recuperar e retomar o
crescimento (Garcia, dados ndo publicados, figura 3.6¢). Tanto L. major (Garcia, dados ndo
publicados, figura 3.7), quanto 7. cruzi (dados ndo mostrados), apresentam atraso em S, apos
irradiagdo gama, independentemente da superexpressao de Asfl1A. O atraso em S ¢ um indicio
que, na presenca de quebras duplas, o ciclo celular ¢ parado até que o reparo destas lesdes seja
concluido. Entretanto, em L. major, o reparo de quebras duplas no DNA, induzidas por
irradiacdo gama, € bastante ineficiente, de forma que essas lesdes persistem até o momento em
que ocorre grande mortalidade da populagdo (Garcia, dados nao publicados, figura 3.8). A alta
taxa de mortalidade observada neste parasito poderia, com isso, estar em fun¢ao da deficiéncia
de L. major em reparar as quebras duplas no DNA, sugerindo que algum mecanismo de morte

celular programada esteja envolvido nesta situacao.
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A comparacdo da resposta a danos no DNA, entre 7. cruzi e L.major, sugere, dessa
forma, que estes parasitos podem acionar respostas diferentes para o0 mesmo tipo de dano no
DNA, embora ainda ndo esteja claro como tais respostas seriam estruturadas e nem como estes

processos estariam em conformidade com a biologia de cada um destes tripanossomatideos.
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Figura 3.6: a-) Curva de crescimento da forma promastigota de L. major na presenca de MMS. Este
grafico foi plotado pelo niimero de parasitos X 10° células/ml versus tempo em horas. As legendas
pXNeo 0, Asfl 0, pXNeo 0,01% e Asfl_0,01% representam, respectivamente, as linhagens controles
e superexpressando Asfl, cujo crescimento foi realizado na auséncia e na presenga de 0,01 % (v/v) de
MMS. b-) Curva de crescimento de formas promastigotas de L. major na presenca de peroxido de
hidrogénio. Este grafico foi plotado pelo nimero de parasitos X 10° células/ml versus tempo em horas.
As legendas pXNeo 0, pXNeo 200, pXNeo 400, Asfl 0, Asfl 200 e Asfl 400 representam,
respectivamente, as linhagens controles e superexpressando AsflA, cujo crescimento foi realizado na
auséncia e na presenga de 200 e 400 uM de perdxido de hidrogénio. c-): Curva de crescimento da forma
promastigota de L. major, apds irradiacdo com 500 Gy de raios gama. Este grafico foi plotado pelo
niimero de parasitos X 10° células/ml versus tempo em horas. As legendas pXNeo 0, pXNeo 500,
Asfl 0 e Asfl 500 representam, respectivamente, as linhagens controle e superexpressando AsflA,
cujo crescimento foi realizado com e sem o tratamento de 500 Gy de irradiacdo gama. Esta curva de
crescimento ¢ representativa de trés experimentos independentes realizados em triplicata. (Garcia, dados
nao publicados).
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Figura 3.7: Citometria de fluxo das populacdes controle (Lm[pX63NEO]) e superexpressora de Asfl A
(Lm[pX63NEO-ASF1]) de formas promastigotas de L. major, fixadas com etanol 70% e coradas com
iodeto de propideo, apos tratamento com 500 Gy de irradiagdo gama. Os histogramas representados na
regido superior da figura sdo representativos de trés replicas bioldgicas, onde a ordenada representa
nimero de eventos e a abscissa representa fluorescéncia total. Os graficos de barras, logo abaixo,
representam as porcentagens relativas da populacdo, de cada uma das fases do ciclo celular (GO/G1 em
branco, S em cinza claro ¢ G2/M em cinza escuro), na auséncia de tratamento (C) ¢ em 24 (24h), 48
(48h), 72 (72h), 144 (144h), 192 (192h) e 240 (240h) horas pods-tratamento. As barras verticais
representam o desvio padrdo de trés replicas biologicas. (Garcia, dados ndo publicados).
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Figura 3.8: Avaliagdo da integridade cariotipica, por PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), apos o
tratamento com 500 grays de irradiagdo gama. A-) Linhagem controle (Lm[pX63NEO]) e
superexpressora (Lm[pX63NEO-ASF1]) de AsflA em L. major. B-) Linhagem controle (Tc[pROCK])
e superexpressora (Tc[pROCK-ASF1]) de AsflA em T. cruzi. Canaletas C, Oh, 6h, 24h, 48h ¢ 72h
representam, respectivamente, controle nao tratado e 0, 6, 24, 48 ¢ 72 horas ap0és o tratamento. Marcador
de tamanho molecular: 340S da New England Biolabs. (Garcia, dados ndo publicados).
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3.5.2 A proteina AsflA poderia assumir papéis diferentes na resposta a

