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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 Relação Patógeno-Hospedeiro) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2019.  
 
A tripanossomíase humana africana (HAT) e uma doença transmitida pela mosca tsé-

tsé infectada com parasitas da espécie Trypanosoma brucei. Embora na atualidade 

essa doença seja considerada como um problema de saúde publica, não existe nem 

vacina nem uma droga recomendada disponível para prevenir a HAT. Assim, o 

controle do vetor e o tratamento dos pacientes são as únicas ferramentas disponíveis 

para combater esta doença. O tratamento com drogas de primeira linha, para as fases 

aguda e crônica da doença, 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”, já que este compartilha com 

as células cancerígenas do sangue algumas propriedades como: a natureza 

eucariótica, o nicho na corrente sanguínea e a alta taxa de proliferação. Tais 

características 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 compreensão dos mecanismos envolvidos 

no controle do ciclo celular do parasita pode contribuir de maneira significativa para o 

desenvolvimento de terapias anti-tripanossomas. Neste trabalho nós 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). Após 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 é 

dependente da fase do ciclo celular do parasita durante o dano. Após DSBs, ATM 

mostrou ter um papel principal controlando a transição G1-S e intra-S do ciclo celular, 

enquanto a ATR exibe funções essenciais no checkpoint intra-S, bem como na 

passagem dos parasitas nas fases G2-M após dano e um papel discreto na passagem 

pela transição G1-S. Também foi observado que durante as fases lateS/G2, após 

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 

RAD51 em aproximadamente 6 h, sob a regulação da quinase ATR. Nossos dados 



 

sugerem que esse mecanismo foi ausente nas fases G1/earlyS onde nós sugerimos 

um mecanismo independente das proteínas da via HR atuando no conserto das DSBs 

que leva mais de 6 h para ocorrer. Finalmente, nós 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 nós observamos a sensibilização dos parasitas frente a droga 

evidenciada pela maior detecção de DSB. Juntos, esses dados mostram que o 

conhecimento do ciclo celular em tripanossomas, bem como do modo de ação de 

drogas, pode levar ao desenvolvimento de terapias combinatórias que devem auxiliar 

no controle das doenças causadas por estes parasitas. 

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

Recombinação homologa. Pentamidina. Trypanosoma brucei. 

  



 

ABSTRACT 
 
MARÍN, 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 Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 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 INTRODUÇÃO 
 

A tripanossomíase humana africana (HAT), também conhecida como doença do 

sono, é uma doença parasitária transmitida por um vetor infectado com parasitas 

protozoários pertencentes ao gênero Trypanosoma. A doença é transmitida ao 

hospedeiro humano pelas picadas da mosca tsé-tsé do gênero 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 países da África sul e oriental. Este tipo é a forma mais virulenta da 

doença, é zoonótica e rara. Esta forma representa menos de 3% dos casos notificados 

e, quando não tratada, as mortes dos pacientes ocorrem com frequência dentro de 

alguns meses (2); e ii) a HAT gâmbiana que é causada pela espécie Trypanosoma 

brucei gambiense relatada em 24 países da África ocidental e central. Atualmente, 

responde por 97% dos casos e apresenta longa latência e cronicidade, tornando-se o 

principal reservatório e agente de transmissão dentro do ciclo de vida do parasita (3-

5).  

 
Figura 1.1- Diagrama representativo da distribuição das espécies de Trypanosoma brucei 
gambiense e Trypanosoma brucei rodhesiense na África sub-sahariana (6).  
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A doença HAT tem dois estágios clínicos: i) estágio sistêmico inicial 

hemolinfático e ii) a fase caracterizada pela invasão do cérebro por parasitas atingindo 

o sistema nervoso central (CNS). Esse estágio encefálico envolve distúrbios 

sensoriais, motores e psiquiátricos, com alterações do sono representando as 

manifestações mais típicas. Infelizmente, não existe nem vacina nem uma droga 

recomendada disponível para prevenir qualquer tripanossomíase africana (ocidental 

ou oriental) (7). Assim, o controle do vetor e o tratamento dos pacientes são as únicas 

ferramentas disponíveis para combater esta doença.  

Ambas as formas de HAT são invariavelmente fatais sem intervenção 

quimioterapêutica. Até o momento, apenas quatro medicamentos, suramina, 

pentamidina, melarsoprol e eflornitina, são licenciados para o tratamento da HAT e a 

sua eficácia depende de a infecção ter atingido o estágio CNS ou permanecer no 

estágio inicial hemolinfático (8,9). O diagnóstico é frequentemente tardio, revelando 

infecção avançada por tripanossomas no CNS (10).  Nestes casos, a eflornitina (em 

combinação com nifurtimox) é a terapia mais segura (11) e com maior disponibilidade 

nos últimos anos (12). No entanto, o altamente tóxico melaminofenil arsenical-

melarsoprol ainda é usado pela falta de eficácia da eflornitina contra T. b. rhodesiense 

(13) e devido ao alto custo e a dificuldade da administração para uso contra T. b. 

gambiense. A HAT gambiana em estágio inicial é tratada com pentamidina, uma 

diamidina aromática. A pentamidina está em uso desde 1940 por meio de injeções 

intramusculares. Embora a pentamidina seja relativamente bem tolerada pela maioria 

dos pacientes, devido à sua toxicidade seletiva contra os parasitas, há alguns efeitos 

colaterais relatados, incluindo: hipotensão, hipoglicemia e nefrotoxicidade. Efeitos 

colaterais mais raros e graves também foram relatados, como funções pancreáticas e 

hepáticas altamente anormais e casos da síndrome de Stevens-Johnson 

potencialmente fatal (8).  

O T. brucei compartilha com células cancerígenas algumas propriedades como 

a natureza eucariótica, o nicho na corrente sanguínea e a alta taxa de proliferação. O 

tratamento contra células tumorais emprega rotineiramente inibidores do ciclo celular, 

cujas ações exploram a taxa relativamente alta de divisão de células malignas, 

impactando diferencialmente as células neoplásicas dos tecidos do hospedeiro (14-

16). Neste sentido, a compreensão 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 função mais básica do ciclo celular é duplicar a vasta 

quantidade de DNA nos cromossomos e então segregar as cópias precisamente em 

duas células filhas geneticamente idênticas. O ciclo celular é composto por quatro 

fases subsequentes: G1 (Gap1), S (Síntese de DNA), G2 (Gap2) e mitose (M) (17,18). 

