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RESUMO

MARIN, P. A. “Analise dos mecanismos de checkpoint e reparo de DNA em
Trypanosoma brucei em resposta a quebras de DNA”. Tese (Doutorado em Biologia
da Relagao Patogeno-Hospedeiro) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019.

A tripanossomiase humana africana (HAT) e uma doencga transmitida pela mosca tsé-
tsé infectada com parasitas da espécie Trypanosoma brucei. Embora na atualidade
essa doenga seja considerada como um problema de saude publica, ndo existe nem
vacina nem uma droga recomendada disponivel para prevenir a HAT. Assim, o
controle do vetor e o tratamento dos pacientes sao as unicas ferramentas disponiveis
para combater esta doencga. O tratamento com drogas de primeira linha, para as fases
aguda e cronica da doenga, incluem a quimioterapia com agentes que geram efeitos
colaterais graves, como a suramina, pentamidina, melarsoprol e eflornitina.
Recentemente, uma abordagem alternativa no tratamento da HAT inclui considerar o
parasita T. brucei como uma “célula tumoral do sangue”, ja que este compartilha com
as células cancerigenas do sangue algumas propriedades como: a natureza
eucariodtica, o nicho na corrente sanguinea e a alta taxa de proliferacdo. Tais
caracteristicas devem permitir modelar o tratamento da HAT mediante o uso de
ferramentas que incluam o emprego rotineiro de inibidores dos mecanismos de
controle do ciclo celular. Neste sentido, a compreensdo dos mecanismos envolvidos
no controle do ciclo celular do parasita pode contribuir de maneira significativa para o
desenvolvimento de terapias anti-tripanossomas. Neste trabalho nds analisamos os
mecanismos moleculares envolvidos no processo de checkpoint e reparo de DNA do
T. brucei em resposta a quebras de dupla fita de DNA (DSBs). Apés tratamento com
IR, o T. brucei ativa pontos de checkpoint para interromper o ciclo celular coordenados
pelas quinases tripanosomais PI3KKs (Principalmente ATM e ATR). Essa resposta &
dependente da fase do ciclo celular do parasita durante o dano. Apés DSBs, ATM
mostrou ter um papel principal controlando a transi¢do G1-S e intra-S do ciclo celular,
enquanto a ATR exibe fungbes essenciais no checkpoint intra-S, bem como na
passagem dos parasitas nas fases G2-M apos dano e um papel discreto na passagem
pela transicdo G1-S. Também foi observado que durante as fases lateS/G2, apés
danos no DNA, o marcador de cromatina gH2A é fosforilado enquanto a maquinaria
HR é sequencialmente recrutada para o DNA, desencadeando o reparo das DSBs via
RADS1 em aproximadamente 6 h, sob a regulacdo da quinase ATR. Nossos dados



sugerem que esse mecanismo foi ausente nas fases G1/earlyS onde nds sugerimos
um mecanismo independente das proteinas da via HR atuando no conserto das DSBs
que leva mais de 6 h para ocorrer. Finalmente, n6s mostramos que a pentamidina,
droga de primeira linha usada no tratamento da HAT aguda, gera quebras de DNA e
ativa uma via que fosforila o marcador de DSBs, gH2A. Usando inibidores das
quinases ATM e/ou ATR nés observamos a sensibilizagao dos parasitas frente a droga
evidenciada pela maior detecgdo de DSB. Juntos, esses dados mostram que o
conhecimento do ciclo celular em tripanossomas, bem como do modo de ag¢ao de
drogas, pode levar ao desenvolvimento de terapias combinatérias que devem auxiliar

no controle das doengas causadas por estes parasitas.

Palavras-chave: Ciclo celular. Quebras de dupla fita de DNA. Chekpoint intra-S.

Recombinagdo homologa. Pentamidina. Trypanosoma brucei.



ABSTRACT

MARIN, P. A. “Analysis of checkpoint and DNA repair mechanisms in Trypanosoma
brucei in response to DNA breaks”. Thesis (Biology of Host-Pathogen Interaction) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2019.

Human African Trypanosomiasis (HAT) is a disease transmitted by the tsetse fly
infected with parasites of the species Trypanosoma brucei. Although this disease is
currently considered as a public health problem, there is neither a vaccine nor a drug
available to prevent HAT. Therefore, the control of the vector and the treatment of
patients are the only tools available to combat this disease. When untreated, the
disease can be lethal leading to death within a few months. Treatment with first-line
drugs, for the acute and chronic phases of the disease, includes chemotherapy with
agents that generate serious side effects, such as suramin, pentamidine, melarsoprol,
and eflornithine. Recently, an alternative approach in the treatment of HAT includes
considering the parasite T. brucei as a "blood tumor cell', since it shares some
properties with blood cancer cells, such as the eukaryotic nature, the niche in the
bloodstream and a high proliferation rate. These properties should allow modeling the
treatment of HAT by using tools including routine usage of inhibitors against the control
mechanism of the cell cycle. In this sense, the understanding of the mechanisms
involved in the control of the parasite cell cycle can contribute significantly to the
development of anti-trypanosomes therapies. In this work, we analyzed the molecular
mechanisms involved in the process of checkpoint and DNA repair of T. brucei in
response to double DNA strand-breaks (DSBs). After ionizing radiation (IR) treatment,
T. brucei activates checkpoint pathways coordinated by the tripanosomal PI3KKs
kinases (especially ATM and ATR). This response is dependent on the cell cycle
phases of the parasite during the DNA damage. After DSBs, ATM showed to have a
main role controlling the G1/S and intra-S transition of the cell cycle, while ATR exhibits
essential functions at intra-S checkpoint, as well as in the passage of parasites into
G2/M phases after damage, but discrete role in G1/S transition. Adittional, during the
late S/G2 phases, after DNA damage, the gH2A chromatin marker is phosphorylated
and the homologous recombination (HR) machinery is sequentially recruited for DNA,
triggering the repair of the DSBs via RAD51 in approximately 6 h, under the regulation
of the ATR kinase. Our results suggest that this mechanism is absent in the G1/early
S phases and our hypothesis is that an HR-independent mechanism acts in the repair



of DSBs taking more than 6 h to be completed. Finally, we showed that Pentamidine,
a first-line drug used in the treatment of acute HAT, generates DNA breaks and
activates a signaling pathway that phosphorylates gH2A. Using ATM and/or ATR
kinase inhibitors, we observed the sensitization of parasites against the drug,
evidenced by the greater detection of DSBs. Together, these data show that the
knowledge of the cell cycle in trypanosomes, as well as the mode of action of drugs,
can lead to the development of combined therapies that should assist in the control of
diseases caused by these parasites.

Key-words: Cell cycle. Double stranded breaks DNA. Intra-S checkpoint. Homologous

recombination. Pentamidine. Trypanosoma brucei.
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1 INTRODUGAO

A tripanossomiase humana africana (HAT), também conhecida como doenga do
sono, é uma doenga parasitaria transmitida por um vetor infectado com parasitas
protozoarios pertencentes ao género Trypanosoma. A doenga é transmitida ao
hospedeiro humano pelas picadas da mosca tsé-tsé do género Glossina genus (1).
Dependendo do parasita envolvido, a HAT pode assumir duas formas (Figura 1.1): i)
a HAT rodesiana, que é causada pela espécie Trypanosoma brucei rhodesiense
relatada em 12 paises da Africa sul e oriental. Este tipo é a forma mais virulenta da
doenca, € zoondtica e rara. Esta forma representa menos de 3% dos casos notificados
e, quando nao tratada, as mortes dos pacientes ocorrem com frequéncia dentro de
alguns meses (2); e ii) a HAT gambiana que é causada pela espécie Trypanosoma
brucei gambiense relatada em 24 paises da Africa ocidental e central. Atualmente,
responde por 97% dos casos e apresenta longa laténcia e cronicidade, tornando-se o
principal reservatorio e agente de transmissao dentro do ciclo de vida do parasita (3-
5).

[ Trypanosoma brucei gambiense
[ Trypanosoma brucei rhodesiense

Figura 1.1- Diagrama representativo da distribuicdo das espécies de Trypanosoma brucei
gambiense e Trypanosoma brucei rodhesiense na Africa sub-sahariana (6).
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A doengca HAT tem dois estagios clinicos: i) estagio sistémico inicial
hemolinfatico e ii) a fase caracterizada pela invaséo do cérebro por parasitas atingindo
o sistema nervoso central (CNS). Esse estagio encefalico envolve disturbios
sensoriais, motores e psiquiatricos, com alteracbes do sono representando as
manifestagbes mais tipicas. Infelizmente, ndo existe nem vacina nem uma droga
recomendada disponivel para prevenir qualquer tripanossomiase africana (ocidental
ou oriental) (7). Assim, o controle do vetor e o tratamento dos pacientes s&o as unicas
ferramentas disponiveis para combater esta doencga.

Ambas as formas de HAT sado invariavelmente fatais sem intervencao
quimioterapéutica. Até o momento, apenas quatro medicamentos, suramina,
pentamidina, melarsoprol e eflornitina, sao licenciados para o tratamento da HAT e a
sua eficacia depende de a infecgéo ter atingido o estagio CNS ou permanecer no
estagio inicial hemolinfatico (8,9). O diagndstico é frequentemente tardio, revelando
infeccdo avangada por tripanossomas no CNS (10). Nestes casos, a eflornitina (em
combinagao com nifurtimox) & a terapia mais segura (11) e com maior disponibilidade
nos ultimos anos (12). No entanto, o altamente toxico melaminofenil arsenical-
melarsoprol ainda € usado pela falta de eficacia da eflornitina contra T. b. rhodesiense
(13) e devido ao alto custo e a dificuldade da administragdo para uso contra T. b.
gambiense. A HAT gambiana em estagio inicial é tratada com pentamidina, uma
diamidina aromatica. A pentamidina esta em uso desde 1940 por meio de inje¢des
intramusculares. Embora a pentamidina seja relativamente bem tolerada pela maioria
dos pacientes, devido a sua toxicidade seletiva contra os parasitas, ha alguns efeitos
colaterais relatados, incluindo: hipotenséo, hipoglicemia e nefrotoxicidade. Efeitos
colaterais mais raros e graves também foram relatados, como fun¢des pancreaticas e
hepaticas altamente anormais e casos da sindrome de Stevens-Johnson
potencialmente fatal (8).

O T. brucei compartilha com células cancerigenas algumas propriedades como
a natureza eucariotica, o nicho na corrente sanguinea e a alta taxa de proliferagao. O
tratamento contra células tumorais emprega rotineiramente inibidores do ciclo celular,
cujas agdes exploram a taxa relativamente alta de divisdo de células malignas,
impactando diferencialmente as células neoplasicas dos tecidos do hospedeiro (14-
16). Neste sentido, a compreens&o dos mecanismos envolvidos no controle do ciclo
celular de T. brucei pode contribuir de maneira significativa para o desenvolvimento

de terapias anti-tripanossomas.
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1.1 Ciclo celular eucarionte

Numa célula eucarionte, a funcdo mais basica do ciclo celular € duplicar a vasta
quantidade de DNA nos cromossomos e entdo segregar as copias precisamente em
duas células filhas geneticamente idénticas. O ciclo celular € composto por quatro
fases subsequentes: G1 (Gap1), S (Sintese de DNA), G2 (Gap2) e mitose (M) (17,18).
Células diferenciadas estdo geralmente em um estado sem divisdo, conhecido como
fase quiescente ou GO. As células quiescentes devem receber um sinal de
crescimento para sair da fase GO e re-entrar de novo no ciclo celular. A ligagcéo de
fatores externos como mitdbgenos nos seus receptores da superficie celular podem
ativar as vias de sinalizagdo, como por exemplo a proteina Ras/ativada por mitdgeno,
que desempenha um papel importante na entrada da célula na fase G1 (19-21).

1.2 Mecanismos que controlam o ciclo celular eucarionte

A progressédo de uma ceélula no ciclo celular é regida pela agao de diferentes
combinagdes de ciclinas-CDKs (cyclin dependent kinase). As CDKs sao uma familia
de serina/treonina proteinas quinases que sao ativadas em pontos especificos durante
o ciclo celular. Existem cinco CDKs que foram associadas com a progressao do ciclo
celular em células de mamiferos: CDKs 4 e 6, que estdo ativas durante a fase inicial
da fase G1; CDK2, ativa no final da fase G1 e S; CDK1, que ¢é ativa durante as fases
G2 e M; e CDK7, que atua em conjunto com ciclina H como uma quinase de ativagao
de CDK (CAK). A atividade das CDKs é altamente regulada e requer a expressao de
ciclinas de ativacao e a fosforilacdo do complexo ciclina-CDK. A expressao das CDKs
permanece constante ao longo do ciclo celular, porém os niveis de ciclina aumentam
e diminuem dependendo da fase do ciclo celular, permitindo que as ciclinas ativem
periodicamente as CDKs (Figura 1.2) (22). A atividade completa das CDKs depende
da expressao da ciclina especifica e da ligagdo a CDK, bem como da fosforilagado de
CDK pelo complexo ciclina H-CDK7, também conhecido como o CAK. A fosforilagdo
das CDKs por parte de CAK ocorre nos residuos de treonina conservada e induz
alteragdes conformacionais, que podem melhorar a ligagdo de ciclinas para regular
ainda mais a atividade de CDKs. O ciclo celular também é controlado por reguladores
negativos; estes inibem a atividade das CDKs e sédo referidos como inibidores da CDK,
ou CKis (22).
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Figura 1.2- Modelo de controle do ciclo celular mediado por ciclinas. A atividade da quinase
dependente da ciclina (CDK) é mostrada ao longo das diferentes fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M)
(23).

1.2.1Entrada em G1 e Transicdo G1/S

A progressédo através da fase G1 do ciclo celular envolve uma regulagdo
coordenada dos complexos ciclina-CDK e reguladores transicionais chaves. Nessa
fase, as ciclinas tipo D sao sintetizadas enquanto esta presente o estimulo mitégeno
ou fator de crescimento (24) e ligam-se a CDK4 e CDKG6 que sdo necessarias pra
entrar na fase G1 (25). A progresséo inicial pela fase G1 & considerada dependente
de mitdgeno ja que ha uma exigéncia de estimulagdo mitogénica pra transcrigdo da
ciclina D (25). Apds a ativagdo do complexo ciclina D-CDK4/6, as CDKs induzem
eventos de sinalizagado down-stream pela fosforilagdo de proteinas alvo que regulam
a progresséo do ciclo celular. O substrato mais importante desse complexo, e um dos
mais estudados, é a proteina supressora de tumor do retinoblastoma (pRb), que é
inativada pela fosforilagdo do complexo CDK4/6 - ciclina D (26).

No seu estado ativo, a pRb estd em um complexo com a histona desacetilasa
(HDAC) bloqueando o complexo formado pelos fatores de transcricdo E2F1 e DP1.
Durante a fase G1, a pRb ¢é fosforilada pelo complexo ativado ciclina D1-CDK4/6, o
que resulta na sua inativagcdo e subsequente liberacdo dos fatores de transcrigao
E2F1 e DP1, que por sua vez ativam a transcricdo de genes necessarios para a
progresséo da fase S, incluindo os genes das ciclinas E e A e a fosfatase Cdc25 (26).
E2F1 também regula a expressdo de genes que codificam enzimas envolvidas na
sintese de nucleotideos, como a dihidrofolato redutase, timidina quinase e timidilato
sintetase (27). A pRb permanece hiperfosforilada durante o resto do ciclo celular, e o
complexo E-CDK2 estabiliza este estado hiperfosforilado. Uma vez atingido o limiar
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de fosforilagdo da pRb, os niveis de E2F1 s&o suficientes para promover a progresséo
da fase G1 pra S independente do estimulo do mitégeno. Portanto, a transicao da
dependéncia de mitdgeno para independéncia &€ chamada de ‘ponto de restricdo’. Na
fase S, o complexo ciclina E-CDK2 requer a remocgao de inibidores de fosforilagdo na
CDK2 para atingir a atividade completa. A familia Cdc25 fosfatases removem esses

grupos fosfato nas moléculas de CDK, permitindo a ativagdo completa (28).

1.2.2 Transicido G2/M

Para iniciar a entrada na mitose, € necessaria a fosfatase Cdc25A para
defosforilar a CDK1 e permitir a ativagcdo do complexo ciclina B1-CDK1,
desencadeando entdo a entrada na fase M (29). Uma vez ativada, a CDK1 fosforila
seus proprios reguladores negativos e positivos, Wee1 e Cdc25A, respectivamente,
para manter a adequada regulagdo. Em consequéncia, a fosforilagdo de Wee1 por
CDK1 facilita o recrutamento de PIk1, que fosforila ainda mais o inibidor Wee1,
levando a sua poli-ubiquitinacdo e degradagao (30). Aléem disso, PIk1 fosforila a
Cdc25A durante a mitose, o que facilita sua acumulagao nuclear para aumentar a sua
atividade em substratos essenciais. A Cdc25 é geralmente citoplasmatica, mas
translouca-se para o nucleo antes da fase (M). No entanto, quando Cdc25 esta ligado
as proteinas 14-3-3, o Cdc25 é sequestrado no citoplasma, o que o impede de ativar
o complexo ciclina B-CDK1 (31). Todos estes eventos permitem a ativagdo maxima
da ciclina B1 e assim promovem a progresséo das células na mitose. Finalmente, o
complexo APC (anaphase promoting complex) entdo degrada a ciclina B1 no final da
mitose para garantir que a sua atividade seja perdida antes de uma nova entrada na
fase G1 (28).

1.3 Mecanismos de interrupgéo do ciclo celular ativada por danos no DNA

Durante um ciclo de divisao celular tipico de uma célula eucariética sdo ativados
uma série de mecanismos moleculares e vias de controle nomeados checkpoint que
podem parar ou atrasar o ciclo celular diante de uma perturbacéo (28). Dependendo
da fase do ciclo que é interrompida, os checkpoints sdo denominados G17-S
checkpoint, intra-S checkpoint e G2-M checkpoint. Entre as causas de ativagédo de
checkpoint, encontram-se os danos ao DNA gerados por mecanismos endogenos ou
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exdgenos. Em eucariotos superiores a ativacdo destes checkpoints esta bem
caracterizada e as diferentes vias de sinalizagdo sdo governadas por proteinas do tipo
fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3KKs) que funcionam coordenadamente em conjunto
com os mecanismos de reparo de DNA. Entre as PI3KKs, encontram-se a ataxia-
telangiectasia-mutated (ATM), a ataxia telangiectasia and Rad3-related protein (ATR)
e a DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) (28,32). As proteinas quinases PI3KKs
sdo recrutadas por proteinas que detectam varias lesées no DNA. Uma vez
recrutadas, as PI3KKs ativam uma cascata de eventos de fosforilagao para suprimir a
progresséo do ciclo celular e promover a estrutura aberta da cromatina necessaria
para o reparo. Ainda, as PI3KKs podem promover a morte celular programada no
contexto de danos excessivos no DNA (28). Os alvos down-stream das PI3KKs s&o
as quinases de checkpoint Chk1 e Chk2. A ativacao destas quinases depende da fase
do ciclo celular e de como o dano é reconhecido. A ativagcdo de Chk2 pode ocorrer
durante todo o ciclo celular, enquanto a ativacdo da quinase Chk1 acontece
principalmente em S e G2 (33).

Como esta tese trata de resposta a quebra de dupla fita de DNA, o texto a seguir
vai abordar as vias de checkpoint ativadas neste contexto.

1.3.1 Checkpoint G1-S induzido por quebra de dupla fita de DNA

A célula possui mecanismos transcricionais e n&o transcricionais que impedem
a entrada na fase S na presenca de danos no DNA (Figura 1.3), principalmente na
presenca de quebras de dupla fita de DNA. Na fase G1, todas as vias de parada séo
iniciadas pela ativagao da via da ATM (34). A ATM detém o ciclo celular através da
fosforilagao e ativagao de Chk2 que exerce diretamente o controle sobre o ciclo celular
modulando a ativagao de CDKs. Durante o checkpoint G1-S, a quinase Chk2 fosforila
Cdc25A, mediando sua degradagao o que permite que os residuos inibitérios na CDK2
permanecam fosforilados, inibindo assim a transicdo para a fase S. Neste caso, a
inibicdo da CDK2 depende inteiramente de modificagbes pds-translacionais e da via
de degradacgéao proteasomal (Figura 1.3A). Esta resposta é limitada pelo fato de que a
via Chk2-Cdc25A sé consegue inibir a ativagdo num ponto mais distante do ‘ponto de
restricdo’ em G1. Experimentos mostraram que em células danificadas durante o final
da fase G1, a inibicdo da progressao para a fase S nao é forte, permitindo que as
células entrem na fase S independentemente da ativagado do checkpoint, o que resulta
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no acumulo de quebras de DNA nas fases subsequentes (35). Isso porque uma vez
que as células passam do ‘ponto de restricdo’ em G1, o fator de transcricdo E2F1
inicia um loop de feedback positivo para ativar ainda mais o complexo ciclina E-CDK2,
impulsando as células a prosseguirem na fase S (36). Células danificadas no inicio do
G1, antes ou no ‘ponto de restricdo’, conseguem ativar uma resposta de checkpoint
mais forte. Tem sido demonstrado que essas células se movem mais lentamente na
fase S do que as células danificadas no final do G1; no entanto, a capacidade de
progredir pra fase S na presenga de danos no DNA sugere em geral, uma resposta
ineficiente do ponto de checkpoint G1-S, independentemente do ponto da fase G1
onde o dano tenha acontecido (28,35).

