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RESUMO

Calderano SG. Alternativas da Replicagdo do DNA: vias de controle e dindmica das
forquilhas em trypanosomas. [Tese (Doutorado em Parasitologia)]. S&o Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

A replicagdo do DNA é um passo crucial no ciclo celular e que deve garantir as
células-filhas copias fiéis do material genético da célula mée. Para tanto varias
origens de replicagdo, pontos de inicio da duplicagdo do DNA, séo licenciadas pelas
proteinas do complexo de pré-replicacdo (CPR), recrutam na fase S proteinas
responsaveis pela duplicagdo do DNA. Das diversas origens de replicacdo
licenciadas, apenas algumas séo disparadas e em diferentes momentos da fase S,
havendo assim origens early (replicadas no inicio de S) e origens late (replicadas
mais tardiamente). Com a finalidade de controlar a replicagéo evitando que a mesma
origem seja disparada mais de uma vez, ou mesmo que regides do DNA deixem de
ser replicadas, as proteinas do CPR devem ser inativas durante e apés a fase S do
ciclo celular. Em trypanosomas o CPR é formado por uma proteina Orc1/Cdc6,
responsavel em reconhecer as origens de replicagdo, juntamente com o complexo
MCM2-7, que possui atividade de helicase para abertura da dupla fita de DNA. Desta
forma queremos entender como ocorre o controle da replicagcédo do DNA tanto no
ciclo celular (forma epimastigota) quanto no ciclo de vida de Trypanosoma cruzi,
atraveés das proteinas do CPR. Pudemos observar que as proteinas TcOrc1/Cdc6 e
TcMCM7 nédo apresentam aparente papel no controle da replicagéo do ciclo celular
de epimastigota em T. cruzi, j& que s@o expressas em todas as fases do ciclo celular
permanecendo sempre ligadas ao DNA. Durante o ciclo de vida, no entanto,
TcOrc1/Cdc6 é expressa nos diferentes estagios do ciclo de vida, mas interage com
o DNA apenas nas formas que sao replicativas. TcMcm7 é expressa apenas nas
formas replicativas, onde interage com o DNA, mas esta ausente nas formas néo
replicativas. Assim diferentes mecanismos de controle da duplicagdo do DNA
operam no ciclo de vida e no ciclo celular de T. cruzi. Outro objetivo deste trabalho
foi estabelecer a dindmica da forquilha de replicagéo de parte do cromossomo | de
Trypanosoma brucei através da técnica de SMARD. Esta técnica, que foi aqui
padronizada para analise da replicagdo em trypanosomas, permite analisar o perfil
de replicagdo de moléculas Unicas de DNA. A partir da andlise da replicagdo de
parte do cromossomo | de T. brucei, foi possivel demosntrar que a velocidade da
forquilha de replicagdo de T. brucei € semelhante aquela encontrada nos demais
organismos eucariontes. Mais que isto, foi possivel observar que este fragmento de
DNA pode ser replicado por forquilhas provenientes de pelo menos trés origens
diferentes localizadas nas regifes 5 e 3°, fora do segmento analisado, e por uma
nova origem de replicagdo encontrada nesta regido analisada. Ainda foi possivel
estabelecer varios padrdes de replicacdo no qual apenas uma ou até mesmo as trés
forquilhas participam da replicagcdo deste fragmento. Finalmente, vimos que a nova
origem encontrada pode ndo ser disparada e que é uma origem disparada
tardiamente em S, sendo a primeira origem de replicagéo late descrita em T. brucei.

Palavras-chave: Replicagdo do DNA. Trypanosoma cruzi. Trypanosoma brucei.
SMARD. Controle da replicagdo do DNA. Origem de replicagéo.



ABSTRACT

Calderano, S. G. DNA Replication Alternatives: control pathways and forks dynamic
in trypanosomas. 2013. [Thesis (Ph. D. Thesis in Parasitology)]. Sédo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, 2013.

The DNA replication is a crucial step on the cell cycle, which should guarantee to the
daughter-cells faithful copies as its mother-cell DNA. For that many origins of
replication, points where DNA duplication starts, are licensed by the pre replication
complex (PRC) proteins that are activated during S phase, when the proteins
responsible for DNA replication are recruited. From the many licensed origins, just
some of them is fired during S phase with different timing, since some origins are
fired at early and others later (early and late origins). In order to control DNA
replication avoiding over replication or under replication of DNA sequences, the PRC
proteins are recruited to the origins only during the M/G1 transition phases and after
its activation the PRC is disassembled. The PRC in trypanosomes is composed by
the Orc1/Cdc6, which recognizes the origins of replication, and MCM2-7 complex,
that has helicase activity capable of unwinding the DNA double strand. In this way we
wanted to understand how DNA replication occurs at the cell cycle (epimastigote
form) and life cycle of Trypanosoma cruzi. We could observe that TcOrc1/Cdc6 and
TcMcm7 don't have an apparent role in cell cycle DNA replication control in
epimastigote, once they are expressed during all the cell phases and are bound to
DNA during the entire cell cycle. On the other hand, TcOrc1/Cdcb6 is expressed in all
different stages of T. cruzi life cycle, but it is bound to the DNA only in the replicative
forms. Moreover, TcMcm?7 is expressed just in the replicative forms, when it is DNA
bound, but it is absent in the non-replicative forms. So, different mechanisms operate
to control the DNA replication in the cell cycle and life cycle of T. cruzi. In addition, we
also wanted to established the replication fork dynamic of the chromosome | central
region from Trypanosoma brucei through the SMARD technique. This technique,
which has been standardized here for DNA replication in trypanosomes, allows the
single molecule analysis of DNA replication profile. Based on the analysis of the
chromosome | central region, we observed that this DNA fragment can be replicated
by forks from at least three origins of replication localized at the 5’ and 3’ region
(outside the analyzed sequence) and from a new origin of replication within this
fragment. We identified different patterns of replication in which one or even the three
forks participates on this fragment replication. Moreover the new origin of replication
found within the analyzed fragment is a late origin, being the first one described on T.
brucei.

Key-words: DNA replication. Trypanosoma cruz. Trypanosoma brucei. SMARD.
DNA replication control. Origin of replication.
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1 INTRODUCAO

O ciclo celular é a base da vida. O organismo vivo é dependente de sucessivas
etapas de crescimento, que incluem duplicacdo de seu material genético e divisdo
celular para poder perpetuar-se. A replicagdo neste contexto é fundamental para
garantir a fidelidade das células filhas a mée, assim uma coépia fidedigna de DNA
deve ser alcangada a cada novo ciclo celular.

Diversas proteinas estdo envolvidas na progressdo das diferentes fases do ciclo
celular como as ciclinas e CDKs, e no momento da replicagdo do DNA néo é
diferente. Muitas proteinas s&o responsaveis por iniciar a replicacédo, reparar seus
erros e evitar que o material genético seja duplicado mais de uma vez.

Entender a replicagcdo em organismos menos complexos e mais distantes na
cadeia evolutiva nos permite ter um vislumbre de como a complexidade de eventos

de organismos superiores tomou forma durante o processo evolutivo.

1.1 Ciclo Celular: Ciclinas e CDKs

O ciclo celular é composto por quatro fases subsequentes: G1 (Gapl), S (Sintese
de DNA), G2 (Gap2) e mitose (M). A sua progressdo é regida pela acdo de
diferentes combinacdes de ciclinas-CDKSs (cyclin dependent kinase).

CDKs séo quinases especificas de residuos de serina/treonina que possuem
expressdo constante durante o ciclo celular, sendo direcionada para seus alvos
especificos através da sua interacdo com as diferentes ciclinas que variam sua
expressdo durante as fases do ciclo celular. O complexo ciclina-CDK funciona de
forma que a ciclina desempenhe fungéo regulatéria e a CDK funcédo catalitica. As
principais familias das ciclinas envolvidas no controle do ciclo celular s&o as ciclinas
A, E e D. Ja as principais CDKs sdo CDK 1,2,4 e 6. (1).

1.1.1 Transicao G1/S

Células em G1 podem prosseguir para fase S a fim de concluir mais um ciclo
celular, ou podem permanecer em GO. A decisdo de entrar ou ndo em S vai

depender dos estimulos externos recebidos por esta célula. Esse ponto de deciséo
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de entrar ou ndo em S é chamado de ponto de restricdo (restriction point ou START
em leveduras) e uma vez que a célula passa desse ponto ela se torna independente
de sinais mitogénicos externos para concluir o ciclo celular (2).

A principal proteina responsavel em promover a passagem das células pelo
ponto de restricho € a retinoblastoma (pRB). Sinais mitogénicos externos
desencadeiam vias de sinalizagédo intracelular, como a via MAPK (mitogen-activated
protein kinase), que irdo ativar a transcricao de ciclinas do tipo D (3) que juntamente
com as CDKs 2 e 4 (Figura 1.1) irdo promover a fosforilagdo em diferentes sitios da
pRB.

Em seu estado hipofosforilado a pRB inibe o fator de transcrigdo da familia E2F,
porém apos sua hiperfosforilagdo ocorre a dissociacdo de pRB a E2F e este ir4
promover a transcricdo de genes responsaveis pela progressao celular para a fase S
(4).

Ciclinas do tipo E também desempenham papel na progressédo de G1/S. Ao final
de G1 a atividade de ciclina D-CDKs 4 e 6 decai e ha aumento da atividade de
ciclina E-CDK2 (Figura 1.1). O fator de transcri¢cdo da familia E2F é responsavel por
sua transcricdo, desta forma ha um pico de expressdo de ciclinas do tipo E na
transicdo G1/S. CDK2-ciclina E também fosforilam pRB, sendo esta uma via de
feedback positivo na inibigédo de pRB e promogéo da transcri¢éo por E2F (5).

A inibicdo de ciclinas E ndo impede a entrada de células em G1 para S, porém a
proliferacdo celular torna-se mais lenta e também h& a diminuicdo da resposta
celular a estimulos mitogénicos (6). J& a superexpressdo de ciclinas E tem sido
frequentemente observada em vérios tipos de cancer com agressividade tumoral

aumentada (5) mostrando assim a sua relevancia na transicdo G1/S.

1.1.2 Progresséao S/G2 e G2/M

No inicio da fase S a ciclina E é degradada permitindo assim a formag&o do
complexo ciclina A-CDK2, que iréa propiciar a progressao da fase S até a entrada de
G2. A atividade de CDK2 diminui na metade de G2 e ciclina A passa a interagir com
CDK1. Ao final de G2 CDK1 complexa-se com ciclina B (Figura 1.1) que ira
comandar a entrada da célula em mitose (M), uma vez que este complexo ir4

fosforilar diversos alvos envolvidos na ruptura do envelope nuclear, condensagao
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cromossbmica, segregacdo e citocinese. A degradacdo de ciclina B subsequente a

citocinese indica o inicio da préxima fase G1 (7).

Figura 1.1- Principais ciclinas-CDKs envolvidas na progresséo do ciclo celular.

Cell division

Go

A

Cyclin-D-CDK4/6
Cyclin-E-CDK2

Cyclin-B—CDK1

DNA replication

Ciclina D-CDK4/6 e ciclinaE-CDK2 promovem a fosforilacéo de pRB liberando E2F para
transcricdo dos genes que irdo permitir a entrada da célula em S. Ao final de G2 é o
complexo ciclina B-CDK1 que ir4 permitir a entrada da célula em mitose e sua
subsequente citocinese (2).

1.2 Complexo de Pré-Replicacao

A replicacdo do DNA ocorre durante a fase S do ciclo celular e seu controle
também é coordenado pela acdo de CDKs e DDKs (DBF4 Dependent Kinase em
leveduras)(8). Porém antes que a duplicagdo do DNA se inicie nesta fase, um
complexo de pré-replicacdo (CPR) deve ser estabelecido sobre as origens de
replicacéo no DNA.

As origens de replicacdo sdo sequencias de DNA na qual a replicagao ir& iniciar.
Em bactérias e leveduras a sequéncia dessas origens é conhecida (9, 10), porém
em eucariotos superiores ndo foi encontrada sequéncia especifica para essas
origens de replicacdo, estando essas associadas ao estado de abertura da
cromatina em virtude dos eventos que a envolvem, como a transcricdo por exemplo
(12).
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As proteinas responsaveis em reconhecer as origens de replicacdo e formar o
CPR séo similares de bactérias a eucariotos superiores, porém conforme aumenta a
complexidade celular h4 também o aumento da complexidade do CPR como sera

mostrado a sequir.

1.2.1 Bactérias

O pequeno genoma de bactérias, de aproximadamente 4 Mpb (12) em
Escherichia coli por exemplo, é replicado a partir de uma Unica origem de replicacdo
chamada OriC. Esta origem de replicagédo corresponde a 245 pares de bases (bp)
composta por pequenas regides de sequencias repetitivas (13).

Para iniciar a replicacdo a proteina DnaA reconhece e se liga a regides ricas em
AT de OriC, denominadas de DnaA boxes. DnaA inicia a abertura da dupla fita de
DNA em seguida DnaC, que ira estabilizar o DNA simples fita, carrega para a origem
DnaB que tem atividade de helicase e ira promover a abertura da dupla de DNA.
Neste momento ha interacéo transiente da primase com DnaB que sintetiza o primer
de RNA e em seguida a holoenzima DNA polimerase Ill continua a polimerizag&o
das fitas de DNA a partir do primer recém sintetizado, concluindo a duplicagcéo desse
material genético (14).

Nestes procariotos a velocidade da forquilha de replicacdo é alta, sendo de
aproximadamente 60kb/min. Por apresentar uma estrutura do DNA mais acessivel e
possuir sua replicag@o acoplada a transcricdo de modo que ambas se movimentam
na mesma dire¢cdo ocorrendo menos encontros entre estas maquinarias, é possivel
duplicar seu material genético em tal velocidade, permitindo assim um curto ciclo
celular que dura ndo mais de 30 minutos. Porém a fidelidade da copia gerada é

muito menor quando comprado a eucariotos superiores (15).

1.2.2 Leveduras e Metazoarios

1.2.2.1 Origens de Replicacdo Especificas

Com material genético maior que o presente em bactérias, sendo cerca de
12Mpb em leveduras e 3000Mbp em Humanos, e velocidade da forquilha de

replicacdo é menor (aproximadamente 2kb/min em leveduras (16)] e 2-3kb/min em
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humanos (15)]) o inicio da replicacédo ocorre em multiplas origens para poder permitir
a duplicacdo do material genético dentro do “prazo” da fase S.

Em Saccharomices cerviseae as origens de replicagdo séo conhecidas como
ARS (autonomously replicating sequence) que correspondem a sequéncias de DNA
de poucas centenas de pares de bases (17), do qual o consenso de 11pb
AITTTTAT/CA/IGTTTAIT (18) é essencial para que ocorra o reconhecimento por
ORC (Origin Replication Complex), que sdo as primeiras proteinas do CPR que
chegam ao DNA. Ja em S. pombe ndo ha sequéncia consenso, mas sim sequéncias
ricas em AT que funcionam como origem de replicagéo (19).

Em metazoarios ndo h& sequéncia especifica para a determinacdo de uma
origem de replicacdo, mas sim diversos fatores que podem determinar em que locais

a replicacdo sera iniciada (20).

1.2.2.2 Proteinas do Complexo de Pré-Replicacéo

Apesar de ndo haver consenso quanto uma sequéncia especifica de origem de
replicacdo entre os eucariotos, as proteinas que formam o CPR sdo muito
conservadas desde leveduras até humanos. Assim, antes do inicio efetivo da
replicacdo do DNA em S, o complexo de pré-replicagdo precisa ser montado e isso
acontece na transigcéo das fases M/G1.

Primeiramente um complexo formado por seis subunidades denominado Origin
Recognition Complex de 1 a 6 (ORC1.6) se liga a origem de replicagédo e recruta
outras duas proteinas Cdc6 (Cell Division Cycle) e Cdtl (Cdc10-dependent transcript
factor 1). Esta Ultima recruta outro complexo formado por seis proteinas, MCM,.7
(Mini Chromosome Manteinance de 2 a 7) a origem de replicagdo. Neste ponto tem—
se formado o complexo de pré-replicagdo (ORC 1.6, Cdc6, Cdtl e MCM ,.7 /Figura 1.2
A) que permanece ligado ao DNA durante toda a fase G1 (21) e que seré ativado
apenas na fase S.

O complexo MCM ,.; que chega por dltimo na formacdo do complexo de pré-
replicacdo € constituido por seis proteinas que sdo as Mcm2 a Mcm7. Este
complexo, que possui forma de anel e apresenta atividade de helicase, envolve DNA
dupla fita (22) e tem por fungéo abrir a dupla fita de DNA para que este possa ser

duplicado por agdo das DNA polimerases (21, 23). Tem-se observado que as MCMs
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sao indispenséaveis no processo de replicacdo, pois quando sao inibidas na fase S
h& uma abrupta interrup¢ao da sintese de DNA (24, 25).

O recrutamento do complexo MCM ,.; para formar o CPR é dependente de Cdc6
e Cdtl. Este ultimo interage fisicamente a componentes do complexo MCM .,
direcionando-o ao DNA onde ORC e Cdc6 ja estdo ligados (Bell e Dutta, 2002).
Estudos com mutantes de Cdc6 no sitio de ATPase mostraram que ha aumento de
Cdtl e diminuicAo de MCM,; ligada a cromatina, evidenciando também um

importante papel de Cdc6 no recrutamento das MCMs (26).

Figura 1.2- Complexo de Pré-Replicagdo em Eucariotos e Arhaea.
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Em (A) o Complexo de Pré-Replicacao de eucariotos formado por ORC,.s, CDC6, CDT1

e MCM ;7 (20). Em (B) o CPR de archaea formado por ORC/CDC6 e complexo MCM,
onde é sugerido que ORC/CDC6 forme um complexo semelhante ao de eucariotos (27).

1.2.3 Archaea

Entre eucarioto e bactéria esta situada a archaea na cadeia evolutiva (Figura

1.3), com caracteristicas similares tanto de bactéria como de eucariotos.
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Figura 1.3- Arvore filogenética da vida: bactéria, archaea e eucarioto.
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Estes procariontes apresentam um Unico cromossomo que pode apresentar uma
ou mais origens de replicacdo que sdo sequéncias ricas em AT (até 80%) (28).
Dentre as diferentes espécies de archaea existem algumas que apresentam
proteinas similares a ORC de eucariotos, porém na maioria das espécies a origem
de replicacdo é reconhecida por uma proteina ORC/CDC6 que possui similaridade
tanto a Orcl quanto a Cdc6. Uma vez ligada a origem esta proteina € capaz de
recrutar o hexamero MCM que possui atividade de helicase, e nestas células o
complexo MCM ¢é formado por 7 mondémeros (Figura 1.2 B). Assim o complexo de
replicacdo em archaea é formado apenas por ORC/CDC6 e MCM (29).

Acredita-se que estas proteinas, ORC/CDC6 e MCM, foram as precursoras das
proteinas do CPR de eucariotos. Assim, tanto as subunidades de ORC quanto do
complexo MCM2-7 surgiram por duplicacdo e divergéncia génica desses precursores
em archaea (20, 30).
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1.3 Replicagdo do DNA em Eucariontes

Apds a formacdo dos complexos de pré-replicagdo na transicdo M/G1, ocorre a
ativacao desses complexos na entrada de S para que a replicacdo seja efetivamente
iniciada. Assim as proteinas quinases CDKs de fase S (ciclina E-CDK2 e ciclinaA-
CDK2) e também CDC7-DBF4 (em leveduras) desempenham importante funcéo
neste processo de ativacdo por meio de fosforilagdo de subunidades de MCM2-7,
liberagdo de CDC6 e recrutamento de MCM10. CDKs também fosforilam as
proteinas SLD2 e SLD3 que resulta na formagdo do complexo SLD2-SLD3-DPB11
(TopBP1) que juntamente com MCM10 recrutam CDC45. O complexo SLD2-SLD3-
DPB11 também desempenha importante funcdo no recrutamento do complexo GINS
(formado por 4 proteinas: Sld5, Psfl , Psf2 e Psf3) (20, 31).

CDC45, MCM2-7 e GINS, conhecido como complexo CMG, tem a fungcdo de
helicase, permitindo a abertura da dupla fita de DNA. De fato MCM2-7 é a principal
responsavel pela atividade de helicase, tendo CDC45 e GINS funcéo ativadora
dessa atividade em MCM2-7(32).

A partir da abertura da dupla fita de DNA a proteina RPA (Replication Factor A)
se liga ao DNA simples fita pra estabiliza-lo e entdo a DNA polimerase a-primase
interage com CDCA45 e sintetiza um primer de RNA. A dupla fita DNA-RNA formada
possibilita o recrutamento de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) por meio da
acao de RFC (Replication Factor C)(32, 33).

PCNA é um monotrimero em forma de anel que envolve a dupla fita de DNA e
funciona como plataforma de ancoragem para demais proteinas envolvidas na
replicacdo do DNA. Desta forma a DNA polimerase a-primase € substituida pelas
DNA polimerases 0 (delta) e € (épsilon) que irdo prosseguir com a formacao na nova
fita de DNA (33).
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Figura 1.4- Ativacdo do Complexo de Pré-Replicagéo e inicio da sintese da nova

fita de DNA.
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O Complexo de Pré-Replicacéao (aqui pre-RC) formado na transicdo M/G é ativado em S
por CDKs e DDK que promovem o recrutamento de CDC45 e GINS formando o complexo
CMG (CDC45-MCM2-7-GINS) que tem atividade de helicase. Este complexo abre a
dupla fita de DNA permitindo seu acesso as DNAs polimerase a demais proteinas
envolvidas na replicacdo do DNA (20).

1.3.1 Controle da Replicagéo

A duplicacdo do DNA é um passo crucial no ciclo celular e para garantir que
apenas uma coépia desse material genético seja obtida é necessario um rigido
controle sobre as proteinas do CPR, evitando que uma mesma origem de replicacéo
seja disparada mais de uma vez no mesmo ciclo celular.

Como j4 dito anteriormente as ciclinas-CDKs apresentam um importante papel na
regulacdo da replicacdo. Enquanto a formacdo do CPR sO € possivel em M/G1
qguando ha baixa atividade das CDKs, é na fase S de alta atividade de CDKs que
ocorre tanto a ativagcdo como a desmontagem do CPR. Assim quando a célula entra

na fase S ndo é mais possivel a formacao de novos complexos de pré-replicacéo,
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além dos diferentes mecanismos de controle sobre cada proteina desse complexo
(21).

1.3.1.1 ORC 16

Em Saccharomyces cerevisiae ORC permanece ligado & cromatina durante todo
ciclo celular, porém durante a transicdo da fase G1 para S as subunidades Orc1,
Orc2 e Orc6 sao fosforiladas pelo complexo CDK1/Clb. A fosforilagdo de ORC por
CDK impede o recrutamento das demais proteinas do complexo de pré-replicacéo,
prevenindo a formacdo deste complexo fora de M/G1. No inicio de G1 ORC é
desfosforilada para que ocorra a montagem de novos complexos de pré-replicacdo
(34).

Em mamiferos o controle da atividade de ORC parece estar concentrado em
Orcl, uma vez que as Orcs de 2 a 6 permanecem ligadas & cromatina durante o
ciclo celular. Na fase S, no entanto, Orcl € ubiquitinada e sob algumas condi¢des é
degradada. Apenas na transicdo da fase M para G1 de um novo ciclo a Orcl sera
resintetisada para que o complexo de pré-replicagdo possa voltar a se formar

(revisado em DePamphilis, 2003).
1.3.1.2 Cdcb6

A ligacdo de Cdc6 a ORC é um passo importante na formagdo do complexo de
pré-replicagcdo (Liang et al, 1995) e essencial para a chegada das MCMs (Donovan
et al, 1997). A atividade de CDK inibe a chegada de Cdc6 ao DNA para a formagé&o
do complexo de pré-replicacdo por meio de diferentes a¢des. Em levedura CDK
fosforila Cdc6, na fase S, que € entdo ubiquitinada e degradada (Drury et al, 1997),
além de fosforilar o fator de transcricAo que deixa de entrar no nucleo e néo
transcreve novas moléculas de Cdc6. Ja quando a célula entra na fase M as
moléculas de Cdc6 recém-sintetizadas sao fosforiladas pela CDK1-ciclina B,
impedindo que se ligue & ORC até que a mitose termine. Em células humanas Cdc6
é fosforilada e exportada do nucleo durante a fase S, permanecendo no citoplasma
durante as fases G2 e M (Jiang et al 1999) e na transicdo das fases M e G1 é

degradada para ser resintetizada na fase G1 (Mendez & Stillman, 2000).
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1.3.1.3 Cdtl e MCM 2-7

Cdtl interage com componentes do complexo MCM ,.; levando-o para se ligar ao
DNA, assim uma das formas de evitar a re-replicacdo € impedir que as MCMs
liguem-se a Cdtl e, portanto, cheguem ao DNA.