Células diferenciadas estão geralmente em um estado sem divisão, conhecido como 

fase quiescente ou G0. As células quiescentes devem receber um sinal de 

crescimento para sair da fase G0 e re-entrar de novo no ciclo celular. A ligação de 

fatores externos como mitógenos nos seus receptores da superfície celular podem 

ativar as vias de sinalização, como por exemplo a proteína Ras/ativada por mitógeno, 

que desempenha um papel importante na entrada da célula na fase G1 (19-21).  

1.2 Mecanismos que controlam o ciclo celular eucarionte 

 
A progressão de uma célula no ciclo celular é regida pela ação de diferentes 

combinações de ciclinas-CDKs (cyclin dependent kinase). As CDKs são uma família 

de serina/treonina proteínas quinases que são ativadas em pontos específicos durante 

o ciclo celular. Existem cinco CDKs que foram associadas com a progressão do ciclo 

celular em células de mamíferos: CDKs 4 e 6, que estão 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 ativação 

de CDK (CAK). A atividade das CDKs é altamente regulada e requer a expressão de 

ciclinas de ativação e a fosforilação do complexo ciclina-CDK. A expressão das CDKs 

permanece constante ao longo do ciclo celular, porém os níveis 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 expressão da ciclina específica e da ligação a CDK, bem como da fosforilação de 

CDK pelo complexo ciclina H-CDK7, também conhecido como o CAK. A fosforilação 

das CDKs por parte de CAK ocorre nos resíduos de treonina conservada e induz 

alterações conformacionais, que podem melhorar a ligação 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 são 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). 

1.2.1 Entrada em G1 e Transição G1/S 
 

A progressão através da fase G1 do ciclo celular envolve uma regulação 

coordenada dos complexos ciclina-CDK e reguladores transicionais chaves. Nessa 

fase, as ciclinas tipo D são sintetizadas enquanto está presente o estímulo mitógeno 

ou fator de crescimento (24) e ligam-se a CDK4 e CDK6 que são necessárias pra 

entrar na fase G1 (25). A progressão inicial pela fase G1 é considerada dependente 

de mitógeno já que há uma exigência de estimulação mitogénica pra transcrição da 

ciclina D (25). Após a ativação do complexo ciclina D-CDK4/6, as CDKs induzem 

eventos de sinalização down-stream pela fosforilação de proteínas alvo que regulam 

a progressão do ciclo celular. O substrato mais importante desse complexo, e um dos 

mais estudados, é a proteína supressora de tumor do retinoblastoma (pRb), que é 

inativada pela fosforilação do complexo CDK4/6 - ciclina D (26).  

No seu estado ativo, a pRb está em um complexo com a histona desacetilasa 

(HDAC) bloqueando o complexo formado pelos fatores de transcrição E2F1 e DP1. 

Durante a fase G1, a pRb é fosforilada pelo complexo ativado ciclina D1-CDK4/6, o 

que resulta na sua inativação e subsequente liberação dos fatores de transcrição 

E2F1 e DP1, que por sua vez ativam a transcrição de genes necessários para a 

progressão da fase S, incluindo os genes das ciclinas E e A e a fosfatase Cdc25 (26). 

E2F1 também regula a expressão de genes que codificam enzimas envolvidas na 

síntese de nucleotídeos, 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 fosforilação da pRb, os níveis de E2F1 são suficientes para promover a progressão 

da fase G1 pra S independente do estímulo do mitógeno. Portanto, a transição da 

dependência de mitógeno para independência é chamada de ‘ponto de restrição’. Na 

fase S, o complexo ciclina E-CDK2 requer a remoção de inibidores de fosforilação na 

CDK2 para atingir a atividade completa. A família Cdc25 fosfatases removem esses 

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

1.2.2  Transição G2/M 

 

Para iniciar a entrada na mitose, é necessária a fosfatase Cdc25A para 

defosforilar a CDK1 e permitir a ativação do complexo ciclina B1–CDK1, 

desencadeando então a entrada na fase M (29). Uma vez ativada, a CDK1 fosforila 

seus próprios reguladores negativos e positivos, Wee1 e Cdc25A, respectivamente, 

para manter a adequada regulação. Em consequência, a fosforilação de Wee1 por 

CDK1 facilita o recrutamento de Plk1, que fosforila ainda mais o inibidor Wee1, 

levando à sua poli-ubiquitinação e degradação (30). Além disso, Plk1 fosforila a 

Cdc25A durante a mitose, o que facilita sua acumulação nuclear para aumentar a sua 

atividade em substratos essenciais. A Cdc25 é geralmente citoplasmática, mas 

translouca-se para o núcleo antes da fase (M). No entanto, quando Cdc25 está ligado 

as proteínas 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 ativação máxima 

da ciclina B1 e assim promovem a progressão das células na mitose. Finalmente, o 

complexo APC (anaphase promoting complex) então 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 interrupção do ciclo celular ativada por danos no DNA 

 

Durante um ciclo de divisão celular típico de uma célula eucariótica são ativados 

uma série de mecanismos moleculares e vias de controle nomeados checkpoint que 

podem parar ou atrasar o ciclo celular diante de uma perturbação (28). Dependendo 

da fase do ciclo que é interrompida, os checkpoints são denominados G1-S 

checkpoint, intra-S checkpoint e G2-M checkpoint. Entre as causas de ativação de 

checkpoint, encontram-se os danos ao DNA gerados por mecanismos endógenos ou 



 

 

24 

exógenos. Em eucariotos superiores a ativação destes checkpoints está bem 

caracterizada e as diferentes vias de sinalização são governadas por proteínas 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 proteínas quinases PI3KKs 

são recrutadas por proteínas que detectam várias lesões no DNA. Uma vez 

recrutadas, as PI3KKs ativam uma cascata de eventos de fosforilação para suprimir a 

progressão do ciclo celular e promover a estrutura aberta da cromatina necessária 

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 são 

as quinases de checkpoint Chk1 e Chk2. A ativação destas quinases depende da fase 

do ciclo celular e de como o dano é reconhecido. A ativação de Chk2 pode ocorrer 

durante todo o ciclo celular, enquanto a ativação 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 não transcricionais que impedem 

a entrada na fase S na presença de danos no DNA (Figura 1.3), principalmente na 

presença de quebras de dupla fita de DNA. Na fase G1, todas as vias de parada são 

iniciadas pela ativação da via da ATM (34). A ATM detém o ciclo celular através da 

fosforilação e ativação de Chk2 que exerce diretamente o controle sobre o ciclo celular 

modulando a ativação de CDKs. Durante o checkpoint G1-S, a quinase Chk2 fosforila 