Além da modulagado direta dos reguladores do ciclo celular, a modulagao da
progresséo para a fase S conta também com uma resposta mais lenta que envolve
fatores de transcrigdo. O fator de transcricdo p53 e o seu regulador negativo Mdm2

sdo ambos fosforilados pela ATM (37). Além disso, o Chk2 fosforila ainda mais o p53.
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Figura 1.3- Mecanismos transcricionais e nao transcricionais que impedem a entrada na fase S
na presenca de danos no DNA. (A) Parada em G1 independente da transcrigdo. A parada inicial da
progressdo em G1 é mediada pela modificagdo pés-traducional de Cdc25A por Chk2. (B) Parada em
G1 dependente de transcrigdo. ATM indiretamente modula a regulagao transcricional da progressao do
ciclo celular através da modificagéo direta de fatores de transcricdo, por exemplo, p53, ou Mdm2, ou
indiretamente por meio da ativagdo da Chk2. A consequéncia down-stream desses eventos € a

regulagao de fatores como p21, que inibem a atividade da CDK2 (28).
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Ambas as modificagdes estabilizam p53 através do bloqueio da degradagao mediada
por Mdm2 (38). A p53 ativa pode entdo regular transcricionalmente o inibidor de CDK,
p21 (WAF1/CIP1), que inibe a entrada na fase S através da sua ligagdo aos complexos
de ciclina E e D inibindo a suas atividades mediadas pelos CDKs (39). Devido a
necessidade da maquinaria de transcricao ser ativada, a parada do ciclo celular
mediada pelo p53 é um processo muito mais lento e provavelmente secundario aos
processos ndo transcricionais, mas € essencial para a inibicdo completa da entrada
na fase S (40-44).

1.3.2 Checkpoint intra-S induzido por quebra de dupla fita

Uma vez que a célula passa pelo G1 e entra na fase S, quebras no DNA podem
interferir nos processos normais de replicacdo do DNA. Nesse caso o ponto de
checkpoint intra-S pode funcionar em duas vias, diminuindo i) o disparo das origens
de replicacao tardias e ii) a parada do processo de alongamento das forquilhas de
replicagdo, o que chamaremos de empacamento de forquilhas de replicagao (45). A
ATR é a principal quinase ativada durante o checkpoint intra-S. A via de sinalizagao
candnica da ATR em eucariontes superiores sugere que, ao contrario da ATM, a ATR
deve ser recrutada para o sitio da lesdo do DNA para ser ativada.

O recrutamento da ATR no sitio da lesao acontece pela exposi¢cédo de filamentos
de simples fita de DNA (ssDNA) que recruta a proteina de ligacdo a DNA simples fita
(ssDNA) RPA. O aumento de substratos ssDNA é uma consequéncia de: i) atividade
helicase numa forquilha de replicagdo empacada ou ii) a ressecgdo do DNA
dependente de ATM no contexto de quebras de dupla fita de DNA, o que fornece o
sinal RPA-ssDNA para o recrutamento e ativagdo da ATR (46-52). Assim, um aumento
de substratos ssDNA ligados a proteina RPA sinaliza pra o recrutamento da ATR
através do seu fator de recrutamento ATRIP (47,53). Para a ativagcdo de ATR, é
necessario o recrutamento ainda do complexo 9-1-1, composto de Rad9 — Hus1 —
Rad1, para o sitio de lesdo e do recrutamento da topoisomerase TopBP1 que interage
com ATRIP e facilita a ativagdo da ATR através da sua auto-fosforilagao (46).

Uma vez ativada, ATR ativa seu substrato mais importante, a Chk1, fosforilando-
o em dois principais residuos de serina, S317 e S345. Chk1 age de forma semelhante
ao Chk2 na parada do G1, suprimindo as atividades do complexo ciclina-CDK, pela
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acao inibitéria da Cdc25A, e inibindo o processo de replicagdo (54). Chk1 inibe o
disparo das origens de replicagdo através da modificagdo nas fungdes do complexo
helicase MCM e Cdc45. Este processo requer a diminuicdo da trimetilacdo da histona
H3 na lisina 4 (H3K4me3), modificagdo conhecida por inibir a ligagdo do Cdc45,
proteina essencial pra o inicio da replicacdo. Em resposta a danos no DNA, a enzima
responsavel pela modificagdo H3K4me3, a lisina metiltransferase MLL, € estabilizada
atraveés da fosforilagdo por ATR (Figura 1.4). Durante a fase S, a MLL é normalmente
degradada pelo complexo SCFP? ubiquitina ligase, porém em resposta a estresse
replicativo a ATR impede esta degradacdo mantendo entdo a modificacdo da
H3K4me3 e, assim, inibindo a atividade do Cdc45 nas origens. Se, por um lado a ATR
inibe a ativacdo de origens na presenga de dano, por outro, quando as forquilhas de
replicagdo empacam em regides de danos no DNA, as origens dormentes nas
proximidades sao ativadas ajudando a promover a replicagdo do fragmento de DNA
naquela regido especifica. Para isso, ATR fosforila a subunidade helicase MCM2 na

origem dormente préxima a uma forquilha empacada (28).
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Figura 1.4- Ponto de checkpoint Intra-S. Evidéncias sugerem que a cascata ATR-Chk1 e ativada
durante danos de DNA acontecendo na fase S e pode funcionar em duas vias. A ATR liga-se
diretamente as forquilhas de replicagdo, promovendo a estabilizagdo dos componentes da forquilha
quando elas encontram uma lesdo de DNA. A ATR pode funcionar distalmente suprimindo o disparo
das origens tardias. Além disso, o Chk1 pode sinalizar diretamente para o complexo ciclina E-CDK2
da fase S para inibir o disparo das origens (28).

Além de impedir o disparo de origens na presenca de lesdo no DNA durante a
fase S enquanto ativa localmente uma origem dormente, a via de checkpoint ATR
estabiliza a maquinaria de replicacdo nas forquilhas empacadas. Esta estabilizagao
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evita a geragao de novos danos, pois a dissociagao da maquinaria de replicagéo pode
levar a inversao das forquilhas formando estruturas de DNA aberrantes que podem
ser alvo de nucleases, levando a um aumento das lesdes. A presenca de ATR nas
forquilhas estabilizadas pode também promover o recrutamento de polimerases de
translesao (55).

Sabe-se que a ativacdo de ATR permite a estabilizagdo da forquilha, em
condigdes normais ou de estresse replicativo, da seguinte maneira: o complexo de
estabilizacdo de forquilhas (FPC) ajuda na coordenagéo das fungdes das proteinas
helicase e da polimerase para garantir que as fungdes enzimaticas da maquinaria de
replicacdo permanecam ativas durante pequenas ou maiores paradas na replicagao.
A Claspin, uma proteina do complexo FPC, participa na regulagédo da velocidade de
progresséo da forquilha e participa também diretamente do recrutamento da Chk1. O
recrutamento da Chk1 dependente de Claspin permite a sua associagcdo com a ATR
nas forquilhas de replicacdo e consequentemente facilita a sua ativacdo. Timeless e
Tipin provavelmente participam na estabilizagdo da Claspin ligada, além de manter a
associagao da DNA polimerase a (55).

Em resposta a danos de DNA, outros complexos suportam a via de sinalizagéo
ATR — Chk1. Um deles sao os fatores da Fanconi Anemia de (FANC) que respondem
a forquilhas de replicagdo que param ou entram em colapso. Um fator de entre os
nove membros da familia FANC, a FANCM localiza-se na forquilha de replicacéo para
estabilizar e suportar o reparo e a replicacdo adequada em resposta a danos no DNA.
Chk1 também participa da montagem e estabilizagao do fator FANCM (56).

Finalmente a liberagdo do checkpoint provavelmente ocorre de varias
maneiras: i) A supressdo da atividade da ATR pelo encurtamento dos trechos de
filamentos ssDNA, e ii) A degradacé&o proteasomal da Claspin que pode promover por
sua vez a degradacgédo da Chk1 (57,58). Neste cenario, o regulamento do sinal de
fosforilagdo dependente da ATR deve ser muito rigoroso durante a fase S, a fim de
manter a parada do ciclo celular pra permitir o reparo das lesées no DNA, mas ao
mesmo tempo tem que ser reversivel para prosseguir com a replicagdo do DNA e
retomar rapidamente a progressao do ciclo celular (59-61).
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1.3.3 Checkpoint G2-M induzido por quebra de dupla fita de DNA

A parada do ciclo celular durante G2 é essencial para evitar que células com
lesdes no DNA n&o resolvidas progridam para a mitose, onde as células sdo mais
sensiveis a danos no DNA ja que apresentam a maquinaria de reparo suprimida (28).
Estudos sugerem que a parada do ciclo celular na fase G2 ¢é infrequente e complexa
e requer uma grande quantidade de quebras no DNA. Durante G2-M a Chk2 e Chk1
sdo ativadas pelos mesmos fatores que durante G1 e S (36,62). Na presenca de
quebras de dupla fita e assim como acontece nos checkpoints G1-S e intra-S, no
checkpoint G2-M a ATM parece ser a primeira quinase ativada e fornece a ativagao
down-stream de Chk2 (62,63). A ativagcdo da ATM acontece rapidamente, mas é
incapaz de sustentar a parada do ciclo celular em G2 per se. A ATM e ATR contribuem
para o estabelecimento e manutencao do checkpoint G2-M, em parte porque, como
dito para o checkpoint intra-S, a ressec¢cao do DNA dependente de ATM fornece o
sinal RPA-ssDNA para o recrutamento e ativacdo da ATR. Esta ativagdo da ATR
dependente de ATM é um exemplo de cooperagao funcional importante entre as
PI3KKs (Figura 1.5) (64,65).

Chk1

Chk2

ATRIP
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Figura 1.5- Ponto de checkpoint G2-M. Ambas as vias de sinalizagdo ATM e ATR induzidas por
dano podem funcionar durante a fase G2. Evidéncias sugerem que ATM atua principalmente para
parar o ciclo celular na presenca de quebras de dupla fita. Porém a supresséo adicional do ciclo celular
€ mantida pela ativagdo down-stream da ATR-Chk1 na presenga de intermediarios de ssDNA
processados pela maquinaria de reparo de DNA pela via de recombinagdo homologa (HR). Por tanto a
consequéncia da ativagao das duas vias ATM/ATR e Chk2/Chk1 é a supressdo completa da atividade

do complexo ciclina B/Cdk1, necessaria para entrar na fase M (28).
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1.4 Reparo de quebras de dupla fita de DNA (DSBs)

As vias de sinalizagao de checkpoint dependentes de quinases descritas acima
funcionam coordenadamente com os mecanismos de reparo de DNA frente a quebras
no DNA nos modelos eucariontes. Em resposta aos diferentes tipos de danos no DNA
as células desenvolveram multiplos mecanismos de reparo especializados para cada
tipo de lesdo no DNA. Os eucariontes tém duas maquinarias de reparo principais para
concertar as quebras de dupla fita de DNA e garantir a integridade genémica: a
maquinaria de recombinagdo homodloga (HR) e a maquinaria para a jungdo de
extremidades ndo homodlogas (NHEJ). Embora esses mecanismos sejam
mecanisticamente diferentes, a resposta inicial € comum e inclui a ativagdo da ATM.
Em ambos os casos, as DSBs desencadeiam a fosforilagdo rapida de S139 na cauda
do terminal C da variante de histona H2AX. Esta modificacdo, denominada gH2AX, é
primariamente mediada pela ATM em resposta a DSBs e forma a base de uma
cascata de sinalizagdo baseada na cromatina (66) (Figura 1.6).

Figura 1.6- A ativagdo da ATM promove uma cascata de sinalizagdo na cromatina danificada.
ATM é recrutado e ativado pelo complexo MRN nos sitios DSBs. Em seguida a ATM fosforila a histona
H2AX e MDC1 para ativar uma cascata de fosforilagdo e ubiquitinagdo mediada por RNF8 e RNF168
que resulta no recrutamento da 53BP1 e a ativagao da via NHEJ. A ATM fosforila 53BP1 para promover
o recrutamento de seus efetores, que sao antagonizados pela BRCA1 e CtIP, também substratos da
ATM e que favorecem a ativagdo da via HR (34).



31

O principal leitor da marca gH2AX é o mediador MDC1, que se liga
especificamente a gH2AX nos sitios de DSB (67). Na cromatina, o MDC1 é
estabilizado pela ATM, que fosforila MDC1 para promover a sua dimerizagdo. Uma
vez dimerizado, MDC1 é reconhecido pela subunidade NBS1 do complexo sensor
MRN, o que promove a reten¢gdo do complexo MDC1-MRN na cromatina que contem
a gH2AX (68,69). Um modelo atrativo € que o recrutamento do MRN pelo MDC1 leva
a um maior recrutamento da ATM através da sua interagdo com o NBS1, levando a
formagao adicional de gH2AX, ao recrutamento MDC1-MRN-ATM, espalhando assim
o complexo ao longo da cromatina amplificando a sinalizagdo do checkpoint. Apds o
espalhamento nos locais DSB, a ATM fosforila MDC1 em motivos T-Q-X-F que sao
reconhecidos pela ubiquitina ligase RNF8, promovendo assim a retencédo de RNF8 na
cromatina danificada (70,71).

Dependendo da fase do ciclo celular, a quebra de dupla fita € reparada pelo
processo de NHEJ ou HR. Isso porque o mecanismo de resseccao da via HR é
dependente de ciclina B que sé esta expressa na fase G2/M do ciclo. Na auséncia de
ciclina B, o RNF8 junto com outra ligase de ubiquitina, a enzima de ubiquitina UBC13,
promove o recrutamento da proteina do scaffold 53BP1 e esta vai direcionar o reparo
da DSB para o NHEJ (Figura 1.7).
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Figura 1.7- Reparo de DSBs DNA pela via NHEJ, canénica e alternativa (72).
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A maquinaria NHEJ esta disponivel durante todas as fases do ciclo celular e &
predominante durante a fase G1. O reparo acontece pela jungao de extremidades de
DNA ndo homologas e € um processo sujeito a erros que pode gerar mutagdes e
delegbes (15). Uma via NHEJ alternativa denominada juncdo de terminais mediada
por microhomologia (MMEJ), ou alt-EJ, tem sido descrita também no reparo de DSB,

principalmente durante as fases G1 e S (72).

1.4.1 Reparo de DSBs pela via de recombinacdo homoéloga (HR)

O processo de HR fica favorecido em relagdo ao NHEJ nas células em G2 devido
a presenca de ciclina B, como dito, e também porque a proteina BRAC1 desloca
53BP1 dos focos de DSB. O mecanismo de HR comega quando ATM ativada fosforila
BRCA1 em multiplos residuos em resposta a danos no DNA. Quando a via de reparo
HR é favorecida, o complexo MRN mantém os terminais de DNA proximos e € o
responsavel pelo primeiro processamento do DNA junto com outras endonucleasas
(Figura 1.8). No caso da DSB gerada por radiag&o ionizante, os extremos gerados sao
irregulares e precisam de um processamento adicional por parte de exo e
endonucleasas, que é dependente de ciclina B como comentado acima.

HRR
7NINT 7NN
$’ MRN complex
7NINTIENINY
GRS
VM BN
RPA (]

“y /
7NN NN
srea2 @ i = RADS1 & paralogs

(XRCC2, XRCC3,
Rad51B, Rad51C, Rad51D)

Synapsis
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Figura 1.8- Reparo de DSBs DNA pela via de recombinagao homéloga (HR) (72).
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Ap6s uma longa ressegao do substrato 3'ssDNA pelas exonucleases Exo1 e Sae
2, a exposicao de ssDNA recruta a proteina RPA e assim, como explicado, acontece
o recrutamento do complexo ATRIP nos extremos de DNA. O reparo por
recombinacdo homologa acontece quando a proteina de recombinacdo RADS51
desloca a RPA ligada nos extremos ssDNA e auxilia na procura de sequéncias
homdlogas mediante o screening de cromossomos ou cromatides irmas. Posterior ao
screening ocorre a invasao das fitas homologas de DNA que servirdo como molde
para que DNA polimerases sintetizem novo DNA, consertando completamente o dano

com o minimo de erros na informagé&o genética original (73,74).

1.5 Tripanossomas

Na escala evolutiva os Tripanosomatideos embarcaram no seu préprio ramo
evolutivo dentro da linhagem eucarionte ha mais de 500 milhdes de anos antes da
origem dos seus atuais hospedeiros invertebrados e vertebrados (75). Esses
protozoarios possuem algumas peculiaridades, tais como a transcri¢ao polisistronica,
a edigao de RNA e uma ampla variabilidade e plasticidade gendmica, o que os tornam
em modelos de estudo interessantes para se ter um pequeno vislumbre do processo
evolutivo e das bases moleculares da patogénese.

Em nosso laboratorio, as espécies Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei
tém servido de modelo no estudo, tanto das maquinarias de pé-replicacédo e dinamica
da replicagdo, como, mais recentemente, das maquinarias de resposta a estresse
replicativo e do controle do ciclo celular. Estes processos moleculares séo de
importante interesse na area, ja que estudos tem mostrado que proteinas da
maquinaria de replicacdo e resposta a danos no DNA auxiliam nos processos de
diferenciagao dos parasitas (76), assim como o controle da parada da replicagdo de
DNA esta associada com as formas infecciosas nas trés espécies de
tripanosomatideos (77,78).

Além disso, foi relatado que o ciclo celular dos parasitas pode-se tornar uma
ferramenta importante na melhora do desempenho dos farmacos que tem por alvo
moléculas do metabolismo do DNA e o controle do ciclo celular (79), entre outras
(80,81).
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1.5.1 Ciclo de vida e ciclo celular do Trypanosoma brucei

Dentro do vetor, o parasita passa por transformagdes que o preparam para
infectar o hospedeiro humano. Os parasitas no sangue dos mamiferos s&o ingeridos
durante a refeigdo sanguinea e se transformam em células da forma prociclica (PCF)
replicativa Figura 1.9 A [1]. Estes infestam o intestino médio, onde o ciclo celular &
interrompido. Ali, as células mesociclicas [2] se desenvolvem em grande numero e
migram para o pro ventriculo, onde a forma epimastigota longa e rapida [3] se
desenvolve e se divide assimetricamente para produzir parasitas epimastigotas curtos
[4], que, por sua vez, se diferenciam em células epimastigotas aderidas nas glandulas
salivares [5]. As células metaciclicas, infecciosas e nao replicativas [6] que se
diferenciam nas glandulas salivares séo finalmente expelidas pela mosca tsé-tsé e
injetadas na pele de mamiferos durante a picada (82,83).

Apos a picada e como pré-adaptacao a sua vida em humanos, os parasitas
metaciclicos comegam a expressar Glicoproteinas Variantes de Superficie (VSG) (2).
Uma vez que a forma metaciclica invade o hospedeiro humano, o parasita se
desenvolve na forma da corrente sanguinea (BSF- formas alongadas do parasita com

ciclo de vida assincrono) onde se prolifera e se propaga na circulagéo Figura 1.9 (B).
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Figura 1.9- Representagao dos principais morfotipos do T. brucei durante seu ciclo de vida. Sdo

representados seus nichos nos hospedeiros: na mosca tsé-tsé (A) e nos mamiferos (B) (83).

No curso da infecgéo, eles sdo capazes de infestar varios tecidos e 6rgaos,
incluindo pele, tecido adiposo e cérebro, variando assim suas capacidades moveis.
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Na alta parasitemia, o ciclo celular € interrompido e se formam células curtas de
motilidade lerda (formas curtas do parasita com o ciclo celular sincrono) (83). Essas
formas na fase do ciclo celular quiescente, sdo as formas infectivas nao replicativas,

que sao transmitidas para o vetor recomegando um outro ciclo de infecgao (84).

1.5.2 Mecanismos que controlam o ciclo celular em T. brucei

O ciclo celular em tripanosomatideos envolve alteracbes morfoldgicas que
permitem que células em uma cultura exponencial sejam identificadas conforme a fase
do ciclo celular em que se encontram. Nestas células o numero de nucleos e de
cinetoplastos (que contem o DNA de sua unica mitocondria) permite identificar em
qual fase do ciclo a célula esta. Quando as formas prociclicas de T. brucei estdo em
G1, as células apresentam 1N1K1F (N: nucleo, K: cinetoplasto, F: flagelo) 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 segregac¢ao dos cromossomos e a formacao do
fuso mitotico e a divisdo nuclear. Assim células que apresentam 2N2K2F ja concluiram
a mitose e seguirdo para a citocinese (85,86).

A duracao de cada fase do ciclo celular varia consideravelmente nos diferentes
protozoarios e parece ser especifico da espécie, embora também dependa de muitos
outros fatores, entre eles a linhagem do parasita e o meio de cultura (87). Tal como
acontece com outros organismos, o calculo das fases do ciclo celular em parasitas
tripanosomatideos depende de ensaios de proliferagcdo que incluem o monitoramento
dos seguintes eventos biologicos: replicacdo do DNA (fase S) e mitose (fase M). Um
estudo recente de nosso grupo calculou com precisédo a duragao de cada fase do ciclo
celular dos tripanosomatideos, usando analogos de timidina e a marcagao do DNA
nuclear e do cinetoplasto (87).

Usando os padrdes morfotipos N/K, o ciclo celular da forma prociclica do T.
brucei tem uma duragéo de 8.5 h: sendo as fases G1 e S as mais longas com 3.4 h e
2.5 h, respectivamente. A fase G2 leva 1.05 h, em quanto que a mitose e a citocinese

duram 0.7 h e 1.1 h respectivamente (Figura 1.10).
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Figura 1.10- Valores estimados para a duragao do ciclo de T. brucei. (87).
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Para que os eventos bioldgicos que geram uma nova célula acontegam durante
esse periodo de tempo, as formas replicativas dos tripanossomas possuem um ciclo
celular coordenado por enzimas e proteinas parecidas com as ciclinas-CDKs descritas
em modelos eucariotas. Em T. brucei a caracterizacdo do papel das CRKs (cyclin
related kinases) e CYCs (Cycle cyclin orthologs proteins) esta melhor esclarecida que
para as outras espécies de tripanosomatideos, porém muito pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares que governa o tempo das fases do ciclo celular. No genoma
do T. brucei 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 (88-91). Na transicdo das fases G2/M as CRKs 3 e 9 e as CYCs
2,6 e 8 estdo envolvidas. De forma que CRK 3 interage tanto com CYC2 e 6, enquanto
CRKO interage apenas com CYC2. O papel de CYCS foi identificado em ensaios de
RNA de interferéncia ocorrendo retardo na transicdo das fases G2/M, porém sua
parceira CRK ainda nao foi identificada (83,88,89,92). Também um trabalho recente



37

tem mostrado o papel da CYCG6 (ortélogo da ciclina B) na montagem do fuso bipolar e
como os tripanossomas poderiam potencialmente coordenar o momento da divisdo

nuclear com o da citocinese regulando o nivel da proteina CYC6 no nucleo (79).