danos no DNA em 7. cruzi e L. major

Em relagdo a participagdo de AsflA no reparo de DNA propriamente dito, ndo foi
detectada, nas condi¢des testadas, nenhuma diferenca na integridade do DNA genomico das
culturas superexpressoras de Asfl A, tanto em 7. cruzi, quanto em L. major; quando comparadas
as linhagens controle (Garcia, dados ndo publicados, figuras 3.8-3.10). Tais resultados
indicariam, dessa forma, que as funcdes desta proteina ndo estdo associadas, direta ou
indiretamente, a remogao das lesdes, ou protecdo do DNA destes parasitos. Embora haja grande
diferenga entre a integridade do DNA da cepa de L. major superexpressora de AsflA e da cepa
controle, apds o tratamento com 400 uM de H>O», concluimos que tal degradacdo tenha ocorrido
apos a morte dos parasitos, uma vez que na dose de 200 uM de H>O», ndo ha evidéncia de que
a superexpressdo de AsflA atenue os efeitos deste agente ou estimule o reparo das lesdes

causadas pelo estresse oxidativo (Garcia, dados ndo publicados, figura 3.10).

Em L. major, a superexpressao de AsflA promove grande resisténcia ao peroxido de
hidrogénio e retarda a retomada de crescimento na presenca de MMS e apds irradiacdo gama
(Garcia, dados nao publicados, figura 3.6). Além disso, a cepa superexpressora de AsflA, em
L. major, também apresenta um atraso mais acentuado em G2/M, quando comparada a cepa

controle, apds exposicao a irradiacdo gama (Garcia, dados ndo publicados, figura 3.7).
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Figura 3.9: Avaliagdo da integridade cariotipica, por PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), apos o
tratamento com 0,01% v/v de MMS. A-) e B-) Canaletas C, 6h, 24h, 48h e 72h representam,
respectivamente, controle ndo tratado, 6, 24, 48 e 72 horas de exposi¢a@o da cultura de parasitos ao agente
genotodxico. C-) Canaletas C, 96h e 120h representam, respectivamente, controle ndo tratado, 96 e 120
horas de exposicgdo ao MMS. (Lm[pX63NEO]) e (Lm[pX63NEO-ASF1]) representam,
respectivamente, linhagens controle e superexpressora de AsflA em L. major, enquanto que
(Te[pROCK]) e (Tc[pROCK-ASF1]) indicam, respectivamente, linhagens controle e superexpressora
de AsflA em T. cruzi. Marcador de tamanho molecular: 340S da New England Biolabs. (Garcia, dados
nao publicados).
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Figura 3.10: Avaliacdo da integridade cariotipica, por PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), apos o
tratamento com peroxido de hidrogénio. A-) Tratamento com 200 e 400 uM de H>O,. Canaletas C, 2h,
6h, e 24h representam, respectivamente, controle ndo tratado, 2, 6 ¢ 24 horas de exposi¢ao da cultura de
parasitos ao agente genotoxico. B-) Tratamento com 200 uM de H,O,. Canaletas Control, 15 min, 5h, e
24h representam, respectivamente, controle nao tratado, 15 minutos, 6 € 24 horas de exposigao da cultura
de parasitos ao agente genotoxico. C-) O mesmo experimento apresentado em B-), porém os blocos
contendo o DNA gendmico dos parasitos foram tratados com 2,4 U da enzima FPG, durante 12 horas.
(Lm[pX63NEO]) e (Lm[pX63NEO-ASF1]) representam, respectivamente, linhagens controle e
superexpressora de AsflA em L. major. Marcador de tamanho molecular: 340S da New England