Cdc25A, mediando sua degradação o que permite que os resíduos inibitórios na CDK2 

permaneçam fosforilados, inibindo assim a transição para a fase S. Neste caso, a 

inibição da CDK2 depende inteiramente de modificações pós-translacionais e da via 

de degradação proteasomal (Figura 1.3A). Esta resposta é limitada pelo fato de que a 

via Chk2-Cdc25A só consegue inibir a ativação num ponto mais distante do ‘ponto de 

restrição’ em G1. Experimentos mostraram que em células danificadas durante o final 

da fase G1, a inibição da progressão para a fase S não é forte, permitindo que as 

células entrem na fase S independentemente da ativação do checkpoint, o que resulta 
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no acúmulo de quebras de DNA nas fases subsequentes (35). Isso porque uma vez 

que as células passam do ‘ponto de restrição’ em G1, o fator de transcrição 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 início do 

G1, antes ou no ‘ponto de restrição’, 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 presença 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 modulação direta dos reguladores do ciclo celular, a modulação da 

progressão para a fase S conta também com uma resposta mais lenta que envolve 

fatores de transcrição. O fator de transcrição p53 e o seu regulador negativo Mdm2 

são ambos fosforilados pela ATM (37). Além disso, o Chk2 fosforila ainda mais o p53.  

 
 
Figura 1.3- Mecanismos transcricionais e não transcricionais que impedem a entrada na fase S 
na presença de danos no DNA. (A) Parada em G1 independente da transcrição. A parada inicial da 

progressão em G1 é mediada pela modificação pós-traducional de Cdc25A por Chk2. (B) Parada em 
G1 dependente de transcrição. ATM indiretamente modula a regulação transcricional da progressão do 

ciclo celular através da modificação direta de fatores de transcrição, por exemplo, p53, ou Mdm2, ou 

indiretamente por meio da ativação da Chk2. A consequência down-stream desses eventos é a 

regulação de fatores como p21, que inibem a atividade da CDK2 (28). 
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Ambas as modificações estabilizam p53 através do bloqueio da degradação mediada 

por Mdm2 (38). A p53 ativa pode então regular transcricionalmente o inibidor de CDK, 

p21 (WAF1/CIP1), que inibe a entrada na fase S através da sua ligação aos complexos 

de ciclina E e D inibindo a suas atividades mediadas pelos CDKs (39). Devido à 

necessidade da maquinaria de transcrição ser ativada, a parada do ciclo celular 

mediada pelo p53 é um processo muito mais lento e provavelmente secundário aos 

processos não transcricionais, mas é essencial para a inibição 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 replicação do DNA. Nesse caso o ponto de 

checkpoint intra-S pode funcionar em duas vias, diminuindo i) o disparo das origens 

de replicação tardias e ii) a parada do processo de alongamento das forquilhas de 

replicação, o que chamaremos de empacamento de forquilhas de replicação (45). A 

ATR é a principal quinase ativada durante o checkpoint intra-S. A via de sinalização 

canônica da ATR em eucariontes superiores sugere que, ao contrário da ATM, a ATR 

deve ser recrutada para o sítio da lesão do DNA para ser ativada.  

O recrutamento da ATR no sítio da lesão acontece pela exposição de filamentos 

de simples fita de DNA (ssDNA) que recruta a proteína de ligação a DNA simples fita 

(ssDNA) RPA. O aumento de substratos ssDNA é uma consequência de: i) atividade 

helicase numa forquilha de replicação empacada ou ii) a ressecção 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 ativação da ATR (46-52). Assim, um aumento 

de substratos ssDNA ligados a proteína RPA sinaliza pra o recrutamento da ATR 

através do seu fator de recrutamento ATRIP (47,53). Para a ativação de ATR, é 

necessário o recrutamento ainda do complexo 9-1-1, composto de Rad9 – Hus1 – 

Rad1, para o sítio de lesão e do recrutamento da topoisomerase TopBP1 que interage 

com ATRIP e facilita a ativação da ATR através da sua auto-fosforilação (46).  

Uma vez ativada, ATR ativa seu substrato mais importante, a Chk1, fosforilando-

o em dois principais resíduos 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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ação inibitória da Cdc25A, e inibindo o processo de replicação (54). Chk1 inibe o 

disparo das origens de replicação através da modificação nas funções do complexo 

helicase MCM e Cdc45. Este processo requer a diminuição da trimetilação da histona 

H3 na lisina 4 (H3K4me3), modificação conhecida por inibir a ligação do Cdc45, 

proteína essencial pra o inicio da replicação. Em resposta a danos no DNA, a enzima 

responsável pela modificação H3K4me3, a lisina metiltransferase MLL, é estabilizada 

através da fosforilação por ATR (Figura 1.4). Durante a fase S, a MLL é normalmente 

degradada pelo complexo SCFskp2 ubiquitina ligase, porém em resposta a estresse 

replicativo a ATR impede esta degradação mantendo então a modificação da 

H3K4me3 e, assim, inibindo a atividade do Cdc45 nas origens. Se, por um lado a ATR 

inibe a ativação de origens na presença de dano, por outro, quando as forquilhas de 

replicação empacam em regiões de danos no DNA, as origens dormentes nas 

proximidades são ativadas ajudando a promover a replicação do fragmento de DNA 

naquela região específica. Para isso, ATR fosforila a subunidade helicase MCM2 na 

origem dormente próxima a uma forquilha empacada (28).  

 
 
Figura 1.4- Ponto de checkpoint Intra-S. Evidências 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 replicação, promovendo a estabilização dos componentes da forquilha 

quando elas encontram uma lesão 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 presença de lesão no DNA durante a 

fase S enquanto ativa localmente uma origem dormente, a via de checkpoint ATR 

estabiliza a maquinaria de replicação nas forquilhas empacadas. Esta estabilização 
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evita a geração de novos danos, pois a dissociação da maquinaria de replicação pode 

levar a inversão das forquilhas formando estruturas de DNA aberrantes que podem 

ser alvo de nucleases, levando a um aumento das lesões. A presença de ATR nas 

forquilhas estabilizadas pode também promover o recrutamento de polimerases de 

translesão (55).  

 

Sabe-se que a ativação de ATR permite a estabilização da forquilha, em 

condições normais ou de estresse replicativo, da seguinte maneira: o complexo de 

estabilização de forquilhas (FPC) ajuda na coordenação das funções das proteínas 

helicase e da polimerase para garantir que as funções enzimáticas da maquinária de 

replicação permaneçam ativas durante pequenas ou maiores paradas na replicação. 