Em metazoarios a principal via de controle da re-replicagdo é por meio da
diminuic&o da atividade de Cdtl. Ao final de G1 e inicio de S parte das moléculas de
Cdtl sao fosforiladas por CDK, em seguida ubiquitinadas e entdo degradadas. Ainda
outra parte das moléculas de Cdtl podem se ligar a geminina que impede sua
degradagcdo, mas também sua interacdo com as MCMs. A ligagdo Cdtl-geminina
permanece até o final da fase M quando geminina é degradada, permitindo a
liberacdo de Cdtl para formacdo de novos complexos de pré-replicacdo. Nestes
organismos MCM permanece no ndcleo, e a sua regulacdo para interagir ou nao
com o DNA fica sendo dependente da disponibilidade de Cdtl livre (que s6 ocorre
ao final de M e inicio de G1). Leveduras, entretanto, ndo possuem geminina,
portanto a regulacdo passa a ser por meio de exportacdo do nucleo para o
citoplasma de Cdtl e MCMs durante as fases S, G2 e inicio de M ap0s fosforilagéo
por CDKs (revisado em Blow & Dutta, 2005).

Figura 1.5- Controle da replicacao.
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O complexo de pré-replicacéo é formado exclusivamente na transicéo das fases M/G1. Apos
sua ativacao pela CDK e DDK, este complexo é desfeito para impedir que uma mesma
origem seja disparada mais de uma vez na mesma fase S. Assim em metazoarios pode
ocorrer degradacdo de Cdtl ou seu sequestro pela proteina geminina. Também pode
ocorrer a exportacao do nicleo de Cdc6. (35)
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1.4 Origem de Replicacéo

Apesar de diversos esforgcos na busca por uma sequéncia consenso de origem
de replicacdo em eucariotos superiores, nada foi encontrado até agora. Porém, mais
qgque uma sequéncia de DNA especifica, tem-se descoberto que a arquitetura da
cromatina é um ponto chave no estabelecimento das forquilhas de replicacdo (36).
Assim a facilidade de acesso da cromatina pode ajudar a determinar as origens de
replicacdo, além de também poder estabelecer em que momento da fase S cada
origem seré disparada (37).

1.4.1 Estutura da Cromatina

Para comportar uma enorme quantidade de DNA no espaco nuclear este precisa
ser compactado, ficando esta funcdo para as histonas. Desta forma um core de
histona tipico é constituido por 8 histona, 2 de cada tipo (H2A, H2B, H3 e H4),que
juntamente com cerca de 145pb envolvidos neste core formam o nucleossomo. Os
diversos nucleossomos estdo conectados por um curto DNA (DNA linker) e a
estrutura de nucleossomos e DNA linker compdem as fibras de 10nm (estrutura
priméria da cromatina; Figura 1.6).

Porém as histonas podem sofrer diferentes tipos de modificacfes, tais como
metilacdo e acetilacdo, além de existirem algumas variantes de histona que podem
afetar a estrutura priméria da cromatina, aumentando ou diminuindo seu acesso
(38).

Figura 1.6- Nucleossomo e a estrutura da cromatina.
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O nucleossomos sao formados por 4 tipos de histonas canbnicas: H2A, H2B, H3 e H4.
Também pode haver participacdo de algumas histonas variante que irdo interferir na
acessibilidade da cromatina. A compactacdo dos nucleossomos juntamente com a acgéo de
outras proteinas formam as fibras de 30nm, que se compactam ainda mais formando a
estrutura de cromatina tercearia (38).



As fibras de 10nm s&o organizadas tridimensionalmente de forma a criar a fibra
de cromatina de 30nm (estrutura secundaria da cromatina). Ainda ndo estd bem
definido como estas fibras sdo formadas e ainda se questiona se realmente existe
essa formagédo da cromatina in vivo (39-41). Contudo a cromatina ainda pode ser
compactada em um nivel maior (estrutura terceéria), onde a histona H1 se liga aos
nucleossomos e ao DNA linker aproximando os nucleossomos de forma a estabilizar
esta estrutura da cromatina (42).

O DNA chega a ser compactado cerca de 10 a 20 mil vezes, mas ainda assim
deve permitir que proteinas envolvidas na replicacdo e transcricdo tenham acesso a
ele (43). Desta forma, esses processos nucleares tém sido intimamente
relacionados, uma vez que a acessibilidade ao DNA é algo em comum para

transcricao e replicagéao (11).

1.4.2 Origens de Replicagao Early e Late

Outro aspecto das células apresentarem um grande genoma é que a duplicagé@o
de tamanho material genético € confinada a um curto espaco de tempo. Se o
genoma humano, por exemplo, apresentasse apenas uma origem de replicagdo a
sua duplicacdo levaria cerca de 20 dias (15). Por isso ha mdltiplas origens de
replicacdo ao longo do genoma, porém nem todas as origens sdo disparadas. Em
leveduras a eficiéncia de disparo é menor que 50% (44, 45), jA em metazoérios a
eficiéncia cai para 5 a 20% (46, 47). E estas origens disparadas podem o ser em
diferentes momentos da fase S, caracterizando assim origens de replicacdo early e
late, que s&@o origens disparadas no inicio e mais tardiamente em S,

respectivamente.

1.4.2.1 Metazoérios

Em metazoérios o momento de disparo das origens de replicagdo tem sido muito
relacionado com a transcrigcdo, de forma que em geral genes altamente transcritos
sdo replicados no comego da fase S (origem early) enquanto que genes silenciados
sdo replicados mais tarde (48). Vérias origens de replicagdo conhecidas estédo

localizadas em regides intergénicas proximas a regides promotoras (49, 50) e genes
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altamente transcritos tendem a estar proximos de origens de replicagéo (51, 52). E
importante ressaltar que enquanto as origens de replicacdo estdo localizadas perto
de regibes de inicio de transcricdo, ndo ha necessidade de a transcricdo estar

ocorrendo para que a origem seja ativada (53).

Figura 1.7- Correlagéo entre transcricdo e o momento da replicagéo.
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Genes altamente expressos tendem a ser replicados no inicio de S enquanto genes pouco
expressos ou silenciados tendem a ser replicados ao final de S (37).

Um bom exemplo da correlagdo entre transcricdo e replicagdo € o locus da [3-
globulina em células eritrides que sintetizam altas quantidades de hemoglobina. Em
uma linhagem de células eritroleucémicas humanas, a expressdo de B-globulina é
dependente de uma regido LCR (locus control region) a 20kb upstream que contém
sitios de ligacdo para fatores de transcricdo. Mesmo estando distante dessa, LCR €&
importante para o inicio da replicacdo, uma vez que deletada a iniciacdo na origem
de replicacdo da B-globulina é abolida (54).

Origens early tendem a se localizar em regides de cromatina mais aberta e
acessivel, onde ha presenca de histonas acetiladas e altos niveis de dimetilacédo e
trimetilagdo em H3K4 (lisina 4 da histona H3) (55). Igualmente, origens de replicacéo
que apresentam ilhas CpG ndo metiladas em suas proximidades sao replicadas

primeiro que aquelas cujas ilhas CpG estado metiladas (56).



Ainda mais, fatores de transcricdo estdo envolvidos na ativagéo de origens de
replicagdo. Em Drosophila, por exemplo, o complexo pRb-E2F regula a ativagéo das
origens de replicacdo através de interagdo indireta com ORC (57). J& o fator de
transcricdo c-Jun, que possui sitios de ligacdo enriquecidos em regides proximas a
origem de replicacdo em células humanas, pode ativar a replicacdo do polioma virus
estimulando a ligag&o do seu iniciador de replicagé@o a origem (58).

Portanto acredita-se que relagdo entre o nivel de transcricdo e o0 momento da
replicacdo ocorra principalmente devido a questdo de acesso a cromatina, ja que
ambos os processos dependem desse acesso para serem realizados e que origens
early se encontram proximas a genes altamente transcritos, onde a cromatina € mais
aberta (11, 59).

1.4.2.2 Leveduras

Em leveduras (S. cereviseae) também sdo encontradas origens early e late,
porém néo ha correlagdo do momento de disparo da origem e o nivel transcricional
dos genes replicados (60). Nestas células as origens de replicagdo (ARS-
autonomously replicating sequence) sao disparadas conforme seu posicionamento
no cromossomo, de maneira que as ARSs que se encontram em regido
subtelomérica s&@o replicadas tardiamente, enquanto as ARSs préximas ao
centrébmero séo replicadas no inicio de S. Quando estas origens foram trocadas de
lugar, ou seja, early ARS colocada em regido subtelomérica e late ARS préxima ao
centromero, o padréo de replicagdo continuou o mesmo, na qual a ARS da regiao
centromérica replicou primeiro e o da regido subtelomérica tardiamente, indicando
assim que existem sequencias de DNA que flanqueiam as late ARS que reprimem
sua replicacéo precoce (Ferguson e Fangman, 1992).

Mas nédo apenas o posicionamento cromossomico determina ARS early e late,
algumas proteinas essenciais para ativar os complexos de pré-replicacdo séo
limitantes, impedindo que mais origens sejam disparadas ao mesmo tempo. Assim o
complexo CDC45-SId3 é encontrado em baixos niveis e se associam com early ARS
no inicio de S, e quando se encontram novamente disponiveis se associam com late
ARS (61).
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Figura 1.8- Fatores limitantes influenciam o momento do disparo de origens
early e late.
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Alguns fatores podem ser limitantes e determinantes para a ativagdo das diferentes
origens. Assim origens early detém estes fatores durante sua replicacao que quando tornan-
se disponiveis irdo ativar origens de replicacédo late, como é o caso de Cdc45 em leveduras
(60).

Mais recentemente foram identificadas algumas proteinas que também atuam na
regulacéo de origens early e late. Os fatores de transcricdo Fkhl e Fkh2 participam
do momento de disparo da maioria das origens early e também de algumas origens
late, uma vez que células sem Fkh1l e 2 apresentaram profundas mudancas no perfil
de replicacdo do cromossomo, havendo atraso no disparo de algumas origens early
e adiantamento de algumas origens late (62). Esse controle sobre o momento da
replicacdo das origens é independente do papel de Fhk como fator de transcricéo.
Ainda outras duas proteinas ligadoras de telémero, Rifl e Tazl, também foram
identificadas com funcdo de regulacdo de origens early e late em S. pombe (63, 64).



1.4.3 Origens Dormentes

Uma vez que as origens de replicagdo podem ser licenciadas apenas na
transicdo das fases M/G1, muitas origens sédo licenciadas, mas nem todas séo
ativadas na fase S. Assim das diversas origens de replicagdo, aquelas que néo séo
disparadas sdo conhecidas como origens dormentes, que de forma geral s&o
replicadas de forma passiva por origens adjacentes (65).

Diversos fatores podem acarretar no empacamento de uma forquilha de
replicacdo, impedindo que esta prossiga momentaneamente ou até mesmo de forma
irreversivel. Assim uma forquilha de replicagdo pode encontrar em seu caminho
impedimentos como proteinas ligadas fortemente ao DNA, bases modificadas ou
guebras na fita de DNA. De um modo geral estes impedimentos sdo logo resolvidos
e a replicacdo pode prosseguir, porém em casos de forquilhas de replicacdo que
entrem em colapso irreversivel, as origens dormentes séo ativadas permitindo que o
DNA termine de ser duplicado, evitando perda de material genético pela falta de

duplicacdo em S (66), como ilustrado na figura 1.9.

Figura 1.9- Papel das origens de replicacdo dormentes.
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Em (a) uma Unica forquilha empacada (fork stall) ndo acarreta problemas uma vez que um
forquilha adjacente pode concluir a replicacédo, porém quando duas forquilhas adjacentes
empacam (b) a regido entre elas pode deixar de ser replicada, havendo perda de material
genético. As origens dormentes servem para evitar esta perda de DNA, assim quando ndo
ha forquilhas empacadas (c) o complexo de pré-replicacdo e desfeito e a origem é
passivamente replicada. Porém em casos de duas forquilhas adjacentes empacarem (d), a
forquilha dormente é ativada e a replicacao é concluida. O complexo de pré-replicacéo estéo
indicados apenas pelo complexo MCM, sendo as de cor rosa origens ativas e as de azul,
origens dormentes (65).



O mecanismo que regula as origens dormentes permanece incerto, porém tem-
se observado que ha um aumento da densidade de origens de replicacdo em
regidbes do DNA na qual houve diminuigcdo da velocidade da forquilha, indicando a
ativacao de origens dormentes nestas regides (67-69). Assim as origens dormentes
parecem ser um mecanismo que prové protecdo na duplicagdo do DNA, ao mesmo
tempo que minimiza os custos de usar um grande numero de origens de replicacdo
(66).

1.5 Trypanosomas

Na escala evolutiva os trypanosomas séo eucariotos que divergiram muito cedo,
tendo assim algumas peculiaridades como a transcrigdo policistronica e a edicéo de
RNA, por exemplo. Desta forma tém sido amplamente usado como modelo de
estudos. Em nosso laboratério as espécies Trypanosma cruzi e Trypanosoma brucei
tém servido de modelo no estudo tanto das maquinarias de pré-replicacdo quanto da
replicacdo em si de seu material genético.

T. cruzi e T. brucei sdo endémicas em diferentes continentes, atingindo milhdes
de pessoas principalmente em paises pobres ou em desenvolvimento acarretando
um grande impacto social, uma vez que muitos portadores tém suas capacidades de
trabalho limitadas. Portanto entender estes organismos nos concede ndo apenas a
possibilidade de ter um pequeno vislumbre do processo evolutivo, mas também de

nos fornecer ferramentas que podem ser Uteis na descoberta de novas drogas.

1.6 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € o agente etioldgico da Doenca de Chagas que pode ser
transmitido por 52 espécies de triatomineos apenas no Brasil. Segundo a
organizagdo mundial da saude, estima-se que cerca de oito milhdes de pessoas no
mundo estéo infectadas com T. cruzi. As regides endémicas estdo confinadas nas

Américas atingindo desde a Argentina até o sul dos Estados Unidos (70).
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Figura 1.10- Mapa das areas endémicas de Trypanosoma cruzi.
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A doenca de Chagas causada por este parasita apresenta uma fase de infec¢éo
aguda, onde o paciente pode ndo apresentar sintomas ou ainda sintomas leves
como febre, dor de cabeca, dor muscular, dificuldade de respirar, inchago e em
menos de 50% dos casos é possivel observar o primeiro sinal visivel caracteristico
desta doenca, que é uma lesdo na pele ou um inchago roxo em apenas uma das
palpebras. Ja na fase cronica da doenca até 30% dos pacientes desenvolvem
desordem cardiaca e até 10% sofrem de alteracdes no sistema digestivo e/ou
neuronal (dados OMS).

1.6.1 Ciclo de Vida

Durante seu ciclo de vida o T. cruzi apresenta diferentes estagios no hospedeiro
vertebrado e no vetor invertebrado. S&o quatro as formas de vida que variam nestes
organismos: amastigota e epimastigota, que sdo formas replicativas e ndo sao
capazes de infectar; tripomastigota e tripomastigotas metaciclicos que nédo se

replicam, mas séo infectivos.
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Figura 1.11- Diferentes formas de T. cruzi durante seu ciclo de vida.
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Amastigota e epimastigotas ndo sdo capazes de infectar, mas sdo formas replicativas
enquanto tripomastigota e tripomastigota metaciclicos infectam, porém nao replicam.

As formas tripomastigotas metaciclicas presentes no intestino do vetor
triatomineo s&o liberadas juntamente com as fezes e/ou urina durante o seu repasto
sanguineo (1 figura 1.12). Ao serem eliminados, os tripomastigotas metaciclicos
alcangam o interior do hospedeiro através da lesdo causada pela picada do vetor ou
ainda pela mucosa através da prépria acdo do hospedeiro de levar a méo a picada e
cogar ou colocar sua médo em contato com as mucosas de seu corpo. Na corrente
sanguinea os tripomastigotas podem infectar diversos tipos celulares como
macrofagos, células musculares e epiteliais (2 figura 1.12). Dentro destas células,
estes se diferenciam em amastigotas que se multiplicam por fisséo binéaria (3 figura
1.12) e entdo se diferenciam nas formas tripomastigotas, que séo liberadas na apés
o rompimento da célula. As formas tripomastigotas podem entdo infectar novas
células ou permanecer na corrente sanguinea (4 figura 1.12), quando podem ser
ingeridas pelo vetor barbeiro durante seu repasto sanguineo (5 figura 1.12). No
estbmago do vetor, tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas (6 figura 1.12)
e apds chegarem ao intestino se replicam (7 figura 1.12) e em seguida migram para
0 intestino posterior passando pelo processo de metaciclogénese, gerando assim as

formas tripomastiotas metaciclicas (8 figura 1.12).
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Figura 1.12- O ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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1.7 Trypanosoma brucei

T. brucei é o agente etioldgico da doencga do sono, transmitido pela mosca Tsetsé
endémico nos paises africanos sub-Saara. Sao duas as principais subespécies de T.
brucei que atingem estes paises, T.b. gambiense e T.b rhodesiense. Sendo o
primeiro responsével por 98% dos casos e o segundo por menos de 2% dos casos

(figura 1.13).



Figura 1.13- Mapa da distribuicAo de incidéncias das duas principais
subespécies de Trypanosoma brucei.
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A doenca apresenta dois estagios, o primeiro quando o parasita se multiplica nos
tecidos subcutaneos, sangue e linfa gerando os surtos de febre, dores de cabeca,
dor nas juntas e coceira. No segundo estdgio o parasita atravessa a barreira
hematoencefalica, atingindo o sistema nervoso central causando: mudancas de
comportamento, confusdo, distdrbios sensoriais e distirbios do sono. Sem

tratamento esta doenca e considerada fatal (dados OMS).

1.7.1 Ciclo de Vida

Durante seu ciclo de vida Trypanosoma brucei apresenta diferentes formas no
seu vetor Glossina morsitans, a mosca Tsetsé, e no hospedeiro mamifero. Diferente
de T. cruzi ndo apresenta formas intracelulares, mas possui formas replicativas e
ndo replicativas. Assim a forma replicativa sanguicula, no hospedeiro mamifero,
denominada de slender durante sua divisdo gera as formas curtas que ndo séo
capazes de se dividir, stumpy, mas que séo essenciais para infec¢do do vetor. Ja as
formas prociclicas replicativas, presentes no vetor, se diferenciam em formas

metaciclicas capazes de infectar o hospedeiro mamifero (figura 1.14).
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Figura 1.14- Formas replicativas e néo replicativas de T. brucei.
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Diferentes formas de vida de Trypanosoma brucei no: vetor inseto, onde estdo presentes as
formas prociclicas (replicaitva) e metaciclicas (ndo replicaitvas); hospedeiro mamifero na
forma sanguicula replicativa (slender) e nao replicativa (stumpy) (72).

Entdo durante o repasto sanguineo a mosca Tsetsé infecta o hospedeiro
mamifero com as formas tripomastigotas metaciclicas, presentes em sua saliva, que
atingem a linfa e a corrente sanguinea, onde se diferenciam na forma tripomastigota
sanguicula (slender) que se multiplicam nos fluidos corporais como sangue, linfa e
até mesmo liquor. No processo de divisdo sdo geradas as formas tripomastigotas
sanguiculas nao replicativas stumpy, que séo ingeridas pelo vetor em novo repasto
sanguineo. Estas se diferenciam em formas tripomastigotas prociclicas no intestino
meédio do vetor, onde se multiplicam. Ao deixar o intestino médio, estes se
diferenciam em formas epimastigotas que atingem a glandula salivar, multiplicam-se
e diferenciam nas formas tripomstigotas metaciclicas que irdo novamente infectar o

hospedeiro mamifero, fechando o ciclo de vida.
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Figura 1.15- Ciclo de vida de Trypanosoma brucei.
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1.8 Ciclo celular em trypanosomas

As formas replicativas dos trypanosomas possuem ciclo celular que parecem
também ser coordenado por ciclinas-CDKs. No genoma de T. cruzi foram
identificadas 10 membros da familia de CDKs (as cyclin related kinases - CRKs) e 10
ortélogos de ciclinas (as CYCs) (73), porém pouco se sabe sobre suas funcdes
especificas durante o ciclo celular nesta espécie. Até agora foi descrita a
participagéo de TcCYC2 no controle do ciclo celular, uma vez que a superexpressao
diminuiu o tempo do ciclo e também foi constatado que esta proteina foi capaz de
restaurar o ciclo celular de leveduras mutantes paradas em G1 (74). Quanto a
funcdo das CRKs, a CRKS3 foi descrita com papel ainda ndo especificamente definido
no controle do ciclo celular (75), em ambos 0s casos na forma epimastigota.

J4 em T. brucei a caracterizacdo do papel das CRKs e CYCs esta mais

adiantada. No genoma desta espécie foram encontradas 11 CRKs e 10 CYCs. Duas



destas CRKs (1 e 2) e quatro CYCs (2,4,5 e 7) apresentam importante papel na
transicdo das fases G1/S , na qual CRK1 é capaz de interagir com CYC2,4,5 e 7,
enquanto CRK2 interage apenas com CYC2(76-80). Na transi¢céo das fases G2/M as
CRKs 3 e 9e as CYCs 2,6 e 8 estdo envolvidas. De forma que CRK 3 interage tanto
com CYC2 e 6, enquanto CRK9 interage apenas com CYC2. O papel de CYCS8 foi
identificado em ensaios de RNA de interferéncia ocorrendo retardo na transicdo das
fases G2/M, porém sua parceira CRK ainda néo foi identificada (76-79, 81, 82).
Diferente das enzimas envolvidas no controle do ciclo celular, os eventos
morfoldégicos que marcam cada fase e que permitem que células em cultura
exponencial sejam identificadas conforme a fase do ciclo celular em que esta ja foi
bem caracterizado, tanto em T. cruzi quanto em T. brucei. Nestas células a mitose é
fechada, na qual o ndcleo permanece integro, desta forma o niumero de nucleo, de
cinetoplasto (que é o DNA de sua Unica mitocdndria) e de flagelos identifica em que

fase do ciclo a célula esta.

1.8.1 T.cruzi forma epimastigota

O ciclo celular da forma epimastigota descrito em (83), mostra que as formas
epimastigotas levam 24 horas para se duplicar. Destas horas, apenas 10%
representam a fase S de replicacdo do DNA, portanto sendo de 2,4h. As fases de
intervalo G1 e G2 séo as mais longas, sendo de 10,8 horas G1 e 8,6 horas G2.

Células que possuem um nucleo (N), um cinetoplasto (K) e um flagelo (F)
caracterizam as fases G1 e S, a o surgimento do novo flagelo que ocorre apenas ao
final da duplicacdo do DNA aponta para células entrando em G2, contendo portanto
IN1K2F. A segregacéo dos cinetoplastos ocorre pouco antes da divisédo do ndcleo e
identificam células em mitose, que dura apenas 24 minutos, com 1N2K2F. A
citocinese é marcada por células com o nucleo dividido quando entdo comeca a
divisdo celular, processo que dura 1,8h e € caracterizado por células com 2N2K2F.

As caracteristicas morfolégicas de cada fase celular estéo ilustradas na figura 1.16.
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Figura 1.16- O ciclo de celular da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi.

Fases do ciclo celular de 24h da forma epimastigota, na qual células com 1 ndcleo (N), 1
cinetoplasto (K) e 1 flagelo (F) caracterizam células em G1 e S. Ao emergir o novo flagelo ha
indicacdo de células em G2 (1N1K2F) e ap0s a segregacéo dos cinetoplastos as células
atingem a fase M (1N2K2F). O nucleo se divide e as células entram em cintocinese (C) com
2N2K2F (83).

1.8.2 T. brucei forma prociclica

O ciclo celular da forma prociclica descrito (84) dura 8,5 horas, sendo as fases de
intervalo G1 e G2 as mais longas com 3,4 horas e 1,87 horas, respectivamente. A
fase S leva 1,5 horas, a mitose e citocinese duram 0,69 hora e 1,06 horas,
respectivamente. Durante a progressdo do ciclo celular diversos eventos
morfolégicos sdo observados, porém as que caracterizam as diferentes fases do
ciclo celular estéo representadas na figura 1.17.

Quando em G1 as células apresentam 1N1K1F e ao final desta fase ocorre o
inicio da duplicacdo do DNA do cinetoplasto (kDNA). No inicio da fase S nuclear um
novo flagelo surge, na metade de S o kDNA termina de ser duplicado, desta forma
células em S apresentam 1N1K2F com cinetoplasto em divisdo. A divisdo do
cinetoplasto termina em G2, assim células nesta fase apresentam 1N2K2F. Durante
a mitose ocorre a segregacdo dos cromossomos e formacdo do fuso mitético e a
divisdo nuclear, assim células que apresentam 2N2K2F j4 estdo em M e seguirdo

para a citocinese.
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Figura 1.17- O ciclo de celular da forma prociclica de Trypanosoma brucei.
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O ciclo celular da forma prociclica de T. brucei dura 8,5 horas. Em (a) esta indicado o tempo
de cada fase do ciclo celular em relacdo a duplicagdo do DNA nuclear e do cinetoplasto. Em
(b) estéo os eventos morfoldgicos que marcam cada fase do ciclo celular (85).

