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RESUMO

Godoy PDM. Estudos sobre o componente Orcl/Cdc6 da maquinaria de pré-replicacdo dos
tripanossomas [Tese (Doutorado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade de Sao Paulo; 2010.

Em eucariotos unicelulares como Saccharomycea cerevisiae, € em organismos multicelulares, a
origem de replicacdo € reconhecida pelo complexo de pré-replicagdo formado por um complexo
denominado ORC (Origin Recognition Complex), as proteinas Cdc6 e Cdtl e o heterohexdmero
MCM (MiniChromosome Mainteinance). J4& em organismos do dominio Archaea, a origem de
replicagdo € reconhecida por uma proteina Orcl/Cdc6, que apresenta similaridade com Orcl e
Cdc6, e pelo homohexdmero MCM. De forma semelhante a Archaea, os genomas dos
tripanossomatideos contém somente um gene que codifica para uma proteina anotada como Orcl.
Dada a similaridade entre Orcl e Cdc6, esta proteina foi por nés denominada Orc1/Cdc6. Nesta
tese serdo descritos os estudos realizados sobre o componente Orc1/Cdc6 da maquinaria de pré-
replicacdo do Trypanosoma cruzi e do Trypanosoma brucei. As proteinas recombinantes de
T.cruzi (TcOrcl/Cdc6) e de T.brucei (TbOrcl/Cdc6) foram expressas e ambas proteinas
apresentam atividade de ATPase, tipica da maquinaria de pré-replicacdo. As proteinas
recombinantes de T.brucei e T.cruzi sdo capazes de substituir Cdc6, mas ndo Orcl em ensaio de
complementacdo em leveduras. A indugdo do silenciamento do gene de Orcl/Cdc6 por RNAi
resulta em células anucleadas com quantidade de DNA equivalente ao estado G1 do ciclo celular,
o que sugere fortemente o envolvimento de Orc1/Cdc6 na replicacdo. Estes resultados sugerem
que a maquinaria de pré-replicacdo dos tripanossomas € diferente daquela encontrada nos demais
eucariotos e mais semelhante a de Archaeas. Orc1/Cdc6 € expressa durante todo o ciclo celular
das formas replicativas dos tripanossomas, permanecendo associada a cromatina em todas as
fases do ciclo celular. No caso do T.cruzi, a proteina Orc1/Cdc6 € expressa ndo sé nas formas
replicativas, amastigotas e epimastigotas, mas também nas formas ndo replicativas
tripomastigotas e tripomastigotas metaciclicos. Nas formas ndo replicativas, a proteina expressa
interage fracamente com o DNA. Como o primeiro passo do processo de replicagdo € a interagao
da proteina Orc1/Cdc6 com DNA, este resultado sugere que a auséncia da interagdo Orc1/Cdc6-

DNA deve contribuir para auséncia da duplicagdo do DNA nas formas infectivas do 7. cruzi.

Palavras-chave: Orc1/Cdc6. ATPase. Pré-replicacdo. DNA. Tripanossomas.



ABSTRACT

Godoy PDM. Studies of the Orcl/Cdc6 component of pre-replication machinery of
trypanosomes. [PhD Thesis (Parasitology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sao Paulo; 2010.

In unicellular eukaryotes, such as Saccharomyces cerevisiae, and in multicellular organisms, the
replication origin is recognized by a pre-replication machinery composed by a complex called
ORC (Origin Recognition Complex), two proteins named Cdc6 and Cdtl and the heterohexamer
MCM complex (Mini Chromosome Mainteinance). However, in members from Archaea domain
the replication origin is recognized by just one protein, Orc1/Cdc6; whose sequence is highly
related to Orcl and Cdc6, and by the homohexamer MCM complex. Similar to Archaea,
trypanosomatid genomes contain only one gene encoding a protein annotated as Orcl. Since
trypanosome Orcl is also homologous to Cdc6, we named it Orc1/Cdc6. Here we show that the
recombinant Orc1/Cdc6 from T.cruzi (TcOrcl/Cdc6) and from T.brucei (TbOrc1/Cdc6) present
ATPase activity, typical of pre-replication machinery components. Also, TcOrcl1/Cdc6 and
TbOrc1/Cdc6 replaced yeast Cdc6 but not Orcl in a phenotypic complementation assay. The
induction of Orc1/Cdc6 silencing by RNA interference in T.brucei resulted in enucleated cells,
strongly suggesting the involvement of Orc1/Cdc6 in DNA replication. Taken together, these
results allowed us to conclude that Orcl/Cdc6 is indeed a member of the trypanosome pre-
replication machinery and point out that trypanosomes pre-replication machinery is less complex
than other eukaryotes and closer to Archaea. Orc1/Cdc6 is expressed during the entire cell cycle
and in all stages of the life cycle in the nuclei of trypanosomes, remaining associated with
chromatin in all stages of the cell cycle. This association is different among the stages from 7.
cruzi life cycle. In trypomastigote and metacyclic trypomastigote forms, the non replicative ones,
Orc1/Cdc6 does not interact, or weakly interact, with DNA. The lack of pre-replication
machinery-DNA interaction in 7. cruzi non-replicative stages might contribute to the absence of

DNA replication in these stages.
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1 INTRODUCAO

Esta tese pretende divulgar as descobertas sobre o componente Orc1/Cdc6 da maquinaria
de pré-replicacdo dos tripanossomas. O assunto serd introduzido com uma breve descri¢do sobre
os modelos de estudos utilizados, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi, importantes agentes
etiologicos de doengas. Na seqiiéncia, os mecanismos que compreendem a replicacdo do DNA
serdo descritos, bem como o envolvimento do componente Orcl/Cdc6, objeto desta pesquisa,

neste processo.