A Claspin, uma proteína do complexo FPC, participa na regulação da velocidade de 

progressão da forquilha e participa também diretamente do recrutamento da Chk1. O 

recrutamento da Chk1 dependente de Claspin permite a sua associação com a ATR 

nas forquilhas de replicação e consequentemente facilita a sua ativação. Timeless e 

Tipin provavelmente participam na estabilização da Claspin ligada, além de manter a 

associação da DNA polimerase α (55).  

 

Em resposta a danos de DNA, outros complexos suportam a via de sinalização 

ATR – Chk1. Um deles são os fatores da Fanconi Anemia de (FANC) que respondem 

a forquilhas de replicação que param ou entram em colapso. Um fator de entre os 

nove membros da família FANC, a FANCM localiza-se na forquilha de replicação para 

estabilizar e suportar o reparo e a replicação adequada em resposta a danos no DNA. 

Chk1 também participa da montagem e estabilização do fator FANCM (56).  

 

Finalmente a liberação do checkpoint provavelmente ocorre de várias 

maneiras: i) A supressão da atividade da ATR pelo encurtamento dos trechos de 

filamentos ssDNA, e ii) A degradação proteasomal da Claspin que pode promover por 

sua vez a degradação da Chk1 (57,58). Neste cenário, o regulamento do sinal de 

fosforilação 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 lesões no DNA, mas ao 

mesmo tempo tem que ser reversível para prosseguir com a replicação do DNA e 

retomar rapidamente a progressão 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 

lesões no DNA não resolvidas progridam para a mitose, onde as células são mais 

sensíveis a danos no DNA já 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 

são ativadas pelos mesmos fatores que durante G1 e S (36,62). Na presença 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 ativação 

down-stream de Chk2 (62,63). A ativação 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 manutenção do checkpoint G2-M, em parte porque, como 

dito para o checkpoint intra-S, a ressecção do DNA dependente de ATM fornece o 

sinal RPA-ssDNA para o recrutamento e ativação da ATR. Esta ativação da ATR 

dependente de ATM é um exemplo de cooperação funcional importante entre as 

PI3KKs (Figura 1.5) (64,65). 

 
 
Figura 1.5- Ponto de checkpoint G2–M. Ambas as vias de sinalização ATM e ATR induzidas por 
dano podem funcionar durante a fase G2. Evidências sugerem que ATM atua principalmente para 

parar o ciclo celular na presença de quebras de dupla fita. Porém a supressão adicional do ciclo celular 
é mantida pela ativação down-stream da ATR-Chk1 na presença de intermediários de ssDNA 

processados pela maquinaria de reparo de DNA pela via de recombinação homóloga (HR). Por tanto a 

consequência da ativação das duas vias ATM/ATR e Chk2/Chk1 é a supressão completa da atividade 

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

 

As vias de sinalização 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 múltiplos mecanismos de reparo especializados para cada 

tipo de lesão no DNA. Os eucariontes têm duas maquinarias de reparo principais para 

concertar as quebras de dupla fita de DNA e garantir a integridade genômica: a 

maquinaria de recombinação homóloga (HR) e a maquinaria para a junção de 

extremidades não homólogas (NHEJ). Embora esses mecanismos sejam 

mecanisticamente diferentes, a resposta inicial é comum e inclui a ativação da ATM. 

Em ambos os casos, as DSBs desencadeiam a fosforilação rápida de S139 na cauda 

do terminal C da variante de histona H2AX. Esta modificação, denominada gH2AX, é 

primariamente mediada pela ATM em resposta a DSBs e forma a base de uma 

cascata de sinalização baseada na cromatina (66) (Figura 1.6).  

 

 
Figura 1.6- A ativação da ATM promove uma cascata de sinalização na cromatina danificada. 
ATM é recrutado e ativado pelo complexo MRN nos sítios DSBs. Em seguida a ATM fosforila a histona 

H2AX e MDC1 para ativar uma cascata de fosforilação e ubiquitinação mediada por RNF8 e RNF168 
que resulta no recrutamento da 53BP1 e a ativação da via NHEJ. A ATM fosforila 53BP1 para promover 

o recrutamento de seus efetores, que são antagonizados pela BRCA1 e CtIP, também substratos da 

ATM e que favorecem a ativação da via HR (34).  
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O principal leitor da marca gH2AX é o mediador MDC1, que se liga 

especificamente a gH2AX nos sítios de DSB (67). Na cromatina, o MDC1 é 

estabilizado pela ATM, que fosforila MDC1 para promover a sua dimerização. Uma 

vez dimerizado, MDC1 é reconhecido pela subunidade NBS1 do complexo sensor 

MRN, o que promove a retenção do complexo MDC1-MRN na cromatina que contem 

a gH2AX (68,69). Um modelo atrativo é que o recrutamento do MRN pelo MDC1 leva 

a um maior recrutamento da ATM através da sua interação com o NBS1, levando a 

formação adicional de gH2AX, ao recrutamento MDC1-MRN-ATM, espalhando assim 

o complexo ao longo da cromatina amplificando a sinalização do checkpoint. Após o 

espalhamento nos locais DSB, a ATM fosforila MDC1 em motivos T-Q-X-F que são 

reconhecidos pela ubiquitina ligase RNF8, promovendo assim a retenção de RNF8 na 

cromatina danificada (70,71).  

Dependendo da fase do ciclo celular, a quebra de dupla fita é reparada pelo 

processo de NHEJ ou HR. Isso porque o mecanismo de ressecção da via HR é 

dependente de ciclina B que só está expressa na fase G2/M do ciclo. Na ausência de 

ciclina B, o RNF8 junto com outra ligase de ubiquitina, a enzima de ubiquitina UBC13, 

promove o recrutamento da proteína do scaffold 53BP1 e esta vai direcionar o reparo 

da DSB para o NHEJ (Figura 1.7).  