1.5.3 Mecanismos de interrupcio do ciclo celular induzido por danos no DNA em

Trypanosoma brucei

Como comentado anteriormente, os modelos eucariontes tém vias de sinalizagao
bem caracterizadas que s&o ativadas para a interrupg¢ao do ciclo celular induzidas por
danos no DNA, assim como também maquinarias de reparo muito eficientes e
coordenadas com tais vias de sinalizagdo de checkpoint.

Nos tripanosomatideos esses mecanismos ainda n&o estdo bem esclarecidos e
precisam ser melhor caracterizados. Em T. brucei, o reparo do DNA nuclear tem sido
bem estudado com genes envolvidos na via candnica da HR (93-95), porém a reagao
detalhada e a cinética de recrutamento dos componentes primarios da via durante o
reparo das lesdes no DNA ainda ndo estdo bem definidas. Em relagcdo ao DNA
mitocondrial, foi relatado recentemente que o T. brucei possui um reparo semelhante
a do reparo do seu DNA nuclear, com a RAD51 promovendo a manuteng¢do do
genoma mitocondrial (96). Tais trabalhos mostram uma importante e conservada
resposta do T. brucei em ativar a via HR em resposta a quebras no DNA nuclear e
mitocondrial. Porém, as outras vias de reparo estdo bem menos compreendidas. Por
exemplo, em T. brucei alguns dos genes importantes envolvidos na via canénica NHEJ
(DNA ligase IV e XRCC2) ndo foram encontrados no banco de dados do genoma
(TriTrypDB), sugerindo fortemente que este mecanismo de reparo esta ausente ou
que divergiu mecanisticamente neste organismo (95).

Além disso, nenhum trabalho descreveu as fun¢gdes das PI3KK-related do parasita
na resposta a danos no DNA, apesar da fosforilacdo de varias proteinas de reparo de
T. brucei, incluindo BRCA2, RAD50 e RPA1, terem sido descritas (95,97). A
fosforilagdo dependente de dano da histona H2A de T. brucei em Thr130, gerando a
variante de modificagdo da cromatina gH2A (X) também foi descrita (98), mas as
proteinas quinases que direcionam essa alteracdo e a sua contribuicdo para a
reparagao nao foram ainda detalhadas. Além disso, alguns genes que codificam para
proteinas de reparo na via HR exibiram baixa identidade compartilhada com aqueles
em mamiferos, como RPA-1, que ndo possui o dominio RPA70N N-terminal que esta
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envolvido em interagdes proteina-proteina durante a resposta a danos, e é importante
para a ativacao da via de sinalizacdo da ATR em células de mamiferos. No entanto,
essas peculiaridades parecem nao influenciar as fungdes da RPA tripanosémica no
reparo da recombinagdo homologa na Leishmania (99). Até o momento, as
informacdes mais relevantes para as vias de checkpoint associadas com as PI3KK
em tripanosomatideos foram descritas na Leishmania. Estes parasitas expressaram
um homologo 9-1-1 funcional no qual a subunidade Rad9 é encontrada em complexos
alternativos e a Hus1 também existe como monémero, sugerindo uma flexibilidade
funcional e compartimentalizacdo da bracadeira 9-1-1 de esse tripanosomatideo.
Entretanto, os homologos de elementos chave dessa via ainda n&o foram
caracterizados, como o complexo ATR-ATRIP, TOPBP1 ou Chk1 (100).

Embora estudos tenham mostrado que o dano ao DNA desencadeia uma resposta
robusta nos diferentes tripanosomatideos, o papel das quinases PI3KK na resposta a
danos e a sua cooperagao com os mecanismos de reparo de DNA ndo estdao bem
estabelecidos (101).
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2 OBJETIVOS

(A) Estabelecer a cinética de reparo de quebras de dupla fita de DNA nas formas
replicativas de T. brucei.

(B) Investigar se formas replicativas de T. brucei contam com vias de sinalizag&do de
checkpoint frente a quebras no DNA e como essas vias afetam a dindmica da

replicagao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de Trypanosoma brucei

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) foram mantidas em meio SDM-79 com
10% de soro fetal bovino a 28 °C. Ao atingir concentracdo de ~107 parasitas/mL, as

células foram diluidas para concentracao final de ~10° parasitas/mL.

3.2 Tratamento com radiagé&o ionizante e ensaio de viabilidade celular.

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) em crescimento exponencial( ~5. 10°
parasitas/mL) foram submetidos a diferentes doses de radiag&o ionizante (IR) (50,
100, 150 e 175) Gy em uma unidade Gamma Cell 220 de cobalto 60, com uma taxa
de 913 Gy/h, propriedade do centro de tecnologia das radiagdes do IPEN-USP.

3.3 Ensaio fluorimétrico de detecg&o de quebras no DNA (TUNEL).

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) em crescimento exponencial ( ~1.108
parasitas) foram irradiados com 50 Gy de radiagédo ionizante. As amostras foram
coletadas por centrifugagéo a 1700 g durante 5 min e lavadas duas vezes em 1X PBS
(NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaHPOs 10 mM, e 2 mM de KH2POs4, pH 7.4). Os
parasitas foram entao fixados durante 20 min com 1% de metanol diluido em 1X PBS
frio, que foi adicionado por gotejamento sob homogeneizagdo suave. Os parasitas
foram incubados durante a noite toda a 4 °C em 1 mL de solugdo de etanol 70%,
diluida em 1xPBS estéril. Para a deteccdo do DNA fragmentado foi usado o kit
Fluorimétrico TUNEL™ da Promega, seguindo as instrugdes do fabricante. Foram
incluidos dois controles para a reagdo; um controle negativo C(-), onde nao foi
adicionada a enzima rTdT e um o controle positivo C (+), onde os parasitas foram pré-
tratados com 50U da DNAse | (TermoFisher) durante 10 min. Apds incubacédo, os
parasitas foram centrifugados a 2600 g por 10 min e homogeneizados por 10 min em
PBS contendo 0.1% de Triton X-100 e 3% de BSA em PBS. As amostras foram entao
preparadas para microscopia de fluorescéncia e analise por citometria de fluxo (Figura
3.1). Nesta ultima, perfis positivos de fluorescéncia de 10.000 parasitas foram
detectados usando o canal BL1A do citdmetro de fluxo (NxT Attune - Termo Scientifc).
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Figura 3.1- Esquema mostrando as marcag¢oes dos terminais quebrados de DNA pelo TUNEL.

3.4 Ensaio de imunofluorescéncia indireta (lIF).

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) em crescimento exponencial (~5. 10°
parasitas/mL) foram irradiados com 50 Gy. As amostras foram coletadas por
centrifugacédo a 1700 g durante 5 min e lavadas duas vezes em 1x PBS (NaCl 137
mM, KCI 2.7 mM, NaoHPO4 10 mM, e 2 mM de KH2PO4, pH 7.4). Os parasitas foram
entdo fixados por 15 min usando paraformaldehido 4% sob agitagdo suave e
protegidos da luz. Parasitas lavados foram homogeneizados em 1x PBS e adicionados
a ldminas de microscopia para aderir por 15 min. Os parasitas foram lavados trés
vezes nas laminas durante dois minutos cada com solugao de bloqueio (3% BSA em
1X PBS) e permeabilizados por 10 min usando 0.1% Triton X-100 diluido em 1X PBS
estéril. Os parasitas lavados foram ent&do incubados a temperatura ambiente durante
2 h em uma solugao contendo: o anticorpo anti-gH2A (gentilmente cedido pelo Centre
Wellcome for molecular parasitology, Universidade de Glasgow) ou anti-RPA1
(produzido em nosso laboratério), diluidos a 1:1000 em 1X PBS + 1% de BSA. Os
parasitas foram lavados trés vezes em laminas e incubadas com solugao de bloqueio
por 20 min. Os parasitas foram entdo incubados por 1 h com uma solugao contendo o
anticorpo secundario a-IlgG de camundongo Alexa Fluor 555 da Thermo Scientifc
diluido 1:500 em 1X PBS + 1% de BSA. Depois, os parasitas foram lavados cinco

vezes e foi adicionado o meio Vectashield Mounting Medium contendo diclorhidrato
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de 4 ' 6-diamidino-2-fenilindole (DAPIl) como uma solugdo de montagem para o
microscopio. As imagens foram adquiridas usando um microscopio de fluorescéncia
Olympus Bx51 (objetiva de 100X 6leo) acoplado a uma lampada EXFO Xcite 120Q
serie e uma camera digital Olympus XM10 sob o controle do software Olympus Cell
F. As condigbes de captura das imagens foram definidas utilizando células controle. A
intensidade da marcacgéo foi estimada com base em 100 células por amostra utilizando
as ferramentas do software. Para as provas de hipotese foi realizado um teste de
comparagao de médias usando o software R Project for Statistical Computing - R.
Quando necessario, as imagens foram superpostas usando o proprio software do

microscopio Olympus Cell F ou usando o software ImageG Fiji.

3.5 Analise de conteudo de DNA por citometria de fluxo.

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) ~5. 10% parasitas/mL, foram irradiados
com 50 Gy. Logo apds amostras foram coletadas por centrifugagéo a 1700 g durante
5 min e lavadas duas vezes em 1X PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10
mM, e 2 mM de KH2POg4, pH 7.4). Os parasitas foram entdo fixados durante 15 min
com paraformaldehido 4% em 1X PBS sob agitagdo suave. Depois disso, eles foram
lavados com 1X PBS + 1% BSA e permeabilizados por 15 min com uma solugéo
contendo 1X PBS + 1% saponina + 1% BSA. Antes da coloragdo com iodeto de
propidio (Pl), uma gota dos parasitas foi adicionada para aderir nas ld&minas de
microscopia (Tekdon) para coloragdo com DAPI, a fim de identificar padrbes
morfolégicos de nucleo e cinetoplasto. Os parasitas foram entdo lavados novamente
e incubados por 45 min a 37 ° C com solugao contendo: iodeto de propidio (PI) 10
pug/mL e RNase 20 yg/mL em 1xPBS. O conteudo de DNA foi analisado usando 20.000
eventos em um citometro de fluxo (NxT Attune da Thermo Scientific). As condigbes de
leitura dos canais foram definidas com base nas células n&o tratadas da seguinte
forma: FSC (320), SSC (360), BL1 (400), BL2 (620) e BL3 (540).

3.6 Expresséao proteica, purificagdo e producédo de anti-soro anti-TbExo1.

Para produzir a proteina recombinante Exo1 de T. brucei (TbExo1), a sequéncia
da proteina (numero de acesso: Tb427.05.2450-t26_1, Peso Molecular: 115876 Da,
http://tritrypdb.org/tritrypdb/) foi amplificada por PCR a partir do DNA gendémico do
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parasita. Na reacdo de PCR foram usados primers com sitios de restricdo para as
enzimas Nhe | e Not | (GCTAGCATGGGCGTGCCAAAGTTC e
GCGGCCGCTCAAATTTGTAACTTCACC). Os fragmentos amplificados foram
inseridos no vetor de clonagem pJET1.2/blunt da Thermo Scientifc e células da E. coli
XL1 Blue foram transformadas com esse produto. Em seguida, as sequéncias
removidas do vetor pJET1.2/blunt foram inseridas no vetor de expresséo pET-28a (+)
com um marcador 6XHis para facilitar a purificacdo da proteina a partir de extratos de
cultura das células E. coli BL21 Rosetta transformadas. A express&o proteica foi
induzida utilizando 1mM de isopropil-tio-1-d-galactopiranido (IPTG) a 37 °C durante 4
h. As células foram coletadas por centrifugac¢ao (3200 g, 10 min, 4 °C) e resuspendidas
em tampéo de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 1% N-lauroil sarcosina,
PMSF 1 mM, dithiotreitol 1 mM (DTT) e 1 x cocktail inibidor de protease). As células
foram sonicadas a 4 °C seguida por centrifugagao a 9000 g a 4 °C durante 20 min, pra
separar o pellet do sobrenadante. As proteinas na fragao soluvel foram carregadas
em uma coluna de Niquel Sepharose (Ni-NTA, Qiagen), previamente equilibrada com
tampéao (50 mM Tris-HCI pH 7.5 e 0.3 M NaCl). As proteinas que estavam ligadas a
coluna foram eluidas com tampéo de equilibrio (50 mM Tris-HCl e 300 mM NaCl) num
gradiente linear de pH (10, 8, 5 e 3). As amostras eluidas foram concentradas usando
um Amicon® Ulfra-4 e recuperadas em tampéo (50 mM Tris-HCIl pH 7.5 e 0.3 M NaCl).
As proteinas foram separadas por eletroforese SDS-PAGE em um gel de corrida de
6%. A proteina rTbExo1 purificada foi entdo usada para gerar anti-soros especificos
para TbExo1 (Proteimax, Sado Paulo).

3.7 Western blot de proteinas em extrato total e diferencial

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) ~1. 108 parasitas foram irradiados com
50 Gy. As amostras foram coletadas a cada hora durante 6 h por centrifugagédo a 1700
g durante 5 min e lavadas duas vezes em 1X PBS. Proteinas no extrato total dessas
amostras foram obtidas usando tamp&o redutor 2x contendo: Tris 1M pH 7.0, 20%
SDS, 5% glicerol, 0.1% azul de bromofenol e 5% p-mercaptoetanol. No caso de
amostras para analise diferencial de proteinas ligadas ao DNA, as amostras coletadas
na hora foram solubilizados durante 10 min a 4 °C sob agitacdo suave em solug¢ao de
extragao contendo: Tris-HCI 10 mM pH 7.4, NaCl 100 mM, sacarose 300 mM, MgCl>
3 mM, NaF 50 mM, NazVOs 1 mM, PMSF 0,5 mM, 0,1% de Triton X-100 e cocktail



44

inibidor de protease livre de EDTA (Sigma Aldrich). As amostras foram entao
sedimentadas a 2550 g durante 2min a 4 °C e os sobrenadantes foram coletados

como a fragado soluvel | (Figura 3.2).
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Figura 3.2- Ensaio de fracionamento e analise da cinética de reparo de DNA por Western Blot
(95).

Os pellets foram tratados novamente com solucédo de extragcédo, e a segunda
rodada de sobrenadantes foi coletada como fragao soluvel Il. Os pellets foram tratados
em seguida durante 30 min a 37 °C com 350U de DNAsel (ThermoFisher) diluida em
agua esterilizada. As amostras foram entdo sedimentadas, e os sobrenadantes foram
coletados como a fracéo liberada por DNAse |. Para separagdo, as amostras em
tampao redutor foram fervidas por cinco minutos a 95 °C, fracionadas por SDS-PAGE
(30uL por linha) e transferidas eletroforeticamente a uma membrana de nitrocelulose
(GE Life Science). Apos o bloqueio das membranas usando 1X TBS contendo 5% de
leite em po, as membranas foram lavadas com 1X TBS + 0.05% Tween20 cinco vezes

por cinco minutos cada. Depois de lavadas, as membranas foram cortadas e
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incubadas a temperatura ambiente sob agitacdo suave durante 4 h com uma solugao
contendo os anti-soros: anti-gH2A (1:2000) gentilmente doado pelo Wellcome Centre
for Molecular Parasitology, University of Glasgow), anti-RPA1 (1:1000), anti-EXO1
(1:5000) e anti-RADS1 (1:500) (gentilmente doado pelo Wellcome Centre for Molecular
Parasitology, University of Glasgow) em TBS 1X + 3% de leite em pé. Como controles
das fragdes soluveis da cromatina e controle de loading foram usados anti-soros: anti-
HSP70 (1:10000) (Abcam), anti-GAPDH (1:3000) (gentilmente doado pelo Laboratério
de Bioquimica de Tripanossomas - LaBTryps) e anti H3 (1:3000) (Abcam). Depois de
lavadas, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase de rabano (HRP) durante uma hora a temperatura ambiente. Apds
lavagens adicionais, a ligagédo do anticorpo foi detectada com o kit Immobilon Western
Chemiluminescent HRP (Millipore). Para a analise quantitativa de bandas de proteinas
nas membranas, as imagens digitais das membranas foram adquiridas utilizando o
sistema de imagem por quimiluminescéncia e fluorescéncia UVITEC (UVITEC
Cambridge). As densidades das bandas nas imagens foram quantificadas e
normalizadas usando o software ImagedJ (National Institute of Health).

3.8 Tratamento com inibidores de quinases e ensaio de viabilidade celular

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) na fase exponencial ~5. 108 parasitas/mL
foram submetidos a diferentes concentragbes do inibidor da quinase ATR (VE821-
SML1415 Sigma Aldrich) ou inibidor da quinase ATM (KU55933-SML1109 Sigma
Aldrich). O numero de parasitas apds a exposigao dos inibidores foi contado a cada
dia durante 5 dias numa maquina contadora de células (Z series coulter). Os
parametros de configuragdo do aparelho foram estabelecidos para contar eventos
entre 5 e 15 pM. O meio de cultura SDM79 completo e os inibidores de quinases

foram renovados a cada dois dias.

3.9 Monitoramento do ciclo celular utilizando analogos de timidina

Para monitorarmos a transicado das fases G1-S, S-G2, nds desenvolvemos uma
metodologia que usa a dupla marcagdo com analogos de timidina para acompanhar a
sintese de DNA de células tratadas e nao tratadas. Assim, as formas prociclicas da

cepa (Lister 427) ou formas prociclicas da linhagem 477 (células ATR/RNAI induzidas
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com tetraciclina por 48 h) na fase exponencial ~7. 108 parasitas/mL, foram incubados
na presenga do analogo de timidina IdU (100 uM) por 30 min. Nesse primeiro pulso

uma populacéo inicial de parasitas na fase S foi marcada pelo analogo (Figura 3.3).
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Figura 3.3- Avaliagao do ciclo celular de T. brucei PCF pela co-detec¢ao de analogos de timidina.

No final do pulso de IdU, os parasitas foram expostos a diferentes tratamentos a
seguir: (i) 50 Gy de radiagao ionizante, ii) VE 821 (5 pM) + 50 Gy, iii) KU55933 (20
uM) + 50 Gy, iv) ATRi + 50 Gy. Apos irradiagdo, as culturas foram centrifugadas a
1700 g durante 5 min para remover o primeiro analogo de timidina e em seguida
homogeneizadas em meio de cultura SDM 79. Logo em seguida os inibidores das
quinases foram adicionados novamente como descrito anteriormente. Para avaliar a
capacidade dos parasitas expostos aos diferentes tratamentos para progredir com a
sintese inicial de DNA ou de entrar na fase S, amostras foram coletadas a cada hora
durante 6 h apos os tratamentos. As amostras foram entdo mantidas na presenca de
um segundo analogo de timidina CldU (100 uyM) por 30 min (Figura 3.3). Apds o
segundo pulso, os parasitas foram lavados com 1X PBX a 1700 g por 5 min. As
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amostras foram entdo fixadas com 500 pL de paraformaldehido 4% (em PBS estéril)
por 15 min sob agitagdo suave, protegidas da luz, e lavadas 2x com 1xPBS a 1700 g
por 5 min.

Os parasitas foram colocados para aderir em laminas revestidas com poli-L-lisina
para microscopia por 15 min. Apds a adesdo nas laminas, os parasitas nos pogos
foram permeabilizados com 0.2% Triton X-100 (em PBS estéril) por 15 min. Apods
lavagem, os parasitas foram tratados com HCI 4M durante 20 min a temperatura
ambiente e depois neutralizados com tampao borato 0.2 M durante 10 min. Apéds
lavagem os pogos foram bloqueados em uma solugao contendo, 1x PBS + 0.1% Triton
+ 3% BSA durante 20 min a temperatura ambiente. Em seguida, os parasitas lavados
foram incubados durante 1 h com uma solug&o de anticorpo anti-ldU especifico (Anti-
BrdU ref: 347580, Becton Dickinson) diluido 1: 300 em 1X PBS + 3% de BSA. Apos
lavagem (1XPBS + 0.05%Tween 20) os parasitas foram incubados durante 1 h com
anticorpo anti-CldU especifico (Anti-BrdU ref: OBT0030-BU1/75, ACCU-SPECS)
diluido 1: 300 em 1x PBS + 3% BSA. Apos a lavagem, os pogos foram novamente
bloqueados com 50% SFB durante 30 min. Apds o bloqueio, os parasitas foram
incubados durante 1 h com os anticorpos secundarios a-IlgG de camundongo Alexa
fluor 568 + a-IgG de rato Alexa fluor 488 diluidos 1: 500 em 1x PBS + 1% BSA. Apos
lavagens, foram adicionados 2 pL/pogo do meio de montagem DAPI com
VECTASHIELD®. As imagens foram adquiridas usando um microscépio fluorescente
Olympus Bx51 (objetiva de 6leo 100x) acoplado a uma lampada EXFO Xcite 120Q
serie e uma camera digital Olympus XM10 com software controlador Olympus Cell F.
A condi¢des de captura das imagens foram estabelecidas nas células controle. Um
padrao de cores nas laminas foi observado apds o processo de co-deteccdo dos
analogos incorporados durante os pulsos. Parasitas vermelhos: Foram identificados

como parasitas na fase S durante o 1° pulso e na fase G2 durante o 2° pulso. Parasitas
amarelos: Foram identificados como parasitas na fase S durante o 1° pulso e fase S
durante o 2° pulso. Parasitas verdes: Foram identificados como parasitas na fase G1

durante o 1° pulso e fase S durante o segundo pulso (Figura 3.3).

3.10 Ensaio de DNA combing

Formas prociclicas da cepa (Lister 427) ou formas prociclicas da linhagem 477
(células ATR/RNAI induzidas com tetraciclina por 48 h) foram incubados na presencga
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do analogo IdU (100 uM) por 7 min. Logo apos os parasitas foram irradiados com 50
Gy e mantidos num segundo pulso com analogo CldU (100 uM) por 21 min ou 42 min,
sem lavagem intermediaria. Os parasitas foram centrifugados a 1700 g por 5 min e
resuspendidos em meio de cultura SDM-79 fresco. Para avaliar o efeito de quebras
de DNA na dinamica das forquilhas de replicacdo de DNA, um terceiro pulso foi feito
com CIldU (100 yM) por mais 21 min as duas ou seis horas apds a exposi¢éo a IR
(Figura 3.4).
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Figura 3.4- Analise dos efeitos das quebras de DNA na dinamica da replicagao mediante o DNA

combing.