1.1 TRIPANOSSOMAS

Os tripanossomas sdo organismos que pertencem ao Reino Protista, a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Sao eucariotos, unicelulares, flagelados, parasitas
de plantas, invertebrados e vertebrados. Diferem de outros organismos flagelados do mesmo filo
por possuirem, além das organelas caracteristicas do dominio eucarioto, uma tnica mitocondria,
que se ramifica por toda a célula, e uma bolsa flagelar de onde emerge um flagelo que pode ou
ndo se exteriorizar, dependendo da forma que o protozodrio assume (figura 1). Sua mitocondria
apresenta um DNA (kDNA), que se organiza na forma de milhares de minicirculos e dezenas de
maxicirculos, que estdo concatenados formando uma rede estabilizada por proteinas semelhantes
as histonas. Estas proteinas compactam os mini e maxi-circulos dando a forma de disco nesta

regido da mitocondria que é denominada de cinetoplasto ou kinetoplasto (Matthews, 2005).
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Figura 1- Imagem esquematica do T.cruzi demonstrando as organelas de eucariotos e as estruturas
especificas dos tripanossomas.
FONTE: Fundacio Oswaldo Cruz (2010).

A familia Trypanosomatidae € considerada de grande importancia médica e econdmica,
uma vez que espécies dessa familia sdo capazes de provocar doencas mutilantes, incapacitantes
ou mortais (Matthews, 2005). As doengas humanas mais comuns causadas por espécies da
familia Trypanosomatidae incluem a tripanossomiase Africana humana ou Doenca do Sono, a
Doenca de Chagas e as Leishmanioses. Essas doengas estdo intimamente relacionadas ao nivel de
desenvolvimento do pais ou de uma regido.

A familia Trypanosomatidae se divide em diversos géneros, destacando aqui
Trypanosoma e Leishmania, os quais possuem os mamiferos como principais hospedeiros,
incluindo a populacdo humana. Além da importancia médica, estes organismos representam um
amplo campo de estudos, pois apresentam diversas caracteristicas que diferenciam o0s
Kinetoplastida em geral dos demais eucariotos.

Somadas as peculiaridades em relagdo a sua morfologia e fisiologia, destacam-se algumas

caracteristicas moleculares particulares dos tripanossomas. A primeira caracteristica particular



destes organismos € a presenca do cinetoplasto ou kinetoplasto. O DNA contido nesta estrutura,
maxicirculos e minicirculos, possuem mecanismos proprios de replicacdo e transcri¢do, distintos
da replicacdo do DNA nuclear (Guilbride e Englund, 1998).

Outro mecanismo proprio € o processamento dos transcritos codificados pelo maxicirculo
(maioria dos genes mitocondriais). Este processamento se dd por Editoracdo, em que se verifica a
inser¢do ou a delecdo de uridinas no transcrito primdrio. Este processo € determinado por RNA
guias codificados pelos minicirculos (Stuart et al., 2005).

De modo geral, a organizacdo da cromatina € similar ao observado nos demais eucariotos,
contudo algumas diferencas podem ser ressaltadas. Um exemplo disto € o caso da cromatina que
ndo se condensa em cromossomos visiveis durante a mitose € a membrana nuclear que
permanece intacta durante este processo.

Nao foram encontradas seqiiéncias promotoras no DNA dos tripanossomatideos. Os genes
codificadores de proteinas carecem de introns e sdo transcritos policistronicamente (Lee e Van
Der Ploeg, 1997). O RNA primdrio é processado em transcritos independentes por um processo
de trans-splicing, onde a sequéncia do mini-exon de 39 nucleotideos € adicionada a extremidade
5’ de cada RNA mensageiro (Ullu e Tschudi, 1991).

Nos tripanossomas também ndo foram encontrados mecanismos de regulacio
transcricional, sendo toda a regulacdo da expressdo génica realizada por estabilizacdo de mRNA
(Teixeira, 1998; Mayer e Floeter-Winter, 2005).

Outros aspectos poderiam ser destacados por serem particulares dos tripanossomas, como
a importacdo de tRNA, variacdo antigé€nica, entre outros que sdo de grande interesse bioquimico
e evolutivo (McCulloch, 2004). Por tais caracteristicas, entre outras, somadas a importincia

médica destes organismos, os estudos com tripanossomas sio de grande relevancia.



1.1.1 Trypanossoma cruzi

O protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da Doenca de Chagas
ou tripanossomiase americana que afeta de 16 a 18 milhdes de pessoas no continente americano e
coloca em risco de infecg¢do outros 100 milhdes (World Health Organization, 2002).

O T. cruzi € um parasita dixénico que tem insetos triatomineos da familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, comumente chamados de barbeiros, como hospedeiros intermedidrios, e
mamiferos, como hospedeiros definitivos. Existem dois ciclos de transmissdo vetorial do T.cruzi;
o doméstico e o silvestre (Brener et al., 2000), mas a transmissdo pode ocorrer também por
transfusdo sanguinea ou transplacentaria.

Nos seres humanos a doenca apresenta trés fases: aguda, cronica e inderterminada ou
latente. Na fase aguda, o individuo apresenta alta parasitemia e pode apresentar febre, mal estar e
edemas. Na fase cronica ocorrem as principais manifestagcdes cardiacas (cardiopatia) ou
digestivas (esofagopatia e colopatia, principalmente), além do comprometimento de outros
orgdos e dos transtornos no sistema nervoso (Minter et al., 1973; Brener et al., 2000). Na fase
indeterminada ou latente a principal caracteristica € auséncia de sintomas. Embora ja existam
alguns medicamentos (Nifurtimox e Benznidazole) para tratamento desta doenca, esses possuem
principios ativos muito fortes, sendo prejudiciais ao paciente. Além disso, a eficiéncia destas
drogas € limitada e, na maior parte das vezes, ndo conseguem eliminar o parasita (Brener et al.,
2000).