 

 
Figura 1.7- Reparo de DSBs DNA pela via NHEJ, canônica e alternativa (72).  
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A maquinaria NHEJ está disponível durante todas as fases do ciclo celular e é 

predominante durante a fase G1. O reparo acontece pela junção de extremidades de 

DNA não homólogas e é um processo sujeito a erros que pode gerar mutações e 

deleções (15). Uma via NHEJ alternativa denominada junção de terminais mediada 

por microhomología (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 recombinação homóloga (HR) 

 

O processo de HR fica favorecido em relação ao NHEJ nas células em G2 devido 

a presença de ciclina B, como dito, e também porque a proteína BRAC1 desloca 

53BP1 dos focos de DSB. O mecanismo de HR começa quando ATM ativada fosforila 

BRCA1 em múltiplos resíduos em resposta a danos no DNA. Quando a via de reparo 

HR é favorecida, o complexo MRN mantém os terminais de DNA próximos e é o 

responsável pelo primeiro processamento do DNA junto com outras endonucleasas 

(Figura 1.8). No caso da DSB gerada por radiação ionizante, os extremos gerados são 

irregulares e precisam de um processamento adicional por parte de exo e 

endonucleasas, que é dependente de ciclina B como comentado acima.  

 

 
Figura 1.8- Reparo de DSBs DNA pela via de recombinação homóloga (HR) (72). 
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Após uma longa resseção do substrato 3’ssDNA pelas exonucleases Exo1 e Sae 

2, a exposição de ssDNA recruta a proteína RPA e assim, como explicado, acontece 

o recrutamento do complexo ATRIP nos extremos de DNA. O reparo por 

recombinação homóloga acontece quando a proteína de recombinação RAD51 

desloca a RPA ligada nos extremos ssDNA e auxilia na procura de sequências 

homólogas mediante o screening de cromossomos ou cromátides irmãs. Posterior ao 

screening ocorre à invasão das fitas homólogas de DNA que servirão como molde 

para que DNA polimerases sintetizem novo DNA, consertando completamente o dano 

com o mínimo de erros na informação genética original (73,74).  

1.5 Tripanossomas 
 

Na escala evolutiva os Tripanosomatídeos embarcaram no seu próprio ramo 

evolutivo dentro da linhagem eucarionte há mais de 500 milhões de anos antes da 

origem dos seus atuais hospedeiros invertebrados e vertebrados (75). Esses 

protozoários possuem algumas peculiaridades, tais como a transcrição polisistrónica, 

a edição de RNA e uma ampla variabilidade e plasticidade genômica, o que os tornam 

em modelos de estudo interessantes para se ter um pequeno vislumbre do processo 

evolutivo e das bases moleculares da patogênese.  

Em nosso laboratório, as espécies Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei 

têm servido de modelo no estudo, tanto das maquinarias de pé-replicação e dinâmica 

da replicação, como, mais recentemente, das maquinarias de resposta a estresse 

replicativo e do controle do ciclo celular. Estes processos moleculares são de 

importante interesse na área, já que estudos tem mostrado que proteínas da 

maquinaria de replicação e resposta a danos no DNA auxiliam nos processos de 

diferenciação dos parasitas (76), assim como o controle da parada da replicação de 

DNA está associada com as formas infecciosas nas três espécies de 

tripanosomatídeos (77,78).  

Além disso, foi relatado que o ciclo celular dos parasitas pode-se tornar uma 

ferramenta importante na melhora do desempenho dos fármacos 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 transformações que o preparam para 

infectar o hospedeiro humano. Os parasitas no sangue dos mamíferos são ingeridos 

durante a refeição sanguínea e se transformam em células da forma procíclica (PCF) 

replicativa Figura 1.9 A [1]. Estes infestam o intestino médio, onde o ciclo celular é 

interrompido. Ali, as células mesocíclicas [2] se desenvolvem em grande número e 

migram para o pro ventrículo, onde  a forma epimastigota longa e rápida [3] se 

desenvolve e se divide assimetricamente para produzir parasitas epimastigotas curtos 

[4], que, por sua vez, se diferenciam em células epimastigotas aderidas nas glândulas 

salivares [5]. As células metacíclicas, infecciosas e não replicativas [6] que se 

diferenciam nas glândulas salivares são finalmente expelidas pela mosca tsé-tsé e 

injetadas na pele de mamíferos durante a picada (82,83).  

Após a picada e como pré-adaptação à sua vida em humanos, os parasitas 

metacíclicos começam a expressar Glicoproteínas Variantes de Superfície (VSG) (2). 

Uma vez que a forma metacíclica invade o hospedeiro humano, o parasita se 

desenvolve na forma da corrente sanguínea (BSF- formas alongadas do parasita com 

ciclo de vida assíncrono) onde se prolifera e se propaga na circulação Figura 1.9 (B).  

 
 

Figura 1.9- Representação dos principais morfotipos do T. brucei durante seu ciclo de vida. São 

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

 
No curso da infecção, eles são capazes de infestar vários tecidos e órgãos, 

incluindo pele, tecido adiposo e cérebro, variando assim suas capacidades móveis. 
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Na alta parasitemia, o ciclo celular é interrompido e se formam células curtas de 

motilidade lerda (formas curtas do parasita com o ciclo celular síncrono) (83). Essas 

formas na fase do ciclo celular quiescente, são as formas infectivas não replicativas, 

que são transmitidas para o vetor recomeçando um outro ciclo de infecção (84). 

1.5.2  Mecanismos que controlam o ciclo celular em T. brucei  

 

O ciclo celular em tripanosomatídeos envolve alterações morfológicas que 

permitem que células em uma cultura exponencial sejam identificadas conforme a fase 

do ciclo celular em que se encontram. Nestas células o número de núcleos e de 

cinetoplastos (que contem o DNA de sua única mitocôndria) permite identificar em 

qual fase do ciclo a célula está. Quando as formas procíclicas de T. brucei estão em 

G1, as células apresentam 1N1K1F (N: núcleo, K: cinetoplasto, F: flagelo) e ao final 

desta fase ocorre o início da duplicação do DNA do cinetoplasto (kDNA). No início 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 

divisão. A divisão do cinetoplasto termina em G2, assim células nesta fase apresentam 

1N2K2F. Durante a mitose ocorre a segregação dos cromossomos e a formação do 

fuso mitótico e a divisão nuclear. Assim células que apresentam 2N2K2F já concluíram 

a mitose e seguirão para a citocinese (85,86).  

A duração de cada fase do ciclo celular varia consideravelmente nos diferentes 

protozoários e parece ser específico 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 cálculo das fases do ciclo celular em parasitas 

tripanosomatídeos depende de ensaios de proliferação que incluem o monitoramento 

dos seguintes eventos biológicos: replicação do DNA (fase S) e mitose (fase M). Um 

estudo recente de nosso grupo calculou com precisão a duração de cada fase do ciclo 

celular dos tripanosomatídeos, usando análogos de timidina e a marcação do DNA 

nuclear e do cinetoplasto (87). 