1.8.3 Complexo de pré-replicacdo em trypanosomas

Durante a fase S ocorre a duplicagdo do material genético, sendo este iniciado
nas origens de replicagcdo. Nos trypanosomas as origens de replicacdo séo
licenciadas por um complexo de pré-replicacdo diferentes dos demais eucariotos.
Em T. cruzi e T. brucei foi identificada uma proteina que é similar tanto a Orcl
guanto a Cdc6, que foi denominada de Orc1/Cdc6 (86) que reconhece as origens de
replicacdo. Em T. brucei ainda foi encontrada uma segunda proteina semelhante a
Orcl, denominada de Orclb (87) que interage com Orcl/Cdc6, uma Orc4 like e
outras duas proteinas que possuem pouca homologia com as sequéncias de ORC
conhecidas (88). Nestas espécies ndo foram encontradas em analise in silico a
proteina Cdc6 e nem Cdtl, porém todas as proteinas do complexo MCM2-7 estédo
presentes no genoma destes organismos (87).

Portanto ndo ha um complexo ORC com as seis subunidades tipicas como nos
demais eucaritotos, mas sim uma proteina Orc1/Cdc6 que se liga a origem de
replicacdo e é reconhecido por Orclb. Quanto as outras proteinas homolégas de
ORC, ainda néo foi descoberto papel ha composi¢do do complexo de pré-replicagéo.

O recrutamento do complexo MCM2-7, na falta de Cdc6 e Cdtl, ocorre diretamente



via Orcl/Cdc6 e Orclb através da ligacdo de Mcm3 com estas duas proteinas,
assim como ocorre em archeae que também ndo possui Cdc6é e Cdtl, mas a
subunidade de MCM interage diretamente com Orc1/Cdc6 deste organismo (89).

Portanto o complexo de pré-replicagdo em trypanosomas € constituido por:
Orc1/Cdc6, Orclb e MCM2-7 (Figura 1.18).

Figura 1.18- Complexo de pré-replicagdo em trypanosomas.
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Em trypanosomas o complexo de pré-replicacdo € composto por Orc1/Cdc6 que reconhece
a origem de replicacdo, Orclb (em T. brucei) que interage com Orc1/Cdc6 e pelo complexo
MCM2-7, cuja subunidade 3 (Mcm3) interage tanto com Orc1/Cdc6 quanto com Orclb (em
T. brucei).

1.8.4 Replicagcéo do DNA e seu controle em trypanosomas

O complexo de pré-replicacéo formado é entédo ativado em S, porém nao se sabe
por meio de qual mecanismo, uma vez que ndo foram encontrados 0s genes
referentes a Cdc7,Dbf4, Sld2 e Sld3. Contudo o complexo CMG esté presente em
trypanosomas. Enquanto que o complexo MCM2-7 por si s6 ndo apresenta atividade
de helicase em trypanosomas, o complexo formado por Cdc45-MCM2-7 e GINS
possue atividade de helicase neste organismo(87). Portanto ao entrar em S, Cdc45 e
GINS séao recrutados para as origens, abrindo a dupla fita de DNA e permitindo o
seu acesso pelas proteinas da replicagéo, tais como RPA, PCNA (90, 91) e DNA

polimerases que estao presentes nestes organismos.
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Quanto ao controle da replicacdo Orcl/Cdc6 parece ndo desempenhar uma
funcdo, pois permanece ligada ao DNA durante todo o ciclo celular de T. cruzi e T.
brucei (86). J& o complexo MCM2-7 foi demonstrado estar presente no espaco
nuclear durante todas as fases do ciclo celular em T. brucei, parecendo também nao
desempenhar papel no controle da replicacdo (87), porém nédo se sabe se ha
mudanca da afinidade destas proteinas com o DNA durante o ciclo celular. Até o
momento apenas a proteina Cdc45 parece desempenhar funcdo no controle da
replicacdo em T. brucei, uma vez que é expressa e se localiza no nucleo em todas

as fases do ciclo, sendo exportada para o citoplasma durante a fase M (87).

1.8.5 Correlacéo entre transcricéo e replicagdo em trypanosomas

A transcricdo em trypanosomas ocorre de forma policistronica, de maneira que
cluster de cerca de 100 genes com funcéo nao relacionados séo transcritos em um
Unico policistron que é posteriormente processado em mRNA individuais maduros
por meio de trans-splicing, com a adicdo de uma sequéncia lider (SL) na regido 57, e
poliadenilagcéo na regiéo 3’ (92, 93).

Nestes organismos foi encontrado sitio promotor de RNA polimerase Il, que
transcreve os mMRNAS, apenas para a sequéncia lider (94), no demais a transcri¢ao
tem inicio em regides divergente de policistrons e progridem de forma bidirecional
(95), como indicado na figura 1.19 (transcription start sites at divergent strand switch
region) e o término da transcrigcdo ocorre em regifes convergente de policistrons (96)

(figura 1.19 — transcription termination site at convergent strand switch region).

Figura 1.19- Regibes de inicio e terminac¢ao de transcri¢éo.
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Unidades de transcricdo policistrbnica em trypanosomas que podem ser convergentes,
coincidindo com as terminacdes de transcricdo, ou divergentes, onde se encontram a
maioria dos sitios de inicio de transcricdo. As setas verdes indicam o sentido da transcrigéo,
e os blocos laranja indicam os genes presentes em cada cluster transcrito (97).



Os sitios de inicio da transcricdo nas regifes de policistron divergentes tém sido
correlacionados com a presenca de histonas acetiladas na lisina 10 (H4K10ac),
metilagdo na lisina 4 de histona H3 (H3K4met) e variantes de histonas H2A e H2B
(98), além da presenca da base J que também apresenta influéncia na transcricdo
(99). J& nas terminagdes de replicagdo, ha um aumento das variantes de histonas
H3 e H4 (98).

Recentemente foi realizado o mapeamento dos sitios de ligacdo de Orc1/Cdc6 ao
longo dos 11 cromossomos de T. brucei e estas foram inferidas como sendo origens
de replicacdo (100). Entretanto n&o foi encontrada nenhuma sequéncia consenso de
origem de replicacdo, porém foi observado que os sitios de ligacdo de Orc1/Cdc6
coincidem em 70% com regibes de H4K10ac (100). Esta constatacéo aponta para a
relacdo existente entre a replicagéo e a transcricdo neste organismo. Ao que parece
a ligacdo de Orcl/Cdc6 toma lugar em regibes de deposicdo de variantes de
histonas e histonas modificadas que possuem nucleossomo mais flexivel (98), como
ja tem sido observado em outros organismos onde a replicacdo tende a se iniciar em
regibes de cromatina mais acessivel como as regifes promotoras de transcri¢cao (59,
60, 62).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

(A) Determinar o papel de proteinas da maquinaria de pré-replicagdo no controle
da replicagédo em Trypanosoma cruzi.
(B) Caracterizar o perfil da replicacdo da regido central do cromossomo | de

Trypanosoma brucei.

2.2 Objetivos Especificos

(A)i — Avaliar a expressdo das proteinas do complexo de pré-replicagéo,
(TcOrcl/Cdc6 e TcMcm7) no ciclo celular da forma epimastigota de T. cruzi.
i — Determinar a interacdo de TcOrc1/Cdc6 e TcMcm7 com o DNA durante o
ciclo celular de epimastigota.
il — Avaliar a expresséo de TcOrc1/Cdc6 e TcMcm7 e a interagdo destas com

o DNA nos diferentes estagios do ciclo de vida de T. cruzi.

(B) i — Padronizar a técnica de SMARD em Trypanosoma brucei.
il — Determinar a velocidade da forquilha de replicagdo em T. brucei.
iii — Caracterizar o perfil de replicagdo do fragmento de 347 kb do
cromossomo | da forma prociclica de T. brucei por meio da técnica de
SMARD.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultura

3.1.1 Trypanosoma brucei

As formas prociclicas da cepa TREU 927 foram mantidas em meio SDM-79 com
10% de soro fetal bovino a 28 °C. Ao atingir concentracéo de 10’ células/mL, as

células foram diluidas para concentracao final de 10° células/mL.
3.1.2 Trypanosoma cruzi (cepa)

3.1.2.1 Epimastigota

As formas epimastigotas foram mantidas a 28 °C em meio LIT (Camargo, 1964)
acrescido de 10 % de soro fetal bovino. As células foram mantidas até atingirem

concentracéo de 10’ células/mL quando foram diluidas para 3x10° células/mL.

3.1.2.2 Tripomastigota metaciclico

Para obtencdo de formas tripomastigotas metaciclicos foi utilizada cultura de
epimastigota envelhecido (cinco dias apos repique). Estas células foram estressas
por duas horas a 28 °C em meio TAU (2 mM CaCl2; 17 mM KCI; 2 mM MgCI2; 190
mM NaCl; 8 mM tampé&o fosfato pH 6) na concentracédo de 5x10° células/mL e em
seguida mantidas em garrafa deitada por 72h a 28 °C em meio TAU3aaG (meio TAU
acrescido de 2 mM L-aspartato, 50 mM L-glutamato, 10 mM L-prolina e 10 mM de
glicose) na concentracdo de 5x10° células/mL. As células presentes no
sobrenadante foram centrifugadas a 1250 x g por 10 minutos e lavadas duas vezes
com o mesmo volume de tampdo salina fosfato (Na,HPO, anidro 95 mM;
NaH>PO4.H,O 5 mM; NaCl 72,7 mM) com 5% de glicose. O pellet foi ressuspenso
em 1 mL de tampéao fosfato salina contendo 5% de glicose e adicionado a coluna de
DEAE celulose (101) previamente equilibrada com 10 volumes deste mesmo
tampé&o. Em seguida a coluna foi lavada com o tampéao fosfato salina com 5% de

glicose. Para avaliar se as células que saem da coluna sdo tripomastigotas
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metaciclicos, apés 15 mL de lavagem uma gota foi coletada sobre uma lamina e
analisada ao microscopio. Apds o inicio da saida das formas tripomastigotas
metaciclicos a coleta para analise em lamina foi feita a cada 5 mL até a saida da

dltima célula. As célula foram entdo centrifugadas a 1250 x g por 15 minutos.

3.1.2.2.1 Resina DEAE celulose

Para preparo de resina DEAE celulose 200 g de resina foram ressuspensos em
500 mL de agua milli-Q, homogeneizados, decantados e entdo o sobrenadante foi
descartado. Esta lavagem foi repetida mais duas vezes. Foram entéo acrescentados
500 mL de tampéo salina fosfato 2X (Na;HPO,4 anidro 95 mM; NaH2PO4.H20 5 mM;
NaCl 72,7 mM) e este foi mantido em agitador magnético por 30 minutos. A solugéo
foi deixada para decantar e o sobrenadante foi retirado, esta lavagem foi repetida
mais uma vez. Foi entdo adicionado mais 500 mL de tampé&o fosfato salina 2X e o
pH foi acertado para 8,0 com H3PO,4 5% e entdo homogeneizado novamente por 30
minutos no agitador magnético. Esta lavagem foi repetida mais 10 vezes, verificando
0 pH nas ultimas lavagens e acertando para pH 8,0 quando necessario. Durante o
preparo pode-se parar em qualquer momento, mantendo a resina na geladeira. Apos

pronta a resina deve ser mantida a -20 °C.

3.1.2.3 Tripomastigota

Células LLC-MK2 (célula de rim de macaco rhesus - Macaca mulatta) foram
mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- invitrogen) com 10%
de soro fetal bovino & 37 °C na presenca de 5% de CO,. Em garrafa de 150cm? foi
adicionado 2x10° células LLC-MK2 em 40 mL de meio. Apds dois dias estas células
foram infectadas com 10’ células tripomastigotas e entdo mantidas a 37 °C na
presenca de 5% de CO; por 6 dias, sendo que no quinto dia o meio de cultura foi
trocado. O novo meio de cultura foi entdo coletado, centrifugado a 350 x g por 5
minutos e entdo incubados por no minimo 1 hora a 37 °C na presenca de 5% de
CO, para permitir que as formas tripomastigotas migrem para o sobrenadante. Os
tripomastigotas foram coletados desprezando cerca de 5mL do fundo do tubo e

entdo centrifugados por 10 minutos a 3220 x g.
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3.1.2.4 Amastigota

Para obtencdo de amastigotas foi seguido 0 mesmo protocolo para obtencdo de
tripomastigotas, porém as células da forma amastigota foram obtidas apos 4 dias de
infeccdo das células LLC-MK2 com tripomastigota.

As células LLC-MK2 infectadas foram lavadas uma vez com PBS e desprendidas
da garrafa na presenca de tampé&o de inje¢do (27 mM K;HPO4; 8 mM NayHPOs; 26
mM KH,PO4;pH7,2) utilizando scraper. Estas células foram lisadas mecanicamente
em homogeneizador Douncer e centrifugadas a 1000 x g por 5 minutos. As formas
amastigotas foram coletadas desprezando os 5 mL do fundo do tubo e entédo

centrifugadas por 10 minutos a 3220 x g.

3.2 Meios de Cultura

3.2.1 LIT

Para 1 litro de meio LIT contendo 10% de soro fetal bovino foram dissolvidos em

agua Milli-Q os componentes conforme tabela 3.1.

Tabela 3.1- Componentes meio LIT.

Componente Quantidade

NaCl 409

KCI 049

Na,PO, 8,09

Triptose 50¢

Infuséo de Figado 5049

Hemina 1 mL solucdo 10mg/mL em trietanolamina 0,1M

O volume foi acertado para 900 mL de agua Milli-Q e entdo autoclavado. Antes
de sua utilizagéo foram adicionados 100 mL de soro fetal bovino, 20 mL de glicose

20% e antibidticos (133mg de streptomicina e 59mg de penicilina).
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3.2.2 SDM-79

Para um litro de meio SDM-79 contendo 10% de soro fetal bovino foram
dissolvidos em agua Milli-Q os componentes constantes na tabela 3.2.

Tabela 3.2- Componentes meio SDM-79.

Componente Quantidade

Meio 199 2049

HEPES 8,09

NaHCO3 209

L-Alanina 0,29

L-Glutamina 0,39

L-Fenilalanina 0,08 g

L-Serina 0,06 g

L-Treonina 0,35¢g

Guanosina 0,019

Mem aa 50X 10 mL

Penicilina 0,059 ¢

Acido Félico 4 mg

Biotina 0,2 mg



O volume foi acertado para 900 mL e o pH ajustado para 7,3 com NaOH. Depois
de filtrado foram adicionados 100 mL de soro fetal bovino estéril. Para o acido félico,
PABA e Biotina foram utilizados 500 pL de solu¢é&o 8 mg/mL, 200 pL de solugéo 10
mg/mL e 1 mL de solugéo 0,2 mg/mL respectivamente. A hemina foi dissolvida em

0,1 M de trietanolamina e autoclavada.
3.3 Ensaio de Sincronizagéao

3.3.1 Trypanosoma brucei

Para ensaios de sincronizacdo (102) 2,5x10° de formas prociclicas foram
incubadas com 0,2 mM de hidroxiureia (HU-sigma) por 12 horas. Em seguidas as
células foram centrifugadas a 3220 x g por 10 minutos a temperatura ambiente,
lavadas uma vez com mesmo volume de PBS1x e ap0s centrifugacdo foram
ressuspensas no mesmo volume inicial de SDM-79 e entdo mantidas a 28 °C. Foram
entdo coletados pontos a cada hora a partir da retirada da HU até 3 horas da sua
retirada. Para andlise por citbmetro de fluxo 10° células foram separadas e outras

10" células foram separadas para extracdo de DNA genémico.

3.3.2 Trypanosoma cruzi

Para sincronizagcdo das formas epimastigotas foi utilizado hidroxiureia que
sincroniza as células na transicdo das fases G1/S do ciclo celular. Assim foi
adicionada hidroxiureia para concentracdo final de 20 mM em cultura de
epimastigota repicada no dia anterior (cerca de 5x10° células/mL). Ap6s 24 horas de
incubacdo com hidroxiuréia, as células foram lavadas com o mesmo volume de
PBS1x, centrifugadas por 10 minutos a 3220 x g. Essa lavagem foi repetida mais
duas vezes. Em seguida as células foram ressuspensas no mesmo volume de meio
LIT (10% SFB) e incubadas a 28 °C. Para obtencdo de células na transicdo das
fases G1/S do ciclo celular, foi coletado o ponto Oh (logo apds a retirada da
hidroxiuréia). Para obter células nas fases S e G2 foram coletados pontos 6h e 14h

apos a retirada de hidroxiuréia, respectivamente (103).
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3.4 Extracdo DNA gendmico

Para a extracdo de DNA genémico 10° células foram lisadas em 150 pL de TELT
(50 mM tris-HCI pH 8,0; 62,5 mM de EDTA; 4% TRITON X-100; 2,5 M LIiCl,) e
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Ao lisado foi adicionado 150 pL de
fenol equilibrado com tris 0,1 M pH8,0 e incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente, em seguida foi centrifugado a 20.000 x g por 10 minutos e a fase aquosa
superior foi coletada. A esta foi adicionada 150 pL de cloroférmio e apoés
homogeneizacdo foi centrifugado a 20.000 x g por 10 minutos, a fase superior
aquosa foi coletada e o DNA presente foi precipitado com o dobro de volume de
etanol absoluto gelado. Apds centrifugar a 20.000 x g por 10 minutos o
sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi lavado com 500 pL de etanol 70
% gelado e novamente centrifugado por 5 minutos a 20.000 x g. O DNA foi
ressuspenso em 100 pL de TE 1X (Tris-HCI 10mM; 1mM EDTA; pH8) contendo
20pg/mL de RNAse A e incubado por 15 minutos a 37 °C.

3.5 Citbmetria de Fluxo

3.5.1 Fixagdo Trypanosoma brucei

Para fixacdo 10° células da forma prociclica de Trypanosoma brucei foram
mantidas a 4 °C por pelo menos 4 h ou até overnight em 1 mL de metanol
70%/PBS1x 30% gelado e fresco.

3.5.2 Fixagao Trypanosoma cruzi

Para Trypanosoma cruzi 10’ células da forma epimastigota foram mantidas por

pelo menos 4 h ou até overnight a -20 °C em etanol 70%/ PBS1x 30% gelado.

3.5.3 Marcagédo DNA e Leitura

Apos fixagcdo as ceélulas foram centrifugadas a 500 x g por 3 minutos, lavadas
uma vez com PBS 1x e apo6s nova centrifugacdo foram ressuspensas em PBS 1x

contendo 100 mg/mL de RNAse A e 1 Omg/mL de iodeto de propideo. Estas células
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foram incubadas por 30 minutos a 37 'C e em seguida foram feitas as leituras no

aparelho FACs BD Callibur conforme os parametros na tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Parametros utilizados para analise do ciclo celular
Trypanosomas no aparelho FACs BD Callibur.
Param Detector Voltage AmpGain Mode
P1 FSC EO0O 6,23 Linear
P2 SSC 334 3,12 Linear
P3 FL1 824 5,41 Linear
P4 FL2 550 6,72 Linear
P5 FL3 817 7,04 Linear
P6 FL2-A 4,26 Linear
P7 FL2-W 5,57 Linear
3.6 PCR

de

Na amplificacdo por PCR foram utilizados 300 ng de DNA genOmico de

Trypanosoma brucei (927) ou de Trypanosoma cruzi (cepa CL Brener), 2,5 mM de

cloreto de magnésio, tampédo contendo sulfato de aménia (tampdo 10x de Taq

polimerase — Kit Fermentas), 10 pmol de cada primer, 0,4 mM de dNTPs e 2U de

Taq DNA polimerase (Fermentas).

O programa de amplificagéo foi feito com temperatura de 94 'C por 3 minutos

para separacdo da dupla fita de DNA, seguido por 35 ciclos de 94 'C por 30

segundos, temperatura de anelamento dependendo do primer utilizado (conforme

tabela 3.4) por 30 segundos e 72 "C por 30 segundo para a sintese da seqiiéncia de

nucleotideos. Ao final dos 35 ciclos as amostras foram submetidas a 72 °C por 10

minutos.
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Tabela 3.4- Sequéncia de primers utilizados na amplificagéo por PCR.

Primer Sequéncia5- 3 Temperatura

de anelamento

123 bp repeat ORI 1 F CCGAAACCATCATGGACGAG 55 °C

123 bp repeat ORI 1 R CTCCGGGGCGCATGGTG 55°C

TcMcm 7 Xba | F TCTAGAACAGAGGTGCCGTCG 58 °C
CAAGAG

TcMcm7 Hind Il R AAGCTTTCACTCCCGTGAAAA 58 °C
CTCAATAATG

Tb Chl P2 F ACAGCAGCGAAAGGATAGGA 58 °C

Tb Ch1 P2 R GCAAATGATGCCAACAACAC 58 °C

3.7 PCRde Colbnia

Coldnias de bactérias cultivadas em meio LB-agar foram coletadas e cada uma
foi semeada em 10 pL de LB liquido, do qual 1 pL foi utilizado em uma reacéo de
PCR (conforme j& descrito). O programa para amplificagdo utilizado foi mesmo ja
descrito acima acrescido de uma etapa inicial de temperatura de 95 °C por 5 minutos

com a finalidade de lisar as bactérias.

3.8 Construgéo

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados em gel de agarose 1% em
TAE 1X (40 mM Tris; 20 mM acido acético; 1 mM EDTA; pH8,0) a 120 V. O
fragmento no tamanho esperado, com base no padréo de pares de bases, foi
cortado e eluido do gel utilizando Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo

Scientific) conforme instrugdes do fabricante.

3.8.1 pJET-123bp repeat ORI1

A amplificacdo da repeticdo de 123 bp gerou fragmentos de diversos tamanhos
que possuem uma ou mais copias desta repeticdo de 123 bp (5 AAC CGA AAC
CAT CAT GGA CGA GGC ACC ATG CGC CCC GGA GGA CTT CCT AGC GGA
GGA ATC CCA GCA ACA CAC TGC GAG GAG TGA AGC TGA CAT TGA TGA
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AGA GCA GCA GCC GCA GGA GCA GCA 3). O fragmento na altura
correspondente a duas coOpias da repeticdo foi recuperado do gel de agarose e
clonado no vetor CloneJET (Thermo Scientific) conforme instru¢cdes do fabricantes.
Em seguida foi transformado em E. coli DH5-a e plaqueado em LB-agar contendo
100pg/mL de ampicilina. A selegéo de coldnias que continham o inserto foi feito por

meio de PCR de colbnia utilizando os primers do vetor CloneJET (Tabela 3.5)

Tabela 3.5- Sequéncia primers CloneJET.

Primer Sequéncia5™- 3 Temperatura de
anelamento

pJET 1.2 forward CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 55 °C
sequencing primer
pJET 1.2 reverse AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 55 °C
sequencing primer

3.8.2 pMal-TcMcm7

O fragmento de PCR purificado foi clonado no vetor TOPO®-TA cloning (Life
Technologies), transformado em bactérias competentes E. coli DH5-a e estas foram
plaqueadas em LB-agar contendo 100 pg/mL de ampicilina. Diversas coldnias foram
entdo crescidas em 2 mL de meio LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina e
submetidas a lise alcalina. Os plasmideos recuperados foram digeridos com a
enzima de restricdo EcoR | a fim de identificar colénias contendo plasmideo com o
inserto. De uma das colonias positivas foi feito novo cultivo em 5 mL de meio LB
liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina e o DNA plasmidial foi purificado utilizando
QIlAprep Spin miniprep Kit (Qiagen) conforme instru¢des do fabricante . O plasmideo
recuperado foi entdo digerido com as enzimas de restricdo Xba | e Hind 1ll e os
fragmentos foram separados em gel de agarose 1%. O fragmento correspondente a
sequéncia de TcMcm7 foi eluido do gel e entdo ligado no vetor pMALc2x
previamente linearizado com as enzimas Xba | e Hind Il e transformados em E. coli
DH5-a. Apos selecdo de colbnia que contém o inserto, como ja descrito acima,
através de lise alcalina seguida de digestdo dos plasmideos com as enzimas de
restricdo Xba | e Hind Ill, o vetor pMALc2x-TcMcm7 obtido foi sequenciado e
transformado em E. coli Rosetta (DE3) (Novagen) e plaqueado em LB-agar na

presenca de 100 pg/mL de ampicilina.
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3.9 Bactérias Competentes

3.9.1 Preparo de Bactérias Termocompetentes (Escherichia coli)

Uma colbnia de E. coli DH5-a ou Rosetta (DE3) recém plaqueada em LB-agar
sem antibiético ou na presenca de 30 pg/mL de cloranfenicol, respectivamente, foi
inoculada em 3 mL de LB liquido (com ou sem cloranfenicol) e incubada por 16
horas a 37 °C sob agitagdo de 180 rpm. Este pré-indculo foi adicionado em 250 mL
de LB (na presenca ou auséncia de cloranfenicol) e incubado sob as mesmas
condicdes até atingir DOsso entre 0,35 e 0,6. Estas bactérias foram incubadas no
gelo de 10 a 60 minutos, centrifugadas a 1.800 x g por 15 minutos sob refrigeragéo e
o pellet foi ressuspenso em 1/3 do volume original em FB (KCI; 50 mM CaCl2.2H20;
10% glicerol (m/V); 10mM acetato de potassio; pH6,2) filtrado e gelado. Apds
incubacéo de 10 a 60 minutos no gelo as bactérias foram novamente centrifugadas e
0 pellet foi ressuspenso em 1/12,5 do volume original em FB, em seguida foram

feitas aliquotas de 200 uL e estas estocadas a -20 °C.