Biolabs. (Garcia, dados nao publicados).
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A alta resisténcia ao perdxido de hidrogénio apresentada pela cepa de L. major
superexpressora de AsflA poderia estar associada a maior quantidade de peroxidases
encontrada nesta linhagem (Scher et al., 2012). Além disso, a superexpressdo de HSP70,
também vista na cepa superexpressora (Scher et al., 2012), poderia aumentar a tolerancia a
H>0», ao inibir a fragmentag¢do do nucléolo induzida por este agente, um processo que induz
apoptose em células de mamiferos (Wang et al., 2011). Linhagens tumorais que superexpressam
Asf1, em humanos, possuem maiores niveis de acetilacdo na lisina 56 da histona H3 (Das et al.,
2009). E possivel que esse efeito também ocorra nas nossas linhagens superexpressoras de
AsflA, uma vez que, em 7. brucei, a superexpressao de TbAsfl A aumenta a quantidade de
histona H3 acetilada. (Pascoalino, Tese de Doutorado) (Figura 3.11a). Niveis constituvivamente
altos dessa modificacdo na histona H3, que persistem além da fase S do ciclo celular, podem
aumentar a frequéncia de quebras duplas no DNA, dependentes de replicagdo, além de afetar a
segregacdo dos cromossomos nas fases G2/M (Ozdemir et al., 2006). Tal cendrio estaria
consistente com os nossos resultados em L. major, uma vez que a cepa superexpressora retoma
o crescimento tardiamente, apés os tratamentos com MMS e irradiagdo gama (Garcia, dados
ndo publicados, figuras 3.6a e 3.6c, respectivamente), além de apresentar maior atraso em G2,
neste Ultimo tratamento (Garcia, dados ndo publicados, figura 3.7). Além disso, a retomada
tardia do crescimento, ap0s irradiagdo gama, foi também observada em linhagens de 7. brucei
superexpressoras de AsflA. Entretanto, essa linhagem superexpressora de 7. brucei apresenta

maior sensibilidade a MMS (Pascoalino, Tese de Doutorado) (Figura 3.11b).
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Figura 3.11: A superexpressao de Asfl em 7. brucei. a-) A linhagem de T. brucei superexpressora da
Asfl citosolica (AsflA) apresenta niveis aumentados da histona H3 acetilada. Esquerda: parasitos
controle (-) ou superexpressando AsflA (+) foram marcados com anticorpos especificos para histona
H3 acetilada (vermelho). O DNA esta corado com DAPI (azul). As barras equivalem a 3 pM. Direita:
quantificagdo da intensidade de fluorescéncia (médias + desvio padrao para 35 celulas superexpressoras
de Asfl). O asterisco indica diferencga significativa pelo teste one-way ANOVA). b-) Os mesmos
parasitos foram utilizados para analise, por Western blot, utilizando-se anticorpos especificos para
histona H3 e histona H3 acetilada. A propor¢do entre as histonas acetiladas e o total de histonas ¢é
mostrada logo abaixo do painel. Propor¢des similares foram obtidas em dois experimentos adicionais.
c-) Parasitos transfectados com plasmideos, codificando para um sistema induzivel por tetraciclina, de
modo a superexpressar a Asfl citoplasmatica (circulos) ou nuclear (quadrados), foram incubados com
(simbolos pretos) ou sem tetraciclina (simbolos vazios), durante 24 horas. As células foram incubadas
com 0,001% de MMS (esquerda) ou irradiadas com 40 Gy de radiagdo gama (direita), mantidas na
presenca ou auséncia de tetraciclina e contadas diariamente. Os nimeros sdo médias das concentragdes
de células £ o desvio padrido de trés experimentos independentes. Os asteriscos indicam diferengas
significativas, calculadas pelo teste t de Student (p<0,05). Dados obtidos por Pascoalino (Tese de
Doutorado).
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A acetilagdo da lisina 56 da histona H3 esta relacionada, em levedura, com a desativacao
do checkpoint dependente de dano (Chen et al., 2008).A hiperacetilacdo da histona H3 neste
residuo poderia induzir a inativagdo precoce do checkpoint dependente de dano, retardando a
recuperagdo do parasito, ao fazer com que as células prossigam pelo ciclo celular, antes que o

reparo seja concluido.