Usando os padrões morfotipos N/K, o ciclo celular da forma procíclica do T. 

brucei tem uma duração 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 duração do ciclo de T. brucei. (87).  

 
Para que os eventos biológicos que geram uma nova célula aconteçam durante 

esse período de tempo, as formas replicativas dos tripanossomas possuem um ciclo 

celular coordenado por enzimas e proteínas parecidas com as ciclinas-CDKs descritas 

em modelos eucariotas. Em T. brucei a caracterização do papel das CRKs (cyclin 

related kinases) e CYCs (Cycle cyclin orthologs proteins) está melhor esclarecida que 

para as outras espécies de tripanosomatídeos, 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 transição 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 transição das fases G2/M as CRKs 3 e 9 e as CYCs 

2,6 e 8 estão envolvidas. De forma que CRK 3 interage tanto com CYC2 e 6, enquanto 

CRK9 interage apenas com CYC2. O papel de CYC8 foi identificado em ensaios de 

RNA de interferência ocorrendo retardo na transição das fases G2/M, porém sua 

parceira CRK ainda não foi identificada (83,88,89,92). Também um trabalho recente 
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tem mostrado o papel da CYC6 (ortólogo da ciclina B) na montagem do fuso bipolar e 

como os tripanossomas poderiam potencialmente coordenar o momento da divisão 

nuclear com o da citocinese regulando o nível da proteína CYC6 no núcleo (79). 

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

Trypanosoma brucei   

 

Como comentado anteriormente, os modelos eucariontes têm vias de sinalização 

bem caracterizadas que são ativadas para a interrupção do ciclo celular induzidas por 

danos no DNA, assim como também maquinarias de reparo muito eficientes e 

coordenadas com tais vias de sinalização de checkpoint.  

Nos tripanosomatídeos esses mecanismos ainda não estão bem esclarecidos e 

precisam ser melhor caracterizados. Em T. brucei, o reparo do DNA nuclear tem sido 

bem estudado com genes envolvidos na via canônica da HR (93-95), porém a reação 

detalhada e a cinética de recrutamento dos componentes primários da via durante o 

reparo das lesões no DNA ainda não estão bem definidas. Em relação ao DNA 

mitocondrial, foi relatado recentemente que o T. brucei possui um reparo semelhante 

à do reparo do seu DNA nuclear, com a RAD51 promovendo a manutenção 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 estão bem menos compreendidas. Por 

exemplo, em T. brucei alguns dos genes importantes envolvidos na via canônica NHEJ 

(DNA ligase IV e XRCC2) não foram encontrados no banco de dados do genoma 

(TriTrypDB), sugerindo fortemente que este mecanismo de reparo está ausente ou 

que divergiu mecanisticamente neste organismo (95).  

Além disso, nenhum trabalho descreveu as funções das PI3KK-related do parasita 

na resposta a danos no DNA, apesar da fosforilação de várias proteínas de reparo de 

T. brucei, incluindo BRCA2, RAD50 e RPA1, terem sido descritas (95,97). A 

fosforilação dependente de dano da histona H2A de T. brucei em Thr130, gerando a 

variante de modificação da cromatina gH2A (X) também foi descrita (98), mas as 

proteínas quinases que direcionam essa alteração e a sua contribuição para a 

reparação não foram ainda detalhadas. Além disso, alguns genes que codificam para 

proteínas de reparo na via HR exibiram baixa identidade compartilhada com aqueles 

em mamíferos, como RPA-1, que não possui o domínio RPA70N N-terminal que está 
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envolvido em interações proteína-proteína durante a resposta a danos, e é importante 

para a ativação da via de sinalização da ATR em células de mamíferos. No entanto, 

essas peculiaridades parecem não influenciar as funções da RPA tripanosómica no 

reparo da recombinação homóloga na Leishmania (99). Até o momento, as 

informações mais relevantes para as vias de checkpoint associadas com as PI3KK 

em tripanosomatídeos foram descritas na Leishmania. Estes parasitas expressaram 

um homólogo 9-1-1 funcional no qual a subunidade Rad9 é encontrada em complexos 

alternativos e a Hus1 também existe como monômero, sugerindo uma flexibilidade 

funcional e compartimentalização da braçadeira 9-1-1 de esse tripanosomatídeo. 

Entretanto, os homólogos de elementos chave dessa via ainda não 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 tripanosomatídeos, o papel das quinases PI3KK na resposta a 

danos e a sua cooperação com os mecanismos de reparo de DNA não estão 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 sinalização de 

checkpoint frente a quebras no DNA e como essas vias afetam a dinâmica da 

replicação.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Cultura de Trypanosoma brucei 

 
Formas procíclicas da cepa (Lister 427) foram mantidas em meio SDM-79 com 

10% de soro fetal bovino a 28 oC. Ao atingir concentração de ~107 parasitas/mL, as 

células foram diluídas para concentração final de ~106 parasitas/mL.  

3.2 Tratamento com radiação ionizante e ensaio de viabilidade celular.  

 

Formas procíclicas da cepa (Lister 427) em crescimento exponencial( ~5. 106 

parasitas/mL) foram submetidos a diferentes doses de radiação 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 radiações do IPEN-USP. 

3.3 Ensaio fluorimétrico de detecção de quebras no DNA (TUNEL).  

 

Formas procíclicas da cepa (Lister 427) em crescimento exponencial ( ~1.108 

parasitas) foram irradiados com 50 Gy de radiação ionizante. As amostras foram 

coletadas por centrifugação a 1700 g durante 5 min e lavadas duas vezes em 1X PBS 

(NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, e 2 mM de KH2PO4, pH 7.4). Os 

parasitas foram então fixados durante 20 min com 1% de metanol diluído em 1X PBS 

frio, que foi adicionado por gotejamento sob homogeneização suave. Os parasitas 

foram incubados durante a noite toda a 4 °C em 1 mL de solução de etanol 70%, 

diluída em 1xPBS estéril. Para a detecção do DNA fragmentado foi usado o kit 

Fluorimétrico TUNEL™ da Promega, seguindo as instruções do fabricante. Foram 

incluídos dois controles para a reação; um controle negativo C(−), onde não foi 

adicionada a enzima rTdT e um o controle positivo C (+), onde os parasitas foram pré-

tratados com 50U da DNAse I (TermoFisher) durante 10 min. Após incubação, 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 então 

preparadas para microscopia de fluorescência e análise por citometría de fluxo (Figura 

3.1). Nesta última, perfis positivos de fluorescência de 10.000 parasitas foram 

detectados usando o canal BL1A do citómetro de fluxo (NxT Attune - Termo Scientifc). 
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Figura 3.1- Esquema mostrando as marcações dos terminais quebrados de DNA pelo TUNEL. 