3.9.2 Transformacéo de Bactérias Competentes por Choque Térmico

Em tubo de transformacéao foi adicionado 200 pL de bactéria competente (E. coli
DH5-a ou Rosetta) juntamente com o DNA a ser transformado, 100 ng no caso de
vetor fechado (com ou sem inserto) ou o volume total de uma reacao de ligagdo
vetor-inserto. O tubo foi incubado no gelo por 30 minutos e em seguida incubado por
1 minuto a 42 °C e colocado imediatamente no gelo por 5 minutos. Ao tubo foi
adicionado 1 mL de LB liquido que foi incubado & 37 °C sob agitacdo de 180 rpm por
1 hora. As bactérias cultivadas neste meio foram finalmente plaqueadas em LB-agar
contendo o antibidtico de selegéo, incubadas em estufa a 37 °C por cerca de 16
horas. No caso de vetor fechado (com ou sem inserto) foram feitas duas placas de
LB-&gar onde foi cultivado 200 pL e 800 puL em cada placa, ja para as ligacdes vetor-

inserto 1 mL foi cultivado em apenas uma placa de LB-4gar.

3.10 Lise Alcalina

Diversas colbnias de bactérias cultivadas em placa de LB-4gar foram semeadas

em 2 mL LB liquido contendo o antibittico de selecdo e incubadas por 16 horas a 37
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°C sob agitacdo de 180 rpm. Estas bactérias foram centrifugadas por 5 minutos a
7000 x g e o pellet foi ressuspenso em 100 pL de solugéo | (0,9% de glicose [m/V];
25 mM tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA) em seguida foi adicionado 200uL de solugéo |l
(1% SDS; 0,2 N NaOH) para a lise destas bactérias. Ap6s incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente, 200 pL da solucéo Ill (1,88 M acetato de potassio e 11,2% de
acido acético glacial) para neutralizar a reacédo de lise foram adicionados. O lisado
foi incubado no gelo por 10 minutos e entdo centrifugado a x 20000 x g por 15
minutos, o sobrenadante foi entéo recolhido e o DNA foi precipitado com 300 pL de
isopropanol. Apds nova centrifugagédo de 20000 x g por 10 minutos o sobrenadante
foi descartado e o pellet lavado com 100 pL de etanol 70% gelado e centrifugado por
5 minutos a x 20000 x g. O sobrenandante novamente foi descartado e o pellet de
DNA, apds secar, foi ressuspenso em 50 pL de &gua Miili-Q contendo 10 pg/mL de

RNAse A e incubado por 30 minutos a 37 °C.

3.11 TcMcm7 recombinante

3.11.1 Expresséo Pequena Escala

ApG6s a construcdo do vetor pMALc2x-TcMcm7, que ir4 gerar proteina
recombinante de TcMcm7 (rTcMcm7-MBP) conjugada a MBP-Maltose Binding
Protein, e sua transformacdo em bactérias E. coli Rosetta (DE3), foram feitos preé-
in6culos de 4 colbnias que foram cultivadas em 2 mL de LB liquido, contendo 100
pg/mL de ampicilina e 40 pg/mL de cloranfenicol, e incubadas a 37 °C sob agitacéo
de 180 rpm por 16 horas. De cada pré-indculo foram cultivados dois tubos distintos,
um para induzir com IPTG (isopropylthio-p-D-galactoside) e outro ndo induzido.
Assim 200 pL de cada pré-inéculo foi adicionado em dois tubos distintos contendo
1,8 mL de LB liguido com ampicilina e cloranfenicol e foram incubados por 3 h a 37
°C sob agitagéo de 180 rpm. Em seguida foi adicionado 1 mM de IPTG apenas a um
tubo de cada colonia e todos os tubos foram incubados por mais 3 horas nestas
mesmas condi¢des. Ao final 150 pL de cada tubo foi coletado e centrifugado a 3000
X g por 5 minutos e o pellet de bactéria foi ressuspenso em 30uL de sample buffer 2x
(125 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 0,02% bromofenol azul; 20% glycerol; 5% -
mercaptoetanol), fervido por 5 minutos a 95 °C e centrifugado a 20000 x g por 1

minuto. 15 pL do sobrenadante foi aplicado em gel de acrilamida 7,5% intercalando
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extrato de bactéria ndo induzido e induzido de cada colénia. Apos corrida o gel foi
corado por 15 minutos com Coomassie blue (0,1% coomassie R250; 10% acido
aceético glacial; 40% metanol) e em seguida descorado com solugcdo descorante
(20% metanol; 10% acido acético glacial) até atingir coloracdo desejada. O gel foi

analisado para determinar quais coldnias expressaram a proteina recombinante.

3.11.2 Expresséo Larga Escala

A partir de uma colbnia expressando rTcMcm7-MBP foi feito um pré-indculo em
50 mL de meio LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina e 40 pg/mL de
cloranfenicol, que foi mantido sob agitagdo de 180 rpm por 16 horas a 37 °C. O
cultivo foi entdo ampliado para 500 mL de LB liquido, contendo ampicilina e
clorafenicol, e incubado a 37 °C sob agitacao de 180 rpm até atingir DOssp entre 0,6
e 0,8. Neste momento foram separados 2 mL em um tubo e ao restante foi
adicionado IPTG para concentracdo final de 1 mM e ambos foram entdo incubados
por mais 3 horas nas mesmas condi¢cdes anteriores. Apds confirmacéo da expressao
de rTcMcm7-MBP, por meio de extrato e gel de acrilamida como descrito no item
anterior, as bactérias foram submetidas a lise. Os 2 mL separados antes da adicao
de IPTG foram utilizados para extrato de bactérias ndo induzidas e uma aliquota das
bactérias induzidas com IPTG foi usado no preparo do extrato de bactéria induzidas

a expresséo de TcMcm7-MBP.

3.11.3 Lise

As bactéria induzidas com IPTG foram centrifugadas por 10 minutos a 7000 x g e
o pellet foi ressuspenso em 30 mL de tamp&o da coluna de amilose (20mM tris-HCI
pH 7,4, 200mM NaCl e 1mM EDTA) contendo inibidores de protease (EDTA-free
Complete protease inhibitor cocktail da Roche). Estas bactérias foram lisadas sob
pressao de 1500 psi (pounds per square inch) em FRENCH Pressure Cell Press por
duas vezes sempre mantidas em gelo. O lisado foi centrifugado a 18000 x g por 30
minutos e o sobrenadante contendo a proteina soluvel foi purificada em coluna de

amilose.
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3.11.4 Purificagdo rTcMcm7-MBP

Em uma coluna de vidro foi adicionada 1 mL de resina de amilose (New England
Biolabs) que foi equilibrada com 5 volumes de tampéo coluna de amilose (20 mM
tris-HCI pH 7,4; 200 mM NacCl; 1 mM EDTA). Em seguida foi adicionada a coluna 10
mL do sobrenadante do lisado de bactérias contendo rTcMcm7-MBP, que passou
pela resina apenas sob forga da gravidade e o flow-through que saiu da resina foi
novamente introduzido na coluna. A resina foi lavada com 20 volumes de tampéao
coluna de amilose e a proteina recombinante foi eluida em 4 aliquotas de 1 mL de

tamp&o coluna de amilose contendo 30 mM de maltose.

3.11.5 Anti-TcMcm7

A produgéo de anticorpo policlonal foi realizada em colaboragdo com o Dr.
Osvaldo Augusto Sant’Anna do laboratério de Imunoquimica do Instituto Butantan.

A proteina recombinante TcMcm7-MBP foi dialisada contra PBS1x para a
realizagdo das imunizagdes. Para a imunizagdo foram utilizados os camundongos
geneticamente selecionados para alta resposta (linhagem HiIll) (104), de 2 a 3 meses
de idade. A imunizacao foi feita com 2 pug de rTcMcm7-MBP em mesoporous silica
SBA-15 (105) , via subcutanea em volume final de 200 pL. Uma segunda dose foi
realizada 90 dias depois do mesmo modo que a primeira dose. Amostras de sangue
foram coletadas em diferentes periodos ap6s as imunizacdes por meio do plexo

venoso retro-orbital e o soro foi armazenado a -20 °C.

3.12 Real Time PCR

Para ensaio de Real Time PCR oligonucleotideos foram desenhados utilizando o
programa primer BLAST a fim de amplificar fragmentos de 100 bp conforme tabela
3.6. Para cada reacdao foi utilizado 10 pL do mix SYBR Green (Applied Biosystem),
50 nM (concentragéo final) de cada primer (forward e reverse) e 50 ng de DNA
gendmico extraido utilizando DNAzol (Invitrogen) para uma reagdo de volume final
de 20 pL. A reacgdo foi realizada no termociclador Step One Plus (Appllied
Biosystem) conforme programa abaixo:

Stage 1(1X) 95 °C 10 minutos
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Stage 2 (40X) 95 °C 15 segundos
60 °C 1 minuto
Melt Curve (1X) 95 °C 15 segundos
60 °C 1 minuto
95°C 15 segundos

Os dados obtidos pelo pograma Step One Plus foram exportados para planilha
Excel e a eficiéncia dos primers e C; (threshold cycle) foram obtidos utilizando o
programa LinRegPCR (2012.x). A analise da quantificac&o relativa da replicacdo de
determinada regido do genoma em meio e final de fase S foi feita utilizando o

método Pfaffl (106) conforme equagéo abaixo:

EamostraAct (controle—teste)

ETefACt (controle—referéncia)

Sendo E a eficiéncia do primer e AC; a diferenga entre o C; da amostra controle
e da amostra teste (DNA gendémico de células em meio e final de fase S). Para tanto
foi utilizado como gene de referéncia uma sequéncia especifica de DNA do

cinetoplasto e como amostra controle o DNA de células sincronizadas em G2.

Tabela 3.6- Sequéncia de primers utilizados na amplificagéo por Real Time PCR.

Primer Sequéncia5- 3

-50kb oril F GAACAAACGCATTGGAGGTG
-50kb oril R GCACTTGTTGTCTCCCAAAC
5'0rilF GTTCCATGACTGAGGAGCAG
5'0rilR GTCTCAACTGGAGGTCGAAG
3'orilF GTATGGATTTCGCCACGCTC
3'orilR CGTTTTCAACAGTGCCATCC
+50kb oril F CTACCGACCGAAAGGAACTG
+50kb oril R CGCTTCAATCCGAAGCAAAG
Tb crl RT 550kb F TGGATGTTCCACCGCTTTCA
Thb crl RT 550kb R TGTTCTTCAGATCCTGCGGT
Meio oril cent F GGAATTGGCCCACAAAATGG
Meio oril cent R CAACATCACCGACTACCTGG
rDNA 28S cent F CAACCGTGATTCTCTCAGTCAG
rDNA 28S cent R CCACAAAAATGGTGCCACAG
Th apocytochrome GGAGATTCTTGGGGAGAGGC
kDNA F

Th apocytochrome GCAATTCCCAATTCCATTTCCC
kDNA R
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3.13 Extrato Total

Para obtenc&o de extrato total celular, 10® células foram ressuspensas em 100
pL de Sample Buffer 2X e sonicado duas vezes de 30 segundo com intervalo de 1
minuto no gelo. Para aplicacdo em gel de acrilamida o extrato foi incubado a 95 °C
por 5 minutos e centrifugado a 20000 x g por 1 minuto. Apenas o sobrenadante foi

aplicado ao gel na proporcéo de 10’ células por pogo.

3.14 Extrato Diferencial

Para extragéo diferencial de proteinas sollveis foi utilizado o tampéo de extracao
(10 mM Tris-HCI pH 7,4; 100 mM NacCl; 300 mM sacarose; 3 mM MgCl,; 50 mM
NaF; 1 mM NazVO,; 0,5 mM PMSF; 0,1% Triton X-100 e coquetel de inibidores de
protease — Roche) (86) e para obtencdo de proteinas ligadas ao DNA foi realizado
tratamento com DNAse | (Fermentas) do pellet contendo proteinas insollveis no
tampdo de extracdo. Cerca de 10® células foram ressuspensas em 100 uL de
tampdo de extracdo e incubadas no gelo por 10 minutos, em seguida foram
centrifugadas a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido como
fracdo | de proteinas soluveis. Ao pellet foram novamente adicionados 100 pL de
tampdo de extragdo, incubado por mais 10 minutos no gelo e centrifugado
novamente. O sobrenadante foi recolhido como fracdo Il de proteinas solluveis. O
pellet foi entdo ressuspenso em 100uL de tamp&o 1X para enzima DNAase |
contendo 50 unidades desta (Fermentas) e incubado por 30 minutos a 37 °C. Apos
centrifugacdo o sobrenadante foi recolhido como fracdo | de proteinas ligadas ao
DNA e o pellet foi novamente ressuspenso em 100uL de tampéo 1X para enzima
DNAse | contendo 50 unidades da enzima. Finalmente foi realizada nova
centrifugacdo e o sobrenadante foi coletado como fragéo Il de proteinas ligadas ao
DNA. Aos extratos foi acrescentado sample buffer 5x (para concentragdo final 1x)
que foram fervidos a 95 °C por 5 minutos antes de sua aplicacdo no gel de

acrilamida.

71



3.15 SDS PAGE

3.15.1 Preparacéao do Gel de acrilamida/bisacrilamida

O gel de acrilamida é composto por duas fases, o stacking gel (tabela 3.7) no
topo que tem a fungdo de compactar as proteinas permitindo assim sua entrada
concomitante na segunda fase do gel, o separating gel (tabela 2.8), que é a fase
inferior do gel onde de fato as proteinas sao separadas conforme seu peso
molecular. A porcentagem do separating gel pode variar conforme o tamanho da
proteina a ser analisada. Na tabela 3.8 estdo o0s componentes para montar

diferentes géis de diferentes porcentagens.

Tabela 3.7- Componentes para 5mL de stacking gel.
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Componente Volume
Acrilamida/Bisacrilamida (30% / 0,8% m/V) 670 pL
O,5M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 mL
SDS 20% (m/V) 25 L
Persulfato de Aménio 10% (m/V) 50 pL
TEMED 5 pL
H,O 3 mL

Tabela 3.8- Componentes para 10mL de separating gel.

Porcentagem 7,5% 10% 12,5% 15%
Acrilamida/Bisacrilamida 2,5 mL 3,4 mL 4,2 mL 5 mL
(30% / 0,8% m/V)

1,5M Tris (pH 8,8) 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL
SDS 20% (m/V) 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Persulfato de Amobnio 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
10% (m/V)

TEMED 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL
H,O 4,74 mL 3,84 mL 3,04 mL 2,24 mL

Os catalisadores da polimerizagdo do gel, persulfato de aménio e TEMED,
devem ser adicionados apenas no momento de aplicar a solugdo de gel nas placas
de vidro. O volume necesséario de gel varia conforme a espessura da placa utilizada,

conforme indicado na tabela 3.9.



Tabela 3.9- Volumes necessarios de stacking e separating gel para as diferentes

espessuras de géis.
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Espessura do Gel Volume de Stacking Gel Volume de Separating Gel
0,75 mm 2 mL 4 mL
1,0 mm 3mL 6 mL
1,5mm 4 mL 8 mL

3.15.2 Corrida e Transferéncia Gel de Acrilamida

A separacao das proteinas nos geéis de acrilamida foi feita em tamp&o de corrida
(25 mM de tris-base; 19,2 mM de glicina; 0,1% de SDS - Sodium dodecyl sulfate)
sob voltagem constante de 200 V por cerca de 50 minutos ou até que o azul de
bromofenol (presente nas amostras de extrato proteico) atingisse o final do gel.

Para ensaios de immunoblotting as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose (Hybond C) em tampéao de transferéncia (47,9 mM de tris-base; 38,6
mM de glicina; 0,037% de SDS; 20% de metanol), para tanto foi montado um
sanduiche composto, respectivamente, por papel para blotting (Whatman 3MM Chr),
gel de acrilamida, membrana de nitrocelulose e papel para blotting que foram
umedecidos previamente & montagem do sanduiche em tamp&o de transferéncia. A
transferéncia das proteinas do gel para a membrana foi feita do polo negativo para o
positivo em sistema semi-seco (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell /Bio-Rad) a
20 V, 350 mA e 50 W por 30 minutos ou em sistema umido (Wet/Tank Blotting

Systems/Bio-rad) & 350 mA constante por 1 horas. Neste Gltimo caso ao sanduiche
é acrescentado uma esponja para transferéncia de cada lado.

As membranas foram entdo coradas em Ponceau (0,1% Ponceau e 1% &cido

acético) por 2 minutos e descoradas em agua destilada.

3.16 Immunoblotting

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com PBS1X (137 mM NacCl,
2,7 mM KCI; 10 mM NayHPOy; 1,8 mM KH,POy4;pH 7,4) /5% Molico por no minimo
30 minutos sob agita¢do a temperatura ambiente. Em seguidas as membranas foram
incubadas por no minimo 1 hora com os anticorpos primarios diluidos em

PBS1X/5%molico sob agitacdo a temperatura ambiente conforme tabela 3.10. Foram



entdo realizadas 3 lavagens consecutivas de 10 minutos em PBS1X/ 0,1% Tween-20
a temperatura ambiente sob agitacdo. As membranas foram entdo incubadas por 1
hora com anticorpos secundarios anti-imunoglobulina de coelho ou anti-
imunoglobulina de camundongo conjugadas a peroxidase (KPL) diluidos 1:2000 em
PBS1X/5% Molico. As lavagens foram entdo repetidas e a membrana foi incubada
com substrato quimioluminescente para a peroxidase (Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate/Miilipore) conforme instrugdes do fabricante e em
seguida diferentes tempos de exposicao foram feitas em filme radiografico (Kodak)
que foram revelados e fixados em solugdes reveladora e fixadora (ambos Kodak),

respectivamente.

Tabela 3.10- Anticorpos usados em ensaios de immunoblotting.

Anticorpo Anti: Diluicdo Organismo de  Fonte
Origem
TcOrc1/Cdc6 1:1000 Camundongo (86)
TcPCNA 1:200 Camundongo (90)
TcMcm7 1:500 Camundongo Produzido no presente trabalho
TcGAPDH 1:1000 Camundongo (207)
Hsp70 1:2000 Camundongo (108)
elF5A 1:20000 Coelho (109)
Histona H3 1:2000 Coelho Abcam
Histona H4 1:1000 Coelho (110)

3.17 FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)

3.17.1 Marcagéo da Sonda

Sondas utilizadas em ensaios de FISH foram marcadas por PCR com
digoxigenina (Digoxigenin-11-dUTP/Roche). Desta forma 100ng de DNA de PCR
purificado utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
foram usados na reagdo contendo 5U da enzima Tag DNA polimerase (invitrogen) e
seu respectivo tampéo, 1,5 mM de MgCl,, 10 pMol de cada primer (forward e
reverse), 200 puM de mix de dNTP (sem dTTP), 130 uM de dTTP e 70 puM de
digoxigenina-11-dUTP (Roche). A reacao foi realizada no termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf) onde foi submetida a 94°C por 5 minutos seguida por 30 ciclo
de 94°C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos. Ao final a reagéo foi

mantida por 10 minutos a 72 °C.
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3.17.2Lamina

Para realizacdo de ensaio de FISH as laminas foram incubadas com SDS 1% por
pelo menos duas horas em acetona 100% por 1 minuto e apds sua secagem o selo
Frame-seal de volume de 25 L (Bio Rad) foi colado a lamina. Cerca de 10° células
da forma prociclica de T. brucei cepa TREU 927 foram lavadas uma vez com PBS e
diluidas em 100 pL de PBS1x que foi colocado sobre a lamina cotendo o selo para
hibridizacéo in situ Frame Seal (Bio-Rad). Apds adesé&o das células a lamina, essas
foram fixadas com paraformaldeido 2% por 25 minutos, em seguida lavadas com
PBS1x e permeabilizadas com PBS1x/Triton X-100 0,1% por 5 minutos. A lamina foi
lavada com PBS e poés-fixada com PBS/formaldeido 2% por 10 minutos e as células
foram desidratadas com sucessivas incubag¢des de 5 minutos em etanol 70%, 90% e
100% e em seguidas deixadas para secar.

Foram utilizadas duas diferentes sondas nos ensaios de FISH, uma para a
identificacdo de ORI1 que foi amplificada do vetor pJET 123 repeat ORI1 por PCR e
marcada por com digoxigenina utilizando os primers do vetor pJET (Tabela 3.5). A
outra sonda para identificagdo do centromero foi sintetizada (Life Technologies)
acoplada a biotina, utilizando a sequéncia repetitiva do centrdmero do cromossomo
1 de T. brucei (5 ATG CGC AAT AAT ACG CAA TAA TAC GCA ATA ATG CGC AAT
AAT GCA CAC ATATGC ACA ATT ATG CAATA 3')(111).

Para hibridizacdo foi usada a solugdo de hibridizagdo contendo 2XSSPE
(IXSSPE contém 0,18 M NaCl, 10 mM NaH,PO, e 1 mM EDTA [pH 7,7]), 50%
formamida e 10% de dextran sulfato. Assim 100ng de sonda marcada por PCR ou
200 ng de sonda sintetizada foram adicionadas em 25 pL de solugéo de
hibridizagéo. Este foi aquecido por 8 minutos a 85 °C e em seguida colocado sobre a
lamina dentro do frame-seal e entdo este foi selado. A lamina foi fervida por 5
minutos a 95 °C e incubada a 37 °C por 16 horas.

As laminas foram lavadas em 2xSSC (SSC20X: 3 M NaCl e 300 mM Citrato de
sédio pH7,0)/50%formamida por 30 minutos a 37 °C. Em seguida foram feitas duas
lavagens a 50 °C com 2xSSC e 0,2xSSC por 10 e 50 minutos, respectivamente, e
ainda foi feita outra lavagem em 4xSSC por 10 minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram bloqueadas com PBS1x/BSA1% por 30 minutos que foi
seguida da deteccédo das diferentes sondas. A sonda marcada com digoxigenina foi
detectada com anti-digoxigenina (Roche) diluido 1:150 em PBS1x/BSA1% e
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incubado por 45 minutos a temperatura ambiente, apds lavagem com PBS1x foi feita
nova incubagéo de 45 minutos com anti-sheep marcado com Alexa 555 (Molecular
Probes). J4 a deteccdo da sonda sintetizada biotinilada foi feita com streptavidina-
FITC (eBioscience) diluida 1:150 em PBS1x/BSA1%, depois da lavagem uma
segunda incubagcdo de 45 minutos foi feita com anti-streptavidina biotinilada
(Molecular Probes) e apo6s nova lavagem com PBS1x foi feita uma terceira
incubacé@o de 45 minutos com streptavidina-FITC. O nucleo foi marcado com DAPI
(4'-6-Diamidino-2-phenylindole/Molecular Probes) diluido 1:1000 (solucdo estoque
de 5mg/mL) em PBS1x. Finalmente a Iamina foi montada com Vecta-Shield (Vector)
e as imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 com
objetiva planar apocromaética de aumento de 100x com imersdo em 0Oleo, acoplada a
camera Olympus XM10 utilizando software CellF. As imagens adquiridas foram

processadas em Adobe Photoshop.

3.18 Imunofluorescéncia

Para realizacdo de laminas de imunofluorescéncia 10’ parasitas foram
centrifugados (800x g por 3 minutos), lavados com PBS1x, centrifugados e o pellet
foi ressuspenso em 1mL de PBS1x. 50uL destes parasitas foram colocados em
cada poco de lamina contendo 8 pogos (Tekdon Inc.) e foram deixados em repouso
por 5 minutos para que os parasitas aderissem ao vidro da lamina. Estes foram
entdo fixados por 20 minutos com paraformaldeido 2% e entdo permeabilizados com
0,1% de TRITON X-100 por 5 minutos. As células foram bloqueadas com
PBS/BSA1% por 30 minutos e em seguida incubadas por 1 hora com anticorpo
primério anti-TcOrc1/Cdc6 diluido 1:500 em PBS/BSA1%. Ap6s 5 lavagens
sucessivas com PBS1x, as células foram incubadas por 1h com anticorpo
secundério anti-camundongo conjugado a Alexa 555 diluido 1:300 em PBS/BSA1%
acrescido de DAPI 1:1000(estoque 5 mg/mL). Apés 5 lavagens sucessivas com
PBS1x, a lamina foi montada com Vecta Shield.

As imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX51
com objetiva planar apocromética de aumento de 100x com imersdo em Oleo,
acoplada a camera Olympus XM10 utilizando software Cell F. As imagens adquiridas

foram processadas em Adobe Photoshop.
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3.19 Imunoprecipitagdo de Cromatina (ChlIP)

3.19.1 Obtencéo da Cromatina

Para ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina foram utilizadas 10° células da
forma prociclica de Trypanosoma brucei de cultura em fase de crescimento
lagaritmico. Estas células foram centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos, lavadas
uma vez com o mesmo volume de PBS 1x e ressuspensas no mesmo volume incial
de PBS1x. As células foram entdo fixadas adicionando formaldeido para
concentracéo final de 1% e incubando por 30 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo. A reacao de fixagao foi interrompida pela adicdo de 125 mM de glicina
(concentragéo final) por 5 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida
as células fixadas foram centrifugadas a 3000 x g por 15 minutos a 10 °C, lavadas
uma vez em PBS1x/125 mM glicina gelado seguida de outras duas lavagens com
apenas PBS1x gelado. ApGs nova centrifugacdo de 15 minutos a 3000 x g a 10 °C, o
pellet de células foi ressuspenso em 2 mL de tampéo de lise para ChIP (50 mM
HEPES pH7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% de deoxicolato de sédio; 1% NP-
40; 1 mM PMSF e coquetel de inibidores de protease-Roche) e sonicado por 8 vezes
de 10 segundos cada, com intervalos de 1 minuto em banho de gelo. As amostras
foram centrifugadas a 20000 x g por 1 hora a 4°C e o sobrenadante foi coletado.
Para controle de input 10% deste sobrenadante foi coletado e o DNA extraido com

fenol/cloroférmio, os demais 90% foram utilizados para a imunoprecipitacao.

3.19.2 Imunoprecipitagéo da Cromatina

A imunoprecipitagdo foi feita adicionando o anticorpo anti-TcOrc1l/Cdc6 na
diluicdo de 1:1200 e incubando por 2 horas a 4 °C sob agitacdo. Em seguida a
amostra foi centrifugada a 20000 x g por 15 minutos a 4 °C e colocada em novo tubo
contendo 40 pL de resina de proteina G sepharose por 2 horas a 4°C com agitacéo
(a proteina G sepharose foi previamente tratada com BSA na concentracao final de 5
mg/mL por 5 minutos no gelo e depois centrifugada a 3800 x g por 1 minuto). Apés
esse tempo a amostra foi lavada por 2 vezes com 1 mL de tampéo de lavagem de
ChIP (10 mM de Tris-HCI pH 8; 250 mM de LiCl; 0,5% de dioxicolato sddico; 1 mM
de EDTA e 0,5% de NP-40) e por 2 vezes com TE (10 mM de Tris-HCl pH 8 e 1 mM
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de EDTA). Para reverter a ligacdo proteina-DNA a cromatina imunoprecipitada foi
eluida adicionando 250 pL de tampé&o de eluigdo (50 mM de Tris-HCI pH 8; 10 mM
de EDTA e 1% de SDS) e incubada a 65°C por 16 horas sob agitagdo de 400 rpm.
Apos centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e o DNA obtido foi entéo purificado

com fenol/cloroférmio.

3.19.3 Purificacdo do DNA com fenol/cloroférmio

A amostra contendo DNA foi adicionado TE até completar um volume de 300 pL.
A este volume foi entdo acrescentado 300 pL de fenol e agitado usando vortex. A
amostra obtida foi centrifugada a 20000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente
e 0 sobrenadante aquoso foi recolhido em um tubo novo. A este sobrenadante foi
adicionado 300 pL de cloroformio e apdés homogeneizagdo foi novamente
centrifugado. A fase aquosa superior foi coletada e foi adicionado 10% do volume
obtido de acetato de sédio 3 M pH5,2 e 3,5 volumes de etanol absoluto gelado. O
material foi incubado por 1 hora em gelo seco. Apds esse tempo a amostra foi
centrifugada a 20000 x g por 10 minutos e o pellet foi lavado com etanol 70% e
novamente centrifugado. Finalmente a amostra foi secada a 65 °C por 10 minutos e

ressupensa em 20 pyL de TE.

3.19.4 Hibridizagdo com Sondas de DNA

Em uma membrana de nylon (Hybond N+) foi gotejado o DNA de controle de
input e o DNA obtido da imunoprecipitacdo previamente desnaturado por 5 minutos
a 95 °C seguida de incubacé&o de 3 minutos no gelo. Em seguida foi feito o crosslink
do DNA com a membrana expondo esta por 15 minutos a luz UV do transiluminador
de captura de imagens de géis de agarose. Para deteccdo de sequéncias
especificas foram utilizadas sondas de DNA marcadas com fosfatase alcalina. A
sonda para 123 bp repeat-ORI1 foi obtida através de amplificacdo por PCR do vetor
pJET-123 bp repeat ORI1 utilizando os primers do proprio vetor (Tabela 3.5) seguida
de sua purificacdo, j& a sonda para controle negativo foi sintetizada (5° CTT GGC
TCG CGT GAG TGG AAG G 3’- Life Technologies).

A marcacao das sondas, bloqueio, hibridizacdo e lavagem da membrana foram

feitas utilizando o kit Armesham AlkPhos Direct Labelling (GE Life Science) e a
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deteccéo foi feita utilizando substrato quimioluminescente para fosfatase alcalina
CDP-Star Detection Reagent (GE Life Science ), conforme instru¢gdes do fabricante.
Em seguida filmes radiograficos (Kodak) foram expostos as membranas por cerca de
16 horas, entédo revelados e fixados nas solugdes reveladoras e fixadoras (Kodak),

respectivamente.
3.20 SMARD

3.20.1Incorporacédo de Anélogos de Timidina

Cultura em crescimento exponencial da forma prociclica de Trypanosoma brucei
cepa TREU 927, cerca de 5x10° parasitas/mL, foram incubados por 40 minutos com
100 puM de 5-lodo 2- deoxiuridina (IdU-Sigma Aldrich) em meio SDM 79 a 28 °C. Em
seguida as células foram centrifugadas por 10 minutos a 3000 x g e incubadas em
SDM-79 com 100 pM de 5-Cloro 2-deoxiuridina (CldU-Sigma Aldrich) por 40 minutos
a 28 °C. Em geral foram utilizados 100 mL de cultura, ou seja, 5x108 células totais. E
importante ressaltar que em todos os passos a seguir 0 DNA utilizado foi protegido
da luz por meio de envolvimento dos tubos em papel aluminio ou mesmo desligando
as luzes do laboratério nos momentos em que néo foi possivel fazer a protegdo com

o papel aluminio.

3.20.2 Preparacéo de plugs para Pulsed Field Electrophoresis Gel (protegido da

luz)

As células foram centrifugadas por 10 minutos a 3000 x g lavadas uma vez com o
mesmo volume de PBS 1x gelado, centrifugadas novamente e ressuspensas em 450
pL de PBS 1x. Estas células foram equilibradas a 42 °C por 5 minutos, e em seguida
foi adicionado 450 puL de 1% Low Melting Agarose (InCert® Agarose-Lonza) também
previamente equiliorada a 42 °C por 5 minutos. Apds homogeinizagdo, 90 pL
contendo 5x10’ parasitas, foram colocados em férma de plugs para PFGE e foram
deixadas para solidificar sobre gelo por 20 min.

Os plugs foram entéo incubados por 24h a 50 °C em 50 mL de tampé&o de lise
(0,5M EDTA e 1% sarcosina [N-lauroylsarcosine sodium salt/Sigma Aldrich])
contendo 200 pg de proteinase K. Apos 24 h o tampé&o de lise foi trocado, nova

proteinase K foi adicionada e os plugs foram incubados por mais 24 h a 50 °C. Este



processo foi repetido mais uma vez. Em seguida os plugs foram lavados em 50 mL
de TE pH 8 (10mM Tris, 1 mM EDTA) por 1h sob agitacdo a temperatura ambiente.
O tampé&o TE pH 8 foi trocado e os plugs foram entdo incubados por 1h a 50 °C.
Nova troca do TE pH8 foi feita e PMSF foi adicionado a concentracao final de 200
UM. Os plugs foram incubados por 30 min a 50 °C. Esta lavagem foi repetida mais
uma vez. O tampao TE pH 8 foi novamente trocado e os plugs foram incubados a
temperatura ambiente por 1h. Esta lavagem foi repetida mais uma vez e em seguida
o tampé&o foi trocado novamente e os plugs foram incubados overnight a 4 °C. Neste
ponto os plugs podem ser estocados em tampdo de estocagem (50 mM EDTA e
10mM Tris-HCI pH 8) a temperatura de 4 °C por diversos meses, ou entdo podem

ser digeridos com enzima de restrigao.

3.20.3 Digestao do DNA em plugs de agarose (protegido da luz)

No caso de plugs mantidos em tampéo de armazenamento, estes foram lavados
de 3 a 5 vezes em 50 mL de TE pH8 por 1h a 4 °C (sendo a Ultima lavagem
overnight a 4°C) antes do passo seguinte. Os plugs foram entdo enxaguados em
adgua Milli-Q, em seguida lavados no tampao de pré-digestdo (10 mM MgCl, e 10
mM Tris-HCl pH8) seguida de mais duas lavagens neste mesmo tampdo a
temperatura ambiente, sob agitagcdo por 1h cada lavagem.

Cada plug foi transferido para tubo de 1,5 mL e equilibrado por 30 minutos a 150
rpm no tampdo especifico da enzima a ser usada na digestdo. Esta etapa foi
repetida por mais duas vezes, fazendo a troca do tampao a cada nova incubagéo. O
tampéao foi retirado apds a ultima lavagem, quando adicionou-se 150 pL do tampéo
de digestdo com 30 unidades da enzima de restricdo. A amostra foi incubada no
gelo por 30 minutos para permitir a difusdo da enzima na agarose e incubada
overnight a temperatura ideal de atividade da enzima de restricdo. Apds a digestéo,
0 plug foi lavado com 1,5 mL de TE pH 8 a temperatura ambiente por 1h a 150 rpm

ou por pelo menos 2 horas a 4 °C.

3.20.4 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)- (protegido da luz)

A montagem de gel de agarose 0,8% para a corrida foi feita com low melting
agarose (SeaKem® GTG'™ agarose/Lonza) em TAE 0,5x com um (nico pogo

grande (pente sem separacdo para diferentes pogos), de forma a permitir a
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colocacao de 3 a 4 plugs de agarose justapostos. Foram utilizados os marcadores S.
cerevisiae chromosomal DNA (Bio-Rad; Figura 3.1A) e Lambda Ladder PFG Marker
(New England BioLabs®,.; Figura 3.1B) . A corrida foi feita no CHEF Mapper XA
(Bio-Rad) e o programa utilizado foi: two state com 120° included angle, 6V/cm por
30 horas com pulso inicial de 18 segundos e pulso final de 33 segundos em rampa
linear em TAE 0,5x.

Figura 3.1- Marcadores padrdo para Pulsed Field Gel. Em (A) S. cerevisiae
chromosomal DNA (Bio-Rad) e (B) Lambda Ladder PFG Marker
(New England BioLabs®;c.).
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Apos corrida, uma fatia central entre os trés plugs de agarose foi cortada (figura
3.2), retirada e armazenada em tampé&o de estocagem (50 mM EDTA e 10 mM tris
HCI pH 8). O corte foi feito de forma a permanecer amostra de DNA nas bordas da
regido retirada no gel que restou. Este foi refeito preenchendo a regido retirada com
agarose 1% (ndo necessita ser low melting) e apés solidificacédo o gel foi corado com
brometo de etideo por 2 horas usando 0,5 pg/mL de brometo de etideo ou por 30
minutos em 5 pg/mL. Em seguida foi feita a aquisicdo da imagem do gel em
transiluminador de luz UV acoplada a camera digital. Para aquisicao foi utilizada uma
régua sobre o gel para possibilitar a localizacdo do fragmento alvo em relacdo ao

marcador padréo.
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Figura 3.2- Esquema do posicionamento dos plugs de agarose em gel de
agarose para PFGE.
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3.20.5 Southern Blotting

Ap6s a aquisicdo da imagem do gel corado, este foi incubado por 20 minutos em
HCI 0,25 N sob agitacdo, enxaguado em agua Miili-Q e em seguida incubado por
mais 20 minutos também sob agitacdo no tampéao de transferéncia (1,5 M NaCl e 0,5
M NaOH). Em seguida foi transferido para membrana de nylon por capilaridade.
Primeiro um papel para blotting (Whatman 3MM Chr) retangular é umedecido com
tampado de transferéncia e colocado sobre uma placa de vidro, que fica apoiada
sobre um recipiente de vidro contendo cerca de 1L do tampéo de transferéncia.
Assim o papel de filtro fica posicionado de forma que suas pontas permanecem em
contato com tampédo de transferéncia e sobre este papel foi colocado o gel, a
membrana de nylon, parafilme nas bordas da membrana para evitar contato direto
dos papéis secos com o papel de blotting umido, papel para blotting e um bloco
papel absorvente em bastante quantidade, respectivamente (Figura 3.3). Por Ultimo
€ colocado um peso sobre os papeis absorventes. A transferéncia foi feita por 12 a
16 h.
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Figura 3.3- Esquema da transferéncia do DNA presente em gel de agarose para
membrana de nylon (Southern Blotting).
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3.20.6 Encontrando o fragmento alvo

A membrana contendo o DNA do PFGE foi incubada com sonda especifica para
o fragmento alvo amplificada do DNA gendémico por PCR (primers Th Ch1 P2 foward
e reverse tabela 3.4), purificada e marcada com fosfatase alcalina utilizando o kit
Armesham AlkPhos Direct Labelling (GE Life Science) e a detecgcdo foi feita
utilizando substrato quimioluminescente para fosfatase alcalina CDP-Star Detection
Reagent (GE Life Science ), conforme instru¢des do fabricante. Em seguida filmes
radiograficos (Kodak) foram expostos as membranas por cerca de 24 horas, entdo
revelados e fixados nas solugdes reveladoras e fixadoras (Kodak), respectivamente.

Com base no sinal detectado na membrana, a regido central do PFGE
recuperada e armazenada gel foi cortada em fatias de 0,5 cm (Figura 3.4 a
esquerda) e estas foram armazenadas em tampé&o de estocagem (50 mM EDTA e
10 mM tris-HCI pH 8).

Existem duas maneiras diferentes de confirmar em qual das fatias esta presente
o fragmento alvo, uma delas seria montar um gel de agarose a partir de pequenos
pedacos destas fatias (Figura 3.4 a direita) e apds transferéncia para membrana de
nylon realizar uma segunda hibridizagcdo com sonda especifica. Ou realizar PCR

utilizando o DNA, obtido ap6s derreter e digerir a agarose, das fatias adjacentes a



regido do fragmento alvo identificado por meio da primeira hibridizacéo utilizando os

primers especificos (Tbh Chl P2 foward e reverse tabela 3.4).

Figura 3.4- Esquema do fatiamento da regido central do PFGE recuperada e
armazenada (a direita) e montagem de um gel de agarose 1% a
partir destas fatias (a esquerda) que foi transferido para membrana
de nylon e esta hibridizada com sonda especifica.
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3.20.7 Recuperando o DNA do PFGE (protegido da luz)

Uma vez identificada a fatia que possui o fragmento alvo, um pedago de cerca de
1 mm de grossura foi retirado de cada lado da fatia. Estes pedacos foram colocados
em 50 mL de TE pH8 e incubados por 1 hora a 4 °C, em seguida o TE pH8 foi
trocada e os pedacos da fatia foram incubados por mais 1 hora a 4 °C. Esta
incubacgéo foi repetida mais 2 vezes e ao final o TE pH8 foi novamente trocado e
entdo mantidos a 4 °C overnight. Os pedacos da fatia foram colocados por duas
horas em 50 mL de tampé&o de digestdo GELase (TE pH8, 100 mM NaCl, 0,1% beta-
mercaptoetanol) a 4 °C e em seguida foram colocados em tubo de 1,5 mL
juntamente com 100 pL do tamp&o de digestdo. Estes foram derretidos a 72 °C por
20 minutos e depois equilibrados por 5 minutos a 45 °C, ao mesmo tempo 3
unidades da enzima GELase (Epicentre) diluidas em 50 pL de tampéo de digestéo
para GELase foram também equilibradas a 45 °C. Em seguida o tampé&o de digestéo
contendo a enzima GELase foi adicionado cuidadosamente em movimentos
circulares na superficie dos pedacos de gel derretidos para melhor difusdo da
enzima, evitando ao maximo a quebra mecénica das moléculas de DNA.. Este foi

incubado por no minimo 1 hora e 30 minutos e no maximo 4 horas a 45 °C.
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3.20.8 Preparacéao das laminas

Laminas de vidro foram mantidas em SDS 1% por no minimo 2 h. Em seguida as
laminas foram lavadas com &gua destilada quente e fria, respectivamente. Depois de
retirado o SDS, estas laminas foram mantidas imersas overnight em mistura de
acido cloridrico e 4cido nitrico na proporcao de 1:2, respectivamente.

Foram entdo feitas 3 lavagens com &gua destilada para retirada dos acidos das
laminas. Em seguida as laminas foram lavadas por imersdo em metanol e entdo
imersas em 250 mL metanol contendo 4% de aminosilane (3 amino propil
trietoxisilane/Sigma Aldrich) por 1 hora sob agitagédo. As laminas foram lavadas em
metanol, depois em agua bidestilada por 3 vezes e mais duas vezes em etanol 95%.
Finalmente estas laminas foram secas e armazenadas em dissecador, protegidas da
luz. Estas laminas foram usadas ap6s no minimo 36 horas de preparo e quando bem

armazenadas podem ser utilizadas dentro de 3 meses.

3.20.9 Esticando DNA sobre a lamina (protegido da luz)

O DNA recuperado do gel é entdo esticado nestas laminas pré-tratadas com
aminosilane e, para evitar quebras do DNA, a ponta da ponteira utilizada para
pipetar este DNA foi cortada.

O DNA foi esticado na lamina de duas maneiras diferentes A primeira foi
colocando uma laminula 22x22 mm sobre a lamina e 4,5 pL de DNA foi aplicado por
toda a lateral da laminula, desta forma o liquido se espalhou sob a laminula indo de
um lado para outro por capilaridade (Figura 3.5 superior). A outra maneira foi
colocando 4,5 pL do DNA sobre a laminula onde Iamina foi deitada, assim o DNA se
esticou sobre todas as dire¢des (Figura 3.5 inferior). A regido contendo o DNA foi
demarcada com um risco, em cada lado da laminula, sobre a lamina utilizando

caneta com ponta de diamante.
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Figura 3.5- Esquemas de diferentes formas de esticar o DNA sobre l1amina pré-
tratada com aminosilane.
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3.20.10 Fixac&o e desnaturacgéo (protegido da luz)

Apos esticar o DNA na lamina, a laminula foi retirada e a lamina incubada em
metanol contendo 0,1% de beta-mercaptoetanol por 10 minutos. Em seguida o DNA
foi desnaturado em tamp&o de desnaturacdo (etanol 70%, 0,1% beta-
mercaptoetanol, 0,1 M NaOH) por 12 minutos (quanto maior o fragmento, maior deve
ser o tempo de desnaturacdo). Entdo as moléculas de DNA foram fixadas por 5
minutos no mesmo tampao de desnaturacdo acrescido de 5% de glutaraldeido. A
partir deste momento as laminas podem ser manuseadas sem necessidade de
protecéo da luz.

As laminas foram entdo lavadas por 2 min em etanol 70%, 95% e 100%,
consecutivamente. Ao final as laminas foram incubadas por 10 minutos em metanol
contendo 0,1% de beta-mercaptoetanol e em seguidas secas naturalmente a

temperatura ambiente.
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3.20.11 Hibridizacédo, Lavagem e Detecc¢éo

Apo6s a secagem das laminas foi feita a incubacao com sondas especificas. Estas
sondas possuem 10 kb e foram obtidas por meio de amplificacdo por PCR (primer
tabela 3.10) a partir de DNA gendmico utilizando o kit Expand Long Template PCR
System (Roche). Apos purificacdo estas sondas foram marcadas com biotina
utilizando o kit Biotin Nick-translation mix (Roche).

Para cada lamina foram utilizados 120 pL de solugdo de hibridizagdo (40%
formamida; 1 M NaCl; 1% SDS; 10% dextran sulfato; 5 mM tris-HCI pH7,4; 100
ng/uL de DNA de esperma de salm&o-invitrogen) contendo 1 pL de cada sonda
marcada. Sobre a lamina foi montada uma camara sobre a regido que contém o
DNA esticado, para tanto foi adicionada uma pequena quantidade de solugdo de
hibridizagdo (sem sonda) sobre os riscos feitos na lamina que delimitam a regido que
possui DNA e sobre esta solugédo foram colocadas duas laminulas (uma de cada
lado) de 22x11 mm. Outra pequena quantidade de solucdo de hibridizag&o foi
colocada sobre estas laminulas onde foi apoiada uma terceira laminula de 22x30

mm, formando assim um espaco entre a lamina e laminula (Figura 3.6).

Figura 3.6- Esquema da montagem de uma camara sobre a regido da lamina de
SMARD que contém DNA.
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A solucdo de hibridizagdo contendo as sondas marcadas foi incubada por 5
minutos a 95 °C e em seguida colocada no vao entre a lamina e laminula. Estas
laminas foram colocadas em camara mida e mantidas a 37 °C overnight.

As laminulas foram retiradas e as laminas lavadas em 2xSSC (0,3 M cloreto de

sédio e 30 mM citrato trisédico) contendo 1%SDS. Em seguida foram lavadas em
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4xSSC contendo 40% formamida (previamente equilibrada a 45 °C) por 5 minutos a
45 °C , entdo lavadas em 2xSSC contendo 0,1% NP-40 seguidas de 4 lavagens
consecutivas de 1 minuto em 4xSSC acrescido de 0,1% NP-40.

As laminas foram bloqueadas com PBS-BSA 3% por 30 minutos e em seguida
foram incubadas com diferentes anticorpos que foram diluidos nesta mesma solugéo
de bloqueio. A primeira incubacéo foi feita por 20 minutos com neutravidina-Alexa
350 (Molecular Probes) diluida 1:15. Apés duas lavagens em PBS-0,1% NP-40 foi
feita a segunda incubagdo de 20 minutos com anti-avidina biotinilada (Vector
Laboratories) diluida 1:15. Apos duas lavagens foi feita a terceira incubagéo de 20
minutos com neutravidina novamente. Em seguida foram feitas mais duas
incubagdes de 1 hora, sendo a quarta incubagéo com anti-avidina biotinilada, anti-
BrdU (anticorpo monoclonal de camundongo - Becton Dickinon ndmero de catalogo
347580) que reconhece apenas IdU e anti-BrdU (anticorpo monoconal de rato —
Accurate Chemical and Scientific Corporation, nimero de catalogo OBT0030) que
reconhece apenas CldU, todos diluidos 1:15. A quinta incubacdo foi feita com
anticorpos secundérios conjugados com diferentes fluoréforos: neutravidina-Alexa
350, anti-camundongo (Alexa flior 568 goat anti-mouse IgG — Molecular Probes) e
anti-rato (Alexa flior 488 goat anti-rat I9G - Molecular Probes), todos diluidos 1:15.
Para os ensaios que foram realizados em laminas sem hibridizacdo com as sondas,
o DNA foi detectado com anti-DNA (90) diluido 1:15 e apds lavagem foi feita
incuba¢do com anti-imunoglobulina de camundongo (Alexa fliro 350 goat anti-
mouse IgG-Molecular Probes). Notar que anti-ldU e anti-DNA s&o imunoglobulinas
de camundongo, portanto primeiro foi realizada a detec¢cdo de anti-ldU e anti-
imonuglobulina de camundongo (alexa 555) e somente depois foram realizadas as
incuba¢des com anti-DNA e anti-imunoglobulina de camundongo Alexa 350. Apds
lavagens, as laminas foram montadas com ProLong Gold antifade (Invitrogen) e

laminulas de 22x30mm.
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Tabela 3.11- Primers para amplificacéo de sondas de 5 kb e 10 kb.