Jaem T. cruzi, a superexpressdo de AsflA ndo interfere na resposta a 4gua oxigenada,
mas retarda a retomada de crescimento, apos irradiagdo gama, e aumenta a tolerancia a MMS.
Estes resultados sugerem que, embora Asfl A também esteja envolvida na resposta a danos no
DNA, em T. cruzi, a forma com que esta proteina ¢ empregada, neste processo, varia entre este
parasito e a L. major. O atraso na retomada do crescimento, visto na cepa superexpressora de
T. cruzi, ap6s irradiacdo gama, poderia ser atribuido a uma condicdo similar aquela sugerida
para L. major. Entretanto, a maior tolerancia a MMS poderia ser atribuida a outros processos,
também resultantes do possivel acimulo da histona H3, acetilada na lisina 56. Tal modificacao
poderia estimular a via de sintese translesao (Guenole et al., 2013), aumentando a sobrevivéncia
e/ou tolerancia ao MMS. No entanto, os parasitos cultivados na presenga de MMS ndo retomam
o crescimento e tornam-se inviaveis, refutando a hipotese de ativagdo de sintese translesdo.
Alternativamente, o aumento da acetilacdo da lisina 56 da histona H3 poderia promover a
desmontagem dos nucleossomos, facilitando a transcricao (Williams et al., 2008). Dessa forma,
especulamos que o excesso dessa modificagdo nas histonas facilite a transcri¢do de moldes de
DNA, contendo uma grande quantidade de lesdes, capazes de bloquearem a passagem da RNA
polimerase. A facilitacdo da transcricdo, em moldes lesionados, pela superexpressao de AsflA,

atenuaria a toxicidade do MMS, retardando a morte dos parasitos.

Em conjunto, estes resultados indicam que a proteina AsflA participaria da resposta a
danos no DNA em 7. cruzi e L. major, embora a fun¢do exercida pela mesma, durante este

processo, varie entre os tripanossomatideos.
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3.6 Perspectivas

Concluir as analises de marcagdo de ciclo celular, em 7. cruzi e L. major, apos

tratamento com agente genotdxicos.

Realizar curvas de sobrevivéncia com camptotecina e hidroxiuréia, para avaliarmos se

as linhagens superexpressoras de Asfl A sdo mais susceptiveis ao estresse replicativo.

Verificar se hé sinais de morte celular programada nas culturas superexpressoras de
AsflA e nos respectivos controles, em 7. cruzi e L. major, apds o tratamento com agentes

genotoxicos.

Avaliar se, com a superexpressdo de AsflA em 7. cruzi e L. major, os niveis de

acetilacdo da lisina 56 na histona H3 estdo aumentados.

Avaliar os efeitos da superexpressdo de Asf1B em 7. cruzi e L. major na presenca de

estresse genotoxico.

Avaliar os efeitos do nocaute de AsflA em 7. cruzi e L. major.

Identificar, por imunoprecipitacdo seguida de espectrometria de massa, quais as

proteinas que interagem com a Asfla em 7. cruzi e L. major.
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Avaliar a relacdo das proteinas Asfl A/B na resposta a danos no DNA em 7. brucei.
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Consideracoes finais

No primeiro capitulo, vimos diferengas notaveis entre as eficiéncias de reparo de duas
formas do ciclo de vida do 7. brucei. Além disso, observamos que estas formas acionam vias
diferentes, ap6s a detec¢do de dano em seu material genético. Enquanto que na forma sanguicola
constatamos invariavelmente grande mortalidade da populagdo de parasitos, apesar da mesma
apresentar uma tendéncia a maior eficiéncia de reparo, a forma prociclica apresenta maior
tolerancia ao estresse genotoxico, ainda que incapaz de reparar eficientemente o DNA.
Atribuimos estas diferencas as adapatagdes bioquimicas e celulares que cada uma destas formas
evolutivas do parasito possui, para sobreviverem e se manterem em seus respectivos
hospedeiros. A alteragdo dos padrdes de resposta a danos no DNA, dependente de diferenciagdo
celular, ¢ um fendmeno relativemente pouco compreendido mesmo em metazodrios, sendo que

este estudo abre precentes para novas investigagdes acerca deste assunto.