Em seguida, os parasitas foram lavados duas vezes com 1X PBS + Glicose 10
mM gelado a 1700 g durante 5 min a 4 °C. Os sedimentos foram resuspendidos em
100 uL de uma solugao contendo 1% de agarose low melting em tampé&o 1x LB (EDTA
0.1 M pH 8.0, Tris-HCI 10 mM, NaCl 20 mM). Apds a solidificacédo, os plugs foram
colocados em 300 uL de tampéo de lise (EDTA 0.5 M pH 8.0, 1% N — Laurilsarcosina,
proteinase K 100 pug/mL) a 50 °C por 24 h. No dia seguinte, os plugs foram
ressuspensos em tampéo de lise fresco por mais 24 h. No terceiro dia os plugs foram
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lavados com EDTA 0.5 M pH 8.0 para remover o excesso de tampao de lise. Nesse
ponto, os plugs podem ser armazenados a 4 °C protegidos da luz por até uma semana.
Em seguida, os plugs foram lavados em solu¢gédo T10E1 (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM
pH 8.0) durante uma hora por 3 h. Na ultima lavagem, os plugs foram mantidos na
solugédo de T10E1 durante a noite toda & 4 °C protegidos da luz. No dia seguinte, os
plugs foram incubados em 1 mL de tampdo MES 0.5 M, pH 5.5 a 68 °C durante 20
min e depois a 42 °C durante 10 min. Apos as incubagdes foi adicionado 2 uL/plug da
enzima (-agarose (EO0461, Thermo Scientific) aos tubos e mantidos durante a noite
toda a 42 °C. No dia seguinte foi adicionado 1 mL do tampao MES nos reservatorios
da maquina Fiber Comb Genomic Vision para esticar as fibras de DNA marcadas. As
laminulas de vidro (engraved Combicoverslip COV-002-RUO) com o DNA esticado
foram fixadas a 65 °C por 4 h, protegidas da luz.

Apo0s a fixagao, o DNA foi desnaturado utilizando solu¢édo de NaOH 0.5 M + NaCl
1 M durante 8 min a temperatura ambiente e neutralizado por lavagens com 1xPBS1
durante 3 min/cada. Apds as lavagens, o DNA nas laminulas foi desidratado usando
diferentes concentragdes de etanol 70, 90 e 100% por 3 min/cada. As laminulas foram
secas ao ar e entado bloqueadas numa solugéo contendo (1x PBS + 1% BSA + 0.1%
Triton X-100) a 37 °C durante 30 min. Apds o bloqueio, as laminulas foram incubadas
com 20 yL de uma solugao contendo: 4 pL de anticorpos primarios anti-IdU (Anti-BrdU
ref: 347580, Becton Dickinson) e 1 uL do anti-CldU (Anti-BrdU ref: OBT0030 - BU1 /
75, ACCU-SPECS) em 1x PBS + 3% BSA a 37 °C durante uma hora. Apos lavagens
(1X PBS + 0.05% Tween 20) as laminulas foram incubadas em 20 uL de uma solugao
contendo anticorpos secundarios: 2 uL de anticorpo a-IgG de camundongo Alexa fluor
568 e 2 uL de anticorpo a-IgG de rato Alexa fluor 488 em 1XPBS + 3% BSA a 37 °C
durante 45 min. Apos lavagens, as laminulas foram incubadas em 20 pL de uma
solugéo contendo 0.33 uL do anticorpo primario anti- DNA de simples fita (MAB3868-
Millipore Corp.) em 1X PBS + 3% BSA a 37 °C por uma hora. Apos lavagens, as
laminulas foram incubadas com 20 yL de uma solugao contendo 3 pL do anticorpo
secundario a-ssDNA Alexa fluor 350 em 1X PBS + 3% BSA a 37 °C por 45 min. Apés
lavagens, foram adicionados 20 uL de antifade Prolong® Gold e o excesso do meio
de montagem foi deixado secar ao ar durante a noite, protegido da luz.

No dia seguinte, as laminulas foram seladas e analisadas usando o microscépio

de fluorescéncia Olympus BX51 com camera digital Olympus XM10 controlada pelo
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software Olympus Cell F. Neste ensaio um padr&o de cores nas laminas foi observado
apos o processo de co-deteccdo dos analogos incorporados nas fibras de DNA
esticadas. O padrao amarelo/vermelho observado nas fibras a partir dos pulsos
assimétricos foi usado para o fator de alongamento da forquilha de DNA (DFEF - DNA
fork elongation factor). Variagbes no fator DFEF (que € o comprimento do CldU
incorporado - amarelo - dividido pelo comprimento do IDU incorporado — vermelho)
indica processos de empacamento da forquilha de replicagao apods tratamentos com

agentes genotoxicos quando comparados com células controle.

3.11 Extragédo de RNA total

Os extratos totais de RNA foram obtidos a partir de células pQ117-PCF,
gentilmente doadas pelo Center for Infectious Disease Research, Seattle, EUA. As
células pQ117-PCF sao células prociclicas 29.13 que tém resisténcia a G418 e
higromicina expressando o vector pQuadra que conferi resisténcia a fleomicina. Na
nomenclatura do vetor o numero (117) refere-se ao gene Tb927.11.1468 (quinases
relacionadas com fosfatidilinositol 3, putativo -ATR). Estas células foram nomeadas
como T. brucei 477 PCF durante o processo de engenharia. As células foram mantidas
em meio de cultura SDM-79 completo contendo 2.5 yg/mL de fleomicina, 15 ug/mL de
G418 e 25 pg/mL de higromicina B a 28 °C. Para a quantificacdo do RNA do gene
Tb927.11.1468 a partir do RNA total, as células foram induzidas a expressar o vetor
usando tetraciclina 1 pug/mL durante 48 h. Apés a indugédo ~5. 107 parasitas foram
coletados as 12, 24 e 48 h por centrifugacédo a 1700 g por 5 min. Depois, os pellets
foram homogeneizados em 750 L de Trizo/™ por dois minutos mediante a pipetagem
suave. Em seguida, foram adicionados 200 uL de cloroférmio e as amostras foram
homogeneizadas por inversdo durante 15 seg e logo, incubadas por 3 min a
temperatura ambiente. Para permitir a separagcdo das fases, as amostras foram
centrifugadas a 12000 g por 15 min a 4 °C. A fase aquosa foi colocada em um tubo
novo e foram adicionados 500 uL de 100% isopropanol por inversédo suave por 10 min.
Para obter o RNA, os pellets foram lavados utilizando 75% de etanol fresco em 0.1%
de agua DEPC, centrifugados a 7500 g durante 5 min a 4 °C e seco ao ar durante 15
min. Os pellets foram resuspendidos em 20 yL de agua DEPC e incubados em um
bloco a 55 °C por 10 min. O RNA total nas amostras foi quantificado usando um
Nanodrop 2000C e finalmente armazenado a -70 °C para quantificacao por rT-qPCR.
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3.12 rT-qPCR

Os oligonucledtidos qPCR117-F (TGATGGTATTCTGTGCCGTT) e gPCR117-R
(CTGCCCAGTGAATCTGCTTA) foram utilizados para verificar o knock down do gene
Tb927.11.14680 (phosphatidylinositol 3-related kinases, putative-ATR) e o0s
oligonucleétidos = GAPDH-F  (CCAGTGGTGCTTGGGATGAT) e GAPDH-R
(TCACTCGTACACAGCCACAC) para verificar a expressao do housekeeping
Tb927.6.4280 (glyceraldehyde 3-phospate dehydrogenase, glycosomal). Os primers
foram diluidos para uma concentragdo estoque de 100 uM em agua estéril e
armazenados a -20 °C. O kit SuperScriptTM Il foi utilizado para a sintese de cDNA.
Em resumo, 14 pyL de uma solugéo contendo: 4 ug de RNA, 1 uL de oligo dT e 1 pL
de dNTPmix (10 mM) foram incubados a 65 °C por 5 min. Em seguida, foram
adicionados a mistura: 4 yL de buffer 5x First Strand, 1 uL DTT (0.1 M) e 1 uL da
enzima Transcriptase Reversa para completar um volume final de 20 uL para a sintese
de cDNA. Os tubos foram entdo incubados a 50 °C durante 1 h e a inativacédo foi feita
a 70 °C durante 15 min. Neste ponto, o cDNA pode ser armazenado a -20 °C. Para
rT-gPCR foi usada uma solugéo contendo: 2.5 yL de oligonucleétidos qPCR117-F (2.4
uM) e gPCR117-R (2.4 uM), 10 uL do PowerUp™ SYBR® Green Master Mix e 5 uL
de cDNA (8 ng/mL). A quantificagdo foi feita no termociclador StepOnePlus™ de
acordo com o programa. Passo 1: (1x) a 95 °C durante 10 min. Paso 2: (40x) a 95
°C/15 seg + 60 °C /1 min. Curva de melting: (1x) a 95 ° C/15 seg + 60 °C/1min + 95
°C/15 seg. Os dados foram exportados do aparelho e o cycle threshold (CT) foi obtido
a partir do programa de PCR LinReg. A quantificacdo relativa do gene ATR foi

realizada pelo método de Schmittgen (2744T) usando a equagao:44C; = (Crarg —

CrGappu )Tlmex - (CT,ATR - CT,GAPDH)Tlmeo-

3.13 Estimacgéo da IC50 da Pentamidina e viabilidade celular

Formas prociclicas do T. brucei PCF na fase de crescimento exponencial ~7. 10°
parasitas/mL cultivadas em meio fresco SDM-79, foram expostas a diferentes
tratamentos, transferidas para placas de cultura de 96 pocgos e incubadas a 28 °C. A
proliferagdo celular foi quantificada pela leitura da densidade 6ptica (DO) em 620 nm

a cada 24 horas. Os valores da DO obtidos foram convertidos em densidades
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celulares (células por mililitro) usando uma equacéo de regresséo linear previamente
obtida a partir de uma curva de calibragdo sob as mesmas condi¢des (102,103). Os
diferentes efeitos do tratamento foram avaliados em quadruplicata e os resultados
correspondem a trés ou quatro experimentos independentes, cada um feito em
quadruplicata. Para obter a concentragdo da pentamidina correspondente com 50%
de inibicdo do sinal de crescimento celular (IC50), os parasitas foram tratados com
diferentes concentragcées de pentamidina, ou n&o tratadas (controle de DMSO). A
Memantina (300 uM) foi usada como controle de inibigdo da proliferagdo como descrito
em (104). A concentragdo que inibiu 50% da proliferagao do parasita (IC50: 0.4 nM)
foi determinada durante a fase de crescimento exponencial (apos 48 horas) ajustando
os dados a uma curva tipica de dose-resposta de forma sigmoidal usando o GraphPad
Prism, versao 5 (102,103).

3.14 Tratamento combinado com inibidores de quinases, pentamidina e viabilidade

celular

Numa placa de 96 pog¢os, formas prociclicas da cepa (Lister 427) em crescimento
exponencial ~8. 108 parasitas/mL foram submetidos a diferentes tratamentos, a seguir:
i) DMSO (solvente da droga), i) KU55933 (20 uM), iii) VE 821 (5 uM), iv) KU55933 (10
uM) + VE 821 (2.5 uyM), v) IC50 da pentamidina, vi) KU55933 (10 uM) + IC50 da
Pentamidina, vii) VE 821 (2.5 uyM) + IC50 da Pentamidina e viii) KU55933 (10 uM) +
VE 821 (2.5 uM) + IC50 da Pentamidina. A viabilidade celular apds tratamento foi
quantificada mediante leituras de densidade 6ptica (DO) a 620 nm durante 9 dias. Os
valores de DO foram convertidos pra valores de densidade celular (células por mililitro)
usando uma equacéo de regressao linear de calibragao obtida antecipadamente nas
mesmas condi¢des para as ceélulas controle. O ensaio foi realizado em quadriplicada
técnica e em triplicada biologica.
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4 RESULTADOS

Nesse trabalho sera analisada a resposta ativada no Trypanosoma brucei frente
a exposicao a agentes que geram quebras no seu DNA. Neste sentido, pretendemos
investigar mecanismos moleculares envolvidos no processo de checkpoint e reparo
de DNA para poder iniciar uma discussao de como esse conhecimento pode contribuir

para o desenvolvimento de terapias anti-tripanossoma.

Conforme acima os resultados desse trabalho foram divididos em trés capitulos, a
saber:

Capitulo |: Caracterizacdo do mecanismo e cinética de reparo de quebras de
DNA ativado nas formas prociclicas do Trypanosoma brucei em resposta a radiagao
ionizante. Foram avaliados os seguintes processos celulares: (i) Presenga de
marcadores de DSBs, (ii) ligacdo ao DNA das proteinas de reparo e cinética do

mecanismo ativado.

Capitulo 1l: Principais fungdes das quinases ATM e ATR na resposta a danos
no DNA ativada nas formas prociclicas do Trypanosoma brucei gerados em resposta
a radiacao ionizante. Foram avaliados os seguintes processos celulares: (i) inibicdo
da incorporagdo de analogo de timidina, (ii) presenca de forquilhas de DNA

empacadas e/ou (iii) bloqueio das origens de replicagao.

Capitulo llI: Efeitos da droga Pentamidina no DNA e a influéncia das quinases
ATM e ATR na agao da droga nas formas prociclicas do Trypanosoma brucei como
uma prova de conceito. Foram avaliados: i) a presenga de quebras no DNA gerados
pela pentamidina e ii) a sensibilizagdo dos parasitas a droga na presenga dos
inibidores das quinases ATM e ATR.
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CAPIiTULO |

4.1 Trypanosoma brucei ativa a via de reparo por recombinagdo homologa (HR) em
resposta a quebras no DNA geradas pela exposi¢cédo a radiagéo ionizante

Como comentado na introdugcdo do trabalho, nos modelos eucariontes o
processo de reparo pela via de recombinagdo homdloga envolve o recrutamento de
proteinas especializadas de uma forma sequencial e coordenada para que o reparo
do DNA acontega (Figura 1.8A). Varios trabalhos apontam para a ativagao de uma via
de HR candnica em T. brucei, pelo menos nas formas sanguicola (93-94). No entanto,
a reacgao detalhada e a cinética de recrutamento dos agentes primarios da via HR no
DNA durante o reparo de DSBs n&o tem sido bem detalhada. Nesse capitulo, nos
apresentamos a cinética de recrutamento da via HR nas formas prociclicas do T.
brucei em resposta as DSBs geradas pela radiagao ionizante (IR). Para isso,
monitoramos i) a ligagdo na cromatina das principais proteinas de reparo dessa via:
EXO1, RPA1 e RADS1, assim como ii) a atividade de uma via que fosforila a variante
de histona tripanosomal H2A indicando quebras de DNA. Os dados apresentados
estdo publicados no periodico cientifico Scientific Reports da Nature (2018) 8:5405 |
DOI:10.1038/5s41598-018-23731-6).

4.1.1 Impacto da radiacio ionizante na sobrevivéncia de T. brucei.

Uma das fontes mais comuns de quebras no DNA € a exposi¢cédo a radiacao
ionizante, a qual pode ser gerada por fontes naturais, como por exemplo a radiagao
césmica e radiacdo gama, e pelas fontes artificias como aparelhos de raios X e
radioterapia. A radiacdo ionizante pode induzir uma variedade de lesdes
radioquimicas no DNA de forma direta e indireta. A agédo direta ocorre quando
particulas de alta energia alfa ou beta rompem fisicamente, ambos os esqueletos de
acucar-fosfato do DNA gerando DSBs (105). Para estudar a cinética de recrutamento
da via de reparo HR numa cultura de células ndo-sincronizadas das formas prociclicas
de T. brucei, primeiro nods ajustamos as condigdes do tratamento. N6s submetemos
os parasitas a diferentes doses de IR (50, 100, 150 e 175) Gy para estabelecer a dose
minima que poderia deter o crescimento celular de forma reversivel, o que indicaria

um processo de recuperagao acontecendo. Na Figura 4.1, observamos que 50, 100 e
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150 Gy de radiagdo ionizante interromperam a proliferagdo celular 6 h apos o
tratamento. Além disso, uma dose de 50 Gy levou a uma parada significativa na
proliferagdo celular que foi recuperada 24 h apos a exposi¢éo a IR sugerindo que o
dano ao DNA induzido por 50 Gy pode ser reparado.

100 4
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10 4 L o : --175 Gy
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Cell growth (108 parasites.mL"")
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Figura 4.1- Reversibilidade celular apos o tratamento com IR. O grafico mostra o crescimento
celular a cada 12 h até 48 h depois da exposicdo a IR. Os dados representam a média de trés

experimentos independentes e as barras representam o desvio padréo (95).

4 1.2 A radiacao ionizante gera fragmentacdo do DNA e a fosforilacido da variante
de histona H2A.

Para determinar se o tratamento com IR gera quebras na cadeia de DNA, nés
realizamos o ensaio de marcacdao de terminais de DNA usando a enzima
desoxinucleotidil-transferase (TdT) (Figura 3.1). Apos o tratamento com IR, os
parasitas foram marcados usando o kit TUNEL™ e a intensidade da fluorescéncia foi
quantificada por citometria de fluxo. Como foi comentado na metodologia, a amostra
C (-) foi tratada na ausencga da enzima TdT e, portanto, nenhum sinal foi detectado.
Isso significa que o pico do controle negativo ndo deve ser considerado como sinal
positivo e, portanto, € considerado um sinal de fluorescéncia intrinseco basal emitido
pelo parasita nessa longitude de onda do canal. Por outro lado, a amostra C (+),
corresponde a céulas tratadas com DNAsel para garantir a geragéo de alta quantidade
de quebra de DNA. Portanto, nesse caso o sinal maximo de intensidade de
fluorescéncia foi observado. Assim, qualquer sinal entre o pico negativo C (-) e positivo
C (+) foi considerado como TUNEL positivo que significa a ocorréncia de fragmentos
de DNA. Considerando o anterior, os sinais TUNEL positivos foram observados
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durante a primeira 1.5 h apos o tratamento com IR (Figura 4.2A), sugerindo que a

exposicao a IR gera quebras de dupla fita no DNA nas formas prociclicas do T. brucei.
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Figura 4.2- Deteccao de fragmentagao de DNA e fosforilagdo da variante da histona H2A apés

IR. Os parasitas foram tratados com 50 Gy de IR. (A) a fragmentagdo do DNA foi medida usando a

enzima desoxinucleotidil-terminal transferase (TdAT-TUNEL). C (-) representa um controle negativo no

qual a enzima TdT ndo estava presente. Em C (+) as amostras foram pré-tratadas com DNAse |

gerando assim a maxima intensidade de fluorescéncia positiva. Linha pontilhada foi usada para indicar

0 pico que significa fluorescéncia negativa. (B) As células foram analisadas por IIF para verificar a

intensidade de fluorescéncia do marcador gH2A apds o tratamento com IR. (C) Os boxes plots

representam a medida da intensidade de fluorescéncia de gH2A no ensaio IIF. Os dados representam

a média de 100 células analisadas e as barras representam o desvio padrdo. (**) Indicam diferengas

significativas em comparagao com as células nao tratadas através dos testes de Friedman e Wilcoxon

executados no software R-Studio (95).
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Ja que as DSBs demonstraram desencadear a fosforilagdo da variante de
histona H2A nas formas sanguicolas de T. brucei (98), para confirmar a presenga de
DSBs apos o tratamento com IR, investigamos a fosforilagdo da variante de histona
H2A (gH2A) ao longo do tempo apos o tratamento com IR usando um anticorpo
especifico anti-gH2A (98) em um ensaio de imunofluorescéncia indireta (lIF) (Figura
4.2B).

Um sinal positivo significativo foi obtido durante as primeiras 6 h apos a
exposicao a IR em células tratadas em comparagdo com os parasitas nido tratados
(teste de Wilcoxon, p=3,94%12) (Figura 4.2B e C). O maximo de sinal obtido foi
observado duas horas apos o tratamento (Figura 4.2C). Nesse ensaio nos
observamos sinais gH2A positivos em parasitas nao tratados (controle), distribuidos
em pequenos focos, em quanto a fluorescéncia gH2A em parasitas tratados com IR
foi observada dispersa em todo o nucleo (Figura 4.2B, ver imagens de zoom). O
padrao disperso observado apds IR é provavelmente devido aos DSBs generalizados
causados pela IR em todo o DNA gendémico do parasita.

4.1.3 A expressao da proteina de replicacido A (RPA1) aumenta apds o tratamento

com IR.

Considerando que os nossos resultados de TUNEL e gH2A sugerem que o maior
dano no DNA ¢é atingido duas horas apods o tratamento com IR, nos testamos se o
DNA danificado foi reparado apds esse periodo. Para detectarmos eventos de reparo
de DNA, nés primeiro investigamos o comportamento da proteina RPA1, a principal
subunidade do complexo RPA. A RPA é a principal proteina de ligagdo de cadeia
simples em eucariotos, e € um componente que participa de muitas vias de reparo do
DNA (106). De fato, o nosso laboratorio tem mostrado que a RPA é importante para o
reparo de DNA em Trypanosoma cruzi, assumindo um padrao nuclear pontuado apés
tratamento com UV e hidroxiureia em comparagao com um padrao nuclear disperso
nas celulas controle (76).

Usando anti-soro anti-RPA1 produzido no nosso laboratério em um ensaio de
lIF, n6s observamos um aumento na intensidade de fluorescéncia da RPA1 no nucleo
quando comparado com ceélulas nao tratadas, nos primeiros 30 min a 2 h apos o

tratamento com IR (teste de Wilcoxon, p = 2.41¢'%). A medida maxima de
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imunofluorescéncia da RPA1 no nucleo foi observada a 1 h apds o tratamento com IR
(Figura 4.3A e B).
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Figura 4.3- A expressao da proteina de replicagdo A (RPA1) aumenta apés o tratamento com IR.
(A) Imunofluorescéncia usando anti-RPA1 (B) Box-plot representando a intensidade de fluorescéncia
da RPA1 no ensaio IIF apresentado em (A). Os dados representam a media de 100 células analisadas,
e as barras representam o desvio padrdo. (**) Indicam diferengas significativas comparadas com as
células ndo tratadas. (C) intensidade de fluorescéncia de RPA1, de acordo com as fases do ciclo celular
(G1/early S e lateS/G2). Os dados representam a média de 50 células analisadas para o padrdo G1/

earlyS e 15 células analisadas para o padréo late S/G2 (95).