89

Nome do Primer

Sequéncia 5’- 3’

Sonda Ascl Tb crl MFa
Sonda Ascl Tb crl MRa
Sonda Ascl Tb crl MFb
Sonda Ascl Tb crl MRb
Tb Chrl Ascl(347)P2Fa
Tb Chrl Ascl(347)P2Ra
Tb Chrl Ascl(347)P2Fb
Tb Chrl Ascl(347)P2Rb
Tb Chrl Ascl(347)P3Fa
Tb Chrl Ascl(347)P3Rb
Tbcrl S2.1 10kb F
Tbcrl S2.1 10kb R
Tbcrl S2.2 10kb F
Tbcrl S2.2 10kb R
Tbcrl Smeiol 10kb F
Tbcrl Smeiol 10kb R
Tbcrl Smeio2 10kb F
Tbcrl Smeio210kb R

GGAACATGCAGCACGGGGCA
GTCTGTGTGTAGGTAGGGGGCA
GGCAGCTAAAATGCCCCCTACC
GTAACTGCGGCTGTTGGCGC
GAGGCTCAGTGCTTGCTGAAACC
CCCCGTCAAACCCTCGTGGC
TCAAAGCGACCCACACGGGC
CAGGGCCGCCGTCCTTTGTAC
GCTTTTTGGGGGAAATGGTTCGC
CCTGGACTAGGAGCGTCTGG
TGCTGAAACCCCTCGAATCC
CACAGTGCCAACCTTTGTCG
GGCTCAGTGCTTGCTGAAAC
GGCCGATCCGTAGTTGCATA
CTAAAGTTGTTGCGACCGCC
GATTTCGCTGCACAAAGGCA
GTAACGGGAACATGCAGCAC
ATCCGGGTACCAAGCAACTG

3.20.12 Aquisicado de Imagens

As imagens de moléculas obtidas foram adquiridas em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX51 com objetiva planar apocromatica de aumento de 100x
com imersdo em O6leo, acoplada a camera Olympus XM10 utilizando software Cell F.
As imagens adquiridas foram processadas em Adobe Photoshop e fisicamente

alinhadas seguindo mapa gerado pelo programa GeneQuest (DNASTAR) no

lllustrador(Adobe).



4 RESULTADOS

Neste trabalho serd abordado o controle da replicacdo do DNA em T. cruzi e
também o perfil de replicagdo da regido central do cromossomo | de T. brucei, que

estdo separados em duas secgdes diferentes.

4.1 Controle da Replicagdo em Trypanosoma cruzi

4.1.1 Obtencao do anticorpo contra TcMcm7

Com a finalidade de obter anticorpos contra a proteina TcMcm?7, este gene foi
clonado (l6cus Tc00.1047053508707.210 (112) no vetor pMALc2x. Em seguida foi
feita a transformacdo do vetor pMALc2x —TcMcm7 em bactéria E. coli BI21 DE3
(Rosetta) e a proteina recombinante fundida a MBP (Maltose Binding Protein) foi
expressa apos adicdo de IPTG (Figura 4.1 A). A proteina expressa rTcMcm7-MBP
apresentou altura proxima ao esperado de 131 kDa, que corresponde a
aproximadamente 82 kDa de TcMcm7 e 49 kDa de MBP. Apés expresséo em larga
escala, as bactérias foram lisadas em alta pressdo, centrifugadas e a proteina
recombinante TcMcm7-MBP que permaneceu soluvel foi purificada em coluna de
amilose (Figura 4.1 B).

A proteina recombinante TcMcm7-MBP purificada foi utilizada para a obtencéo
de anticorpos especificos, feito em colaboragdo com Dr. Osvaldo Sant’'anna do
Laboratorio de Imunoquimica do Instituto Butantan. O anticorpo obtido foi utilizado
em ensaio de immunoblotting, onde extrato total da forma epimastigota de T. cruzi foi
imobilizado na membrana ap6s separacdo em SDS-PAGE. A figura 4.1 C mostra
uma banda especifica na altura esperada para TcMcm7 de aproximadamente

82kDa, que ndo esta presente no soro pré-imune.
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Figura 4.1- Expressao e purificacdo da proteina recombinante TcMcm7-MBP e
obtencéo de anti-TcMcm?7.

A B 3 C g -
©
S 8 € % §
o < o o =
IPTG ¢ I 9P w & 8
2 3 =z =2 o "
-+ [oN = o© [0}] 8 g
117 kDa - 90 kDa -
« 117 kDa - i .
70 kDa -

Em (A) gel de SDS-PAGE corado com azul de coomassie de extrato de proteina de
bactérias nédo induzidas (-) ou induzidas (+) com ITPG, para expressao da proteina
recombinante TcMcm7-MBP. (B) gel de SDS-PAGE da purificagdo da proteina
recombinante TcMcm7-MBP em coluna de amilose. A amostra antes de ser aplicada na
coluna (pré-coluna), a amostra que passou pela coluna sem interagir com a mesma (flow
through), a amostra que saiu da coluna juntamente com tampéo de lavagem (lavagem) e a
fracdo que saiu da coluna apés adicédo de amilose (eluato) foram submetidas a SDS-PAGE
gue foi corado com azul de Coomassie. Em (A) e (B) as setas indicam a altura da proteina
recombinante e a esquerda dos géis esta indicada a altura do padrdo de peso molecular.
(C) Immunoblotting de soro pré-imune e soro de camundongo imunizado com rTcMcm7-
MBP em extrato total de proteinas da forma epimastigota de T. cruzi.

4.1.2 TcOrcl/Cdc6, TcPCNA e TcMcm7 séo expressas durante todo ciclo
celular da forma epimastigota de T. cruzi

Para andlise da expressé@o de diferentes proteinas nas diversas fases do ciclo
celular, as formas epimastigotas foram tratadas por 24 horas com hidroxiuréia para
sincronizagéo do ciclo celular. As células foram lavadas, uma parte foi coletada para
o ponto Oh (logo apo6s a retirada da HU) de epimastigotas em G1/S e outra parte das
células foram reincubadas no meio de cultura. Pontos foram coletados apds 6h e
14h de incubacdo para obtencdo de células em S e G2, respectivamente. A figura
4.2A mostra a leitura da intensidade de fluorescéncia de iodeto de propideo em
citometro de fluxo para determinacéo da fase celular de cada ponto.

Nosso laboratério ja havia mostrado que TcOrcl/Cdc6 é expressa durante todo
ciclo celular de epimastigota (86) permanecendo sempre ligado ao DNA, de forma
gue nado apresenta aparente participagdo no controle da replicacdo, como ocorre em
outros organismos como S. creviseae (34). Desta forma, foi feita a andlise da
expressdo de TcMcm?7, que compde o complexo de pré-replicacéo, assim como de

TcPCNA, presente na maquinaria de replicagéo, no ciclo celular de epimasigota para
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avaliar a possivel participacdo destas proteinas no controle da replicagdo. Como
pode ser visto nas figuras 4.2 B e C, TcOrc1/Cdc6 e TcMcm7 sdo expressas em
todas as fases do ciclo celular de epimastigota, ndo havendo mudanca nessa
expressdo. Ja TcPCNA também é expressa durante todo o ciclo, havendo aumento

de sua expressao ao entrar na fase S.

Figura 4.2- Expresséo de TcOrc1/Cdc6, TcPCNA e TcMcm7 presente em todas
as fases do ciclo celular de epimastigota.
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(A) As formas epimastigotas foram sincronizadas por 24h com hidroxiuréia (HU) e pontos Oh
(G1/S), 6h(S) e 14h(G2) apos a retirada da HU foram coletados, fixados, corados com iodeto
de propideo para quantificacdo do DNA (2C e 4C) por citometria de fluxo. Exp=células em
crescimento exponencial, ndo sincronizadas. (B) Immunoblotting dos anticorpos anti-
TcOrcl/Cdc6, TcMcm7, TcPCNA e TcGAPDH em extrato total de proteinas de
epimastigotas nas diferentes fases do ciclo celular (G1/S, S e G2). (C) Quantificacdo da
intensidade das bandas utilizando o programa Image J, que foram normalizadas pela
intesidade de TcGAPDH. O grafico indica média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes.

4.1.3 TcOrcl/Cdc6 e TcMcm7 permanecem ligadas ao DNA durante todo
o ciclo celular de epimastigota

Para determinar a interagdo de TcMcm7 com o DNA no ciclo celular e confirmar a
ligacéo de TcOrc1/Cdc6 ao DNA, uma vez que ambas permanecem expressas em
todas as fases do ciclo celular, foi feita a extracao diferencial de proteinas sollveis e

proteinas ligadas ao DNA nas células sincronizadas . Neste ensaio, as células foram
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primeiramente tratadas com tamp&o contendo detergente para extracdo das
proteinas sollveis e posteriormente tratadas com DNAse para que as proteinas que
interagem com DNA tornem-se sollveis. A figura 4.3 A mostra os controles para as
fracdes de proteinas sollveis (elF5A) e para as fracdes de proteinas ligadas ao DNA
(histona H3). Como pode ser visto na figura 4.3 B, TcOrcl/Cdc6 e TcMcm7
permanecem ligadas ao DNA nas diferentes fases do ciclo celular de epimastigota,

nao indicando participacdo no controle da replicagcdo do DNA em epimastigotas.

Figura 4.3- TcOrc1/Cdc6 e TcMcm7 estéo ligadas ao DNA em todas as fases do
ciclo celular de epimastigota.
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Em (A) epimastigotas foram submetidos a extracdo diferencial de proteinas sollveis e
proteinas ligadas ao DNA. Pellet das células foi tratado com tampao de extracdo e apos
centrifugacdo o sobrenadante foi coletado como fracdo | de proteinas sollveis (1), em
seguida foi repetida a extragdo onde foi obtida a segunda fracéo de proteinas sollveis (2). O
pellet foi entdo tratado com DNAse | e ap6s centrifugacéo o sobrenadante foi coletado como
fracao | de proteinas ligadas ao DNA (3), esse passo foi repetido mais uma vez e a fracao Il
de proteinas ligadas ao DNA foi coletada (4). As proteinas foram separadas por SDS-PAGE
e transferidas para membrana, onde foi realizado o ensaio de immunoblotting dos controles
de proteina presente apenas nas fracdes sollveis (elF5A) e proteina apenas na fracdes de
proteinas ligadas ao DNA (histona H3). Em (B) imunoblotting de TcOrc1/Cdc6 e TcMcm7
em pool das duas fracBes de proteinas ligadas ao DNA de epimastigotas nas diferentes
fases do ciclo celular (G1/S, S e G2), obtidos ap6s sincronizagdo com hidroxiuréia (HU).



4.1.4 TcOrcl/Cdc6 e TcPCNA sé&o expressas nas diferentes formas do ciclo
de vida de T. cruzi, enquanto TcMcm7 é expressa apenas nas formas
replicativas.

Em seu ciclo de vida, T. cruzi apresenta formas replicativas que n&o infectam e
formas infectivas que nédo replicam. Para avaliar a participacéo das proteinas de pré-
replicagéo e replicagdo no controle da replicagédo do DNA durante o ciclo de vida de
T. cruzi, ensaios de immunoblotting foram realizados em extrato proteicos totais das
formas replicativas (amastigota e epimastigota) e ndo replicativas (tripomastigota e
tripomstigota metaciclico). TcOrc1/Cdc6 foi encontrada em todas as formas de vida
de T.cruzi (figura 4.4 A e B) e, assim como na forma replicativa epimastigota,
apresentou localiza¢do nuclear em 100% das formas tripomastigotas néo replicativas
(n=300)(figura 4.4 C). A expressdo de TcMcm7 € encontrada apenas nas formas
replicativas, enquanto TcCPCNA é expressa em todos os estagio de vida (figura 4.4
D). Assim, a falta de TcMcm7 nas formas nédo replicativas pode estar impedindo a

replicacdo do DNA nestas células.

4.1.5 TcOrcl1/Cdc6, TcMcm7 e TcPCNA estéo ligadas ao DNA apenas nas
formas replicativas

Tanto nas formas replicativas quanto nas formas néo replicativas ha expressao
de TcOrcl/Cdc6 e TcPCNA, desta forma fomos avaliar como é a interacdo destas
proteinas com o DNA nos diferentes estagio do ciclo de vida de T. cruzi, por meio da
extracdo diferencial de proteinas sollveis e proteinas ligadas ao DNA.

J& era de nosso conhecimento que TcOrcl/Cdc6 esta ligada ao DNA na forma
epimastigota (86), e esta interagcdo de igual modo ocorre na forma replicativa
amastigota (figura 4.5 B). Porém nas formas n&o replicativas TcOrc1/Cdc6
permaneceu na fracdo soluvel, ndo ligada ao DNA (Figura 4.5 C e D), sendo assim
uma forma adicional do impedimento da replicagdo em tripomastigota e
tripomastigota metaciclico. Da mesma forma a proteina TcPCNA da maquinaria de
replicagéo foi encontrada ligada ao DNA apenas nas formas replicativas (figura 4.5
A e B) permanecendo na fragdo sollvel nas formas néo replicativas (figura 4.5 C e
D). J&A TcMcm7, presente apenas nas formas replicativas, também interage com o
DNA em amastigota e epimastigota (figura 4.5 A e B). As proteinas Tchsp70 e
histona H4 foram utilizadas como controle de proteinas presentes apenas na fracao

soluvel e ligada ao DNA, respectivamente (Figura 4.5 A, B, C e D).
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Figura 4.4- Enquanto TcOrc/Cdc6 e TcPCNA séo expressas em todos 0s estagio
de vida de T. cruzi, TcMcm7 € expresso apenas nas formas

replicativas.
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(A) Immunoblotting em extrato total das formas replicativas amastigota (Ama) e epimastigota
(Epi) e das formas nao replicativas tripomastigotas (Tripo) e tripomastigotas metaciclicos
(Meta), utilizando os anticorpos contra TcOrc1l/Cdc6 e TcGAPDH. (B) A intensidade das
bandas em (A) foram quantificadas por meio do programa Image J e a quantificacdo de
TcOrcl/Cdc6 foi normalizada pela quantificagdo de TcGAPDH. O grafico mostra média e
desvio padrao de trés experimentos independentes. (C) Imunofluorescéncia utilizando anti-
TcOrcl1l/Cdc6 em forma tripomastigota, o DNA foi corado com DAPI. Nos diferentes painéis
pode ser visto (a) fase, (b) DAPI, (c) TcOrc1l/Cdc6 e (d) a sobreposicdo de DAPI em azul e
TcOrcl/Cdc6 em vermelho. K-cinetoplasto e N-nlcleo. A barra branca em (a) indica 1um.
(D) Immunoblotting em extrato total das formas replicativas amastigota (Ama) e epimastigota
(Epi) e das formas nao replicativas tripomastigotas (Tripo) e tripomastigotas metaciclicos
(Meta), utilizando os anticorpos contra TcMcm7, TCPCNA e TcGAPDH.
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Figura 4.5- TcOrc1/Cdc6, TcMcm7 e TcPCNA estao ligadas ao DNA apenas nas
formas replicativas epimastigota e amastigota.
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As diferentes formas de vida de T. cruzi foram submetidas a extrato diferencial de proteinas
sollveis (1 e 2) e proteinas ligadas ao DNA (3 e 4) da mesma forma que na figura 4.3. Os
extratos foram separados por SDS-PAGE e transferidos para membrana para realizacéo de
immunoblotting utilizando os anticorpos contra TcOrcl/Cdc6, TcMcm7, TcPCNA, Tchsp70
(controle de proteina presente apenas nas fracdes sollveis) e histona H4 (controle de
proteina presente apenas nas fracées insollveis) nas formas replicativas (A) epimastigota e
(B) amastigota, e nas formas nédo replicativas (C) tripomastigota metaciclico e (D)
tripomastigota.



4.2 Perfil da replicacdo da regiao central do cromossomo | de Trypanosoma
brucei

4.2.1 A técnicade SMARD

A técnica de SMARD (Single Molecule Analysis of Replicated DNA) foi
desenvolvida no laboratorio do Dr. Carl Schildkraut da Albert Einstein College of
Medicine (NY-EUA) por seu aluno de p6s doutorado Paolo Norio (113). Esta técnica
permite visualizar moléculas individuais de DNA replicados na presenca de dois
anélogos de timidina. Assim SMARD consiste na incorporagéo consecutiva de dois
andlogos de timidina, o IdU - iododeoxiuridina (sempre em vermelho) e CldU-
clorodeoxiuridina (sempre em verde), em cultura de células em crescimento
exponencial ndo sincronizadas, seguida de digestdo do DNA com enzima de
restricdo. O DNA fragmentado é entdo separado em pulsed field gel electrophoresis
(PFGE), transferido para membrana de nylon e esta € hibridizada com sonda
especifica para identificacdo do fragmento alvo. O fragmento é entdo recuperado do
gel e a agarose é derretida e digerida, permitindo assim que o DNA seja usado em
lAminas pré-tratadas com aminosilane onde as moléculas de DNA s&o esticadas.
Finalmente é feita a incubacdo com sondas especificas para identificagdo do
fragmento alvo na lamina seguida da detec¢cdo destas sondas, assim como a
detecgdo dos analogos de timidina incorporados (IdU e CldU). A figura 4.6 A ilustra o
procedimento da técnica de SMARD.

Utilizando esta técnica € possivel encontrar: regides de origem de replicacdo, que
é determinada por uma marcacao vermelha rodeada por marcacao verde (figura 4.6
B); regibes de encontro de duas forquilhas de replicagdo culminando em terminagao
de replicagdo, no qual se vé uma regido verde rodeada por marcagédo vermelha
(figura 4.6 B); e ainda dire¢cdo da forquilha de replicagcdo no sentido 5-3'ou 3'- 5,
sendo o movimento determinado por marcacdo vermelha seguida de marcagao
verde (figura 4.6 B). A orientagdo das forquilhas pode ser obtida utilizando sondas
dispostas de forma assimétrica ao longo do fragmento, permitindo a identificagdo do

seu sentido 5’- 3'.
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Figura 4.6- llustracdo da técnica SMARD.
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(A) Cultura de células exponenciais ndo sincronizadas sdo incubadas por 40 minuto com
IdU seguida de uma segunda incubacdo de 40 minutos com CldU (ambos analogos de
timidina). As células sdo colocadas em plugs de agarose, lisadas e as proteinas digeridas
com proteinase K. O DNA é entéo digerido com a enzima de restricdo Asc |, e os fragmentos
sdo separados em PFGE. O gel é transferido para membrana de nylon, incubado com sonda
especifica para identificacdo do fragmento alvo. O DNA é recuperado do gel e a agarose é
derretida e digerida com a enzima GELase. As moléculas de DNA recuperadas sdo entdo
esticadas em laminas pré-tratadas com aminosilane, incubadas com sondas especificas
para o fragmento alvo seguida da deteccéo destas sondas e dos analogos de timidina, IdU e
CldU. (B) Diferentes padrbes de incorporacdo que permitem identificar. origens de
replicacdo (marcacdo vermelha rodeada por marcagédo verde), direcdo da forquilha de
replicacdo no sentido 5'- 3'ou 3'- 5’ (forquilha movendo do vermelho para verde) e também
terminacdo de replicacdo (marcacdo verde rodeada por marcagcdo vermelha). Adaptado de
(114)

4.2.2 SMARD em Trypanosoma brucei
Durante o ano de 2010 realizei estagio sanduiche no laboratério do Dr. Carl

Schildkraut a fim de aprender a técnica de SMARD e entdo padroniza-la em nosso
laboratério em nosso modelo de estudo T. brucei.
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4.2.2.1 Incorporacao IdU e CldU

Para os ensaios de SMARD séo feitos dois pulsos consecutivo dos anélogos de
timidina IdU e CldU, e o tempo de pulso varia conforme o tempo de S da célula. Em
célula de embrionarias de camundongo, onde o tempo de S é de cerca de 8 horas,
sdao feitos dois pulsos de 4 horas cada. As formas prociclicas de T. brucei tém cerca
de 90 minutos (84) de fase S, desta forma foram realizados dois pulsos consecutivos
de 40 minutos. A figura 4.7 mostra uma célula em que houve a incorporacdo dos

dois anélogos de timidina.

Figura 4.7- Incorporacéo de analogos de timidina em T. brucei prociclico.
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Ap6s 40 minutos de pulso de cada analogo de timidina (IdU e CldU), as células foram
fixadas com metanol e o DNA desnaturado com HCI, seguida da deteccdo dos analogos
com seus respectivos anticorpos anri-ldU (em vermelho) e anti-CldU (em verde). O DNA foi
corado com DAPI (em azul), a barra branca indica 2um. N-nucleo e k-cinetoplasto.

4.2.2.2 Isolando o cromossomo |

De forma geral SMARD é feito com fragmentos de DNA com cerca de 300 kb
gerados por digestdo com enzima de restricdo de sitios raros, tais como Pme |,Swa
I, Fse | e Asc I. Porém durante o estagio sanduiche um dos pos-doutores estava
padronizando esticar fragmentos de 1 Mb. Desta forma pensamos em isolar o
cromossomo | para realizar a andlise do perfil das forquilhas de replicacdo de todo
esse cromossomo. Para isso nos foi gentilmente concedida a cepa sequenciada de
T. brucei TREU 927 pelo Dr. Richard McCulloch da Universidade de Glasgow. A
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figura 4.8 A mostra o genoma dos cromossomos da ordem de megabase (Mb) nesta
cepa, que é constituido por 11 cromossomos. O cromossomo |, com cerca de 1,1 Mb
(Figura 4.8 B), € o menor entre estes cromossomos e foi escolhido justamente por

seu tamanho.

Figura 4.8- Genoma haploide de Trypanosoma brucei TREU 927.
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S&0 11 os cromossomos na ordem de Mb em T. brucei TREU 927, que somam cerca de 25
Mb ao todo. Em (A) uma representacdo esquematica dos 11 cromossomos e em (B) tabela
com o tamanho de cada cromossomo T. brucei.

Apo6s os pulsos de IdU e CldU, as células foram montadas em plugs de agarose
low-melting em concentracdo final de 0,5%, na qual cada plug continha 5x10’
células. Estas células foram lisadas e as proteinas digeridas, restando apenas DNA
nestes plugs. Em seguida o DNA foi submetido ao gel de campo pulsado (PFGE -
pulsed field gel electrophoresis), no qual um plug foi colocado ao lado do marcador
de tamanho e outras 4 plugs foram colocados justapostos a fim de cortar e
armazenar sua regiao central antes de realizar a coloragdo do gel com brometo de
etideo (como mostra a figura 3.2 do material e métodos), para posterior recuperacao
do DNA que sera esticado sobre a lamina. A figura 4.9 A mostra o PFGE com o

marcador e apenas o primeiro plug.
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Figura 4.9- Isolamento do cromossomo | de T. brucei forma prociclica.
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(A) PFGE corado com brometo de etideo contendo o marcador de tamanho S. cereviseae
chromosomal DNA (Bio-Rad) e DNA gendmico da forma prociclica de T. brucei apds os
pulsos de IdU e CldU. A corrida foi feita conforme os seguintes parametros no aparelho
CHEF Mapper (Bio-Rad): gel de agarose low-melting 1%, two-state program, included angle
120°, 6V/cm, pulso inicial de 1 minuto 8.8 segundos, pulso final de 54.49 segundos, corrida
de 40 horas em 0,5x TBE. As letras a, b e c indicam as fatias cortadas deste gel para
recuperacgdo do cromossomo |. A seta aponta para a fatia da qual o DNA foi recuperado. (B)
Gel de agarose 1% da reacdo de PCR utilizando primers especificos (TbChlP2 F e R,
tabela 3.4) para identificacdo do cromossomo | nas fatias a, b e c do PFGE em A.

A regido central referente aos quatro plugs submetidos ao PFGE foi fatiada e o
DNA das fatias a, b e c foi utilizado em reacao de PCR com sondas especificas para
identificacdo do cromossomo |I. Como pode ser visto na figura 4.9 B, os diferentes
homoélogos do cromossomo | estdo localizados nas fatias a e b, de forma que
optamos em utilizar o cromossomo da fatia b que € menor, cuja banda encontra-se

isolada das demais bandas.
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4.2.2.3 Esticando cromossomo | sobre a lamina

O cromossomo | isolado por PFGE foi recuperado e apos derreter e digerir a
agarose, o DNA resultante foi esticado em laminas de vidro pré-tratadas com
aminosilane. Sao duas as formas de esticar o DNA na lamina, como mostra a figura
4.10 A. A forma denominada side stretch é feita aplicando o DNA de um lado da
[Amiinula que est& sobre a lamina, assim o DNA ir4 se mover de um lado para outro
da lamina. A outra maneira é a drop stretch, onde uma gota de DNA é colocada
sobre a laminula e a lamina é deitada sobre esta, fazendo com que o DNA se

espalhe em todas as diregdes.