Na segunda parte do trabalho, vimos importantes modificagdes no NER (reparo por
excisdo de nucleotideos) de 7. brucei, quando comparado ao NER de outros organimos. Neste
parasito, genes classicamente associados ao GG-NER (reparo global do genoma), tais como
TbXPC e TbDDB, ndo estdo envolvidos com o reparo de lesdes causados por cisplatina e UV.
Diferentemente do que ocorre em outros oragnismos, esta subvia do NER se especializou no
reparo de crosslinks, essencial para este parasito, de modo que as modificagcdes na estrutura
tridimensional da XPC estariam condizentes com este cendrio. Apenas alguns dos genes
relacionados ao TC-NER (reparo associado a transcri¢ao) estdo de fato envolvidos no reparo de
lesdes que causam grande distor¢do na estrutura do DNA. Este TC-NER, promovido pelas
proteinas TbCSB, TbXPBz e TbXPG, seria direcionado para as lesdes que bloqueiam a
passagem da RNA polimerase. Por outro lado, as lesdbes no DNA que ndo impedem a
transcricdo, seriam superadas pelo processo de transcri¢ao translesdo, no qual TbCSB ¢ uma
proteina chave. Com isso, associamos a transcricdo constitutiva dos genes contidos nas
unidades policistronicas a predomindncia do TC-NER sobre o GG-NER, com a divergéncia

deste Gltimo para o reparo de crosslinks.
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No terceiro capitulo deste trabalho, vimos que a proteina AsflA estd relacionada com a
resposta a danos no DNA em 7. cruzi e L. major, possivelmente atuando no remodelamento da
cromatina, apos recuperacdo do dano. Entretanto, os contextos em que esta proteina atua em
cada um destes parasitos sdo varidveis, uma vez que a superexpressao desta proteina causa
efeitos diferentes nestes organismos, quando submetidos a estresse genotdxico. Além disso, em
concordancia com a no¢do de que a AsflA participa de maneira diferente entre 7. cruzi e L.
major, observamos que estes parasitos apresentam estratégias muito diferentes de lidarem com

0 dano no DNA.

As diferencas das vias de reparo e resposta a danos no DNA entre tripanossomatideos e
outros organismos, entre tripanossomatideos diferentes e entre diferentes tipos celulares do
mesmo tripanossomatideo provavelmente sdo um reflexo das adaptagdes ocorridas nestes
organismos, favorecendo a sobrevivéncia dos mesmos em nichos ecoldgicos muito peculiares.
O alto grau de adaptagdo dos tripanossomatideos aos seus respectivos hospedeiros explicaria o
porqué destes organismos serem muito divergentes dos principais eucariotos modelo, além de
questionar a nogao de que tais diferencas estejam atribuidas a um carater primitivo ou ancestral
destes parasitos (Dacks et al., 2008). Esta nova concep¢do em relacdo aos tripanossomatideos,
desenvolvida a partir do grande volume de dados gendmicos gerados nos ultimos anos, retira
este grupo das posicdes ancestrais da arvore filogenética dos eucariotos, colocando-os em
posicdes mais derivadas (Embley & Martin, 2006). Esta nova visdo, em relacdo a origem e a
evolucdo dos tripanossomatideos, modifica profundamente a percep¢do sobre os trabalhos de
caracterizacdo dos processos bioquimicos e celulares nestes organismos. Por exemplo, as
aparentes perdas, vistas na maquinaria de reparo dos tripanossomatideos (como a auséncia de
NHEJ), ao invés de ser interpretadas como um carater ancestral das vias de reparo, teriam de
ser interpretadas e explicadas, através de eventos de perdas secundarias, exclusivas deste grupo.
Além disso, ainda devemos considerar a possibilidade de que tais perdas poderiam ser um
reflexo de intensas modificagdes dos componentes de uma determinada via de reparo, durante
o processo de adaptacdo dos tripanossomatideos ao modo de vida parasitario. Tais
modificacdes, dessa forma, impossibilitariam a identificacdo destes componentes, através das
ferramentas de bioinformatica disponiveis (Dacks et al., 2008). Se por um lado, entendemos