3.4 Ensaio de imunofluorescência indireta (IIF).  

 

Formas procíclicas da cepa (Lister 427) em crescimento exponencial (~5. 106 

parasitas/mL) foram irradiados com 50 Gy. As amostras foram coletadas por 

centrifugação a 1700 g durante 5 min e lavadas duas vezes em 1x PBS (NaCl 137 

mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, e 2 mM de KH2PO4, pH 7.4). Os parasitas foram 

então fixados por 15 min usando paraformaldehído 4% sob agitação suave e 

protegidos da luz. Parasitas lavados foram homogeneizados em 1x PBS e adicionados 

a lâminas de microscopia para aderir por 15 min. Os parasitas foram lavados três 

vezes nas lâminas durante dois minutos cada com solução de bloqueio (3% BSA em 

1X PBS) e permeabilizados por 10 min usando 0.1% Triton X-100 diluído em 1X PBS 

estéril. Os parasitas lavados foram então incubados à temperatura ambiente durante 

2 h em uma solução contendo: o anticorpo anti-gH2A (gentilmente cedido pelo Centre 

Wellcome for molecular parasitology, Universidade de Glasgow) ou anti-RPA1 

(produzido em nosso laboratório), diluídos a 1:1000 em 1X PBS + 1% de BSA. Os 

parasitas foram lavados três vezes em lâminas e incubadas com solução de bloqueio 

por 20 min. Os parasitas foram então incubados por 1 h com uma solução contendo o 

anticorpo secundário a-IgG de camundongo Alexa Fluor 555 da Thermo Scientifc 

diluído 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 (DAPI) como uma solução de montagem para o 

microscópio. As imagens foram adquiridas usando um microscópio de fluorescência 

Olympus Bx51 (objetiva de 100X óleo) acoplado a uma lâmpada EXFO Xcite 120Q 

serie e uma câmera digital Olympus XM10 sob o controle do software Olympus Cell 

F. As condições de captura das imagens foram definidas utilizando células controle. A 

intensidade da marcação foi estimada com base em 100 células por amostra utilizando 

as ferramentas do software. Para as provas de hipótese foi realizado um teste de 

comparação de médias usando o software R Project for Statistical Computing - R. 

Quando necessário, as imagens foram superpostas usando o próprio software do 

microscópio Olympus Cell F ou usando o software ImageG Fiji. 

3.5 Análise de conteúdo de DNA por citometría de fluxo.  

 

Formas procíclicas da cepa (Lister 427) ~5. 106 parasitas/mL, foram irradiados 

com 50 Gy. Logo após amostras foram coletadas por centrifugação a 1700 g durante 

5 min e lavadas duas vezes em 1X PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 

mM, e 2 mM de KH2PO4, pH 7.4). Os parasitas foram então fixados durante 15 min 

com paraformaldehído 4% em 1X PBS sob agitação suave. Depois disso, eles foram 

lavados com 1X PBS + 1% BSA e permeabilizados por 15 min com uma solução 

contendo 1X PBS + 1% saponina + 1% BSA. Antes da coloração com iodeto de 

propidio (PI), uma gota dos parasitas foi adicionada para aderir nas lâminas de 

microscopia (Tekdon) para coloração com DAPI, a fim de identificar padrões 

morfológicos de núcleo e cinetoplasto. Os parasitas foram então lavados novamente 

e incubados por 45 min a 37 ° C com solução contendo: iodeto de propidio (PI) 10 

µg/mL e RNase 20 µg/mL em 1xPBS. O conteúdo de DNA foi analisado usando 20.000 

eventos em um citómetro de fluxo (NxT Attune da Thermo Scientific). As condições de 

leitura dos canais foram definidas com base nas células não tratadas da seguinte 

forma: FSC (320), SSC (360), BL1 (400), BL2 (620) e BL3 (540). 

3.6 Expressão proteica, purificação e produção de anti-soro anti-TbExo1.  

 

Para produzir a proteína recombinante Exo1 de T. brucei (TbExo1), a sequência 

da proteína (número de acesso: Tb427.05.2450-t26_1, Peso Molecular: 115876 Da, 

http://tritrypdb.org/tritrypdb/) foi amplificada por PCR a partir do DNA genômico do 
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parasita. Na reação de PCR foram usados primers com sítios de restrição para as 

enzimas Nhe I e Not I (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 sequências 

removidas do vetor pJET1.2/blunt foram inseridas no vetor de expressão pET-28a (+) 

com um marcador 6XHis para facilitar a purificação da proteína a partir de extratos de 

cultura das células E. coli BL21 Rosetta transformadas. A expressão proteica foi 

induzida utilizando 1mM de isopropil-tio-1-d-galactopiranido (IPTG) a 37 °C durante 4 

h. As células foram coletadas por centrifugação (3200 g, 10 min, 4 °C) e resuspendidas 

em tampão de lise (50 mM Tris-HCl 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 centrifugação a 9000 g a 4 °C durante 20 min, pra 

separar o pellet do sobrenadante. As proteínas na fração solúvel foram carregadas 

em uma coluna de Níquel Sepharose (Ni-NTA, Qiagen), previamente equilibrada com 

tampão (50 mM Tris-HCl pH 7.5 e 0.3 M NaCl). As proteínas que estavam ligadas à 

coluna foram eluidas com tampão de equilíbrio (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® Ultra-4 e recuperadas em tampão (50 mM Tris-HCl pH 7.5 e 0.3 M NaCl). 

As proteínas foram separadas por eletroforese SDS-PAGE em um gel de corrida de 

6%. A proteína rTbExo1 purificada foi então usada para gerar anti-soros específicos 

para TbExo1 (Proteimax, São Paulo). 

3.7 Western blot de proteínas em extrato total e diferencial 

 

Formas procíclicas da cepa (Lister 427) ~1. 108 parasitas foram irradiados com 

50 Gy. As amostras foram coletadas a cada hora durante 6 h por centrifugação a 1700 

g durante 5 min e lavadas duas vezes em 1X PBS. Proteínas no extrato total dessas 

amostras foram obtidas usando tampão 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 análise diferencial de proteínas ligadas ao DNA, as amostras coletadas 

na hora foram solubilizados durante 10 min a 4 °C sob agitação suave em solução de 

extração contendo: Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 100 mM, sacarose 300 mM, MgCl2 

3 mM, NaF 50 mM, Na3VO4 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 então 

sedimentadas a 2550 g durante 2min a 4 °C e os sobrenadantes foram coletados 

como a fração solúvel I (Figura 3.2).  