O parasita apresenta um ciclo de vida bastante complexo e foi recentemente revisto por
De Souza (2002). Durante seu ciclo de vida, o parasita sofre alteracdes morfoldgicas,
bioquimicas e estruturais, evolutivamente adaptadas aos diferentes microambientes encontrados
durante a passagem em seus hospedeiros. Sem considerar as fases intermedidrias, quatro formas
distintas do protozodrio sdo bem caracterizadas, as replicativas: epimastigota (forma flagelada,
replicativa no intestino do inseto e ndo infectante), amastigota (forma com pequeno flagelo,
intracelular, replicativa, presente nos mamiferos, provavelmente infectante). Formas ndo
replicativas: tripomastigotas [forma flagelada, infectante, mas ndo replicativa, presente tanto no
vetor (tripomastigotas metaciclicos), quanto nos hospedeiros mamiferos (formas tripomastigotas

sanguineas)].



Estas formas do ciclo de vida sdo nomeadas de acordo com a posi¢dao do cinetoplasto em
relac@o ao nucleo e a regido de emergéncia do flagelo (figura 2). O tripomastigota é a forma que

representa o elo entre o vetor e os hospedeiros mamiferos (Brener, 1973; De Souza, 2002).
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Figura 2 — Formas do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, com énfase na organizagao nuclear.
FONTE: Elias et al.(2001).

O ciclo de vida do T. cruzi, que esté representado na figura 3, ocorre da seguinte forma:
quando o inseto vetor se alimenta com sangue do mamifero, defeca, e os tripomastigotas
metaciclicos, eliminados nas fezes e urina, atravessam a pele ou mucosa do hospedeiro e
penetram nas células proximas ao local da picada. Na célula, os tripomastigotas transformam-se
em amastigotas que se multiplicam no citoplasma, e, apds vdrias geragdes, diferenciam-se em
tripomastigotas que sdo liberados na corrente sanguinea para infectar células de varios tecidos
como muscular, cardiaco ou nervoso.

Os insetos triatomineos sdo contaminados com formas tripomastigotas sanguineas ao se
alimentar do sangue do mamifero infectado. No intestino médio do inseto, os tripomastigotas se
diferenciam em formas epimastigotas e, no final do tubo digestivo, parte destas formas se
diferencia em tripomastigotas metaciclicos, que s@o eliminados pelas fezes quando o inseto se

alimenta novamente, comeg¢ando assim um novo ciclo de infec¢ao (De Souza, 2002).
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Figura 3- O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no inseto vetor e no hospedeiro humano.
FONTE: Centro de Controle de Doencas (2010).

Como ja mencionado anteriormente, diversos aspectos deste parasita tém sido
amplamente estudados. Estes estudos sd@ao de fundamental importincia a fim de entender a
biologia destes organismos e auxiliar no caminho para o desenvolvimento de drogas para o

combate da doenca.

1.1.2 Trypanosoma brucei

O Trypanosoma brucei é o causador da Doenca do Sono, sua distribuicio ¢é
exclusivamente africana, devido ao fato da transmissdo depender de insetos do género Glossina
(tsé-tsé), que se encontram apenas na Africa (Matthews, 2005). Algumas espécies causam

doencas em animais selvagens e domésticos (tripanossomiase africana animal), dentre elas
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Trypanosoma brucei brucei. Em humanos, a espécie Trypanosoma brucei € a causadora da
tripanossomiase africana humana.

A doenca do sono é um problema sério que atinge 36 paises da Africa Subsaariana. No
inicio do século XX, grandes areas foram devastadas pela doenga. Mais recentemente, segundo
estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 1986 aproximadamente 70 milhdes de
pessoas vivivam em dreas de risco; e em 1998 entre 300.000 e 500.000 pessoas estavam
infectadas, mas apenas 40.000 casos haviam sido reportados. Atualmente, a OMS estima que
50.000 a 70.000 pessoas estejam infectadas (World Health Organization, 2010).

O ciclo de vida deste parasita serd descrito a seguir e pode ser visualizado na figura 4. O
parasita se instala na saliva da tse-tsé, sendo injetado quando estas fazem seu repasto sanguineo
em humanos. O tripomastigota de T.brucei nao invade as células (nem assume a forma de
amastigota), alimentando-se e multiplicando-se enquanto tripomastigota nos fluidos corporais
(incluindo sangue e fluido extracelular nos tecidos). A mosca € infectada quando se alimenta do
individuo contaminado. Por cerca de um més, o parasita assume vdrias formas (epimastigota
principalmente) enquanto se multiplica no corpo da mosca, invadindo finalmente as glandulas

salivares do inseto (Barret, 2003).
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Figura 4- Ciclo de vida do Trypanosoma brucei.
FONTE: Matthews (2005).
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Ap6s a picada, o parasita multiplica-se localmente durante cerca de 3 dias, desenvolvendo
um inchaco edematoso, denominado de cancro tripanossomico, que desaparece apds trés
semanas, em média. Depois disto, os parasitas multiplicam-se no sangue, escapando do sistema
imune do hospedeiro pelo processo de variagdo antigénica. Os sintomas iniciais cessam, mas 0s
parasitas adaptados ndo sdo afetados pelos anticorpos produzidos e multiplicam-se gerando nova
onda de parasitas e de sintomas. O resultado do processo de multiplicagdo, variacdo antigénica e
selecdo sdo ondas de sintomas agudos que vdo aumentado até evoluirem para os sintomas
cronicos (Barret, 2003). Mais tarde, o parasita invade o cérebro alterando o estado mental dos
individuos infectados, desenvolvendo os distirbios do sono, dai o nome da doenca.

Assim como no Trypanosoma cruzi, muitos estudos tém sido feitos para a compreensdo
de diferentes aspectos da biologia destes organismos. Contudo, cabe lembrar para os dois casos,
assim como também para a maldria, leishmanioses, cdlera, esquistossomose, entre outras, que 0s
estudos para estas doencas, consideradas negligenciadas, poderiam ser mais efetivos. E com isso,
os conhecimentos gerados poderiam fornecer as bases para o entendimento destes parasitas, das
doencas por eles causadas, colaborando para o controle destas parasitoses tdo importantes,

principalmente nos paises menos desenvolvidos.