que as diferencas nas vias metabdlicas entre tripanossomatideos sdo devido a adaptagdes a vida
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em seus respectivos hospedeiros, também devemos considerar, por outro lado, que parasitos de
outros grupos, mas com nichos ecoldgicos relacionados, possam apresentar similaridades por
convergéncia adaptativa. Por exemplo, Plasmodium, o agente causador da malaria em humanos,
mas que pertence a outro taxon distantemente relacionado aos tripanossomatideos, possui um
mecanismo de variabilidade antigénica analogo a expressdo de VSGs de 7. brucei, através da

expressao de proteinas var de superficie (Dacks et al., 2008).

Contudo, o estudo das vias de reparo e resposta a danos no DNA em tripanossomatideos
nos permite um maior entendimento sobre a evolucdo dos mecanismos de manutengdo da
estabilidade gendmica, entre os eucariotos, uma vez que este grupo constitue um tdxon muito
divergente dos organismos modelo estudados nesta area da biologia celular e molecular. Além
disso, a alta divergéncia das vias de reparo nestes parasitos, em relagdo as vias de seus
hospedeiros, poderia ser explorada para o futuro desenvolvimento de drogas contra estes

patdgenos causadores de doencas em humanos e animais.
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Keywords: Genomes are affected by a wide range of damage, which has resulted in the evolution of a number of widely
Trypanosome conserved DNA repair pathways. Most of these repair reactions have been described in the African trypanosome
Life cycle Trypanosoma brucei, which is a genetically tractable eukaryotic microbe and important human and animal
DNA damage response parasite, but little work has considered how the DNA damage response operates throughout the T. brucei life
E:gzicrmon cycle. Using quantitative PCR we have assessed damage induction and repair in both the nuclear and mi-
Gell cycle tochondrial genomes of the parasite. We show differing kinetics of repair for three forms of DNA damage, and

dramatic differences in repair between replicative life cycle forms found in the testse fly midgut and the
mammal. We find that mammal-infective T. brucei cells repair oxidative and crosslink-induced DNA damage
more efficiently than tsetse-infective cells and, moreover, very distinct patterns of induction and repair of DNA
alkylating damage in the two life cycle forms. We also reveal robust repair of DNA lesions in the highly unusual
T. brucei mitochondrial genome (the kinetoplast). By examining mutants we show that nuclear alkylation da-
mage is repaired by the concerted action of two repair pathways, and that Rad51 acts in kinetoplast repair.
Finally, we correlate repair with cell cycle arrest and cell growth, revealing that induced DNA damage has
strikingly differing effects on the two life cycle stages, with distinct timing of alkylation-induced cell cycle arrest
and higher levels of damage induced death in mammal-infective cells. Our data reveal that T. brucei regulates the
DNA damage response during its life cycle, a capacity that may be shared by many microbial pathogens that exist
in variant environments during growth and transmission.

1. Introduction (Fig. 1A). Non-replicative metacyclic form cells in the tsetse salivary

gland establish infections in mammals, after fly feeding, by differ-

Trypanosoma brucei is the causative agent of sleeping sickness in
humans and nagana in livestock. The parasite has a complex life cycle,
undergoing multiple changes as it develops within and transmits be-
tween mammal hosts and the testse fly vector. Such changes include
alterations in metabolism [1], composition of surface proteins [2], and
organelle organization inside the cell body [3]. Within testse flies
(Glossina genus), T. brucei differentiates between replicative and non-
replicative forms in both the digestive system and in the salivary glands
[4]. Currently, only replicative procyclic forms (PCF) cells from the fly
midgut are routinely grown and genetically manipulated in culture

entiating into the replicative long slender bloodstream form (BSF),
which can also be routinely cultured and modified (Fig. 1A). BSF cell
survival in the mammal critically depends on expression of a ‘coat’
composed of a single variant surface glycoprotein (VSG), which is
periodically switched to an antigenically distinct VSG type to thwart
clearance by the host adaptive immune response [5-7]. In contrast, PCF
cells do not require VSG antigenic variation and, instead, they express
different forms of procyclin on their surface [8]. Despite these differ-
ences in the cell surface proteome, allied to alterations in cell biology
and metabolism, both PCF and BSF cells appear to function to establish

Abbreviations: BER, base excision repair; BSF, bloodstream form; DR, direct repair; DSBs, double strand breaks; HR, homologous recombination; ICL, interstrand
crosslink; kDNA, kinetoplast DNA; MMR, mismatch repair; MMS, methyl methanesulfonate; nDNA, nuclear DNA; NER, nucleotide excision repair; NHEJ, non-
homologous end joining; PCF, procyclic form; PI, propidium iodide; TLS, translesion synthesis; VSG, variant surface glycoprotein

* Corresponding author.