Figura 4.10- Cromossomo | de T. brucei esticado na lamina.
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Cromossomo | T. brucei

Fragmentos de 200 kb

(A) Diferentes formas de esticar o DNA sobre a lamina pré-tratada com aminosilane, onde 1
indica a regido onde o DNA ¢ aplicado tendo maior concentracdo de DNA e 2 a regido para
onde o DNA migra com menor concentracdo de DNA. As setas indicam a direcdo de
espalhamento do DNA sob a laminula. (B) Cromossomo | corado com yoyo-1 (Invitrogen)
esticado sobre a lamina (drop stretch) nas regides com maior (1) e menor (2) concentracéo
de DNA. (C) Fragmentos de 200 kb corados com yoyo-3 esticados sobre a lamina nas
regides com maior (1) e menor (2) concentracdo de DNA. Em (B) e (C) as setas brancas
indicam regido de DNA aglomerado, 1 e 2 indicam as regifes com diferentes concentractes
de DNA ilustradas em A.
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As duas formas de esticar o DNA sobre a lamina foram utilizadas, porém em
ambas o resultado ndo foi satisfatério. Como pode ser visto na figura 4.10 B, o
cromossomo | ficou concentrado na regido de aplicagdo do DNA (1), e devido ao
grande tamanho as moléculas estas ficaram aglomeradas, como indica a seta
branca, ndo se esticando ao longo da lamina. Nas regides mais distantes do local de
aplicacdo do DNA (2), foi encontrado apenas pequenos fragmentos do cromossomo
I, o que indica que além de néo se espalhar sobre a lamina, o DNA se fragmentou
muito, impossibilitando a anélise de um fragmento tdo grande como 1 Mb. A figura
4.10 C mostra um exemplo de como deve ser uma lamina com boa distribuicdo de
DNA esticado, utilizando como exemplo um fragmento de cerca de 200 kb. Na regiao
1 também é possivel observar DNA aglomerado, contudo ainda ha muito DNA estica
ao redor, e mesmo em regides mais distantes (2) é possivel ver boa quantidade de
DNA integro esticado. Foram feitas algumas tentativas de esticar o DNA na lamina,
utlizando amostras menos concentradas para tentar evitar que as moléculas se
entrelagcassem e ficassem aglomeradas, porém o resultado permaneceu
insatisfatorio. Desta forma partimos em busca de fragmentos menores do

cromossomo | para serem analisados.

4224 Fragmento de 347 kb do cromossomo | de T. brucei

Na impossibilidade de esticar todo o cromossomo |, este foi entdo digerido com a
enzima de corte raro Asc I. A figura 4.11 A (superior) mostra os sitios de restricao
para a enzima Asc | ao longo do cromossomo | e o fragmento de 347 kb (indicado
pela seta) na regido central deste cromossomo, que foi escolhido para as analises
por SMARD.

A fim de identificar este fragmento nas laminas de SMARD e também determinar
a sua orientagdo 5 - 3, foram desenhadas trés sondas para FISH de sequéncias
especificas para o cromossomo |. Estas sondas possuem 10 kb e estéo dispostas de

forma assimétrica ao longo do fragmento de 347 kb (figura 4.11 inferior).
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Figura 4.11- Fragmento de 347 kb obtido por digestdo do cromossomo |.
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Na parte superior estao os sitios de restricdo ao longo do cromossomo | de T. brucei. A seta
indica o fragmento escolhido para as andlises por SMARD. Na parte inferior esta ilustrada a
disposicdo das sondas para FISH de 10kb (em azul) que identificam o fragmento de 347 kb.

4.2.2.5 Amplificacdo e marcacao das sondas

As sondas de 10 kb para FISH foram obtidas por meio de amplificacdo em
reagcdo de PCR utilizando o kit expand long template PCR system (Roche). A figura
4.12 A ilustra os pares de primers desenhados para amplificacdo das sondas de 10
kb (setas em vermelho), também estao ilustrados primers internos (setas laranjas)
que permitem a amplificacdo de dois fragmentos de 5 kb nos casos em que a
amplificac@o da sequéncia de 10 kb n&o foi possivel de ser obtida. Como pode ser
visto na figura 4.12 B, a amplificagéo das sequéncias foi realizada na presenca de
trés tampdes diferentes disponibilizados no kit de amplificacdo e apenas a sonda 3
foi amplificada na altura de 10 kb (indicado pela seta). Desta forma foi realizada nova
reacdo de PCR para amplificar os dois fragmentos de 5 kb para as sondas 2 e meio.
Porém apenas um dos fragmentos de 5 kb da sonda meio foi amplificado e os dois

fragmentos de 5 kb da sonda 2 foram obtidos (figura 4.12 C).
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Figura 4.12- Amplificagédo sonda 3 de 10 kb e fragmentos de 5 kb das sondas

meio e 2.
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(A) llustracéo das sondas de 10 kb (barra azul) e par de primers indicados pelas setas para
amplificacdo das sondas de 10 kb (setas vermelhas) e primers internos (setas laranjas) para
amplificacao dos fragmentos de 5 kb. (B) Gel de agarose corado com brometo de etideo das
reacdes de PCR para as sondas de 10 kb (e, meio e 3) na presenca dos diferentes tampdes
(1, 2 e 3) disponibilizados pelo kit de amplificac&o. (C) Gel de agarose das amplificacdes dos
fragmentos de 5 kb das sondas meio e 2 na presenca de trés diferentes tampdes (1, 2 e 3).
Em (B) e (C) foi utilizado marcador lambda Hind Ill e as setas apontam para os fragmentos
na altura esperada. Primers conforme tabela 3.11, em (B) par de primers:
TbChrlAscl(347)P2Fa e ThChrlAscl(347)P2Rb para sonda 2; Sonda Ascl Th crl MFa e
Sonda Ascl Tb crl MRb para sonda meio; ThChrlAscl(347)P3Fa e TbChrlAscl(347)P2Rb
para sonda 3. Em (C) par de primers: Sonda Ascl Tb crl MFa e Sonda Ascl Tb crl MRa para
sonda meio 5k a; Sonda Ascl Tb crl MFb e Sonda Ascl Tb crl MRb para sonda meio 5 kb b;
TbChrlAscl(347)P2Fa e TbChrlAscl(347)P2Ra para sonda 2 5 kb a; TbhChrlAscl(347)P2Fb
e TbChrl1Ascl(347)P2Rb para sonda 2 5kb b.

Na tentativa de amplificar a sonda meio e melhorar a sonda 2, novos pares de
primers foram desenhados. Como esta ilustrado na figura 4.13 A, dois pares de
primes foram obtidos e estdo indicados pelos pares de seta verde e rosa. Desta
forma foram feitas novas reagdes de PCR na presenca de trés diferentes tampdes,
com as quatro combinacdes possiveis dos primers (a, b ¢ e d da figura 4.13 A). Na
figura 4.13 B estédo as amplificagbes da sonda 2 de 10 kb que foi obtida em todas as
reacoes, j& a sonda meio de 10 kb foi amplificada apenas com os primers da
combinacdo d com os trés diferentes tampdes, porém melhor amplificacdo foi na

presenca do tampao 1(figura 4.13 C).
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Figura 4.13- Amplificagéo sonda 2 e meio de 10 kb.

A 10 kb
|
a =—p 4
b — —
c — «—
d 4—
B Sonda 2 c Sonda Meio

Tampao1 Tampédo 2 Tampao 3 Tampdo1 Tampdo2 Tampdo3

Mabcdabcdabcd M abcd abcdabcd

(A) Esquema dos pares de primers (setas verdes e rosas) para nova tentativa de
amplificacdo das sondas de 10 kb (sonda 2 e meio), na qual a, b, ¢ e d indicam as diferentes
combinacbes de primers para amplificar o fragmento de 10 kb. (B) e (C) Géis de agarose
corados com brometo de etideo das reac6es de PCR na presenca dos tampfes 1, 2 e 3.
Com os pares primers a, b, ¢ e d indicados em A. M-marcador lambda Hind Ill. As setas
apontam para o fragmento amplificado na altura esperada. Em (B) sonda 2 com pares de
primer: (a) Tbecrl S2.1 10kb F e Therl S2.1 10kb R; (b) Tberl S2.2 10kb F e Therl S2.2
10kb R; (c) Therl S2.1 10kb F e Tberl S2.2 10kb R; (d) Therl S2.2 10kb F e Therl S2.1
10kb R . Em (C) sonda meio com pares de primers: (a) Tbcrl Smeiol 10kb F e Thcrl
Smeiol 10kb R; (b) Tbcrl Smeio2 10kb F e Therl Smeio2 10kb R; (c) Tberl Smeiol 10kb F
e Therl Smeio2 10kb R; (d) Tbcrl Smeio2 10kb F e Therl Smeiol 10kb R. Pares de primers
conforme tabela 3.11.

Apos finalmente obter as trés sondas de 10 kb amplificadas, estas foram
purificadas (figura 4.14 A) e marcadas com biotina (figura 4.14 B) por meio do kit
biotin nick translation mix (Roche). As sondas marcadas foram entdo utilizadas em
hibridizacao in situ nas laminas contendo o DNA esticado para identificar e definir a
orientagdo 5'- 3' do fragmento de 347 kb do cromossomo | das formas prociclicas de

T. brucei.
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Figura 4.14- Purificacdo e marcacdo das sondas de 10 kb 2, meio e 3 para
fragmento de 347 kb do cromossomo |.
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Géis de agarose corados com brometo de etideo. Em (A) sondas de 10 kb 2, meio e 3
purificadas, que foram utilizadas na marcacéao (em B) por nick translation com biotina.

4.2.3 Fragmento de 347 kb da regido central do cromossomo | de T. brucei

A obtencdo do fragmento de 347 kb do cromossomo | foi feita por meio da
digestdo de plugs de DNA, previamente incorporados com os dois analogos de
timidina, com a enzima de restricdo Asc |I. O DNA foi entdo separado em PFGE, no
gual um plug foi posicionado ao lado do marcador e outros quatro plugs foram
colocados justapostos, de forma que apdés a corrida a regido central destes plugs foi
cortada e armazenada antes da coloracdo com brometo de etideo. A figura 4.15
mostra o PFGE corado com brometo de etideo.

Este gel foi transferido para membrana de nylon e esta foi incubada com sonda
especifica para identificar o fragmento de 347 kb. Esta sonda especifica contém 900
bp e foi obtida por meio de amplificagdo por PCR a partir do DNA gendmico das
formas prociclicas de T. brucei TREU 927 (primers TbChrlP2 F e R, tablea 3.4 de
material e métodos). Como pode ser visto na figura 4.15 B duas bandas em alturas
diferentes, que correspondem aos diferentes cromossomos homologos, foram
encontradas. Porém apenas a fatia contendo o fragmento mais proximo a altura
esperada de 347 kb foi utilizada (fatia c, figura 4.15 A e B), uma vez que a
disposicédo das sondas hibridizadas em laminas foram desenhadas baseada neste

comprimento de molécula.
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Figura 4.15- Identificacdo e isolamento do fragmento de 347 kb do cromossomo
| de T.brucei da forma prociclica.

A gDNA de T. brucei prociclico B Hibridizagdo com sonda especifica c
digerido com Asc |

para fragmento de 347 kb

PCR das fatias 1, 2 e 3 para
Kb localizagao do fragmento de 347 kb

Padréo de
sobp a b ¢

485

1000 bp
900 bp
800 bp

436

388

340

291

(A) O DNA gendmico das formas prociclicas, previamente incorporados com IdU e CldU e
digerido com a enzima de restricdo Asc I, foi submetido a PFGE no equipamento CHEF
Mapper (BioRad) conforme os seguintes parametros: programa two-state, 120° included
angle, 6v/cm, pulso inicial de 18s, pulso final de 33s, corrida de 30h em TAE 0,5X com
rampa linear, gel de agarose 0,8%. O retangulo amarelo indica a regido de onde foi
recuperado o DNA para esticar nas laminas; P- padrdo de corrida para PFGE Lambda
Ladder PFGE marker (NEB); 1-DNA correspondente a um plug; 2-DNA que restou das
bordas de 4 plugs cuja regido central foi cortada e armazenada antes da coloracdo do
brometo de etideo, para recuperacdo dos fragmentos de DNA desejados. (B) O gel de A foi
transferido para membrana de nylon e esta foi incubada com sonda especifica para o
fragmento de 347 kb. (C) As fatias a, b e ¢ do gel em A e demonstradas no southern em B
foram derretidas e a agarose digerida. O DNA resultante foi utilizado em reacdo de PCR
para identificar com precisdo em qual fatia o fragmento alvo esta localizado. Em (B) e (C) as
setas amarelas indicam a regido onde esta localizado o fragmento de 347 kb.

Com a finalidade de confirmar a fatia em que o fragmento de 347 kb esti
localizado, as fatias do PFGE foram derretidas e a agarose digerida. Foi feito PCR
utilizando par de primers especificos (os mesmo utilizados na amplificagdo da sonda
para southern) para este fragmento utilizando o DNA destas fatias. Como pode ser
visto na figura 4.15 C, o fragmento esté localizado na fatia ¢ que foi utilizado na

realizac&o das laminas de SMARD.

4.2.4 lIdentificacdo de uma nova origem de replicagdo no cromossomo | de T.
brucei

Apos a identificacdo e isolamento do fragmento a ser analisado, as moléculas de
DNA foram esticadas em laminas de vidro pré-tratadas com aminosilane e incubadas

com as trés sondas especificas marcadas com biotina (figura 4.15 A, barras azuis).
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Em seguida foi feita a deteccdo destas sondas (em azul), assim como dos anélogos
de timidina IdU (em vermelho) e CldU (em verde). A figura 4.15 (B a F) mostra as
moléculas obtidas.

Nas moléculas da figura 4.15 B pudemos identificar uma origem de replicagéo,
que é determinada por uma regido vermelha rodeada por marcacao verde. As setas
amarelas apontam a transicéo das incorporagdes indicando o sentido da forquilha.
Portanto esta origem de replicacéo identificada esta localizada entre as duas sondas
de 10 kb (2 e meio). Ao fazermos a analise da sequéncia de DNA nesta regido,
encontramos uma segmento de 22 kb que contém uma sequéncia repetitiva de 123
bp (consenso 5° AAC CGA AAC CAT CAT GGA CGA GGC ACC ATG CGC cccC
GGA GGA CTT CCT AGC GGA GGA ATC CCA GCA ACA CAC TGC GAG GAG
TGA AGC TGA CAT TGA TGA AGA GCA GCA GCC GCA GGA GCA GCA 3)) que
apresenta 30,89% de A, 30,08% de G, 28,46% de C e 10,57% de T. Esta origem de
replicagéo identificada foi denominada de ORI 1.

Além da identificagdo de ORI 1, também foi possivel observar que este fragmento
esta sendo replicado por forquilhas provenientes de origens presentes na regido 3’
adjacente ao fragmento de 347 kb como mostram as moléculas com terminacao de
replicagdo na figura 4.15 C. As terminagdes de replicagdo sado determinadas por
regido verde rodeada por marcacdo vermelha. Deste modo as moléculas em C
mostram uma forquilha proveniente da regiéo 5’, que pode ser disparo de ORI 1 ou
de origens na regido 5" fora do fragmento analisado, e outra forquilha proveniente de
origens na regido 3’ adjacente ao fragmento analisado (marcagéo vermelha a direita
das moléculas).

A confirmacdo de que este fragmento também pode ser replicado por forquilha
proveniente de origens na regido 5°, fora do fragmento de 347 kb, pode ser visto na
figura 4.15 F onde as terminag0es de replicagcdo estdo sobre ORI 1, indicando que
esta origem ndo foi disparada e que a forquilha vindo de 5’ (marcagéo vermelha a
esquerda do fragmento) é proveniente de origens na regido 5’ adjacente.

Assim podemos observar que o fragmento de 347 kb é replicado por forquilhas
provenientes das regifes 5’ e 3’ adjacentes e também pelo disparo de ORI 1. Além
do mais podem ocorrer combinac¢des variadas destas forquilhas para a duplicagéo
desta regido como esté indicado na figura 4.15 G. Assim todas as forquilhas podem
estar envolvidas na replicagdo (moléculas em 4.15 C), enquanto outras podem néo

participar da duplicacdo desta regido. Na molécula 1 (4.15 B) e nas moléculas em
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4.15 D a forquilha progride na diregéo 5'- 3’, mostrando que a forquilha vinda a partir
de origens a 3" (ORIs 3°) ndo participaram da duplicac@o destas moléculas. Também
podemos afirmar que a forquilha proveniente da regido 5’ (ORIs 5°) ndo participam
da duplicacdo nas moléculas 2 (4.15 B) e 4.15 E. E como ja mencionado antes ORI
1 pode néo ser disparada como mostram as moléculas em 4.15 F.

Portanto diferentes combinagfes de forquilhas de replicacdo sdo responséaveis
em duplicar a regido central do cromossomo |, podendo ainda néo estar ocorrendo o

disparo de algumas origens, como é o caso de ORI 1.

Figura 4.16- O fragmento de 347 kb pode ser replicado por forquilhas
provenientes de trés origens de replicacdo diferentes, incluindo
uma origem dentro deste fragmento.

ORI(s) &' Vi e P ORME) Fragmento de 347 kb replicado por
RNA Holicase  OF' 1 PI3 Kinase tubulina genes forquilha a partir de:
ORI(s) 5’ ORI 1 ORI(s) 3’
B 1) + + =
@ - + +
C > + elou + +
D + elou + -
E = + elou +
* = +




(A) Representacdo esquematica do fragmento de 347 kb do cromossomo | contendo
alguns genes conhecidos (retdngulos laranjas) e também ORI 1 que contém uma
sequéncia repetitva de 123 bp (retdngulo vermelho). As sondas utilizadas na
identificacdo deste fragmento estdo abaixo em azul e as forquilhas de replicacédo
provenientes de ORI 1 ou de origens nas regides adjacentes 5 e 3’ estdo indicadas
como setas amarela acima do fragmento. De (B) a (F) as setas amarelas indicam a
transicdo da incorporacéo de IdU (vermelho) e CldU (verde) apontando o sentido da
froquilha, as linhas azuis delimitam a regido das sondas especificas que foram utilizadas
no alinhamento das moléculas. (G) A replicacdo do fragmento de 347 kb pode ser
realizada por forquilhas provenientes de diferentes origens: ORI 1, origens nas regides
adjacentes a 5’ (ORIs 5") e a 3' (ORIs 3") que estao indicadas como (+) participante ou (-)
nédo participante da replicacdo do fragmento.
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4.2.5 TbOrcl/Cdcé6 liga ORI 1in vivo

Sabendo que ORI 1 se encontra em uma regido de DNA repetitivo de 123 bp,
fomos investigar se TbOrc1/Cdc6 é capaz de se ligar a esta sequéncia por meio de
imunoprecipitagdo de cromatina (ChlP) utilizando o anticorpo anti-ThOrc1/Cdc6,
disponivel em nosso laboratério. Formas prociclicas em cultura de crescimento
exponencial foram fixadas com paraformaldeido seguida de sonicacéo a fim de gerar
pequenos fragmentos de DNA contendo proteinas. Estes conjugados de DNA-
proteina foram incubados com anti-TbOrc1/Cdc6 e soro normal como controle,
seguida de imunoprecipitagdo com resina G sepharose. Apds desconjugar as
proteinas do DNA e digeri-las com proteinase K, o DNA foi purificado e gotejado
sobre membrana de nylon. Como controle de input foi feita a purificagcdo do DNA
logo apds a sonicacdo, utilizando 10% do total de cromatina sonicada, que foi
também gotejado em membrana de nylon. Apés cross-link do DNA com a
membrana, esta foi incubada com sondas para ORI 1 e sonda para uma regido nao
relacionada a origem de replicagdo no cromossomo 4 (5° CTT GGC TCG CGT GAG
TGG AAG G 3)).

A figura 4.17 mostra as sondas que reconhecem o DNA do input utilizado nas
imunoprecipitagdes com soro normal e anti-TbOrc1/Cdc6, a auséncia de sinal na
imunoprecipitagdo com soro normal, e a presengca de marcacdo apenas na
hibridizagdo com a sonda ORI 1 no imunoprecipitado com anti-TbOrc1/Cdc6. Assim
TbOrc1/Cdc6 interage especificamente com a sequéncia de ORI 1 in vivo.

Figura 4.17- TbOrc1/Cdc6 interage com ORI 1.
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Cultura exponencial de formas prociclicas de T. brucei foram fixadas com paraformaldeido e
a cromatina foi sonicada a fim de gerar pequenos fragmentos de DNA. 10% deste material
foi separado, purificado e gotejado em membrana de nylon como controle de input. Os 90%
restante foram imunoprecipitados com anti-TbOrc1/Cdc6 ou com soro normal como controle.
DNA-proteina imunoprecipitados foram purificados, tratados com protease e o DNA
resultante foi gotejado em membrana de nylon para finalmente ser hibridizado com sondas
de DNA para ORI 1 (repeticdo de 123 bp) ou com uma sequéncia néo relacionada como
controle negativo.
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4.2.6 Regiao do centromero replica antes de ORI 1

Em S. cereviseae sabe-se que a regido do centrémero € replicada no comeco de
S e as regides proximas ao teldmero sdo duplicadas mais tardiamente em S (60).
Em T. brucei também determinou-se que a regido do centrdmero replica-se no inicio
da fase S (100) Sendo ORI 1 uma regidao de sequéncia conhecida e repetitiva
distante cerca de 300 kb do centrémero (cerca de 1/3 do cromossomo | como
indicado na figua 4.18) fomos analisar, por meio de FISH de cultura das formas
prociclicas em crescimento exponencial, se T. brucei apresenta uma preferéncia de
duplicacdo destas sequéncias de DNA no decorrer de S, ou se a replicacdo neste
organismo ocorre sempre no inicio de S, ndo apresentando genes preferencialmente

replicados no comeco ou final de S.

Figura 4.18- ORI 1 e centrdmero no cromossomo | de T. brucei.

Ascl
Ascl
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Cromossomo |
kb 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
123 bp repeat
ORI 1
123 bp repeat
ORI1 fragmento de 347 kb
I (do cromossomo | digerido com Asc 1)

= = =
Sonda 2 Sonda M Sonda 3

Representacéo da disposicdo de ORI 1 (em vermelho) e do centrdmero (em verde) ao longo
do cromossomo | de T. brucei. Também esta demonstrado o fragmento de 347 kb originario
da digestdo do cromossomo | com Asc |. As sondas de 10 kb também estao ilustradas (em
azul).

A figura 4.19 A mostra os diferentes padrdes das marcacdes de ORI 1 e
centrdmero encontrados em células nas fases G1 e S (que possuem 1 nucleo (N) e
1 cinetoplasto [K]) e G2 (1N2K). Como pode ser visto no grafico da quantificacao
destes padrdes na figura 4.19 B, sdo encontradas células com duas marcagdes para
ORI 1 e duas marcacdes para o centromero (Figura 4.19 A [a]), além de células que
j& replicaram todo seu material genético e apresentam 4 marcagfes para ORI 1 e 4
para o centrdmero (Figura 4.19 A [c]). Também foi encontrado o padrdo de 2
marcacgoes para ORI 1 e 3 ou 4 marcag0Oes para o centromero (Figura 4.19 A [b]), o

padrdo contrario de mais marcacgfes para ORI 1 que para centrdmero foi encontrada
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em apenas 3% das células. Desta forma fica evidente que a regido do centrébmero

replica antes que a regido de ORI 1.

Figura 4.19- Regi@o centromérica replica primeiro que ORI 1.
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(A) Analise por FISH de células em fase G1 e S (que apresentam 1 cinetoplasto e 1 nucleo)
e G2 (2 cinetoplastos e 1 nlcleo) de cultura de crescimento exponencial de formas
prociclicas de T. brucei, hibridizadas com sondas para ORI 1 (regido 441 - 462 kb do
cromossomo ), marcadas com digoxigenina (vermelho), e com sonda para centrébmero
(regido 760 — 790 kb do cromossomo ), marcadas com biotina (verde). O DNA foi corado
com DAPI. N- nucleo, K-cinetoplasto, barras indicam 1um. (B) Grafico com a porcentagem
dos padrdes de células em fase G1, S ou G2 com dois ou mais sinais para ORI 1 e
centrdmero (n=20). Letras sobre as barras sao referentes aos padrdes apresentados em A.
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4.2.7 ORI 1éuma origem de replicacao late

Se ORI 1 replica em um momento apds a replicacdo da regido centromérica,
seria esta uma origem de replicagdo late em T. brucei ? Para responder esta
questdo, células de cultura exponencial foram tratadas por 12 horas com
hidroxiuréia, para sua sincronizagdo, e em seguida lavadas e mantidas em cultura
por 1h e 3h. A figura 4.20 A mostra a leitura da intensidade de fluorescéncia de
iodeto de propideo, que indica a quantidade de DNA, podendo determinar em qual
fase do ciclo celular cada ponto de sincronizacao est4 em relacdo a uma cultura néo
sincronizada (-). Portanto células em meio de S (0Oh), final de S (1h) e G2 (3h) foram
obtidas e o seu DNA foi entdo purificado e usado para quantificagéo por real time
PCR.

A figura 4.20 B esquematiza as regides que foram amplificadas utilizando par de
primers especificos (média de 80 bp cada regido) e quantificadas. Em 4.20 C estdo
as quantificacdes obtidas em meio de S, final de S e G2, na qual a quantificacdo de
G2 foi utilizada para normalizar os resultados. Células em meio de S ja apresentam
regibes de DNA duplicado (2C), como é o caso do centrdmero (barra verde), e
também sequéncias em inicio de duplicacdo (barras pouco acima de C) como as
regides 5’ (barra vermelha) e 3’ (barra rosa) de ORI 1. Os asteriscos indicam que a
diferenca de quantidade de DNA entre a regido do centromero e ORI 1 (regides 5’'e
3’) é significativa com p < 0,01. Ainda é possivel observar outra provavel origem de
replicagdo em torno da regido 550 kb do cromossomo | (barra amarela), que replica
no comego de S, mas que nunca foi identificada nos ensaios de SMARD.