1.2 REPLICACAO DO DNA

Durante o processo evolutivo, linhagens celulares foram estabelecidas em trés dominios:
bactérias, archaeas e eucariotos (Woese e Fox, 1977). Estes grupos diferem em diversos aspectos,
mas todos apresentam DNA dupla-fita e possuem a capacidade de replicar este material genético.
O mecanismo bdésico de duplicacdo do material genético € bem conservado, entretanto a
complexidade das proteinas envolvidas neste processo difere entre os diferentes organismos.

A complexidade das proteinas envolvidas no processo de replicagdo do DNA assegura
que em cada divis@o celular duas células filhas recebam uma perfeita cépia do material genético
presente na célula mae. Este evento pode ser compreendido em duas tarefas complexas: (a) o
material genético deve ser duplicado sem erros, delegdes ou duplicacdes. (b) Além disso, esta
copia deve ser perfeitamente segregada para as células filhas. A precisdo e eficiéncia deste

sistema s@o cruciais para a manuten¢do das espécies, e em organismos multicelulares ndo s6 sao
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necessdrias para a perpetuacio das espécies, bem como também para evitar danos permanentes,
como o cancer (Blow e Dutta, 2005).

De forma resumida, a duplicag@o ou a sintese de uma nova cadeia de DNA nas células, se
faz a partir de uma fita simples de DNA molde e da regra de pareamento de bases
complementares, de onde uma fita nova é gerada a partir do encadeamento dos nucleotideos da
fita molde. Os principais agentes envolvidos neste processo sdo enzimas especiais chamadas
polimerases. Essas enzimas encarregam-se de adicionar um a um, os nucleotideos a fita nova,
bastando que haja na sua extremidade 3’ um grupo hidroxil (OH) livre, onde € ligado o préximo
nucleotideo pelo seu grupo fosfato.

O processo descrito de forma simplificada acima é organizado em multiplos passos que
compreendem as etapas de iniciacdo, elongamento e reparo. O processo de iniciagdo €
caracterizado pela associagdo de uma série de proteinas ou complexos (maquinaria de pré-
replicacdo) a seqiiéncias de DNA denominadas origens de replicacdo. Os eventos relacionados ao
processo de iniciacao tém dois objetivos principais: (a) o licenciamento das origens de replicagao,
que ocorre no final da mitose e inicio de G1 e (b) a ativacido dos complexos de pré-replicagdo que
ocorrem na fase S do ciclo celular (fase de sintese), resultando na abertura da dupla-fita de DNA
permitindo sua duplicagdo, que efetivamente ocorre no processo de elongamento.

Ap6s a abertura da dupla-fita de DNA, inicia-se a fase de elongamento. Como primeiro
passo, a primase € recrutada para iniciar de fato a sintese da nova fita de DNA. Primeiramente ela
sintetiza um primer de RNA e a partir deste comega a sintese da nova molecula de DNA. Apés a
preparacdo do DNA pela primase e outras proteinas acessorias, a DNA polimerase o-primase €
substituida por outras DNA polimerases. A DNA polimerase € e a DNA polimerase 6 irdo
continuar a sintese da nova fita de DNA, sendo a primeira polimerase responsavel pela sintese da
fita continua (leading strand), e a segunda pela sintese da fita descontinua (lagging strand). Nesta
ultima etapa, hd formacdo dos fragmentos de okazaki que devem ser unidos para formacio de
uma unica molécula, para isso outra proteina inicia a degradacio do primer de RNA. Em seguida,

a DNA ligase ird promover a ligacdo entre os fragmentos de DNA (Garg e Burgers, 2005).
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1.3 INICIACAO: ORIGENS DE REPLICACAO E O COMPLEXO DE PRE-REPLICACAO

1.3.1 Origens de Replicaciao

Para que ocorra o processo de inicia¢do, a célula conta com dois elementos genéticos: (i)
uma regiao de DNA que funciona como origem de replicac@o e (ii) uma proteina, ou complexo
protéico, capaz de reconhecer esta regido como origem de replicacdo.

As origens de replicacdo sdo seqiiéncias especificas de DNA, que podem variar em
tamanho, em quantidade e seqiiéncias entre os organismos (Boulikas, 1996). Apesar de muito
distintas, as seqiiéncias ja descritas das origens de replicacdo apresentam regides ricas em bases
A e T, e pequenas seqiiéncias invertidas que podem formar estruturas que sao reconhecidas pelo
complexo de pré-replicacdo (Grabowski e Kelman, 2003).

Como o genoma dos eucariotos € muito grande, para que este seja replicado em curto
espaco de tempo sem perder a fidelidade da cdpia, vdrias origens de replicagdo nos cromossomos
sd0 necessdrias. Dentre os eucariotos apenas leveduras tem uma seqii€éncia especifica de DNA
conhecida para a origem de replicacdo, que foi denominada de Autonomous Replicating
Sequences — ARS.

Estas seqiiéncias, ARS, sdo regides nao-codificantes de DNA com cerca de 100-200pb de
comprimento. Esses sitios sdo acompanhados de uma seqiiéncia curta, altamente conservada e
essencial, denominada de elemento A ou ACS e motivos divergentes conhecidos como elementos
B (Bell, 2002).

A origem de replicacdo em bactérias também ja foi descrita. Estas apresentam uma tnica
origem de replicacdo por cromossomo, denominada de oriC. Em Escherichia coli, oriC estd
localizada entre os genes gldA e mioC. A regido de cerca de 250pb contém multiplas seqiiéncias
repetidas de 9pb denominadas de DNA Box (Fuller et al., 1984).

Outro grupo cujas origens estdo sendo identificadas € Archaea, um grupo que partilha
caracteristicas de bactérias e eucariotos. Os cromossomos de organismos deste grupo lembram os
de bactérias, sendo pequenos, circulares e com transcri¢do policistronica. Contudo, a maquinaria
de replicacdo e transcri¢do destes organismos estd mais relacionada com eucariotos do que com

bactérias (Kelman e Kelman, 2003).
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Em Archaea, seqiiéncias responsdveis pela origem de replicacdo ja estdo descritas. Existe
uma origem de replicacdo adjacente ao gene da proteina Orcl/Cdc6 em Pyrococcus abyssi
(Myllikallio et al., 2000; Matsunaga et al., 2001). Outros géneros de Archaea apresentam até trés
origens de replicacdo em um simples cromossomo, sendo duas origens associadas ao gene da
proteina Orc1/Cdc6 (Lundgren et al., 2004; Robinson et al., 2004). A indicacdo de multiplas
origens de replicacdo aumenta a complexidade da coordenagdo da replicagao.