No6s também monitoramos a intensidade de fluorescéncia de RPA1 de acordo
com as fases do ciclo celular, segundo os padrées N/K (1IN1K -G1/earlyS e 1N2K -
lateS/G2) e observamos que o pico predominante da RPA1 ocorreu apenas nas
células em lateS/G2 (Figura 4.3C). Considerando os dados anteriores, n0s sugerimos

que a via de reparo de DNA responsavel pela reparagcao de DSB em G1/early S, se
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existir, € menos dependente (ou independente) da subunidade de proteina RPA1 nas

formas prociclicas do T. brucei.

4 1.4 Algumas proteinas da via HR sdo up-requladas apos o tratamento com IR.

Ja que detectamos aumento da expressao de RPA1 apds o tratamento com IR,
nos entdo investigamos os niveis de outras proteinas envolvidas no processo de HR.
Além do marcador de checkpoint gH2A e da proteina de reparo TbRPA1, nos
monitoramos os niveis das proteinas TbExo1 e TbRADS1 durante 6 h apds o
tratamento com IR. EXO1 é uma das exonucleases que faz a resseccédo da DSB,
gerando ssDNA que recruta RPA e RAD51 desloca RPA do DNA e inicia o processo
de recombinagéo, buscando sequencias homélogas no genoma. Com a finalidade de
monitorar a regulagdo da TbExo1, nds geramos anti-soro contra essa proteina,
clonada e purificada como descrito na metodologia. A expresséo, purificagao e teste

do anti-soro gerado contra a proteina sdo apresentados na Figura 4.4.
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Figura 4.4- Expressao, purificagao e anti-soro gerado contra rTbExo1. A) rTbExo1 (~ 116 kDa) foi
clonada e expressada na presenga de IPTG num sistema procariotico. B) rTbExo1 Foi purificada
utilizando uma coluna de niquel e eluida com um gradiente linear de pH. C) Os extratos proteicos de
células de T. brucei foram submetidos a SDS-PAGE e transferidos para membranas de nitrocelulose

que foram incubadas com o anti-soro produzido anti-rTbExo1. (*) representa a rTbExo1.

Para a analise da regulagéo das proteinas de reparo, nds preparamos lisados
de parasitas totais expostos a IR e os comparamos contra lisados de parasitas nao
tratados mediante analise de Western blot (WB). A quantificagdo das intensidades de
banda no WB para TbExo1, TbRPA1 e TbRAD51 mostrou que essas proteinas

atingiram seus niveis maximos nos extratos totais 1 h apdés o tratamento com IR
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(Figura 4.5A), concomitante com o aumento da intensidade de fluorescéncia da
TbRPA1 no ensaio da Figura 4.3B. Semelhante ao observado no ensaio de IIF da
gH2A, as membranas de WB de parasitas n&o tratados exibiram niveis basais de
gH2A. Também o WB mostrou niveis basais de TbRADS1 e TbExo1 no extrato total
de parasitas nao tratados, provavelmente em correspondéncia com a presenga de
quebras de DNA basal (gH2A) detectado na Figura 4.2B. Além disso, uma dupla
banda de TbRPA1 foi observada uma hora apods ao tratamento com IR (Figura 4.5A-
tridangulo vermelha), o que hipotetizamos pode ser o resultado de uma modificagdo
pos-traducional da sub-unidade da proteina em resposta ao dano por IR.
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Figura 4.5- Proteinas de reparo de recombinagdo homoéloga (HR) no extrato proteico total apés
IR. (A) WB do extrato proteico total das formas prociclicas do T. brucei ap6s 50 Gy de exposigéo a IR.
A proteina HSP70 foi usada como controle de loading. O tridangulo vermelho na WB da RPA1 representa
uma possivel modificagdo da proteina RPA1. (B) Regressao polinomial de sexto grau das
quantificacdes das intensidades nas bandas dos cortes das membranas em cada caso analisado. As
curvas de estimag&o n&o paramétricas e o fator R? sdo apresentados. Notavelmente, as membranas
de Western blot foram cortadas para evitar reagdes cruzadas entre os anticorpos durante o ensaio.
Modificado de (95).

Em resumo, os dados até aqui sugerem que as proteinas de reparo analisadas
e que participam da via canodnica de reparo HR foram up-reguladas aproximadamente
1 h apdés o tratamento com IR. Na tentativa de ajustar melhor a cinética de
recrutamento sequencial dessas proteinas, foi realizada uma analise de estimacéao
nao paramétrica das medi¢cdes de quantificacdo das intensidades de banda no WB.

As curvas polinomiais de sexto grau diferenciam um pouco melhor os tempos da up-
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regulagdo do parasita sendo estimadas entre 45 min e 1.5 h apods o tratamento com
IR (Figura 4.5B).

4.1.5 A maquinaria de recombinacdo homologa é rapidamente recrutada para o

DNA apods o tratamento com IR.

Os dados acima sugerem que os parasitas respondem aos danos no DNA
gerados pela IR mediante a regulacéo das proteinas da via de reparo HR. Assim, nos
fomos avaliar se a TbExo1, a TbRPA1 e a TbRAD51 estavam sendo recrutadas para
o DNA apods o tratamento com IR. Para distinguir entre as proteinas soluveis e as
ligadas ao DNA, nés preparamos extratos de proteina fracionada, como mostrado na
Figura 3.2, com o objetivo de isolar as proteinas ligadas ao DNA em parasitas n&o
tratados e tratados em diferentes tempos apds o tratamento com IR. Este protocolo
envolve a extragdo de proteinas soluveis apos a permeabilizagdo (monitorada pelo
marcador GAPDH) e, em seguida, a extragao de proteinas ligadas a cromatina apés
a digestdo com DNAse | (monitorada pelo marcador Histona H3) (Figura 4.6).

control (non-tretated) 50 Gy

SF | SF Il DBP SF | SF Il DBP

39 kDa s & < GAPDH

14 kDa
- - < H3

SF: soluble protein fraction
DBP: DNA-bound protein

Figura 4.6- Controle do ensaio de extragao fracionada de proteinas. As células foram expostas a
IR e tratadas com tampao de lise para obter proteinas soluveis (fragdo soluvel - SF). Apés um segundo
ciclo de tratamento com tampao de lise, os pellets foram digeridos com DNAse para obter proteinas
ligadas ao DNA (DBP). As amostras foram entdo submetidas a SDS-PAGE, transferidas para

membrana de nitrocelulose e incubadas com anti-GAPDH e com anti-histona H3 (95).

Antes de analisar o recrutamento das proteinas para a cromatina, nés primeiro
fomos estudar qual das formas da RPA1 detectadas no extrato total de T. brucei
(Figura 4.5A-triangulo vermelho), estava interagindo com o DNA apds dano. Para
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responder essa questao, as amostras obtidas 1 h apds o IR foram corridas no mesmo
gel de SDS-PAGE. Em células nao tratadas, a banda de menor peso molecular da
sub-unidade RPA1 foi ligada ao DNA, enquanto a banda de maior peso molecular de
RPA1 foi ligada ao DNA nas céulas apds o tratamento com IR (Figura 4.7A). Para
melhor visualizarmos as isoformas de RPA1 superior e inferior, n6s separamos de
novo estas amostras em outro gel SDS-PAGE aplicando uma quantidade maior de
amostra e permitindo uma melhor resolugdo na regido das isoformas RPA1 (Figura
4.7B). Curiosamente, n0s observamos que no extrato total ambas as isoformas da
RPA1 estavam presentes tanto em células tratadas quanto em células n&o tratadas
(Figura 4.7A).

No entanto, a RPA1 de menor peso molecular foi a banda predominante ligada
ao DNA em células nao tratadas, enquanto A RPA1 de maior peso molecular € a
banda predominantemente ligada ao DNA apés o tratamento com IR (Figura 4.7A e

B, seta vermelha).

A. B.
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SFI SF DBP
total DBP total DBP I SFI SFIl DBP

b
.l o <RPA1 (upper band <RPA1 (upper band)
n <“RPA1 (lower band) <RPA1 (lower band)

Figura 4.7- Ensaio de fraccionamento e analise de WB de bandas de RPA1 apés IR. (A e B) Perfil

de migragao molecular de peso da proteina RPA1 no extrato total, na fragao proteica soluvel (SFl e II)
e na fragao proteica ligada ao DNA (DBP) em células controle e tratadas com IR. A seta no painel B
indica uma regido onde uma linha foi excluida do gel, mas todas as amostras foram analisadas em um

unico gel (95).

Além de identificar a isoforma da proteina RPA1 que estava presente no DNA
apos o dano, a quantificagdo de proteinas ligadas ao DNA revelou niveis aumentados
de TbExo1 ligado ao DNA 30 min apds IR acompanhando pelo aumento gradual na
TbRPA1 ligada ao DNA e a fosforilagéo da variante de histona H2A (Figura 4.8A).

A maxima intensidade da proteina TbRPA1 ligada ao DNA foi atingida 1.5 h
apos o tratamento (Figura 4.8A, RPA1), aproximadamente ao mesmo tempo que foi
observado uma diminui¢cdo nos niveis TbExo1 (Figura 4.8A, B).
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Duas horas apos o tratamento com IR, a intensidade da TbRPA1 ligado ao DNA
diminuiu e o nivel da gH2A atingiu seu maximo. Juntamente com o TbRAD51 ligado
ao DNA (ou seja, 2-5 h apos o IR), foi observada uma desfosforilagdo gradual de
gH2A.
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Figura 4.8- Recrutamento de proteinas de reparo da via de recombinagdao homoéloga (HR) para o DNA apés
IR. (A) analise WB de proteinas ligadas ao DNA (DBP) derivadas do ensaio de fracionamento apds o tratamento
com IR. A proteina H3 foi usado como controle interno. (B) Regressé&o polinomial de sexto grau das quantificagdes

do WB. As curvas de estimag&o no paramétricas e os fatores R? sdo apresentados (95).

4.1.6 _As quebras no DNA induzidas pela radiacio ionizante sdo reparadas

eficientemente durante as fases lateS/G2 do ciclo celular.

Embora os dados acima sugerem que o processo de reparo de DSB pela via HR
leva ~6 h, como demonstrado pela liberagcdo de TbRAD51 do DNA, juntamente com o
declinio no sinal gH2A no DNA (Figura 4.8B), foi observado o comprometimento do
crescimento celular de 6 a 18 horas apos IR, como mostrado na Figura 4.1. Tal
interrupcao do crescimento da populacéo de parasitas na cultura apds dano levanta a
questao sobre o por que as células de T. brucei permanecem paradas nesses tempos
se o reparo do dano ao DNA é resolvido pela via HR nas primeiras 6 h apds tratamento
com IR. Considerando entdo que as espécies de tripanosomatideos nao possuem
algumas das proteinas esséncias da via NHEJ canénica, que ocorre ao longo do ciclo
celular e € um mecanismo predominante de reparo de DSB na fase G1, nés
levantamos a seguinte possibilidade: os parasitas com DSB em G2 foram reparados
por HR em G2, no entanto, aqueles com DSB em G1 e earlyS nao foram reparados
por HR e devem estar mantendo um checkpoint ativado nestas fases. Isso explicaria

o retardo do retorno do crescimento.
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Para verificar esta possibilidade, n6s analisamos o perfil de conteudo de DNA
dos parasitas tratados com IR no periodo de 0 a 6 h apds o tratamento e comparamos
os resultados com os parasitas nao tratados. Os perfis de conteudo de DNA revelaram
uma diminui¢do gradual na prevaléncia de células na fase G2/M apds o tratamento
com IR, com a menor quantidade de células nessas fases ocorrendo 6 h apds o
tratamento com IR (Figura 4.9A e B). Além disso, n6s também observamos parasitas
que gradualmente se acumulam nas fases G1/S comegando 3 h apds IR (Figura 4.9A,
B). Esses dados acima sugerem que as formas prociclicas de T. brucei tém uma via
de checkpoint que detecta danos no DNA na transicdo G1/S. Provavelmente entdo, o

reparo em G1/earlyS, se existe, leva mais de 6 h para ser finalizado.
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Figura 4.9- Efeitos da resposta ao tratamento com IR no ciclo celular. (A) analise do conteudo de
DNA de células coradas com PIl. Os histogramas vermelhos representam as células tratadas com IR e
os histogramas cinzas representam as células nao tratadas. Este ensaio foi realizado em triplicada. As
linhas pontilhadas representam o pico de intensidade de fluorescéncia das células em G1/S (pico
esquerdo) e de células em G2/M (pico direito). (B) Representa a medigdo dos padrdes N/K através da
coloragdo com DAPI de células tratadas e ndo tratadas: 1N1K (G1/earlyS); 1N2K (lateS/G2); 2N/2K
(Citocinese) e outros (>2N/>2K). Os dados representam a média de trés experimentos independentes
e as barras representam o desvio padréo para um n=100 amostras. (C) Intensidade de fluorescéncia
de gH2A, de acordo com o ciclo celular fases (G1/earlyS e lateS/G2). Os dados representam a média

de 50 células analisadas nas fases G1/earlyS e 15 células analisadas da fase tardia lateS/G2 (95).
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Finalmente, para confirmar que a cinética detectada para a via de reparo HR
observada na Figura 4.8 € um processo que ocorre durante as fases lateS/G2, nos
testamos se o padrao de fosforilagdo/desfosforilacdo do marcador de quebras de DNA
gH2A acontecia também nessas fases. Nesse caso, nds repetimos a analise de
intensidade do sinal gH2A apds IR comparando a intensidade do sinal das células nas
fases G1/earlyS (padrdo 1N1K) com células no /lateS/G2 (padrao 1N2K). Os
resultados mostram que o pico predominante do marcador gH2A (Figura 4.9C) ocorre
predominantemente nas células com padrées morfolégicos correspondentes com as
fases lateS/G2 (Figura 4.9C), apoiando a ideia de que a cinética da via HR descrita

até aqui atua predominantemente em células nas fases lateS/G2.

4 1.7 Consideracoes finais do Capitulo |

Em resumo, os DSBs induzidos pela exposi¢do a 50 Gy levam a um rapido
recrutamento da exonuclease Exo1 para os locais de DSBs de DNA durante a primeira
meia hora apdés o tratamento com IR. Em seguida um pico de RPA1 ligada ao DNA é
atingido a 1.5 h quando a interagdo entre Exo1 e os terminais quebrados do DNA
diminui. Além disso, a fosforilagdo maxima de gH2A é atingida entre 1.5 e 2 h apds o
IR. Neste periodo e até duas horas apds o IR, a presenga da RPA ligada ao DNA
diminui, enquanto a RAD51 ligado a DNA aumenta. Juntamente com as interagdes
entre 0 RAD51 e o DNA (2-5 h apos IR), a desfosforilagdo da gH2A acontece. O
processo completo de reparo das DSBs leva aproximadamente 5.5 horas, como
mostrado pela diminuigdo nos niveis da gH2A e o numero minimo de parasitas nas

fases G2/M nesse ponto (Figura 4.10).

Considerando todos os nossos dados até aqui, nés sugerimos que as DSBs
geradas pela exposicao a IR das formas prociclicas de T. brucei sdo reparadas pela
via HR durante as fases lateS/G2. Além disso, nds observamos que uma resposta de
checkpoint poderia estar detendo as células na transicdo G1-S, onde provavelmente
ocorre um processo de reparo de DSBs que usa uma via independente das proteinas
da via HR. Este processo de reparo leva mais de 6 h, ja que uma parada no
crescimento dos parasita > 6 h pos IR (Figura 4.1) foi observado. As vias de checkpoint
ativadas no parasita em resposta a quebras de DNA estdo apresentadas no seguinte

capitulo.
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Figura 4.10- Modelo para a cinética de recrutamento de proteinas de reparo da via HR apos IR.
Nas formas prociclicas de T. brucei, a exposigao a IR promove o recrutamento para o DNA de algumas

proteinas da via de HR apés o DSBs. O processo completo de reparo de DNA mediante essa via leva
aproximadamente 5.5 horas.
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CAPIiTULO I

4.2 Asquinases ATM e ATR tem fungées diferenciadas na resposta a danos gerados
pela IR em T. brucei

Como discutido na introducdo, durante um ciclo de divis&o celular tipico de uma
célula eucaridtica sdo ativados uma série de mecanismos de checkpoint do ciclo
celular. Nos mamiferos estas vias de checkpoint sdo governadas pelas proteinas
quinases ATM e ATR. A ATM é estimulada por agentes que induzem quebras de
cadeia dupla de DNA (DSBs) tais como radiagdo ionizante e ATR €& ativado em
resposta a presenca de quebras de cadeia simples de DNA e outros fatores de
estresse replicativo como a hidroxiureia e a radiagao UV. Além disso, ATR também é
recrutada para os sitios de DSB, auxiliando nesta resposta. Nos tripanosomatideos,
embora danos no DNA ativem um mecanismo de reparo, o papel detalhado das
quinases PI3KK nessa resposta ndo esta bem estabelecida. Nesse capitulo do
trabalho nds investigamos o papel das quinases ATM e ATR das formas prociclicas
do T. bruceifrente a quebras no DNA geradas pela radiagao ionizante (IR), com énfase
no checkpoint intra-S.

4. 2.1 Efeitos dos inibidores de quinases na viabilidade celular do T. brucei

Uma vez que a seletividade dos inibidores usados nos nossos ensaios foi
provada contra alvos especificos em mamiferos; ATMi (KU55933, 1C50:13nM, Sigma
Aldrich) e ATRi (VE821, IC50:15nM, Sigma Aldrich), nés primeiro ajustamos o
tratamento com os inibidores das quinases, para ver o efeito de diferentes
concentragbes no crescimento celular. Para isso, submetemos as culturas de
parasitas a diferentes doses de inibidores especificos (KU55933) e (VE821) com o
objetivo de encontrar a dose maxima que inibe o crescimento celular ao longo do
tempo, sem levar rapidamente a morte, indicando a maxima resposta dos parasitas
frente ao inibidor (107). Nos observamos fendtipos de resposta dos parasitas frente
aos inibidores (KU55933 de 10 a 50 uM; VE821 de 5 a 50 uM) em faixas de
concentragdes usadas também na Leishmania (107), onde foi observado que 40 uM

de ambos os inibidores induziu a quiescéncia das culturas.
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Diferente ao observado na Leishmania, os ensaios de viabilidade da Figura
4.11, mostraram que 20 uM de KU55933 (ATMi) e 5 uM de VE821 (ATRi) conseguiram
inibir o crescimento celular dos parasitas ao longo do tempo.

ant *KU- -
KU-55933 1uM KU-55933 5uM ant wVE-821 1M VE-821 5M

KU-55933 10uM KU-55933 20uM KU-55933 50uM =VE-821 10uM VE-821 20uM VE-821 50uM

40 40 -

30 - 30 A

20 - 20 |

X I
Oh 24h* 48h 72h Qéh

VEB821 treated cells (108 parasites/mL)

KU55933 treated cells (108 parasites/mL)

Figura 4.11- Reversibilidade celular apés o tratamento com inibidores das quinases ATM e ATR.
O grafico mostra o crescimento celular a cada 24 h até 96 h apos a exposigao das culturas a diferentes
doses dos inibidores especificos das quinase ATM (KU55933) e ATR (VE821). Os dados representam

a média de trés experimentos independentes e as barras representam o desvio padrao.

4.2.2 Controle de transicdo das fases do ciclo celular mediadas pelas quinases ATM

e ATR em resposta a DSB

Para confirmar os dados acima, neste trabalho ndés desenvolvemos uma
metodologia para avaliar as transicdes das fases do ciclo celular G1-S, intra-S e S-
G2, mediante um ensaio de co-detecgao de analogos de timidina. O ensaio de co-
deteccdo foi padronizado para as formas prociclicas da linhagem Lister 427 do T.
brucei e as condigdes estabelecidas durante a reagdo de deteccdo, e seus respectivos
controles, estdo apresentados na Figura 4.12.

Para o ensaio de monitoramento do ciclo celular apés tratamento com IR,
parasitas em crescimento exponencial foram incubados com um primeiro pulso de
iodo-desoxiuridina (IdU) por 30 min, com o objetivo de marcar a populagdo de
parasitas que estivessem replicando o seu DNA nesse momento.
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Figura 4.12- A co-detecgao de analogos da timidina é especifica. (A) Formas prociclicas de T.
brucei 427 foram tratadas com HCI 2N ou 4N para a detecgéo do analogo CldU incorporado. (B) Teste
de especificidade de anticorpos secundarios: como demonstrado na figura, ndo ha detecgéo cruzada
entre os anticorpos usados no experimento. O anticorpo secundario para um analogo da timidina nao
apresenta nenhuma detecgéo com o anticorpo primario para o outro analogo (i.e., o analogo de timidina
IdU incorporado e detectado com o anticorpo primario a-ldU (mouse) e o anticorpo secundario
especifico Alexa 568 a-mouse).

Apods o primeiro pulso, os parasitas foram lavados e amostras foram coletadas
a cada hora durante 6 horas. Cada amostra foi entdo mantida em um segundo pulso
de cloro-desoxiuridina (CldU) por mais 30 min. Apos o segundo pulso os parasitas
foram immunodetectados sob as nossas condigbes padronizadas utilizando
anticorpos especificos. Durante a inmunofluorescencia, nés detectamos o seguinte

padrao de parasitas marcados (Figura 4.13A, box): i) parasitas vermelhos: parasitas

que estavam na fase S durante o0 1° pulso (IdU) e na fase G2 durante o 2° pulso (CldU);

i) parasitas amarelos: foram parasitas que estavam na fase S durante o 1° pulso e na

fase S durante o 2° pulso e iii) parasitas verdes: foram parasitas que estavam na fase

G1 durante o 1° pulso e na fase S durante o 2° pulso (Figura 4.13B). As células
marcadas com cada padrao acima foram quantificadas e representadas mediante
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grafico de barras de forma percentual segundo o total de células analisadas em cada
caso (Figura 4.13C).
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Figura 4.13- Avaliagao do ciclo celular de T. brucei mediante a co-detec¢cdao de analogos de
timidina. (A) Esquema mostrando os passos primarios do ensaio padronizado para o monitoramento
da transicao das fases do ciclo celular. O quadrado relaciona o padrao correlacionado com as fases do
ciclo celular na qual os parasitas estavam durante cada pulso. (B) Imagens da co-detecgéo de analogos
de timidina em parasitas controle usando IIF. Parasitas durante a fase S do ciclo celular incorporam os
analogos IdU e/ou CIdU no seu DNA. Os analogos sdo immunodetectados com anticorpos especificos
e aparecem como vermelho (IdU), verde (CldU) e amarelo ambos os analogos (IdU e CldU). (C) Grafico
de barras representando a porcentagem de parasitas marcados em vermelho, amarelo ou verde em
diferentes momentos durante o periodo de monitoramento. Os dados representam a média de trés

ensaios independentes, cada uma consistindo em n = 300 células analisadas.