J& as células em final de S e G2 apresentam todas as sequéncias analisadas
duplicadas. Portanto ORI 1 € uma origem de replicacé@o late, enquanto origens na

regido centromérica sdo origens early.



117

Figura 4.20- ORI 1 é uma origem de replicagéo late.
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As formas prociclicas de T. brucei foram sincronizadas com hidroxiuréia ou mantidas em
cultura como controle (-). Apés 12h de tratamento, as células foram lavadas e mantidas em
meio de cultura por 1h e 3h. (A) Células sincronizadas foram fixadas e marcadas com iodeto
de propideo e a intensidade de fluorescéncia foi analisada por citometria de fluxo para
determinar a fase do ciclo celular de cada ponto. (C) O DNA das células em meio de S, final
de S e G2 foi extraido e quantificado por real time PCR (normalizado por regiées do DNA do
cinetoplasto) utilizando primers (tabela 3.6) para amplificar as regibes do cromossomo |
indicado em (B) preto 379255-397274 bp, vermelho 440206-440506 bp, rosa 463829-
463914 bp, laranja 504971-505052 bp, amarelo 549145-549225 bp, azul 664782-664857 bp
e verde 797547-797625. **p<0,01.

4.2.8 A velocidade daforquilha de replicagcéo nas diferentes formas de vida de
T. brucei é similar

Tendo ja padronizada a técnica de SMARD, utilizamos esta técnica para calcular
a velocidade da forquilha de replicacdo nas formas prociclicas e sanguiculas de T.

brucei. A estimativa da velocidade da forquilha de replicagdo do genoma é feita
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utilizando moléculas de mesmo tamanho em que os analogos de timidina foram
incorporados, mas sem a necessidade de hibridizacdo de sondas, seguindo a
formula na figura 4.21 E.

Desta forma tanto as formas prociclicas quanto as formas sanguiculas de T.
brucei em cultura de crescimento exponencial foram incubadas por 40 minutos com
cada analogo de timidina (Idu e CldU, respectivamente). O DNA foi digerido com a
enzima Asc | e os fragmentos separados em PFGE, como mostra a figura 4.7 A para
a forma prociclica e a figura 4.21 C para a forma sanguicula. Os fragmentos da
regido delimitada pelo retangulo amarelo nos dois PFGE foram esticados em
lAminas pré-tratadas com aminosilane e os anélogos de timidina foram entdo
detectados (onde IdU é marcado em vermelho e CldU em verde), assim como a
integridade da molécula de DNA utilizando anticorpos anti-DNA.

As moléculas da forma prociclica obtidas apresentaram comprimento médio de
145 kb (figura 4.21 B), enquanto que as moléculas da forma sanguicula tiveram
comprimento médio de 157 kb (figura 4.21 C). O tamanho médio das moléculas
obtidas foi menor que o indicado pelo marcador do PFGE, que indica uma regiédo de
cerca de 300 kb, e isso se deve ao fato que as moléculas tendem a quebrar no
momento que sdo esticadas sobre a lamina. Para isso calculamos o tamanho de
cada molécula utilizando a propor¢éo de 61,54 pixels/kb, obtido a partir da distancia
entre as sondas meio e 3 do fragmento de 347 kb de imagens adquiridas no mesmo
microscopio com os mesmos parametros de resolugéo.

As moléculas de DNA obtidas foram utilizadas no calculo do tempo de duplicagédo
conforme a férmula na figura 4.21 E, onde: Td é o tempo de duplicacdo; Tp € o
tempo de pulso de cada analogo (que foi de 40 minutos para ambas as formas); NR
€ 0 numero de moléculas com apenas marcagédo vermelha e NRG é o nimero de
moléculas com marcacdo verde e vermelha. A tabela da figura 4.21 E mostra a
quantidade das diferentes moléculas obtidas das formas prociclicas e sanguiculas,
assim como o tempo de duplicacdo que foi de 22,22 minutos para a forma prociclica
e 23,08 minutos para a forma sanguicula. Sabendo o comprimento médio destes
fragmentos, foi possivel inferir a velocidade da forquilha de replicacdo apenas
dividindo o comprimento médio das moléculas pelo tempo de duplicacdo, chegando
assim a valores similares entre as diferentes formas que foi de 6,53 kb/min e 6,78

kb/min para a forma prociclica e sanguicula, respectivamente.
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Figura 4.21- Célculo da velocidade de replicagdo das formas prociclicas e
sanguiculas de T. brucei.

A T. brucei procyclic C T. brucei bloodstream E

L 1 2 L 1 2 Td= Tp x NRG
p NR + NRG

Procyclic Bloodstream

NR 12 1
NRG 15 15
Td 22,22 min 23,08 min
Molecules Size 145 kb 157 kb
Fork speed 6,53 kb/min 6,78 kb/min
B Anti-ldU Anti-ldU
Anti- Anti-DNA D Anti- Anti-DNA

T. brucei procyclic
T. brucei bloodstream

Average molecule size 145 kb Average molecule size 157 kb

O DNA genémico das formas prociclicas e sanguiculas, previamente incorporados com IdU
e CldU e digerido com a enzima de restricdo Asc I, foi submetido a PFGE no equipamento
CHEF Mapper (BioRad) conforme os seguintes parametros: programa two-state, 120°
included angle, 6v/icm, pulso inicial de 18s, pulso final de 33s, corrida de 30h em TAE 0,5X
com rampa linear. Em (A) gel de agarose 0,8% para gDNA da forma prociclica e (C) gel de
agarose de 1% para gDNA da forma sanguicula. Em (A) e (C) ambos: o retangulo amarelo
indica a regiao de onde foi recuperado o DNA para esticar nas laminas; P- padréo de corrida
para PFGE Lambda Ladder PFGE marker (NEB); 1-DNA correspondente a um plug; 2-DNA
gue restou das bordas de 4 plugs cuja regido central foi cortada e armazenada antes da
coloracao do brometo de etideo, para recuperacédo dos fragmentos de DNA desejados. Em
(B) moléculas obtidas da forma prociclica com comprimento médio de 145 kb e (D)
moléculas obtidas da forma sanguicula com comprimento médio de 157 kb. Em (B) e (D)
IdU em vermelho, CldU em verde e anti-DNA em branco, a barra branca indica 20kb. (E)



férmula para obtencéo do tempo de duplicacdo, onde: Td é o tempo de duplicacdo, Tp é o
tempo do pulso de cada analogo, NR é o nimero de moléculas com apenas marcacao
vermelha e NRG é o nimero de moléculas com marcacdo verde e vermelha. A tabela
mostra cada parametro utilizado no calculo do tempo de duplicacdo para as moléculas
obtidas das formas prociclicas e sanguiculas, assim como o comprimento médio das
moléculas e a velocidade estimada da forquilha de replicacdo. O tempo de pulso para
ambos foi de 40 minutos.
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5 DISCUSSAO

5.1 Controle dareplicagdo do DNA em T. cruzi

A duplicagdo do DNA deve acontecer apenas uma Unica vez durante um ciclo
celular. Para tanto as células desenvolveram o mecanismo de primeiramente
licenciar as origem de replicac@o para posteriormente ativa-las (115). Desta maneira
as origens séo licenciadas pelo complexo de pré-replicacdo (CPR) na transi¢cdo das
fases M/G1, quando a atividade das ciclinas-CDks é baixa . Estes complexos podem
ser formados apenas neste momento sendo ativados no inicio da fase S, quando ha
alta atividade das ciclinas-CDKs que impede a formacdo de novos CPR (34). Além
disso, origens ja disparadas devem ser inativadas para que ndo sejam novamente
disparadas na mesma fase S. Portanto ap6s o inicio da replicagdo as proteinas do
CPR de origens ativadas devem ser dissociadas (32). Em S. cerevisea ocorre a
fosforilagdo de algumas subunidades de ORC, enquanto Cdc6 é exportada do
ndcleo e degradada, Cdtl e MCMs também sdo exportadas (34). Em humanos,
durante a fase S, Orclé exportada do nucleo e degradada, Cdc6 da mesma maneira
€ exportada e degradada e Cdtl é sequestrada por geminina. Juntos, estes
processos impedem o recrutamento das MCMs em origens que ja foram disparadas
(116).

Em trypanosomas ainda n&o foi estabelecido como ocorre o controle da
replicagédo durante o ciclo celular. Ndo se sabe, assim, qual o papel do CPR neste
controle. Os dados publicados levam a conclusdo de que nenhuma das proteinas do
CPR participam deste controle, uma vez que Orcl/Cdc6 estd sempre no nucleo,
ligada ao DNA em T. brucei e T. cruzi (86), e as MCMs estdo sempre expressas e
no espago nuclear em todas as fases do ciclo celular em T. brucei (87). Da mesma
forma em T. cruzi vimos que TcMcm7 esti expressa em todas as fases do ciclo
celular (figura 4.2 B) permanecendo ligada ao DNA, assim como TcOrcl/Cdc6
(figura 4.3 B). O complexo MCM2-7 é formado antes do seu recrutamento para a
cromatina (117, 118). Desta forma TcMcm7 serve como marcador deste complexo e
nos mostra que mesmo havendo TcOrcl/Cdc6 e TcMCM ligada ao DNA durante

todo o ciclo celular, a replicagdo do DNA se restringe a fase S, quando ha aumento
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de PCNA ligado & cromatina (90). Portanto assim como ocorre em T. brucei, o
controle em T. cruzi concentra-se em Cdc45, que € exportada do nucleo apos a
duplicacdo do DNA (87). Assim é possivel que ainda que TcMCM esteja ligada ao
DNA em todas as fases do ciclo, a sua atividade de helicase s6 exista na presenca
de Cdc45 e GINS. Neste contexto, Cdc45 estaria sob a regulagcdo das CRKs e CYC,
assim como esta sob a regulacéo de cilinas-CDKs em outros organismos (2, 32)
ativando a atividade de helicase apenas na fase S, sendo exportada do ntacleo em M
voltando para o espaco nuclear quando a célula entra novamente em G1 (figura 5.1
A) (87). E possivel ainda que Cdc45 esteja expressa em baixos niveis, sendo assim
um fator limitante (119). Neste caso, Cdc45 seria capaz de interagir, durante a fase
S, apenas com algumas origens de replicacdo que devem ser ativadas. Em caso de
colapso irreversivel de uma forquilha em andamento, Cdc45 ficaria entdo disponivel
para ativar uma origem dormente. Uma vez que MCM2-7 se move com a forquilha
de replicagdo (120), origens dormentes ainda possuem MCM2-7 que podem ser
ativadas por Cdc45, diferente das origens que foram disparadas cuja MCM2-7 foi
deslocada ndo podendo ser novamente ativa.

De maneira diferente do que acontece durante o ciclo celular, as proteinas do
CPR apresentam funcdo de controle da replicacdo durante o ciclo de vida de T.
cruzi.

No decorrer dos estagios de vida de T. cruzi no vetor invertebrado e no
hospedeiro mamifero, este parasita apresenta diferentes formas que sédo capazes de
replicar, porém néo infectam (amastigota em mamiferos e epimastigota no vetor) e
outras que ndo replicam, mas infectam (tripomastigota em mamiferos e
tripomastigota metaciclico no vetor). Ao analisarmos a expressdo da proteina
TcPCNA, tipico marcador de maquinaria de replicacdo (121-123), nestes quatro
estagios vimos que esta sempre expressa, mesmo nas formas nao replicativas
(figura 4.4 D). Contudo sua interacdo com o DNA se restringe apenas as formas
celulares que replicam (fig 4.5).

Ao nos voltarmos para as proteinas do CPR que s&o essenciais no processo de
acesso do TcPCNA ao DNA, pudemos obervar que enquanto TcOrcl/Cdc6 é
expressa e se localiza no nucleo tanto nas formas replicativas (86) quanto nas nao
replicativas (figura 4.4 C), TcMcm7 se encontra expressa (figura 4.4 D) e ligada ao
DNA somente nas formas replicativas (figura 4.5 A e B). Além disso, TcOrc1/Cdc6

expressa nas formas replicativas interage com o DNA (figura 4.5 A e B), mas néo
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nas formas néo replicativas (figura 4.5 C e D). Isso nos leva a concluir que no ciclo
de vida o controle da replicagdo ocorre com mecanismos muito mais drasticos do
que aqueles observados no seu ciclo celular, ja que TcOrcl/Cdc6 ndo apresenta
interagdo com o DNA com o adicional da auséncia de expressé&o de TcMcm7 (figura
5.1 B).

A auséncia de TcMcm? e a perda de afinidade de TcOrc1/Cdc6 com a cromatina
nas formas ndo replicativas nos leva crer que as formas tripomastigostas se
comportam como células quiescentes..

Em células de mamiferos que progridem para GO as proteinas do CPR perdem
afinidade pela cromatina (124) e em diversos tipos celulares as proteinas MCM2-7
ndo apenas se desligam da cromatina, mas sdo degradadas em células quiescentes
e também em células senescentes (125). Contudo ORC permanece no nucleo
mesmo em células senescentes, muito provavelmente devido ao seu papel em
outras fungdes, como no silenciamento transcricional (126). Portanto acredita-se que
0S mecanismos que regulam o licenciamento das origens das células que saem de
GO e retornam para o ciclo celular sejam diferentes daqueles de células que ja
estejam ciclando (127).

Controle parecido com o acima descrito parece ocorrer durante a passagem das
formas replicativas para as néo replicativas em T. cruzi, no qual h4 perda da
afinidade de TcOrc1/Cdc6 pela cromatina além da degradacdo de TcMcm?7.
Modifica¢des pods-traducionais em TcOrcl/Cdc6 podem causar o seu desligamento
do DNA, por mecanismos ainda a serem descobertos. Esta ligagdo pode ser
retomada durante o processo de transformacdo de célula ndo-replicativa para
replicativa, onde a afinidade de TcOrcl/Cdc6 pela cromatina € reestabelecida e
TcMcm7 é novamente expressa.

Ainda também existem os fatores estruturais da cromatina nas diferentes formas
de vida de T. cruzi, cujas formas replicativas apresentam alta atividade transcricional
e cromatina mais frouxa (128), enquanto formas néo replicativas apresentam baixa
atividade transcricional e cromatina mais densa (128, 129). Desta maneira durante a
passagem de tripomastigota para epimastigota e também durante a passagem de
tripomastigota para amastigota, ha aumento da atividade transcricional onde pode
ocorrer novamente sintese de TcMcm? através da traducdo das novas moléculas de
MRNA.
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Além disso, as origens de replicacdo tém sido correlacionadas com regides de
cromatina mais acessivel, que ocorre em locais de maior atividade transcricional
(36). Em T. brucei os sitios de ligacdo de Orc1/Cdc6, as origens de replicacdo, tem
alta coincidéncia com os sitios de inicio de transcricdo onde a cromatina € mais
aberta (100). Assim conforme aumenta a atividade transcricional nas formas
replicativas, TcOrc1/Cdc6 ganha acesso ao DNA, recrutando assim TcMcm?7 recém-
sintetizada para que estas células possam licenciar as origens e retomar 0 processo

de replicagéo.

Figura 5.1 — Controle da replicagdo em trypanosomas
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(A) As proteinas do complexo de pré-replicacdo TcOrcl/Cdc6é e TcMCM2-7 permanecem
ligadas ao DNA em G1, porém sao ativadas apenas em S quando a atividade de helicase do
complexo Cdc45 - MCM2-7- GINS (CMG) permite a abertura da dupla fita de DNA, se
movendo juntamente com a forquilha de replicacdo. Em G2 a Cdc45 permanece no nicleo,
porém as origens ja disparadas ndo sao mais ativadas uma vez que as MCM foram
deslocadas junto com a forquilha de replicacdo. Em M Cdc45 é exportada do nucleo. (B)
Enquanto nas formas replicativas TcOrcl/Cdc6 e TcMCM2-7 permanecem ligadas ao DNA,
nas formas né&o replicativas Orc1/Cdc6 permanece no nlcleo, mas desligadas do DNA e
TcMCM2-7 esta ausente.
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5.2 Dinamicadas forquilhas de replicagdo em T. brucei

A técnica de SMARD é uma ferramenta valiosa para os estudos da replicagédo do
DNA, pois permite avaliar o perfil da replicacdo a partir de moléculas individuais,
fornecendo dados detalhados. A padronizagdo desta técnica trouxe ao Nnosso
laboratdrio a possibilidade de realizar analises que antes ndo seriam possiveis.

Ainda que néo foi possivel analisar todo o cromossomo | da forma prociclica de
T. brucei, pudemos avaliar o perfil de replicacdo da regido central deste
cromossomo, além de estimar a velocidade da forquilha nesse parasita nas formas
prociclicas e sanguiculas.

As moléculas analisadas referente ao fragmento central de 347 kb do
cromossomo | (figura 4.16 B), evidenciaram a existéncia de uma origem de
replicacdo (ORI 1) nova ainda ndo descrita, cuja sequéncia é capaz de ser
reconhecida in vivo por TbOrc1/Cdc6 (figura 4.17) e que se comporta como uma
origem de replicacao late (figura 4.20).

As forquilhas de replicagdo a partir de ORI 1, juntamente com outras duas
forquilhas proveniente de origens nas regifes 5" e 3" adjacentes sdo responsaveis
pela duplicacdo desse fragmento (figuras 4.16 A-F). Ainda é possivel observar que
ocorrem diferentes combinagdes da progressdo das forquilhas, sendo que em
algumas moléculas nem todas as forquilhas estdo envolvidas no processo de
replicacdo (figura 4.16 G), havendo inclusive moléculas onde ORI 1 néo foi
disparada (figura 4.16 F).

Também verificamos que a velocidade da forquilha de replicagdo é muito similar
entre as formas prociclicas e sanguiculas de T. brucei, sendo de 6,53 kb/min e 6,78
kb/min, respectivamente(figura 4.21). Essa velocidade € um pouco maior que a
encontrada em leveduras (2 kb/min) (16) e humanos (2 a 3 kb/min)(15), o que pode
ser explicado pela transcricéo policistronica nestes parasitas, havendo assim uma
menor chance de empacamento da forquilha de replicagcdo devido ao encontro desta
com a magquinaria de transcricdo. Em leveduras estima-se que haja empacamento
da forquilha de replicagdo a cada 10 kb (130). Em T. brucei também observou-se
que forquilhas que se movem em dire¢do oposta a transcricdo tem sua velocidade
diminuida devido aos encontros entre maquinaria de replicacéo e transcricdo (100).

A taxa de encontro deve ser muito menor em T. brucei porque a densidade de
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regibes de inicio de transcricdo € menor, uma vez que varios genes sao transcritos
em sequéncia(93) e n&o por meio de regides promotoras individuais para cada gene,
como é o caso das leveduras (131). Cabe dizer que o sitio catalitico das DNA
polimerases delta e épsilon tém todos os dominios conservados, de modo que a
pequena diferenca de velocidade néo estaria relacionada com diferencas entre estas
polimerases.

A obtencédo da velocidade de replicagdo nos permite estimar quantas origens de
replicacéo ativas h4 em T. brucei (forma prociclica). Sabendo que: (i) o genoma, dos
cromossomos da ordem de megabase, é de 26 Mb, (ii) que a média do tempo da
fase S é de 90 minutos (84) e (iii) que a velocidade é de 6,53kb/minutos, podemos
chegar ao numero de aproximadamente 44 origens ativas, que teriam um
espacamento médio de 591 kb. Neste caso, considerando que todas as origens sdo
disparadas no comecgo de S com velocidade de replicagédo constante.

Estes dados estdo de acordo com (100), que fez o mapeamento das origens
disparadas na primeira metade da fase S e encontrou 42 regides de inicio de
replicac@o (origens early). Porém, como pudemos comprovar aqui, existem origens
late de forma que o numero de origens ativas deve ser maior, tendo sido estimada
em aproximadamente 100 origens ativas (1 origem a cada 260 kb)(100) das 170
encontradas no genoma de T. brucei.

Esta baixa densidade de origens de replicagdo, menor que leveduras (1 origem a
cada 46 kb (132) e humanos ( 1 a cada 100 kb), corrobora para o fato da forquilha
de replicagdo em T. brucei apresentar velocidade um pouco maior que nestes
organismos citados, justamente pela diminuigcdo dos encontros entre a replicagéo e
transcricéo.

Considerando este cenario de poucas origens ativas e empacamento de
forquilhas de replicagdo no encontro com a transcricdo (133), podemos explicar
porque ORI 1 € uma origem late que por vezes nédo é disparada (figura 5.2). Com
média de uma origem para cada 260 kb, o cromossomo | teoricamente necessita de
4 origens de replicagédo disparadas durante a fase S para que possa ser totalmente
replicado. Quando as origens nas regides adjacentes ao fragmento de 347 kb (ORIs
3" e ORIs 5°) sé&o disparadas e tem condi¢des ideais de progressdo, ndo havendo
empacamento de forquilhas, ORI 1 ndo é disparada sendo replicada passivamente

(figura 4.16 F). As origens na regido 5° (setas em cinza), provavelmente sdo origens
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late uma vez que as origens early ja identificadas estdo na regido do centrébmero
(100).

Porém quando hd o empacamento da forquilha vinda das ORIs 3" (origens early)
devido ao seu encontro com a transcrigdo, ocorre a ativagdo de ORI 1. Ou ainda se
as origens ORIs 5 empacarem ou forem disparadas mais tardiamente em S,

ocorrera o disparo de ORI 1.

Figura 5.2 — Perfil da replicagéo no cromossomo | de T. brucei
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Representacdo esquematica do cromossomo | de T. brucei quanto aos sitios de ligacao de
TbOrc1/Cdc6, origens de replicacdo, lisinas 10 acetilada de histona H4 (H4K10ac) e
unidades policistrdnicas. No painel superior as barras laranja indicam os sitios de ligacéo de
TbOrcl1/Cdc6. As setas indicam as origens de replicagdo ORI 1 (em vermelho — origem late),
origens na regido 5 (cinza — provavelmente origens late) e 3° (roxo — origens early)
adjacentes ao fragmento de 347 kb, que é delimitado pelos sitios de restricdo Asc | (em
azul). Os picos de H4K10ac indicam os sitios de inicio de transcricdo e os bloco cinzas
representam as unidades de transcricdo policistrénica ao longo do cromossomo |, sendo os
blocos acima da linha transcritos para a esquerda e os blocos abaixo para a diretira. As
setas verdes indicam o sentido da transcrigéo.

Pelos resultados obtidos, hd grande chance das forquilhas das origens early
empacaram, pois a progresséo destas na direcdo de ORI 1 encontra duas grandes
regides de transcricdo que vem em direcdo oposta. Acrescido ao fato de que foram

encontradas apenas algumas moléculas em que a replicacdo se deu apenas pelas
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forquilhas vinda de 5°e 3" (figura 4.16 F) concluimos que o néo disparo de ORI 1
deve ser menos frequente.

Finalmente, ja foi demonstrado em leveduras que se todas as origens de
replicagéo fossem disparadas ao mesmo tempo durante a fase S, o pool de dNTPS
esgotaria-se(134). Antes deste trabalho, ndo estava claro se um genoma do
tamanho do de T. brucei também necessitaria de origens disparando em diferentes
momntos da fase S. Neste trabalho encontramos mais de uma regido que replica
tardiamente na fase S (ORI 1 e barra amarela da figura 4.20 C). Assim, uma das
possibilidades da presenca de origens early e late em T. brucei € que este é um
recurso para a célula trabalhar com o pool de dNTPs disponivel no meio intracelular.

Essa dinamica da replicagdo assim como a existéncia de mais origens de
replicagéo licenciadas que ativas (100) mostra que em um organismo distante na
escala evolutiva ja apresenta maneiras de resolver o problema intrinsico da
replicagéo, como 0s encontros entre a replicagéo e a transcricdo e o esgotamento de
dNTPs, apresentando origens que podem ser disparadas tardiamente quando as

condicdes de replicagéo ndo séo as ideais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho mostramos que existem dois mecanismos distintos no controle da
replicagdo do DNA em T. cruzi em seu ciclo celular e de vida. Durante o ciclo celular
as proteinas do complexo de pré-replicacdo ndo desempenham fung&o no controle
da replicacé@o. J& em seu ciclo de vida a auséncia de expresséo ou falta de interacdo
com o DNA das proteinas do complexo de pré-replicagdo impedem que as formas
nao-replicativas dupliguem seu DNA.

Também, através da técnica de SMARD padronizada neste presente trabalho,
encontramos uma nova origem de replicagdo em T. brucei que é uma origem late,
além de determinarmos a velocidade da forquilha replicagdo e entendermos a

dindmica da replicacdo no cromossomo | de T. brucei.
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