E-mail addresses: crmachad@icb.ufmg.br (C.R. Machado), richard.mcculloch@glasgow.ac.uk (R. McCulloch).

https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2018.11.005

Received 27 June 2018; Received in revised form 12 October 2018; Accepted 12 November 2018

Available online 14 November 2018

1568-7864/ © 2018 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license

(http://creativecommons.org/licenses/BY/4.0/).


http://www.sciencedirect.com/science/journal/15687864
https://www.elsevier.com/locate/dnarepair
https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2018.11.005
https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2018.11.005
mailto:crmachad@icb.ufmg.br
mailto:richard.mcculloch@glasgow.ac.uk
https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2018.11.005
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.dnarep.2018.11.005&domain=pdf

s Molecular Microbiology (2014) 92(4), 756-776 W

doi:10.1111/mmi.12589
First published online 24 April 2014

Nucleotide excision repair in Trypanosoma brucei:
specialization of transcription-coupled repair due to

multigenic transcription

Carlos R. Machado,'**t Jodo P. Vieira-da-Rocha,'t
Isabela Cecilia Mendes,'? Matheus A. Rajao,?

Lucio Marcello,> Maina Bitar,'

Marcela G. Drummond,* Priscila Grynberg,'
Denise A. A. Oliveira®, Catarina Marques,?

Ben Van Houten® and Richard McCulloch?*
'"Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB,
Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Anténio
Carlos, 6627, Caixa Postal 486, Belo Horizonte

30161-970, MG, Brazil.

2The Wellcome Trust Centre for Molecular Parasitology,
College of Medical, Veterinary and Life Sciences,
Institute of Infection, Immunity and Inflammation,
University of Glasgow, Sir Graeme Davies Building, 120

University Place, Glasgow, G12 8TA, UK.

8Coordenagao de Pesquisa, Instituto Nacional de
Cancer, Rua André Cavalcanti, 37 Fatima, Rio de

Janeiro 20231-050, RJ, Brazil.

4Laboratério de Genética Animal, Escola de Veterindria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Anténio
Carlos, 6627, Caixa Postal 486, Belo Horizonte

30161-970, MG, Brazil.

SDepartment of Pharmacology and Chemical Biology,
University of Pittsburgh School of Medicine and The
University of Pittsburgh Cancer Institute, Hillman Cancer

Center, Pittsburgh, PA 15213, USA.

Summary

Nucleotide excision repair (NER) is a highly conserved
genome repair pathway acting on helix distorting DNA
lesions. NER is divided into two subpathways: global
genome NER (GG-NER), which is responsible for
repair throughout genomes, and transcription-
coupled NER (TC-NER), which acts on lesions that
impede transcription. The extent of the Trypanosoma
brucei genome that is transcribed is highly unusual,
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since most genes are organized in multigene tran-
scription units, each transcribed from a single pro-
moter. Given this transcription organization, we have
addressed the importance of NER to T. bruceigenome
maintenance by performing RNAi against all predicted
contributing factors. Our results indicate that TC-NER
is the main pathway of NER repair, but only CSB, XPBz
and XPG contribute. Moreover, we show that UV
lesions are inefficiently repaired in T. brucei, perhaps
due to preferential use of RNA polymerase translesion
synthesis. RNAi of XPC and DDB was found to be
lethal, and we show that these factors act in inter-
strand cross-link repair. XPD and XPB appear only to
act in transcription, not repair. This work indicates
that the predominance of multigenic transcription in
T. brucei has resulted in pronounced adaptation of
NER relative to the host and may be an attractive drug
target.