Para estudar os efeitos dos mecanismos de checkpoint nas transi¢des de fases
G1-S, intra-S e S-G2 do ciclo celular em resposta a danos no DNA, nds realizamos o
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ensaio acima, mas expondo as células a tratamento com IR apds o primeiro pulso
(IdU) (Figura 4.14A). Apds a co-detecgdo, as células irradiadas exibiram um atraso
pronunciado da populacdo de parasitas na passagem pela fase S (parasitas
amarelos), assim como também na transicdo da fase G1 para a fase S (parasitas
verdes) sugerindo a ativagdo de um mecanismo que bloqueia os parasitas no intra-S
(checkpoint intra-S) e na transi¢do G1-S (checkpoint G1-S) apos lesdes no DNA com

IR (Figura 4.14B, D). Os primeiros parasitas transitando no intra- S (parasitas em

amarelo) foram detectados as 3 h e passando da fase G1 para a fase S (parasitas em
verde) as 4 h apos o tratamento com IR (Figura 4.14B, C).
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Figura 4.14- Controle da transicao das fases do ciclo celular apés IR. (A) Esquema mostrando o
ensaio desenvolvido para estudar o papel das quinases em T. brucei PCF. (B) Imagens da co-detecgao
de analogos de timidina em parasitas irradiados usando IIF. (C e D) Grafico de barras representando a
porcentagem de parasitas (ndo expostos — C ou expostos a IR — D) marcados em vermelho, amarelo
ou verde em diferentes momentos durante o periodo de monitoramento do ciclo celular. Os dados
representam a média de trés ensaios independentes, cada uma consistindo em n=300 células

analisadas.
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4.2.3 A quinase ATM tem papel no controle da transicido G1-S e intra-S em resposta
a DSB

Para avaliar o papel das quinases ATM e ATR na transicdo das fases no ensaio
anterior, o nosso proximo passo foi usar inibidores especificos das quinases nas
culturas para atuarem antes e depois da exposicao a radiacao ionizante durante um
periodo de 6 h, com o objetivo de inibir tanto a deteccdo do dano ao DNA quanto os
mecanismos de transducio do sinal apds o dano. Apds a co-deteccédo, foi observado
um importante papel da ATM em controlar a passagem dos parasitas na transi¢gao da
fase G1 para a fase S, evidenciado pela deteccao precoce de parasitas marcados em
verde (Figura 4.15A e C, parasitas em verde a 1 h apds dano) quando comparados

com as células irradiadas (Figura 4.15B, parasitas em verde a 4 h apds dano).
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Figura 4.15- Papel da ATM no controle da transicdo das fases do ciclo celular apés IR. (A)
Imagens da co-detecgdo de analogos de timidina em parasitas controle usando IIF. (B e C) Grafico de
barras representando a porcentagem de parasitas irradiados (na auséncia — B ou na presenga de
inibidor de ATM — C) marcados em vermelho, amarelo ou verde em diferentes momentos durante o

periodo de monitoramento do ciclo celular.
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A quinase ATM Também mostrou um papel no bloqueio dos parasitas no intra-S apos
a exposicao a IR, ja que parasitas ATMi conseguiram retomar a replicagdo em seguida
ao dano (parasitas amarelos) (Figura 4.15C, parasitas em amarelo a 1 h apos dano).

4.2.4 A quinase ATR tem papel no controle da transicdo intra-S em resposta a DSB

Em contraste, usando o inibidor, a ATR ndo mostrou papel na transicdo G1-S, ja
que os parasitas em verde foram detectados apenas as 4 h apds dano, igual ao
observado nas células irradiadas (Figura 4.16B e C). Porém, a ATR exibiu uma fungéo

predominante em controlar a passagem dos parasitas dentro da fase S, uma vez que,
na auséncia de ATR, nos observamos uma grande quantidade de parasitas em
amarelo ja as ~1 h apos tratamento com IR (Figura 4.16A e C).
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Figura 4.16- Papel da ATR no controle da transicdo das fases do ciclo celular apés IR. (A) Imagens
da co-detecgéo de analogos de timidina em parasitas controle usando IIF. (B e C) Grafico de barras
representando a porcentagem de parasitas irradiados (na auséncia — B ou na presenga de inibidor de
ATR - C) marcados em vermelho, amarelo ou verde em diferentes momentos durante o periodo de

monitoramento do ciclo celular.
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Os dados acima, do papel da ATR no controle da transicdo de fases do ciclo
celular, foram também analisados em uma linhagem de células com o gene ATR
silenciadas por RNAI. Esta linhagem foi gentilmente cedida pelo Dr. Igor Cestari
(Center for Infectious Disease Research em Seattle, EUA). Nessas células, nés
realizamos 0 mesmo ensaio apresentado acima em: células ndo induzidas para RNAI
e em células induzidas sem e com exposigdo a radiagéo ionizante. E importante
mencionar que parasitas apenas com a ATR silenciada (Figura 4.17A e B) incorporam
mais analogos de timidina (Figura 4.17D) do que aqueles expressando ATR (Figura
4.17C) (Figura 4.13D), sugerindo uma importante funcdo da ATR em regular a

velocidade da replicacéo através da fase S.

Portanto, uma desregulacdo de ATR durante o ciclo celular normal do T. brucei
afeta a passagem adequada de parasitas através da fase S. Quando o ensaio é
realizado com exposi¢cdo a IR, vemos que na linhagem silenciada para ATR o
checkpoint intra-S n&o funciona (ver aumento de células amarelas a 1h na Figura
4.17F). Este dado € o mesmo obtido em células expostas a IR na presenga do inibidor
de ATR (Figura 4.16C). Na presenca de IR em células silenciadas para ATR vemos
ainda uma modulacg&o negativa do checkpoint G1-S, ja que as células entramem S 3
h apds IR nas células interferidas (células verdes, Figura 4.17F). Esse dado nao foi
observado no ensaio utilizando inibidor de ATR (Figura 4.16C), talvez pelo fato que a
linhagem interferida tenha mais ATR comprometido do que as células tratadas com o
inibidor. Assim, é possivel que ATR tenha um papel secundario na modulacédo da

passagem G1/S.
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Figura 4.17- Avaliagao do checkpoint intra-S em células T. brucei ATR/RNAi mediante a co-
detecgao de andlogos de timidina. (A) As graficas de lineas representam a viabilidade dos parasitas
durante a indugdo com tetraciclina. Nos graficos, 477- (parasitas ndo selecionados); 477+ (parasitas
selecionados com antibidticos); 477 + Tetra (parasitas selecionados e induzidos com tetraciclina). Os
dados representam a média de trés ensaio independentes e as barras representam o desvio padréo.
(B) gRT-PCR do ensaio de indugéo do silenciamento do gene ATR até 48 h. (C-D) Grafico de barras
representando a porcentagem de parasitas marcados em vermelho, amarelo ou verde em células ndo
induzidas (C) e induzidas com tetraciclina por 48 h (B). (E) Imagens da co-detecgéo de analogos de
timidina em parasitas com a expressdo do gene ATR silenciado usando IIF. (F) Grafico de barras
representando a porcentagem de parasitas marcados em células induzidas com tetraciclina por 48 h e
expostas a radiagdo ionizante. Os dados representam a média de trés ensaios independentes, cada

uma consistindo em n=300 células analisadas e as barras de erro representan o desvio padrao.

4.2.5A quinase ATR tem papel no controle da saida de G2 em resposta a DSB

Nés analisamos o ciclo celular, através de citometria de fluxo, dos parasitas,
controle, tratados com inibidor de ATR ou silenciados para ATR, durante 6 h apés
exposicao a IR. Na presenga do inibidor de ATR, ou do silenciamento de ATR, os
parasitas foram-se acumulando levemente na fase G2/M ap6s o dano, evidenciado
pelo aumento do pico G2/M no perfil da citometria de fluxo e na quantificagcdo dos
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padrées N/K (Figura 4.18D-E e M-N) . Assim, ATR é importante para que as células
passem de G2 apds exposicao a IR, provavelmente devido ao seu envolvimento no
processo de HR.
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Figura 4.18- Analise de contetido de DNA de T. brucei PCF apo6s IR na presenca de inibigao da
atividade das quinases ATM e ATR. (A-E) Analise do contetudo de DNA ap6s o IR (50 Gy). Cinza:
céulas nao tratadas. Azul escuro: células wild-type irradiadas. Roxo: células wild-type ATMi (20uM).
Azul: células wild-type ATRI (5 uM). Laranja: células ATR/RNAI. (F-l1) Padrées morfolégicos de N/K
representativos nas formas prociclicas de T. brucei 427 através da microscopia de tingdo com DAPI.
(J-N) Quantificagdo dos padrdes morfologicos N/K. Os dados representam a média de trés
experimentos independentes, cada um consistindo de n=300 e as barras de erro representando o
desvio padréo.
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4.2.6 A cooperacdo entre PI3KK regula o crescimento celular em resposta a DSBs

no T. brucei

Para investigar um papel cooperativo entre ATM e ATR no T. brucei em
resposta a DSBs na regulagdo do crescimento celular, nos realizamos um ensaio de
viabilidade celular usando inibidores das quinases ATM e ATR na presenca de IR e
monitoramos o crescimento celular ao longo do tempo (Figura 4.19). N6s confirmamos
que na exposicao a radiagdo ionizante o crescimento celular é de fato regulado pelas
quinases ATM e ATR (Figura 4.19 IR and ATRi, IR and ATMi). No entanto, na auséncia
das duas quinases (Figura 4.19 IR, ATRi and ATMi) n6s observamos que o
crescimento celular continua bloqueado. Neste ponto nds especulamos que em
resposta a IR existe um outro mecanismo assegurando o crescimento dos parasitas
na auséncia da ATM e da ATR na exposigado a IR, governado provavelmente pela
acao de uma outra proteina do tipo PI3KK. Alternativamente, € possivel que as
concentragbes dos inibidores de ATM e ATR ndo tenham sido suficientes para
assegurar completamente as vias de sinalizagdo tendo ainda um basal que bloqueia

0 crescimento celular neste ensaio.

=3 DMSO

IR and DMSO

IR and ATMi

IR and ATRI

IR, ATRi and ATMi
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number of parasites x 10e6/ ml
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Figura 4.19- A cooperagédo entre PI3Ks regula o crescimento celular no T. brucei em resposta a
DSBs gerados pela IR. Graficos de barras representando a viabilidade celular de T. brucei PCF apés
diferentes tratamentos. Parasitas tratados com DMSO como controle. Parasitas foram tratados ou nédo
com 50 Gy de IR, na presenga de inibidores: 10 uM de KU55933 (ATMi) e 2.5 uM de VE821 (ATMi) ou
ambos simultaneamente (ATMi e ATRI). Grafico de barras representativo da média de quatro
experimentos independentes (+/- Derivagdo padrdo: SD). Anova de duas vias +/- SD. Pos-teste de
Bonferroni: *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001.

Em conjunto, os dados até aqui indicam (i) que o reparo de DSBs pela via HR
acontece nas fases lateS/G2; (ii) uma fungcdo importante da ATM e uma fungéo
secundaria de ATR coordenando a transicdo G1-S (G1 checkpoint), (iii) uma fungéo
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das duas quinases em regular a passagem pelo intra-S (checkpoint) apos IR e (iv)
papel de ATR na saida de G2. Além disso foi observada a possivel participagado de
uma outra PIBKK em regular o crescimento celular de T. brucei em resposta a IR.

4.2.7 O empacamento de forquilhas, sua recuperacdo e o controle da velocidade da

replicacio sao funcdes da ATR durante o checkpoint intra-S.

Como nés observamos um checkpoint intra-S em T. brucei, nds decidimos
investigar em maior detalhe este processo de modulagao da replicagdo apos DSBs.
Como em modelos eucariontes ATR € a principal quinase que governa o checkpoint
intra-S regulando o alongamento das forquilhas de replicagdo e o disparo de novas
origens apos danos no DNA e como n6s mostramos que ATR é a quinase envolvida
no checkpoint intra-S em T. brucei, nds realizamos o ensaio de DNA combing em
células wild type e em células com a expressao do gene ATR silenciada. Para
investigar o papel da ATR no alongamento das forquilhas, foram realizados dois
pulsos assimétricos usando diferentes analogos de timidina 75*Use |dU (7 min) e
2ndPulse CldU (21 min) para calcular o factor de alongamento da forquilha de DNA
(DFEF). DFEF foi calculado como o comprimento do 2""¥s¢ do analogo CldU dividido
pelo comprimento do 75#4/s¢ do andlogo IdU (2"Pulse /15tPulse) (Figura 4.20).
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Figura 4.20- Esquema representativo do ensaio de DNA combing para avaliar o empacamento
das forquilhas de replicagdo apds IR. Esquema mostrando o ensaio de DNA combing realizado em
células n3o tratadas e tratadas com IR. O fator de alongamento (DFEF) foi estimado pela raz&o (27°F4'se
/15tPulse) Pylsos assimétricos com dois analogos diferentes foram realizados 75t7“s¢ |dU (7 min) e 2dPulse
CldU (21 min). A retomada das forquilhas de replicagio apoés IR foi analisada usando um 3¢ CldU

(21 min) as duas e seis horas ap6s o dano por IR.
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Nas células controle, o valor do DFEF variou de 2 a 6, com um valor médio de
~3 (dado esperado se o alongamento ndo esta comprometido, ja que o segundo pulso
foi trés vezes maior que o primeiro), em um total de 20 moléculas inteiras de DNA
analisadas (Figura 4.21, ponto laranja). Nas células irradiadas, nds observamos uma
diminuicdo no fator DFEF (0.9) indicando um encurtamento das forquilhas de
replicacao apods dano, devido provavelmente a um processo de empacamento da
forquilha. Tal diminuicdo no DFEF nas células irradiadas foi observada também
durante um segundo ensaio onde as células foram mantidas em um pulso de CldU

durante 42 min apds IR (Figura 4.21, pontos azuis). Os dados indicam que as

forquilhas de DNA foram de fato empacadas e o fendtipo observado nédo é
consequéncia apenas de uma diminui¢do na velocidade de replicagao.
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Figura 4.21- Fator de alongamento de forquilhas de replicagao (DFEF) em T. brucei apos IR.
Graficos de pontos representando o fator de alongamento (DFEF) dos casos analisados. Para o calculo
do DFEF, foi usado o fator de alongamento (1 uM = 2kb) na configuragdo do software ImageJ Fiji. Os
dados representam um total de (n = 20) moléculas de DNA esticadas para cada caso analisado. (*)
Indica diferencgas significativas em relagdo as células n&o tratadas segundo os testes de Friedman e
Wilcoxon. Ponto laranja: Células nao tratadas (75P“se (7min) + 2" rulse (21min)). Parada da forquilha
de replicagdo. Pontos azuis: células wild-type irradiadas (15tP4se (7min) + IR + 2" Puse (21min)) ou (15
pulse (7min) + IR + 2ndpulse (42min)). Retomada da forquilha de replicagao. Ponto amarelo: células wild-
type irradiadas (15tPUse (7min) + IR + 2ndPulse (21 min) + 3dPuise (21min) 2h apds IR). Ponto vermelho: (1%
pulse (7min) + IR + 2ndPulse (21min) + 3rdeulse (21min) 6h apds IR) Ponto verde: células ATR/RNAI irradiadas
(15tPUse (7min) + IR + 2" Puse (21min))..
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Nos estimamos o tempo que leva o processo de checkpoint para ativar o
empacamento das forquilhas. Para tanto, nés estimamos primeiro a velocidade média
da replicagao de T. brucei usando a seguinte férmula baseada nos dados das células
controle: (X3° yellow lenght from control cells /20)/time of CldU pulse), a qual foi
calculada em 5.63 kb/min (Este dado € semelhante ao ja obtido no laboratério (108)).
Depois, nds calculamos o comprimento médio das forquilhas empacadas na Figura
4.21B, pontos azuis. Assim, dividindo o valor do comprimento médio das forquilhas
empacadas pela velocidade de replicagao de células controle, nés estimamos que o
tempo médio para o parasita ativar a resposta que leva ao empacamento das
forquilhas de replicacdo apos dano € ~11,46 min.

Apods analisar o efeito do checkpoint intra-s no empacamento das forquilhas,
nos estudamos também o processo de recuperacéo apds o reparo do DNA. Para isso,
nos calculamos novamente o valor de DFEF as 2 e 6 h apds o tratamento com IR. Nos
observamos uma recuperacao completa das forquilhas de replicacdo de DNA as 6 h
apos tratamento (Figura 4.21, ponto vermelho) com um valor DFEF similar as células

nao tratadas (**). Para entender o processo de recuperagdo do alongamento da
forquilha de replicagdo, nods analisamos os padrdes de fluorescéncia obtidas nas
laminas de DNA combing e observamos que a recuperacao das forquilhas empacadas
acontece via a recuperagao unidirecional (Figura 4.22A, i.e., forquilhas b, f ou s).
Vimos também que a replicagao pode ser recuperada mediante o disparo de uma nova
origem de replicagc&o na regido préxima ao ponto de empacamento (Figura 4.22A, i.e.,

forquilhas g, k, n ou Q).

Para verificar o papel de ATR no processo de empacamento de forquilhas, nés
repetimos o experimento em células com a expressdo do gene ATR silenciada.
Diferente das células wild type, nas células ATR silenciadas n6s ndo observamos o
processo de empacamento das forquilhas de replicagao apds a exposi¢ao a IR (Figura
4.22B, ie., forquilhas e, |, 0, ou q). Além disso, nés observamos um importante
aumento no comprimento das forquilhas de replicacdo e, consequentemente, um
aumento no DFEF (5.97) em comparagcdo com células wild type irradiadas (2.91)
(Figura 4.21, ponto verde e ponto laranja).
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Figura 4.22- DNA combing revela empacamento das forquilhas de replicagdao de DNA e a sua
recuperacgao dependente da ATR apds IR. (A-B) Painéis de imunodetecgao das moléculas de DNA
a partir de células controle (A) e ATR/RNAI (B). Cada painel mostra o total de moléculas de DNA
esticadas usadas para estimar o fator DFEF. As moléculas em zoom representam os padrbes
observados para a recuperagdo das forquilhas de replicagdo. Tem um exemplo mostrando a
recuperagao da forquilha via forquilha estabilizada (A-s) e via o disparo de uma origem de replicagdo

backup (B-g,q).

Cabe notar que o painel da Figura 4.22B, estd em uma escala duas vezes
menor que o painel da Figura 4.22A, isto porque as moléculas incorporadas foram
entre 2 a 3 vezes maiores (~770kb) quando comparadas com o comprimento das
moléculas de DNA irradiadas de células controle (~263kb). Além disso, na Figura
4.22B a maioria das moléculas foram encontradas com as extremidades quebradas
(Figura 4.22B, i.e., forquilhas e ou r) evidenciado pela auséncia na detecgdo do
anticorpo contra DNA simples fita (Figura 4.22B, faixas azuis). Por essa raz&o, o painel
de microscopia das células ATR/RNAi aparecem com um efeito de back-ground azul

no fundo da lamina.
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Para saber se o tamanho aumentado das moléculas na Figura 4.22B poderia
ser devido ao aumento na velocidade da replicagao, nds calculamos a velocidade das
forquilhas de replicagdo de células ndo exposta a IR com a ATR silenciada e
comparamos com células wild type. Na Figura 4.23 nos observamos que de fato a
auséncia per se da ATR afeta a velocidade da replicagdo das forquilhas, o que
explicaria em parte o tamanho maior das moléculas incorporadas com analogos de
timidina observado no nosso ensaio com IR (Figura 4.23).
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Figura 4.23- Velocidade das forquilhas de replicagdao em parasitas wild type e com a expressao
da ATR silenciada.

4.2 .8 A requlacédo de proteinas de reparo da via HR também €& uma funcdo da ATR.

Como ndés mostramos que (i) ATR participa da saida da célula de G2 e (ii) em
G2 ocorre o reparo de HR, nds avaliamos se a regulagéo de alguns atores importantes
da via de reparo HR eram afetados na auséncia da ATR. Para isso nds realizamos
ensaios de IIF das proteinas de reparo gH2A, a RPA e a RADS51 na presenga e na
ausencga da ATR ap0és tratamento com IR.

Nés primeiro estudamos a fosforilagdo do importante marcador de quebra de
DNA gH2A. Como mostrado no capitulo | (Figura 4.2B), o padréao de gH2A espalhada
foi detectada também a 1 h apds IR e a diminuicdo do sinal de fosforilagdo 5 h apds o
tratamento nas células controle (Figura 4.24 A,C WT+50Gy). Porém, quando a ATR

foi inibida ou silenciada, nés observamos um padrao de fluorescéncia diferente, onde
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um primeiro pico positivo aconteceu 1 h, mas um segundo pico de fluorescéncia
espalhada apareceu 5 h apés o tratamento com IR (Figura 4.24 A,C WT+VE821+50Gy
e ATR/RNAIi+50Gy).
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Figura 4.24- A fosforilagao da histona H2A é regulada de forma diferente na ausenga da ATR
apos IR. (A) Imunodetecgado da gH2A utilizando anti-soro especifico. (B-C) Quantificagdo dos padrdes
de inmunofluorescencia da gH2A observados no nucleo, na forma de focos ou espalhados. Os dados
representam a media de trés ensaios independentes, cada um consistindo de n = 150. As barras de

erro representam o desvio padréo.