As origens de replicacdo em Archaea contém elementos repetitivos, denominados ORBS
(Robinson et al., 2004), que funcionam como sitios de ligacao da proteina Orc1/Cdc6. As ORBS
diferem na seqiiéncia de cada origem de replicacdo e esta diferenca também define a afinidade de

ligacdo a Orc1/Cdcé6.

1.3.2 O complexo de pré-replicacio

Conforme mencionado anteriormente nesta tese, a replicacio do DNA em procariontes e
eucariontes tem inicio com a formagdo de complexos de nucleoproteinas altamente organizadas
nas origens de replicacdo (Bell, 2002; Stillman, 2005). Em eucariontes, este complexo &
denominado complexo de pré-replicagdo (Newlon, 1997). Esta maquinaria é muito importante,
pois seleciona no DNA as regides onde a replicacdo ird comegar e recruta, para estas regioes, as
proteinas que de fato atuardo no processo de duplicagdo das fitas do DNA (Bell e Dutta, 2002).

Em eucariotos, esta maquinaria é formada por um complexo denominado ORC (complexo
de reconhecimento da origem de replicagdo), formado por seis subunidades denominadas Orci.6
(Bell e Stillman, 2002; Diffley, 2001). Este complexo reconhece as origens de replicagdo e
possibilita entdo o recrutamento das outras proteinas do complexo (Bell e Dutta, 2002). Quando
ORC interage com DNA, passa também a interagir com a proteina Cdc6 (cell division cycle), que
juntamente com ORC recruta a proteina Cdtl. Finalmente, ORC, Cdc6 e Cdtl recrutam o
complexo MCM (complexo de manuten¢gdo do mini-cromossomo), formado por seis
subunidades, Mcm, 7, que apresenta atividade de helicase, sendo fundamental para a duplicag¢do
do material genético (Figura 5, por Labib e Diffley, 2001). Apds a formacao deste complexo nas
origens, estas se tornam licenciadas. A posterior ligacao de fatores regulatérios e componentes da
forquilha de replicagdo ao DNA vao permitir a abertura da dupla fita. A DNA polimerase € entdo

recrutada e as forquilhas de replicacdo sdo efetivamente estabelecidas.
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o ol ATP ADP A
Cdct

Mcmi2-T = Associated

Figura 5 — Modelo de reconhecimento da origem de replica¢do e recrutamento do complexo
de pré-replicacdo.
FONTE: Labib e Diffley (2001).
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1.4 ASPECTOS ESTRUTURAIS DOS COMPONENTES DA MAQUINARIA DE PRE-
REPLICACAO.

1.4.1 O complexo ORC e a proteina Cdc6

O complexo ORC foi primeiramente purificado de extratos de S.cerevisiae que
especificamente ligava um fragmento de DNA contendo as origens de replicacdo (Bell e
Stillman, 1992). Em leveduras, ORC (413 KDa) é um heterohexamero que consiste de seis
proteinas nomeadas em ordem decrescente devido a suas massas relativas: Orcl (120KDa), Orc2
(72KDa), Orc3 (62KDa), Orc4 (56KDa), Orc5 (53KDa) e Orc6 (50KDa).

Ort6logos de Orcy.5 foram identificados em organismos diversos (Duncker et al., 2009),
sugerindo que estes genes existam em todos os eucariotos. Além dos ortdlogos das subunidades
de ORC, proteinas semelhantes a Orcl tém sido amplamente descritas em espécies de eucariotos.
A mais notdvel destas € a proteina Cdc6, que é também um componente da maquinaria de pré-
replicacdo. Orcl é entdo mais relacionada com Cdc6 do que com qualquer outro componente do
complexo ORC (Duncker et al., 2009).

Dentre as subunidades do complexo ORC, Orcl, Orc4 e Orc5 sdo classificadas como
membros da familia AAA+ (Neuwald et al., 1999). A familia AAA+ corresponde a uma série de
proteinas que apresentam atividade de ATPase e participam de vdrias atividades celulares
(Neuwald et al., 1999). Este dominio AAA+ compreende os motivos Walker A e Walker B e as
regides denominadas sensor I e II. Estas regides sdo caracteristicas de proteinas que atuam como
“Clamp-loaders”, proteinas que de maneira dependente de ATP formam um anel que envolve o
DNA.

Os motivos Walker A e B e as regides sensor I e II sdo os responsaveis pela ligacdo e
hidrélise de ATP (Neuwald et al., 1999). A ligacdo e a hidrélise do ATP resultam na mudanca
conformacional do complexo, facilitando o recrutamento seriado que existe durante o
agrupamento do complexo de pré-replicacdo nas origens (Erzberger e Berger, 2006).

Além do dominio AAA+, Orcs, com exce¢dao de Orc6, apresentam 1 ou 2 dominios de
ligacdo ao DNA (“dominio WH — winged helix”) (Duncker et al., 2009; Chen et al., 2007). As
proteinas Orc2 e Orc4 também apresentam outras regides que interagem com o DNA, como as

regides que ligam seqiiéncias ricas em AT (Duncker et al., 2009).
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A proteina Cdc6 (58 KDa em S. cerevisiae) foi originalmente isolada em mutantes
termosensiveis de Cdc em S.cerevisiae e foi classificada como sendo participante do inicio da
replicagdo (Hartwell, 1976). Cdc6 estd muito relacionada com a proteina Orcl e apresenta o
dominio AAA+, com os motivos Walker A e Walker B e as regides sensor I e II (Duncker et al.,
2009). Assim como Orcl, Cdc6 apresenta uma intrinseca atividade de ATPase in vitro (Speck e

Stillman, 2007).