Introduction

DNA genomes are exposed to a myriad of agents that
modify or alter their structures. Some of these agents, like
reactive oxygen species and reactive nitrogen species,
can be produced endogenously, while others, such as
ionizing radiation, UV light and harmful chemicals, are
derived from the environment. To maintain genomic stabil-
ity most living organisms possess multiple pathways to
repair such DNA damage. Nucleotide excision repair
(NER) is responsible for removing a remarkable variety of
DNA lesions, including bulky adducts covalently attached
to DNA and other forms of damage that distort the double
helix structure (Naegeli and Sugasawa, 2011). NER
defects in humans are associated with the cancer-prone
syndrome xeroderma pigmentosum (XP) and with the
developmental disorders Cockayne syndrome and trico-
thiodistrophy (Lehmann, 2001; Vermeulen et al., 2001;
Emmert et al., 2009; Cameroni et al., 2010). NER is com-
posed of two subpathways: Global Genome Nucleotide
Excision Repair (GG-NER), which recognizes lesions
genome-wide, and Transcription-Coupled NER (TC-NER),
which recognizes DNA lesions that block elongation of
RNA polymerase (Pol) in the transcribed strand of active
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Leishmania major and Trypanosoma cruzi are medically relevant parasites and interesting model organ-
isms, as they present unique biological processes. Despite increasing data regarding the mechanisms of
gene expression regulation, there is little information on how the DNA damage response (DDR) occurs
in trypanosomatids. We found that L. major presented a higher radiosensitivity than T. cruzi. L. major
showed G1 arrest and displayed high mortality in response to ionizing radiation as a result of the inef-
ficient repair of double-strand breaks (DSBs). Conversely, T. cruzi exhibited arrest in the S/G2 cell cycle
phase, was able to efficiently repair DSBs and did not display high rates of cell death after exposure to
gamma irradiation. L. major showed higher resistance to alkylating DNA damage, and only L. major was
able to promote DNA repair and growth recovery in the presence of MMS. ASF1c overexpression did not
interfere with the efficiency of DNA repair in either of the parasites but did accentuate the DNA damage
checkpoint response, thereby delaying cell fate after damage. The observed differences in the DNA dam-
age responses of T. cruzi and L. major may originate from the distinct preferred routes of genetic plasticity
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of the two parasites, i.e., DNA recombination versus amplification.
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1. Introduction

Leishmania major and Trypanosoma cruzi are trypanosomatids of
medical and economic relevance, as they cause diseases in humans
and animals. Leishmaniasis and Chagas disease affect 12 and 6-7
million people, respectively. Hundreds of millions of people are cur-
rently at risk of infection (http://www.who.int/leishmaniasis/en/
). In addition to their medical importance, as ancient eukaryotes,
trypanosomatids are interesting model organisms because they
present unique biological processes. The control of gene expres-
sion in these organisms occurs mainly at the posttranscriptional
level, where genes are transcribed in large polycistronic units and
processed by a trans-splicing mechanism [1,2].
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The genetic organization of the trypanosomatids is highly con-
served [3], as is their genetic plasticity. The T. cruzi genome displays
a high frequency of widespread and focal gene copy number
variations, notably including a number located in mucins and trans-
sialidase-rich regions. Additionally, the T. cruzi genome presents
whole-chromosome copy variations [4,5]. The plasticity of the
Leishmania genome is mostly associated with the process of gene
amplification, which may encompass short or long chromosome
regions, entire chromosomes or even the whole genome, and is
linked to a loose control of ploidy [6-11]. The magnitude of this
plasticity gave rise to the concept known as mosaic aneuploidy
[12-14].

The interface between transcription and other DNA-related pro-
cesses, such as DNA replication and repair, involves an intricate
protein network. The histone chaperone ASF1 (Anti-silencing fac-
tor 1) acts to promote the loading of histones H3 and H4 onto newly
replicated DNA [15]. Yeast with an ASF1 deletion are highly sen-
sitive to DNA damaging agents, suggesting a role of ASF1 in the
modulation of chromatin structure during DNArepair [ 15,16]. After
DNA repair, ASF1 acts in concert with the Rtt109 acetyltransferase
to incorporate an acetylated H3 histone (H3K56Ac) in the nucleo-
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