Além disso, apos tratamento com IR a RPA2 mostrou um padrdao de
inmunofluorescencia positiva espalhada de 1 h as 5 h nas células controle (Figura
4. 25WT+50Gy), mas na ausencga da ATR esse padrao espalhado foi perdido (Figura
4.25A WT+VE821+50Gy e ATR/RNAI+50Gy).
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Figura 4.25- A proteina de reparo RPA2 é desregulada na ausenga da ATR apéds IR. (A)
Imunodetecgao da proteina RPA2 utilizando anti-soro especifico. (B-C) Quantificagdo dos padrbes de
inmunofluorescencia da RPA2 observados no nucleo, na forma de focos ou espalhados. Os dados
representam a media de trés ensaios independentes, cada um consistindo de n=150. As barras de erro

representam o desvio padréo.

Finalmente, ndo foi observado nenhum padrao de imunofluorescéncia positiva
espalhada (Figura 4.26A,C) nem nenhum sinal de imunodetecgédo por western blot
(Figura 4.26D-E) da proteina de reparo RADS1. Neste ponto nés sugerimos que: na
auséncia da ATR e ap0s tratamento com IR a proteina RPA de ligagao a simples fita
nao é recrutada corretamente para o nucleo. Em consequéncia, também néo é
recrutada a proteina recombinase RADS1 (Figura 4.26 D-E). A auséncia de HR devido
a falta de RAD51 poderia ser uma raz&o para explicar o padrao espalhado de gH2A
observado 5 h apés IR.
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Figura 4.26- A proteina de reparo RAD51 é desregulada na ausenga da ATR apés IR. (A)

Imunodetecgao da proteina RAD51 utilizando anti-soro especifico. (B-C) Quantificagéo dos padrdes de
imunofluorescéncia da RAD51 observados no nucleo, na forma de focos ou espalhados. Os dados
representam a media de trés ensaios independentes, cada um consistindo de n=150. As barras de erro
representam o desvio padrdo. (D-E) Western blot de extratos totais de proteina a partir de células wild
type e com a expressdo de ATR silenciada apds tratamento com IR. A detecgao da GPDH foi usada
como controle de loading.

Os dados acima mostram uma participagdo da ATR na resposta a quebras de
dupla fita de DNA no T. brucei apos tratamento com IR coordenando: i) a velocidade
das forquilhas de replicagado, ii) a parada da replicagdo via o empacamento das
forquilhas de replicagao, e iii) a regulagao da expressao e recrutamento de proteinas
de reparo importantes da via HR.

4.2 .9 Consideracoes finais do Capitulo |l

Noés resumimos os dados mais importantes obtidos nos capitulos | e Il na Figura
4.27. Apos DSBs gerados pela IR, pontos de checkpoint sao ativados para interromper
o ciclo celular coordenados pelas quinases tripanosomais ATM e ATR. ATM mostrou
um papel principal em controlar a transigdo G1-S e intra-S, enquanto a ATR exibiu
fungcdes no checkpoint intra-S, bem como na regulagdo de proteinas de reparo
relevantes da via HR. Além disso, € possivel que exista a participagcdo de uma outra
PI3KK regulando o crescimento celular dos parasitas em resposta a IR junto com a
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ATM e a ATR. Alguns processos dowstream a ativagdo de ATR também estéo

indicados na figura.

Other?

MMEJ?

Il“l ! FV‘ I
Other?

Stalled fork - Fork velocity

Figura 4.27- Modelo da ativagdao de mecanismos de checkpoint e reparo de DNA no T. brucei

PCF apos tratamento com radiagao ionizante. Apés IR, formas prociclicas do T. brucei, ativam uma
resposta a quebras no DNA que inclui a agao diferenciada das quinases ATM e ATR, e dos mecanismos
de reparo de quebras de dupla fita de DNA dependendo das fases do ciclo celular. Parasitas na fase
G1 durante a exposicdo a IR, ativam uma via de sinalizacdo dependente de ATM que controla a
passagem pela transicdo G1/S com a ajuda da ATR. Nessa fase foi hipotetizado que o reparo de
quebras de dupla fita de DNA acontece pela via MMEJ, que leva um tempo maior a 6 h para concertar
os danos ao DNA. Parasitas na fase S durante o dano ativam uma via de sinalizagdo dependente da
ATR que envolve: a regulagéo da velocidade da replicagéo e a parada das forquilhas de replicagéo.
ATR também mostrou um papel importante em regular a passagem dos parasitas pela fase G2 apds
exposicéo a IR e na regulagédo de importantes proteinas de reparo da via HR que é a via de reparo

predominante das fases lateS/G2.
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CAPITULO Il

4.3 O bloqueio das quinases ATM e ATR sensibilizam o Trypanosoma brucei frente
a acdo da droga pentamidina

Como comentado na introdugéo, a doenga de HAT gambiense na fase aguda &
tratada com a droga pentamidina como quimioterapico de primera linha. A
pentamidina € uma diamidina aromatica utilizada desde 1940 e, na maioria dos casos,
o tratamento é bem-sucedido devido a sua toxicidade seletiva para parasitas, evitando
as células hospedeiras. Este composto liga-se fortemente aos sitios ricos em AT (109)
do sulco menor do DNA do parasita, o que confere a sua poténcia tripanocida (110-
112). Os minicirculos dos cinetoplastos dos tripanossomas sao particularmente ricos
em AT e, portanto, sdo o alvo preferencial para as diamidinas que destroem o genoma
mitocondrial conhecido como cinetoplasto (111). Porém, ha relatos mostrando que
células da forma sanguicola do parasita sem cinetoplasto permaneceram sensiveis a
acao da pentamidina, o que levou a trabalhos mostrando que a droga se acumula nos
tripanossomos a concentragdes milimolares (113-115) e que, consequentemente, a
atividade tripanocida da pentamidina € o resultado de multiplos efeitos deletérios, em
diferentes alvos além do cinetoplasto (116). As diaminas também foram observadas
no nucleo dos tripanossomas, afetando as interagées DNA-proteina, prejudicando a
sintese e o metabolismo do DNA (117), no entanto, nenhum trabalhou tem mostrado
a acao detalhada da pentamidina no DNA nuclear.

Assim, nesta ultima fase do trabalho, nés decidimos verificar se a pentamidina
pode causar DSB do DNA nuclear e, em caso positivo, se o uso de inibidores de ATM

e ATR poderiam contribuir com a agao tripanocida da pentamidina.

4.3.1Busca do IC50 da pentamidina nas formas prociclicas

Nosso primeiro passo foi estimar os efeitos de diferentes doses da droga
pentamidina na viabilidade celular do parasita (Figura 4.28). N6s observamos que a

concentracao que inibiu 50% da proliferacao do parasita foi IC50: 0.4 nM.
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Figura 4.28- Curvas de proliferagdo das formas prociclicas de Trypanosoma brucei na presenga
de pentamidina. Curvas de proliferagdo representativas de trés experimentos independentes na

presenga de diferentes concentragbes de pentamidina: circulo negro: parasitas tratados com DMSO

(controle); triangulo preto para baixo: 300 de Memantina (controlo de inibicdo); diamante negro:

pentamidina 0.001 nM; circulo preto: pentamidina 0.002 nM; quadrado preto: pentamidina a 0.005 nM,;
tridngulo aberto: pentamidina 0.0125 nM, tridngulo aberto apontando para baixo: pentamidina 0.025

nM; diamante aberto: pentamidina 0.05 nM, estrela negra: pentamidina 0.2 nM; asterisco: pentamidina
0.5 nM.

4.3.2 A pentamidina gera quebras no DNA e promove fosforilacdo da gH2A nas

formas prociclicas do T. brucei

Para investigar se as vias de checkpoint do ciclo celular sob o controle das
quinases ATM e ATR contribuem para a acdo da pentamidina nas formas prociclicas
do T. brucei, nds avaliamos primeiro se a pentamidina gerava quebras no DNA. Para
iss0, nGs submetemos uma cultura de parasitas a IC50 da pentamidina e monitoramos
as quebras no DNA mediante a marcagéo de terminais quebrados pelo TUNEL e a
deteccdo do marcador gH2A fosforilado. A Figura 4.29A, mostrou fragmentacdo do
DNA a partir de 2 h apos tratamento com pentamidina. Concomitantemente, nos
observamos a presenga do marcador gH2A na microscopia de imunofluorescéncia,

sugerindo uma via de checkpoint ativada em resposta a pentamidina (Figura 4.29B).
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Figura 4.29- A pentamidina gera quebras de dupla fita de DNA no T. brucei PCF. (A) Citometria de
fluxo do ensaio de (TdT-TUNEL). C(+) representa amostras pré-tratadas com DNAse |, gerando assim
o0 maximo de intensidade positiva no ensaio de TUNEL. C(-) representa o controle negativo quando a
enzima TdT ndo estava presente. A linha pontilhada foi usada para indicar o pico que indica
fluorescéncia negativa. Portanto, o pico a direita da linha pontilhada foi considerado TUNEL positivo.

(B) Imunodeteccdo do marcador gH2A apo6s tratamento com pentamidina.

4.3.3 Ainibicdo de vias de checkpoint no T. brucei potencializa o efeito da

pentamidina via DSBs persistentes

Em seguida, n6s avaliamos o que acontece com a DSBs ao longo de 48 h de
tratamento com pentamidina na presenga dos inibidores de ATM, ATR ou ambos os
inibidores juntos. O ensaio de TUNEL revelou que a quantidade de DSB observada
24 h apos adicao da droga, diminue 48 h apos a monoterapia (Figura 4.30B). Porém

as quebras de DNA detectadas com o TUNEL foram persistentes, e até em maior
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quantidade, quando a droga € adicionada juntamente com os inibidores das quinases,
de forma simples ou combinada, sendo o fendétipo mais agravado quando usados
ambos os inibidores simultaneamente (Figura 4.30B). Esses dados mostram que a
ativacdo de ATM e/ou ATR é importante para o reparo de DSB gerado pela
pentamidina. Na presenca dos inibidores a sinalizagdo do dano, e consequentemente

o processo de reparo, devem ficar comprometidos.
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Figura 4.30- A inibicao de ATM e ATR poténcia o efeito da pentamidina mediada por quebras
persistentes de DNA nao reparadas. (A-B) Citometria de fluxo do ensaio de (TdT-TUNEL). C(+)
representa amostras pré-tratadas com DNAse |, gerando assim o maximo de intensidade positiva no
ensaio de TUNEL. C(-) representa o controle negativo quando a enzima TdT néo estava presente. A
linha pontilhada foi usada para indicar o pico de fluorescéncia negativa. Portanto, o pico a direita da
linha pontilhada foi considerado TUNEL positivo.
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4.3.4 A inibicio de ATM e ATR sensibiliza ao T. brucei frente a acdo da pentamidina

Finalmente, ja que DSB gerado por pentamidina é maior na presenga de
inibidores das quinases ATM e ATR, nés investigamos se a inibigdo das quinases ATM
e ATR poderia sensibilizar os parasitas tratados com pentamidina. Para isso, nés
realizamos um ensaio de viabilidade celular usando inibidores das quinases ATM e
ATR na presenga da pentamidina e monitoramos o crescimento celular ao longo do
tempo. Na Figura 4.31 foi observado que os parasitas foram mais sensiveis a
pentamidina, quando esta foi usada em combinagdo com um ou outro inibidor das
quinases. O efeito de sensibilizagdo foi ainda maior quando foram usados ambos os
inibidores das quinases simultaneamente junto com a pentamidina. Neste caso a
parada do crescimento celular foi adiantada, observada 48 h apd6s o tratamento ao
invés de 72 h (Figura 4.31, IC50, ATMi and ATRI).

R DMSO

E3 ATMI

B ATRI

[ ATMi and ATRI

ICso

ATMi and ICsq

E3 ATRi and ICq

EZA ICso, ATRI and ATMi

number of parasites x 10e6/ ml

time (hours)

Figura 4.31- A inibicdo da ATM e ATR sensibilizam o T. brucei PCF frente ao tratamento com
pentamidina (A) Graficos de barras representando a viabilidade celular de T. brucei PCF apos
diferentes tratamentos. Parasitas tratados com DMSO como controle. Parasitas foram tratados ou néo
com 0.4 nM de Pentamidina (IC50) na presenga de inibidores: 10 uM de KU55933 (ATMi) € 2.5 uM de
VE821 (ATMi) ou ambos simultaneamente (ATMi e ATRIi). Grafico de barras representativo da média
de quatro experimentos independentes (+/- Derivagdo padrdo: SD). Anova de duas vias +/- SD. Pés-
teste de Bonferroni: *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001.
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4.3.5Consideracoes finais do Capitulo Il

Considerando os dados acima, a inibicdo de ATM e/ou ATR na presenca de
pentamidina aumenta as DSBs (Figura 4.30B). A parada do crescimento observada
no ensaio de viabilidade (Figura 4.31) sugere que existe um, ou mais, checkpoint(s)
ativado(s) por estes danos de DNA. Esses mecanismos poderiam estar sendo
ativados por ATM e/ou ATR que nao foi inibida na concentracao de inibidores usada,
ou, hipétese mais tentadora, por uma terceira PI3KK (ja sugerida antes neste trabalho,
Figura 4.19) que consegue ativar o checkpoint na presengca de DSB gerada por

pentamidina.
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5 DISCUSSAO

As células eucaridticas desenvolveram uma rede multicomplexa de vias de
sinalizagao envolvidas na resposta a danos no DNA, que incluem vias de sinalizagao
de checkpoint para o bloqueio da progressao do ciclo celular e ativagdo de
mecanismos de reparo do DNA para evitar delegbes, mutagcbes ou aberragdes no
material genético durante o processo de divisdo celular (85,118,119). Esse
mecanismo € essencial em organismos patogénicos ou células tumorais que se
replicam a uma taxa muito alta, onde a proliferacdo € crucial para sobreviver. No
contexto do tratamento do cancer, por exemplo, a resposta a danos no DNA pode
limitar a eficacia de agentes quimioterapicos citotoxicos e da radioterapia via a
ativacdo dos mecanismos de checkpoint de ciclo celular, fornecendo uma via de
escape para as células mediante o reparo das lesdes do DNA levando a sobrevivéncia
(120). Assim, uma abordagem no tratamento de células com alta taxa de proliferagao
€ 0 uso combinado das drogas com inibidores de elementos das vias de checkpoint
de ciclo celular ou de proteinas da maquinaria de reparo de DNA (14-16). Células
tumorais ou patdégenos do sangue como o Plasmodium (121), sdo bons candidatos
para a inibigao de vias de checkpoint durante a erradicagao, ja que a proliferagéo pode
atingir taxas mais altas do que as células do hospedeiro (14-16). No caso do T. brucei,
a ideia de direcionar a quimioterapia contra processos que modulam o ciclo celular do
tripanossoma foi previamente discutida por Hammarton et al., (122), porém a ideia de
olhar para o parasita como um “tumor do sangue” € uma abordagem recente (14).
Nesta, considera-se entdo a inibicdo das vias de controle do ciclo celular e de
metabolismo do DNA do parasita como o eixo principal da quimioterapia por
combinagdo de drogas. Nesse trabalho nés analisamos o mecanismo de resposta a
quebras de dupla fita de DNA ativado nas formas prociclicas do T. brucei. Uma vez
caracterizada parte desta resposta, no que se refere a ativagcdo de checkpoints e
processo de reparo de DNA, nos investigamos se a inibigdo das vias de checkpoint
do ciclo celular influencia a agdo da droga pentamidina. Esta abordagem tem a
ambicao de abrir o debate sobre como o conhecimento da modulagéo do ciclo celular

pode contribuir para o desenvolvimento de terapias combinadas anti-tripanossoma.

Nés guiaremos esta discussdo apresentando os dados mais importantes do
trabalho nos trés componentes principais da resposta ativada nas formas prociclicas
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do T. brucei frente a lesbes no DNA gerados pela exposi¢céo a radiagéo ionizante, a
saber: i) o controle do ciclo celular governado pelas vias de sinalizagado de checkpoint
ativadas em resposta aos danos no DNA e quais as quinases envolvidas, ii) o
mecanismo de reparo de DNA ativado no parasita frente as DSBs e o iii) cross-talk
entre as vias de checkpoint e a maquinaria de reparo de DNA ativados. No final,
comentaremos sob os impactos desta resposta sobre a sensibilizacdo dos parasitas
frente a droga pentamidina.

A radioresisténcia do T. brucei

Poucos estudos tém investigado os efeitos da IR no T. brucei, e até hoje nenhum
abordou com precisdo a radioresisténcia do parasita (123,124). Nosso resultado
mostra que as formas prociclicas do T. brucei tem uma radioresisténcia bem menor
que da Leishmania amazonenses (125) e que do T. cruzi (126), os quais tém valores
de radioresisténcia de 500 Gy e 1500 Gy, respectivamente. A radioresisténcia nas
formas prociclicas do T. brucei esta mais proxima da dos modelos eucariotos, como a
de células-tronco embrionarias humanas ou de diferentes tumores humanos variando
entre 1 a 70 Gy (127), o que poderia representar uma vantagem numa abordagem por
radioterapia da doenca da HAT.

Controle do ciclo celular governado pelas PI3KK tripanossomais ATM e ATR em
resposta a DSBs DNA

Ja que a finalidade dos mecanismos de resposta a danos no DNA é ativar vias de
sinalizagao que impegam a progressao do ciclo celular, nés estudamos se o T. brucei
apresenta mecanismos de resposta frente a DSBs gerados pela IR capazes de deter
a progressao do ciclo celular para permitir o reparo. Para isso, nds padronizamos um
ensaio de monitoramento das transicdes das fases do ciclo celular mediante a co-
deteccdo de analogos de timidina (Figura 3.3). O ensaio de monitoramento das fases
do ciclo celular mostrou que células do T. brucei irradiadas apresentam um bloqueio
na sintese de DNA apds o tratamento com IR (Figura 4.14C) tanto das células no intra-
S como na passagem de G1 para a fase S e que tal bloqueio ¢é liberado as ~3 € 4 h
apos dano, respectivamente. Entédo, nds investigamos se as PI3KK do Trypanosoma
ATM e ATR tinham fungdo nesse bloqueio em resposta a DSBs. Para investigar o
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papel das quinases ATM e ATR no processo de checkpoint, nés usamos inibidores
especificos das quinases ATM e ATR, principais atores que governam as vias de
checkpoint em mamiferos. N6s usamos inibidores especificos de ATM e ATR
previamente caracterizados em mamiferos, KU55933 e VEB821, respectivamente.
Esses inibidores mostraram ter afinidade pelos sitios cataliticos das quinases ATM e
ATR putativas da Leishmania, assim como um efeito nas vias de sinalizagao naturais
do parasita e na resposta ao estresse oxidativo (107). Nesse trabalho foi mostrado
que as sequencias do dominio C-terminal (catalitico) dos tripanosomatideos tem
tamanho e posicdo semelhantes aos dominios das sequéncias preditoras.

Durante o ensaio de monitoramento das transi¢cdes das fases do ciclo celular
usando inibidores das quinases ATM Figura 4.15 e ATR Figura 4.16, nés observamos
que as quinases tripanossomais desempenham papeis diferenciados na reposta a
danos no DNA no T. brucei. Como visto em eucariotas superiores (28), a ATM do
Trypanosoma tem um papel principal no controle do checkpoint G1-S em resposta a
quebras no DNA ja que na sua auséncia os parasitas conseguem passar para a fase
S, possivelmente com o seu DNA ainda danificado (Figura 4.15B e C, barra verde).
Por outro lado, nés observamos um discreto papel da ATR em regular a passagem
dos parasitas na transigcdo G1-S (Figura 4.17F). Observamos um papel essencial da
ATR Figura 4.16B e também de ATM Figura 4.15B em coordenar a passagem dos
parasitas no intra-S apos o dano, sugerindo uma resposta cooperativa das quinases
como visto em mamiferos (28). Ja no checkpoint intra-S nds observamos a ATR
controlando a velocidade da replicagao (Figura 4.23) e o empacamento de forquilhas
de replicagao (Figura 4.22B). Além do papel da ATR no checkpoint G1-S e intra-S,
nos observamos um papel de ATR em regular a passagem dos parasitas pelas fases
G2-M apds tratamento com IR (Figura 4.18).