Na figura 6 é possivel encontrar o esquema estrutural das proteinas do complexo ORC e

da proteina Cdc6.
AAA+ WH
Orel BAH 914
WA WB S1AF S2
AAA: like WH
Orc2 — 620
AT hook
AAA+ like WH

Ore3 i ————————— 616

Orct | — 529

WA WB S1AF 52
AAA+ WH WH

Ore5 h 479

WA WB S1AF 52
AAA+ WH

Cdcb * 513

WA WBS1AF 52

Figura 6-  Esquema estrutural das proteinas do complexo ORC e da proteina Cdc6 de S. cerevisiae.
Os totais de aminoécidos sdo descritos ao término de cada estrutura. Os dominios BAH
(Dominio exclusivo de Orcl que interage com a proteina Sir, envolvida em silenciamento
em S.cerevisiae), AAA+ e WH estdo demonstrados na figura.
FONTE: Kawakami e Katayama (2010).
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14.2 CDT1

A funcdo principal da proteina Cdtl € recrutar o complexo MCM para as origens
(Nishitani et al., 2000). A estrutura de Cdtl pode ser divida em trés partes: uma regio varidvel
no N-terminal que liga DNA, uma regido mediana que liga a proteina geminina, sua principal
moduladora em metazodrios (Lee et al., 2004). E outra regido no C-terminal que liga o complexo
MCM e parece ser essencial para o licenciamento das origens (Lee et al., 2004).

Esta regido no C-terminal da proteina apresenta o dominio WH (winged helix) que para as
outras proteinas do complexo serve para a associagdo com o0 DNA, no caso da proteina Cdtl este
dominio parece estar relacionado com a interagdo da proteina com o complexo MCM

(Khayrutdinov et al., 2009).

1.4.3 O Complexo MCM

O recrutamento do complexo MCM para as origens parece ser o objetivo da formacao do
complexo de pré-replicagdo (Costa e Onesti, 2009). O complexo MCM ¢ formado por seis
subunidades e foi originalmente descoberto e nomeado como fator que suporta a manutencao do
minicromosomo em leveduras (Forsburg, 2004).

Todos os genomas de eucariotos possuem pelo menos seis pardlogos do complexo MCM
(Mcm,;7) (Costa e Onesti, 2009). Estas proteinas apresentam uma conservacdo estrutural que
permite dividi-las em trés dominios (Costa e Onesti, 2009). A regido N-terminal mostra um baixo
grau de conservagdo, jd o “core”, que é a regido central apresenta o dominio AAA+, que é
responsavel pela regido catalitica.  Na regido C-terminal das proteinas do complexo MCM ¢é
possivel encontrar nos eucariotos uma regido hidrofébica, que é compativel com o dominio WH
encontrado na regido C-terminal das proteinas MCM, encontradas em Archaea (Aravind e
Koonin, 1999).

Apesar de individualmente cada subunidade apresentar estes dominios indispensadveis
para a atividade do complexo, estudos tém demonstrado a funcdo coordenada das subunidades na
estrutura do complexo (Bell e Dutta, 2002). Mutacdes em cada um dos putativos locais de ligacao
de ATP em todas as subunidades do complexo reduzem drasticamente a atividade, indicando que

esta atividade € coordenada pelas seis subunidades do complexo (Bell e Dutta, 2002).
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De forma mais detalhada em leveduras, o complexo MCM intacto apresenta uma robusta
atividade de ATPase. A formacdo de um sub-complexo MCM 4,6,7 apresenta baixa atividade de
ATPase. J4 o sub-complexo MCM 2,3.5 isolado ndo apresenta atividade de ATPase. Entretanto,
quando ocorre a adi¢do destes sub-complexos de modo a restaurar o completo nativo (Mcm ,.7), a
atividade de ATPase também € restaurada (Bell e Dutta, 2002).

Quanto a atividade de helicase predita para este complexo, estudos t€m sido feitos de
modo a demonstrar estas atividades em diferentes organismos, entretanto muito pouco se sabe.
Um andlogo da proteina de eucariotos em Archaea, Methanobacterium thermoautorophicum
apresenta uma robusta atividade de helicase (Chong et al., 2000). J4 em camundongos, assim
como em S. pombe somente o sub-complexo MCM 4,6,7 isolado apresenta atividade de helicase

(Bell e Dutta, 2002).

1.5 O RECRUTAMENTO DA MAQUINARIA DE PRE-REPLICACAO EM DIFERENTES
ORGANISMOS

1.5.1 Leveduras

O primeiro passo no processo de inicio da replicacdo é a ligacdo de ORC as origens de
replicagdo. A ligacdo de ORC e outros fatores modula a estrutura da cromatina de tal forma que
esta consegue se tornar apta para a continuidade da replicacio (Lipford e Bell, 2001).

O complexo ORC possui a capacidade de ligar-se a DNA dupla-fita ou DNA simples-fita,
mas exibe diferentes propriedades nestas diferentes condi¢Oes. Nesta primeira etapa, estudos
demonstraram a requisi¢do de ATP para o reconhecimento da origem por ORC (Lei e Tye, 2009).
A ligacdo de ORC a dupla-fita € especifica e inibe a atividade de ATPase deste complexo. Ao
contrério disto, a ligacdo de ORC a seqii€ncia ndo especifica simples-fita estimula sua atividade
de ATPase (Lei e Tye, 2009). Andlises de microscopia eletronica mostram que ORC alterna sua
conformacgdo quando ligada a dupla-fita ou simples-fita de DNA (Lee et al., 2000). Resumindo
entdo o mecanismo, a alta atividade de ATPase de ORC faz com que esta ndo tenha uma
interacdo estdvel com DNA. Diante da seqiiéncia especifica da origem de replicagdo, ORC inibe

sua atividade de ATPase, muda sua conformacao e passa a interagir com Cdc6 (Lei e Tye, 2009).
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A interagdo e a estabilidade da ligagdo ORC-Cdc6-DNA também € regulada, neste caso,
pela atividade de ATPase de Cdc6, que € alta na presenca de DNA inespecifico, desestabilizando
o complexo (Speck e Stillman, 2007). Assim, tanto a atividade de ATPase de ORC quanto de
Cdc6 atuam na selecdo de origens especificas de replicagdo. Em um segundo momento, a
formacdo do complexo ORC-Cdc6-DNA permite tal configuracdo que a proteina Orc6 presente
no complexo ORC passa a interagir com a proteina Cdtl (Chen et al., 2007).

ORC, Cdc6 e Cdtl sdo agora capazes de interagir com o complexo MCM. Nesta etapa, a
baixa hidrdlise de ATP por Cdc6 que servia para estabilizar a interacdo ORC-Cdc6- DNA, ¢é
também requerida para o carreamento do complexo MCM para as origens (Evrin et al., 2009).
Ap6s o carreamento do complexo MCM para as origens, a hidrélise de ATP por Orcl possibilita
ao complexo MCM interagir diretamente com o DNA (Randell et al., 2006).

A maneira como o complexo MCM se associa com as origens de replicagdo ainda nao
estd muito clara. Com base na similaridade da proteina Cdc6 com a proteina “Clamp-Loader”
PCNA (Koonin, 1993), acredita-se que Cdc6 facilite topologicamente a ligagdo do complexo
MCM com o DNA, capacitando MCM a envolver o DNA como um anel hexamérico (Lee e Bell,
2000).

Embora a presenga destas proteinas (ORC, Cdc6 e Cdtl) sejam pré-requisitos para a
presenca do complexo MCM nas origens, na etapa final, que precede a ativac@o da origem, nao é
necessdria a manutencdo destas proteinas. Neste ponto, a dissociagdo destas, ORC, Cdc6 e Cdtl
das origens também requer a hidrélise de ATP (Tsakraklides e Bell, 2010).

O que deve ser ressaltado a respeito do processo acima descrito é que tanto o dominio
AAA+ (relacionado a participacdo do ATP), quanto o dominio WH (interacio com o DNA) de
ORC, Cdc6 e MCM tém participagdo ativa em todo o processo. Entretanto, ndo estdo muito
definidas ainda as contribui¢des de cada dominio para o papel funcional da maquinaria de pré-

replicacdo (Tsakraklides e Bell, 2010).

1.5.2 Metazoarios

Em metazodrios, um dos primeiros eventos que ocorre, similar aos outros organismos, no

que diz respeito a replicacdo do DNA, € a ligacdo do complexo ORC, composto por Orc1-Orc6,

ao DNA, que recruta seguidamente as proteinas Cdc6 e Cdtl. O carreamento do complexo MCM
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as origens provavelmente envolve a abertura do anel do complexo MCM de modo a envolver o
DNA.

Assim como em leveduras, as proteinas do complexo ORC, Cdc6 e Cdtl sdo necessdrias
somente para o carreamento do complexo MCM as origens. Depois disto, uma vez o complexo
MCM associado as origens, estas proteinas ndo sdo necessdarias, sendo reguladas de modo a ndo
ativarem novas origens (Donovan et al., 1997; Rowles et al., 1999).

Em metazodrios, assim como em leveduras, cerca de 14 proteinas que participam do
complexo de pré-replicagdo, isto incui todas as proteinas dos complexos ORC e MCM,
apresentam motivos consenso para a ligacdo de nucleotideos. A ligacdo e hidrélise de
nucleotideos, que deve prover energia necessaria para acomodagdo do complexo nas origens, tém
se mostrado indispensdveis ndo s6 em metazodrios como em todos os outros organismos (Blow e
Dutta, 2005).

A proteina Cdtl ndo apresenta atividade de ATPase, entretanto o papel de “clamp loader”
das proteinas da maquinaria s6 € alcancado quando Cdc6 j4 encontra-se junto a ORC e quando
Cdtl carreia o complexo MCM. Somente nos metazodrios, um importante inibidor de Cdtl &
encontrado, a proteina Geminina que se liga diretamente a proteina Cdtl e impede a interacao

desta com o complexo MCM (Tada et al., 2001).

1.5.3 Archaea

Archaea sdo organismos unicelulares, que, embora procariotos, possuem muita
semelhanc¢a em relagdo a maquinaria de replicacdo, transcri¢do, traducdo, recombinacdo e reparo
de eucariotos (Lundgren e Bernander, 2005). Nesta linhagem evolutiva o nimero de origens de
replicacdo varia entre as espécies, podendo haver apenas uma origem ou varias (Robinson e Bell,
2005).

Em Archaea ndo existem 6 polipeptideos diferentes de Orc para formar o complexo Orc
Ao contrdrio, estes organismos expressam uma Unica proteina similar tanto a Orc1 quanto a Cdc6
(De FM et al., 2003, 2004a, 2004b, 2006; Pucci et al., 2007). O papel funcional desta proteina
denominada de Orcl/Cdc6 ja foi demonstrado, uma vez que ela associa-se ao DNA em
sequéncias especificas, apresenta atividade de ATPase e interage com o complexo MCM

(Grainge et al., 2003).
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As estruturas tridimensionais de Orc1/Cdc6 de duas espécies de Archaeas demonstraram a
presenca dos dominios AAA™ ATPase e winged helix (WH), que sdo conservados em Orcl e
Cdc6 (Singleton et al., 2004).

Diferente dos eucariotos, a maioria dos representantes de Archaea expressa apenas um
polipeptidio de MCM que forma um homomultimero (Chong et al., 2000; Kelman et al., 1999;
Schechter et al., 2000). Até o ano de 2007, nenhuma proteina havia sido encontrada com
similaridade a proteina Cdtl nestes organismos. Robinson e Bell (2007) demonstraram a presenca
de uma proteina, denominada WHIP (winged-helix initiator protein), que pode ter a funcio de

Cdt] nestes organismos (dados ainda ndo demonstrados na literatura).