Mecanismos de reparo do DNA ativado no T. brucei frente as DSBs

Uma vez que os tripanosomatideos parecem nao apresentar uma via NHEJ
candnica devido a auséncia de proteinas principais da via como s&o a DNA ligase IV
e XRCC (128), nos investigamos o recrutamento do outro mecanismo de reparo de
DSBs em eucariotos, a via HR apds o tratamento com IR. Primeiro nos monitoramos
a presenca de DSBs apds exposicao a IR mediante ensaio do TUNEL e a intensidade
da fluorescéncia da gH2A (Figura 4.2). Em células de mamiferos, a histona H2AX é
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um marcador classico de DSBs amplamente usado, ja que se sabe que sofre
fosforilagdo rapida nas vias de checkpoint em resposta aos DSBs (129-130). No
entanto, a variante de histona H2AX nao foi descrito em nenhum tripanosomatideo
(98) ou levedura (131). Em vez disso, no T. brucei, foi descrita a modificagdo gH2A
como um candidato para desempenhar o papel de gH2AX de mamiferos, aumentando
nas formas sanguicola do parasita em estudos in vivo em resposta ao dano no DNA
(98). Nossos dados mostraram que, como em outros eucariontes (131,132), o T.
brucei apresenta uma fosforilagdo da gH2A apos DSBs Figura 4.2B. Enquanto os
perfis de fragmentacdo de DNA pelo TUNEL foram positivos durante as primeiras 1.5
horas apos IR, e o sinal foi negativo apds esse periodo, a fosforilagdo da gH2A foi
significativamente positiva durante as primeiras seis horas apos danos no DNA (Figura
4.2A, B). Para explicar essa aparente discrepancia, nés hipotetizamos que, apds o IR,
o recrutamento rapido da maquinaria de reparo de DNA nas extremidades dos
terminais quebrados de DNA impede a atividade da enzima TdT, utilizada no teste de
TUNEL, de marcar as pontas do DNA quebradas que ficam cobertas pelas proteinas
da maquinaria de reparo. Em relagdo a gH2A, nés também observamos niveis basais
do marcador em cultura de células n&o tratadas (controle) (Figura 4.2B e Figura 4.8A).
Niveis basais de gH2A nao tinham sido relatados anteriormente em tripanosomatideos
(125,133,134), exceto em formas sanguicolas do T. brucei (98). Semelhante as
células prociclicas de T. brucei, células humanas malignas (135) mostraram
fosforilagcao constitutiva de H2AX que varia de acordo com as fases do ciclo celular.
Nestes estudos, as células nas fases S e G2/M exibiram maiores niveis de fosforilagao
de H2AX do que células na fase G1 em resposta a DSBs endogenos, que é
provavelmente gerado como resultado de estresse replicativo de DNA frente a
espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas ao longo do ciclo celular. No entanto, a
correlagdo entre a presenca de niveis basais de gH2A em células de T. brucei n&o
tratadas e frente a estresse de replicagdo do DNA requerem investigagc&o adicional.
Considerando que em mamiferos a presenca da gH2AX na cromatina pode ser
suficiente para iniciar o recrutamento efetivo da maquinaria de reparo das DSBs (66-
69) (Figura 1.6), n6s estudamos a cinética do recrutamento da maquinaria de reparo
de DSBs do parasita como mecanismo ativado em resposta a IR. Desta forma,
primeiro analisamos a dinamica da proteina TbRPA1, uma proteina que participa tanto
de processos de metabolismo do DNA quanto da maquinaria do reparo HR em
mamiferos. A analise de imunofluorescéncia indireta revelou que os sinais de TbRPA1
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aumentaram ao longo da primeira meia hora apés o dano ao DNA, e a intensidade
maxima de fluorescéncia de TbRPA1 foi observada uma hora apés o tratamento com
IR (Figura 4.3 A, B), principalmente em células na fase lateS/G2 (Figura 4.3C). Além
disso nds observamos uma dupla banda de TbRPA1 na analise de WB a partir dos
extratos proteicos totais em uma hora apds o tratamento com IR (Figura 4.5A). O
ensaio de proteina fracionada (Figura 3.2) revelou que a banda superior da TbRPA1
€ aquela que se liga predominantemente ao DNA em resposta aos DSBs gerados pela
IR (Figura 4.7). Nos hipotetizamos que tal banda superior reflete uma modificag&do pos-
traducional da sub-unidade 1 do complexo RPA em resposta ao dano detectado. Em
eucariontes superiores ha evidéncias mostrando que proteinas da maquinaria de
reparo podem ser montadas e desmontadas dos complexos nos focos de danos
através de RPAZ2 fosforilada por uma via de checkpoint ativada em resposta a danos
no DNA (136). A literatura vem mostrando que a formag¢ao de complexos proteicos em
resposta a danos no DNA requer também da interagdo de multiplas proteinas com a
RPA1 através do seu dominio N-terminal de ligagao (DBD-F) (136). Porém, a cinética
de recrutamento descrita neste trabalho sugere, que como mostrado para a L.
amazonenses (99), a auséncia natural do dominio N-terminal da RPA1 nos
tripanosomatideos aparentemente ndo afetou a participacdo da TbRPA1 as vias de
sinalizagcdo envolvendo o reparo da DSB pela via da HR (Figura 4.10).

Para continuar analisando a cinética de recrutamento da maquina HR nas formas
prociclicas do T. brucei, nés avaliamos o tempo que levou as principais proteinas da
via TbExo1, TbRPA1 e TbRAD51 para se ligarem ao DNA apds exposicéo a IR.
Mediante o ensaio de fracionamento de proteinas nos observamos que a TbExo1
ligado ao DNA atingiu rapidamente um pico de intensidade antes do marcador de
cromatina gH2A e TbRPA1 (Figura 4.8B). No6s também observamos que o
recrutamento da TbRADS1 atingiu seu pico 2 h apés IR, quando os sinais de gH2A
comegam diminuir. Assim, nos especulamos que a intensidade maxima da TbRADS1
ligado ao DNA gera o inicio da desfosforilagdo de gH2A, restaurando-se de fato a
condigdo basal de gH2A 6 horas apds a geragcdo de DSBs por IR (Figura 4.10). Os
dados acima mostram que as formas prociclicas no T. brucei recrutam a via de reparo
HR para o DNA de forma sequencial apds a exposi¢ao a IR e que o processo de
reparo tem uma duragdo aproximada de 5.5 h, atuando principalmente nas fases
lateS/G2.
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Cross-talk na resposta a danos no DNA no T. brucei

Nossos dados também mostraram algumas evidéncias que indicam um trabalho
cooperativo entre as vias de sinalizagao de checkpoint e reparo de DNA no T. brucei
apo6s exposicao a IR.

Apesar de mostrarmos que o reparo pela via HR leva cerca de 6 h e que este
acontece preferencialmente nas fases lateS/G2, n6s observamos uma parada de
crescimento dos parasitas apos IR entre 6 e 18 horas (Figura 4.1, 50Gy), sugerindo
que o tempo para a retomada completa do ciclo celular parece ser maior do que o
tempo da cinética de reparo de DNA pela HR. Ensaios de conteudo de DNA mostram
parasitas acumulando-se na transicdo G1/S 6 h apds IR (Figura 4.9A). Noés
especulamos que parasitas na fase G1 durante o tratamento com IR ativam um
mecanismo de reparo pouco dependente ou independente das proteinas da via HR,
provavelmente a via MMEJ, que é bem menos eficiente em reparar as DSBs geradas
pela IR, o que consequentemente leva a um acumulo de quebra no DNA que
desencadeia um ponto de checkpoint na transicdo G1-S, mantendo bloqueado o
crescimento da populagao de parasitas entre as 6 e 18 horas apds dano. Porém nés
observamos na Figura 4.14C, parte dos parasitas em G1 passando para fase S 4 h
apos IR. Isto poderia significar que esses parasitas ja tenham passado do ‘ponto de
restricdo’ do ciclo celular em G1 no momento da IR (19,20). Neste caso, essas células
que sairiam de G1 com DSB poderiam aproveitar os mecanismos moleculares que
acontecem na fase S, incluido o reparo pela via HR, ou ainda poderiam prosseguir no
ciclo celular com danos no DNA até a fase G2 (35,36). Em relagdo aos mecanismos
de checkpoint governados pela ATR nos observamos um padrao de fosforilagdo de
gH2A que aparentemente ocorre via agdo de ATR. Em mamiferos, DSBs leva a uma
resposta de fosforilagao rapida de gH2AX, consequéncia principalmente da atividade
de ATM, que leva minutos (130). No T. brucei a fosforilagdo de gH2A parece
acompanhar a curva da cinética da RPA, que, como discutido na introdugao, participa
ativamente da ativagdo da via da ATR (34). Assim, parece que no T. brucei esta
fosforilagao é principalmente via ATR e ndo ATM apos exposigao a IR. Também nos
observamos a cooperacdo entre a via de checkpoint ATR e o recrutamento de
algumas das proteinas principais da via de HR. Para estudar isso n6s monitoramos
RADS1, o marcador de cromatina gH2A e a proteina de ligagédo a simples fita RPA2
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na auséncia de ATR apos a exposigao a IR. Na Figura 4.24, Figura 4.25 e Figura 4.26,
nos observamos uma resposta irregular dessas proteinas da via HR na auséncia da
quinase. O sinal positivo da RAD51 (Figura 4.26B, padréao espalhado) foi totalmente
perdido na auséncia de ATR, como acontece em mamiferos (137), o que nds
especulamos ser consequéncia da desregulacdo da proteina RPA. Esses eventos
devem gerar um processo de reparo pela via HR aberrante ou ausente o que deve
desencadear um padrdo de fosforilagdo da gH2A diferente do observado em células
wild type irradiadas (Figura 4.24, WT+ 50 Gy).

Tratamento com pentamidina no contexto do ciclo celular

Compreendido um pouco melhor a resposta do T. brucei frente a quebras no DNA,
nos questionamos se a inibigdo das vias de checkpoint do ciclo celular do T. brucei
sob o controle de ATM e ATR influenciam a acdo da pentamidina. Nos primeiro
investigamos se a pentamidina, que é um ligante de regides AT no DNA, gera quebras
no DNA. No6s observamos DNA fragmentado acontecendo 2 h apds tratamento com
pentamidina Figura 4.28, com o maximo de pico no TUNEL positivo 12 h apds dano,
diferente do perfil do TUNEL de células expostas a IR onde nds observamos a
desaparicdo dos picos positivos 2 h apds tratamento Figura 4.2A. Tais diferengas
podem ser devido a natureza dos agentes que levam a mecanismos diferentes de
geracéo de quebras de dupla fita. A IR € uma fonte agressiva de danos, levando a
geracédo massiva de quebras no DNA gendmico, o que pode ativar mais rapidamente
o0 mecanismo de reparo, fazendo com que os fatores envolvidos migrem para as
pontas fragmentada do DNA. Ja a pentamidina, a sua preferéncia pelas regides AT
do DNA (109), pode influenciar na probabilidade de geragdo das quebras em sitios
especificos do DNA. Neste cenario, dependendo da concentragdo da droga e da
velocidade de armazenamento no parasita (113-115), as quebras podem acontecer
de forma diferente quando comparadas a IR levando a um recrutamento distinto dos
mecanismos de reparo para o DNA. De qualquer maneira, nés observamos que o
tratamento com pentamidina leva a fosforilagdo da histona H2A (Figura 4.29B)
acompanhando o perfil de DNA fragmentado do TUNEL, o que sugere que o parasita
ativa também uma via de sinalizagcao de checkpoint em resposta a tratamento com a
pentamidina. Uma vez que a pentamidina gera quebras no DNA e possivelmente ativa

uma via de sinalizag&o para a fosforilagdo da H2A, nés padronizamos um ensaio de
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combinagao de drogas para inibir a agdo das quinases ATM e ATR e monitorar a agéo
da pentamidina sob parasitas com o sinal de checkpoint inibido. A (Figura 4.30)
mostrou um efeito aumentado da pentamidina sob o DNA, quando inibidas as
quinases de forma simples ou combinada. Provavelmente, a inibicdo das quinases
bloqueou a sinalizacdo do dano, que entdo nao pode ser reparado. A alta quantidade
de DSBs gerada deve inibir o crescimento celular por tornar a célula inviavel (Figura
4.31). O ensaio de viabilidade celular de fato mostrou um maior efeito da pentamidina
quando esta € combinada com os inibidores de ATM e ATR. Assim, esses dados
mostram que o conhecimento do ciclo celular nos tripanossomas, bem como do modo
de acdo de drogas, pode levar ao desenvolvimento de terapias combinatorias que
devem auxiliar no controle das doengas causadas por estes parasitas.

6 CONCLUSAO

Nos mostramos que, apos tratamento com IR, o T. brucei ativa pontos de
checkpoint para interromper o ciclo celular coordenados pelas quinases tripanosomais
PI3KKs. A resposta via ATM e ATR segue um padrao diferenciado e dependente das
fases do ciclo celular do parasita no momento do dano. Ap6s DSBs, ATM tem um
papel principal controlando a transi¢do G1-S e intra-S do ciclo celular, enquanto a ATR
exibe fungdes importantes no checkpoint intra-S, bem como na passagem dos
parasitas nas fases G2/M.

Porém as vias de sinalizagdo de checkpoint nao sao independentes dos
mecanismos de reparo de DNA no T. brucei. Durante as fases lateS/G2, apés danos
no DNA o marcador de cromatina gH2A é fosforilado e a maquinaria HR é
sequencialmente recrutada para o DNA desencadeando o reparo das DSBs via
RADS1 em aproximadamente 6 h. Este processo esta sob a regulagdo da quinase
ATR. Esse mecanismo foi ausente nas fases G7/earlyS onde sugerimos um
mecanismo independente das proteinas da via HR atuando no conserto das DSBs e
qgue leva mais de 6 h para consertar os danos ao DNA.

Finalmente, nés mostramos que a pentamidina gera quebras de DNA e ativa
uma via que fosforila o marcador de histona de DSBs, gH2A. A auséncia das quinases
ATM e/ou ATR sensibilizou o parasita frente a pentamidina, aumentando as quebras
de DNA geradas pela droga.
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One of the most important mechanisms for repairing double-strand breaks (DSBs) in model eukaryotes
is homologous recombination (HR). Although the genes involved in HR have been found in Trypanosoma
brucei and studies have identified some of the proteins that participate in this HR pathway, the
recruitment kinetics of the HR machinery onto DNA during DSB repair have not been clearly elucidated
in this organism. Using immunofluorescence, protein DNA-bound assays, and DNA content analysis, we
established the recruitment kinetics of the HR pathway in response to the DSBs generated by ionizing
radiation (IR) in procyclic forms of T. brucei. These kinetics involved the phosphorylation of histone H2A
and the sequential recruitment of the essential HR players Exol, RPA, and Rad51. The process of DSB
repair took approximately 5.5 hours. We found that DSBs led to a decline in the G2/M phase after IR
treatment, concomitant with cell cycle arrest in the G1/S phase. This finding suggests that HR repairs
DSBs faster than the other possible DSB repair processes that act during the G1/S transition. Taken
together, these data suggest that the interplay between DNA damage detection and HR machinery
recruitment is finely coordinated, allowing these parasites to repair DNA rapidly after DSBs during the
late S/G2 proficient phases.

Trypanosoma brucei is a single-celled digenetic extracellular parasite and the etiological agent of human African
trypanosomiasis (sleeping sickness), which almost invariably progresses to death unless treated. This disease is
present in many countries in sub-Saharan Africa, which is the poorest region worldwide, causing approximately
70,000 deaths per year'2. This organism replicates in the blood and tissue fluids of mammals (as bloodstream
forms) and in the digestive system of tsetse flies (often as procyclic forms). During their migration towards the
salivary glands, the procyclic forms differentiate into mesocyclic or epimastigote forms, and in the salivary glands,
epimastigotes transform into non-replicative metacyclic forms that can infect mammals®. During their transition
in different environments and due to their frequent replication, DNA lesions often form that can lead to genomic
instability. Among the different types of lesions that occur in DNA, double-strand DNA breaks (DSBs) are the
most important because they can have hazardous effects on the cell and are a source of recombination, which is
essential during the life cycle of this parasite®®. Although studies have shown that DSBs trigger a robust DNA
damage response in T. brucei*®, the duration of this process as well as the recruitment kinetics of the primary
proteins involved in this process are not well established.

Model eukaryotes have two major repair pathways to ameliorate DSBs and ensure genomic integrity: homol-
ogous recombination (HR) and non-homologous end joining (NHE]). The HR machinery is restricted to the
late-S and G2 phases, while the NHE] machinery is available during all phases of the cell cycle and is predominant
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ABSTRACT

Trypanosomatids are the etiologic agents of various infectious diseases in
humans. They diverged early during eukaryotic evolution and have attracted
attention as peculiar models for evolutionary and comparative studies. Here,
we show a meticulous study comparing the incorporation and detection of the
thymidine analogs BrdU and EdU in Leishmania amazonensis, Trypanosoma
brucei, and Trypanosoma cruzi to monitor their DNA replication. We used
BrdU- and EdU-incorporated parasites with the respective standard detection
approaches: indirect immunofluorescence to detect BrdU after standard denat-
uration (2 M HCI) and “click” chemistry to detect EdU. We found a discrep-
ancy between these two thymidine analogs due to the poor detection of
BrdU, which is reflected on the estimative of the duration of the cell cycle
phases G1, S, and G2. To solve this discrepancy, we increase the exposure of
incorporated BrdU using different concentrations of HCI. Using a new value for
HCI concentration, we re-estimated the phases G1, S, G2 + M, and cytokine-
sis durations, confirming the values found by this approach using EdU. In con-
clusion, we suggest that the studies using BrdU with standard detection
approach, not only in trypanosomatids but also in others cell types, should be
reviewed to ensure an accurate estimation of DNA replication monitoring.

TRYPANOSOMATIDS are a group of protozoan parasites
that diverged very early during eukaryotic evolution (Bal-
dauf 2003), and they have drawn attention as peculiar
models for genetic, evolutionary, and comparative studies.
This group includes human pathogens of great medical rel-
evance, such as Trypanosoma cruzi (etiological agent of
Chagas disease), Trypanosoma brucei (etiological agent of
African Sleeping Sickness), and Leishmania spp. (etiologi-
cal agent of distinct forms of leishmaniasis). Altogether,
these parasites infect approximately 20 million people
worldwide (with over two million new cases per year),
leading to approximately 50,000 deaths annually (Khare
et al. 2016; McCall and McKerrow 2014).

In trypanosomatid parasites, the cell cycle is a crucial
process that is essential for efficient proliferation by ensur-
ing a correct duplication and segregation of single<opy
specialized organelles such as the nucleus and kinetoplast.
In general, the cell cycle includes the following two

distinct biological events: DNA replication (S phase) and
mitosis (M phase), which are separated by two gap
phases (G1 and G2) (Li 2012). However, most authors
consider an additional phase after mitosis called cytokine-
sis, which ends the cell cycle creating two daughter cells,
each one containing a complete set of cytoplasmic chro-
mosomes and organelles (Glotzer 2001; Mishima et al.
2004; da Silva et al. 2013). The duration of each cell cycle
phase varies considerably in different protozoans and
appears to be species-specific, although it also depends
on many other factors, such as parasite strain, life cycle
stage, and molecular mediators (Domingo-Sananes et al.
2015; Elias et al. 2007; Hammarton 2007; Ploubidou et al.
1999; da Silva etal. 2013; Woodward and Gull 1990;
Zuma et al. 2014).

As with other organisms, the calculation of the cell
cycle phases in trypanosomatid parasites depends on cell
proliferation assays. There are several methods to assess
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Detection of genetic exchange has been a limiting factor to deepen the knowledge on the mechanisms
by which Trypanosoma cruziis able to generate progeny and genetic diversity. Here we show that
incorporation of halogenated thymidine analogues, followed by immunostaining, is a reliable method
not only to detect T. cruzi fused-cell hybrids, but also to quantify their percentage in populations of this
parasite. Through this approach, we were able to detect and quantify fused-cell hybrids of T. cruzi clones
CL Brener andY. Given the increased detection of fused-cell hybrids in naturally-occurring hybrid CL
Brener strain, which displays increased levels of RAD51 and BRCA2 transcripts, we further investigated
the role of Rad51 - a recombinase involved in homologous recombination —in the process of genetic
exchange. We also verified that the detection of fused-cell hybrids in T. cruzi overexpressing RAD51 is
increased when compared to wild-type cells, suggesting a key role for Rad51 either in the formation or
in the stabilization of fused-cell hybrids in this organism.

The parasitic protozoan Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease, which is present in more than
twenty countries in the Americas, currently affecting eight to ten million people'. Similarly to other members of
the Trypanosomatidae family, T. cruzi is a pathogen that exhibits a complex life cycle, involving both vertebrate
and invertebrate hosts™’.

Since the discovery of Chagas disease, there have been heated debates on T. cruzi reproductive mode as it is
not well established yet if its progeny is generated by preponderate clonal evolution, or if cryptic events of genetic
exchange promoted by sexual reproduction - which would lead to the occurrence of natural hybrids - could pos-
sibly play a role in this process. In fact, despite of various studies on the topic, many fundamental aspects about
the mechanisms by which T. cruzi cells reproduce remain unknown to date**.

It is well accepted that the wide array of clinical manifestations of Chagas disease is related to hosts genetics
and environment factors, as well as to the great genetic variability observed among T. cruzi genetic groups®.
Currently, these genetic groups are divided into six discrete typing units (DTUs), or clades, namely TcI to Tc VL.
The T. cruzi classification in DTUs is based on molecular markers, geographic distribution, epidemiological
associations, and clinical manifestations’'’. Interestingly, with the attempt to clarify the evolutionary relations
between all these groups, evidence was found suggesting the natural occurrence of genetic exchange in some
of them. TcV and TcVI were identified as hybrids originated from TcllI and TcIII*!!-!%, Moreover, back in 2003,
Gaunt et al. were able to identify events of genetic exchange by detecting the presence of T. cruzi fused-cell
hybrids isolated from the mammalian host carrying two different drug-resistance markers (neomycin and hygro-
mycin B), each one coming from distinct populations of T. cruzi I'%, suggesting that genetic exchange could take
place in specific life cycle phases'2. However, it is not clear yet if the mechanisms of such genetic exchange in
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[Abstract] Trypanosoma cruzi is a protozoan parasite belonging to the Trypanosomatidae family.
Although the trypanosomatids multiply predominantly by clonal generation, the presence of DNA
exchange in some of them has been puzzling researchers over the years, mainly because it may
represent a novel form that these organisms use to gain variability. Analysis of DNA Exchange using
Thymidine Analogs (ADEXTA) is @ method that allows the in vitro detection and measurement of rates
of DNA exchange, particularly in trypanosomatid cells, in a rapid and simple manner by indirect
immunofluorescence assay (IFA). The method can be used to detect DNA exchange within one
trypanosomatid lineage or among different lineages by paired analysis. The principle of this assay is
based on the incorporation of two distinguishable halogenated thymidine analogs called 5'-chloro-2'-
deoxyuridine (CldU) and 5"-iodo-2'-deoxyuridine (IdU) during DNA replication. After mixing the two cell
cultures that had been previously incorporated with CldU and IdU separately, the presence of these
unusual deoxynucleosides in the genome can be detected by specific antibodies. For this, a DNA
denaturation step is required to expose the sites of thymidine analogs incorporated. Subsequently, a
secondary reaction using fluorochrome-labeled antibodies will generate distinct signals under
fluorescence analysis. By using this method, DNA exchange verification (i.e., the presence of both CldU
and IdU in the same cell) is possible using a standard fluorescence microscope. It typically takes 2-3
days from the thymidine analogs incorporation to results. Of note, ADEXTA is relatively cheap and does
not require transfections or harsh genetic manipulation. These features represent an advantage when
compared to other time-consuming protocols that demand DNA manipulation to introduce distinct drug-
resistance markers in different cells for posterior selection.

Keywords: DNA exchange, Genetic exchange, Thymidine analogs, CIidU, IdU, DNA replication,
Trypanosomatids, Trypanosoma cruzi

[Background] Trypanosomatids parasites are single-celled eukaryotes within the supergroup Excavata
(Adl et al., 2012). Among them, there are human pathogens responsible for causing several devastating
diseases such as T. cruzi (etiological agent of Chagas disease, also called American trypanosomiasis),
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