1.6 CONTROLE DA RE-REPLICACAO SOBRE OS COMPONENTES DA MAQUINARIA
DE PRE-REPLICACAO

A ligacdo do complexo de pré-replicacdo as origens de replicacdo (licenciamento das
origens) ocorre na fase G1 do ciclo celular. Para garantir que esta interagdo nao ocorra fora do
periodo de licenciamento em G1, e assim garantir uma unica replicacio do DNA em cada ciclo
celular, é importante que a capacidade de licenciar novas origens de replicacio seja bloqueada
antes de entrar na fase S do ciclo celular. Como ORC, Cdc6 e Cdtl sdo requeridas para carrear o
complexo MCM, mas ndo sdo requeridas para a continua associacdo do mesmo, controlar a
atividade destas proteinas durante o ciclo celular € uma forma de prevenir a re-replicacao.

Estudos em leveduras tém indicado que a atividade de kinases dependentes de ciclinas
(CDK5s) nas fases G2 e S sdo necessdrias para controlar a re-replicacio. Baixos niveis de CDK no
inicio do ciclo celular (G1) permitem o licenciamento das origens e altos niveis de CDK no fim
da fase G1 leva a inibicao de novos licenciamentos (Diffley, 1996).

Em leveduras, a funcdo de CDK parece redundante para prevenir a re-replicacdo, porque
além do controle que existe em funcdo dos niveis de CDK acima descritos, que vao ter atuagao
em certas proteinas, as CDKs também apresentam como alvos as proteinas da maquinaria de pré-
replicagdo. Um dos principais substratos da regulagdo de CDK € a proteina Cdc6, que € alvo para
degradacdo seguida de fosforilacio por CDK na transicdo G1-S. A expressdo da proteina Cdc6

também € regulada, alcancando concentragdo médxima na transicdo M-G1 (Blow e Dutta, 2005).



23

Em relacdo ao complexo ORC, este parece sofrer acdo de CDKs também, via fosforilacao.
Em leveduras as CDKs sdo diretamente recrutadas as origens, onde o complexo ORC se
encontra. L4 elas atuam sobre o complexo ORC de modo a manté-lo em um estado inativo
durante as fases S e G2 (Nguyen et al., 2001; Vas et al., 2001; Wuarin et al., 2002).

Em relagdo a proteina Cdtl, os niveis desta proteina no final da mitose e inicio de G1
também sdo controlados via CDKs, da mesma forma como com as proteinas Cdc6. Além disso,
parece haver exportacdo das proteinas Cdtl e MCM durante as fases S, G2 e mitose (Labib et al.,
1999).

Em metazodrios existem evidéncias do papel das CDKs sobre o controle da re-replicacao,
contudo, o papel das CDKs em inibir o licenciamento das origens ¢ menos claro do que em
leveduras (Blow e Dutta, 2005). O complexo ORC de mamiferos € um complexo muito 1abil. A
proteina Orc 1 é marcada para degradacio no inicio da fase S ou em sua progressao, via atividade
das proteinas CDKs.

A proteina Cdc6 destes organismos parece ficar ligada ao DNA durante todo o ciclo,
entretanto, quando os niveis de Cdc6 estao mais altos, esta € exportada do niicleo na fase S.

O grande controle em metazodrios estd sobre regulacdo da proteina Cdtl, via degradagao
no final de G1 e no inicio da fase S por um processo que depende da atividade de uma classe de
ubiquitina-ligases (Nishitani et al., 2001; Li et al., 2003).

Em particular, nestes organismos, a proteina Cdtl € inibida por uma proteina denominada
Geminina. A intera¢do de Cdtl com a proteina Geminina nas fases G2 e M estabilizam a proteina
de modo que esta fica protegida da degradacdo mediada por ubiquitinas.

A atividade da proteina Geminina também estd sob regulacdo, no final da mitose, por
protedlise ou por inativagdo via CDKs, que a impede de ligar-se a Cdtl, permitindo assim a
formagado do complexo de pré-replicag@o no inicio de G1 (Blow e Dutta, 2005).

Na figura 7, pode-se ver um resumo das diferentes formas de controle sofrido pelos

componentes da maquinaria de pré-replicacao em leveduras e metazodrios.
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Cdc6 degraded fNNNNGUCONNNN Cdcb degraded

mitosis G1 Sphase | G2/mitosis

B metazoans
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Figura 7 — Regulacio no ciclo celular dos componentes do complexo de
pré-replicacdo em leveduras e metazodrios.
FONTE: Blow e Dutta (2005).
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A presenga de uma unica proteina agindo como Orcl e Cdc6 coloca os tripanosomas

muito proximos a eubactérias e Archaea, que possuem uma Unica proteina para reconhecer as

origens de replicacdo no DNA e agrupar toda a maquinaria de pré-replica¢do antes do inicio da

replicacdo (figura 43).

Tem sido especulado que eucariotos tenham seis proteinas essenciais (complexo ORC)

para realizar a funcdo de reconhecer a origem de replicacdo, porque a regulagdo temporal do

inicio da replicacdo do DNA através da fase S deve requerer mais coordenacdo dentro da

progressdo do ciclo celular do que em bactérias e Archaea (Stillman, 2005). Contudo, os

resultados obtidos nestes estudos mostram que os tripanossomas, que sao eucariotos e devem

dispor de mecanismos para controlar a replicagdo e garantir a correta segregacdo dos

cromossomos, contém somente uma proteina para recrutar a maquinaria de pré-replicagao.
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Figura 43-

Leveduras e metazoarios

Archaea

Tripanossomas

Complexidade da maquinaria de pré-replicagcdo. Leveduras e metazodrios (A), Archaea

(B) e Tripanossomas (C).
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Perspectivas futuras colocam os tripanossomas como 6timos modelos para entender a
transicdo de uma célula com um cromossomo, sem nicleo individualizado, com uma proteina
para dar inicio a todo processo de replicacdo para organismos contendo uma célula com muitos
cromossomos, um nucleo individualizado e um complexo de multiproteinas para dar inicio a

replicagdo.
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