 
Figura 3.2- Ensaio de fracionamento e analise da cinética de reparo de DNA por Western Blot 
(95).  

 

Os pellets foram tratados novamente com solução de extração, e a segunda 

rodada de sobrenadantes foi coletada como fração solúvel II. Os pellets foram tratados 

em seguida durante 30 min a 37 °C com 350U de DNAseI (ThermoFisher) diluída em 

água esterilizada. As amostras foram então sedimentadas, e os sobrenadantes foram 

coletados como a fração liberada por DNAse I. Para separação, as amostras em 

tampão redutor foram fervidas por cinco minutos a 95 °C, fracionadas por SDS-PAGE 

(30µL por linha) e transferidas eletroforeticamente a uma membrana de nitrocelulose 

(GE Life Science). Após o bloqueio das membranas usando 1X TBS contendo 5% de 

leite em pó, 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 à temperatura ambiente sob agitação suave durante 4 h com uma solução 

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-RAD51 (1:500) (gentilmente doado pelo Wellcome Centre for Molecular 

Parasitology, University of Glasgow) em TBS 1X + 3% de leite em pó. Como controles 

das frações solúveis da cromatina e controle de loading foram usados anti-soros: anti-

HSP70 (1:10000) (Abcam), anti-GAPDH (1:3000) (gentilmente doado pelo Laboratório 

de Bioquímica de Tripanossomas - LaBTryps) e anti H3 (1:3000) (Abcam). Depois de 

lavadas, as membranas foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com 

peroxidase de rábano (HRP) durante uma hora à temperatura ambiente. Após 

lavagens adicionais, a ligação do anticorpo foi detectada com o kit Immobilon Western 

Chemiluminescent HRP (Millipore). Para a análise quantitativa de bandas de proteínas 

nas membranas, as imagens digitais das membranas foram adquiridas utilizando o 

sistema de imagem por quimiluminescência e fluorescência UVITEC (UVITEC 

Cambridge). As densidades das bandas nas imagens foram quantificadas e 

normalizadas usando o software ImageJ (National Institute of Health). 

3.8 Tratamento com inibidores de quinases e ensaio de viabilidade celular 

 

Formas procíclicas da cepa (Lister 427) na fase exponencial ~5. 106 parasitas/mL 

foram submetidos a diferentes concentrações do inibidor da quinase ATR (VE821-

SML1415 Sigma Aldrich) ou inibidor da quinase ATM (KU55933-SML1109 Sigma 

Aldrich). O número de parasitas após a exposição dos inibidores foi contado a cada 

dia durante 5 dias numa máquina contadora de células (Z series coulter). Os 

parâmetros de configuração do aparelho foram estabelecidos para contar eventos 

entre 5 e 15  µM. O meio de cultura SDM79 completo e os inibidores de quinases 

foram renovados a cada dois dias. 

3.9 Monitoramento do ciclo celular utilizando análogos de timidina 

 

Para monitorarmos a transição das fases G1-S, S-G2, nós desenvolvemos uma 

metodologia que usa a dupla marcação com análogos de timidina para acompanhar a 

síntese de DNA de células tratadas e não tratadas. Assim, as formas procíclicas da 

cepa (Lister 427) ou formas procíclicas da linhagem 477 (células ATR/RNAi induzidas 



 

 

46 

com tetraciclina por 48 h) na fase exponencial ~7. 106 parasitas/mL, foram incubados 

na presença do análogo de timidina IdU (100 μM) por 30 min. Nesse primeiro pulso 

uma população inicial de parasitas na fase S foi marcada pelo análogo (Figura 3.3).  

 
Figura 3.3- Avaliação do ciclo celular de T. brucei PCF pela co-detecção de análogos de timidina. 

 

No final do pulso de IdU, os parasitas foram expostos a diferentes tratamentos a 

seguir: (i) 50 Gy de radiação ionizante, ii) VE 821 (5 μM) + 50 Gy, iii) KU55933 (20 

μM) + 50 Gy, iv) ATRi + 50 Gy. Após irradiação, as culturas foram centrifugadas a 

1700 g durante 5 min para remover o primeiro análogo 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 

síntese inicial de DNA ou de entrar na fase S, amostras foram coletadas a cada hora 

durante 6 h após os tratamentos. As amostras foram então mantidas na presença de 

um segundo análogo de timidina CldU (100 μM) por 30 min (Figura 3.3). Após o 

segundo pulso, os parasitas foram lavados com 1X PBX a 1700 g por 5 min. As 
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amostras foram então fixadas com 500 μL de paraformaldehído 4% (em PBS estéril) 

por 15 min sob agitação suave, protegidas da luz, e lavadas 2x com 1xPBS a 1700 g 

por 5 min.  

Os parasitas foram colocados para aderir em lâminas revestidas com poli-L-lisina 

para microscopia por 15 min. Após a adesão nas lâminas, os parasitas nos poços 

foram permeabilizados com 0.2% Triton X-100 (em PBS estéril) por 15 min. Após 

lavagem, os parasitas foram tratados com HCl 4M durante 20 min à temperatura 

ambiente e depois neutralizados com tampão borato 0.2 M durante 10 min. Após 

lavagem os poços foram bloqueados em uma solução contendo, 1x PBS + 0.1% Triton 

+ 3% BSA durante 20 min à temperatura ambiente. Em seguida, os parasitas lavados 

foram incubados durante 1 h com uma solução de anticorpo anti-IdU específico (Anti-

BrdU ref: 347580, Becton Dickinson) diluído 1: 300 em 1X PBS + 3% de BSA. Após 

lavagem (1XPBS + 0.05%Tween 20) os parasitas foram incubados durante 1 h com 

anticorpo anti-CldU específico (Anti-BrdU ref: OBT0030-BU1/75, ACCU-SPECS) 

diluído 1: 300 em 1x PBS + 3% BSA. Após a lavagem, os poços foram novamente 

bloqueados com 50% SFB durante 30 min. Após o bloqueio, os parasitas foram 

incubados durante 1 h com os anticorpos secundários a-IgG de camundongo Alexa 

fluor 568 + a-IgG de rato Alexa fluor 488 diluídos 1: 500 em 1x PBS + 1% BSA. Após 

lavagens, foram adicionados 2 μL/poço do meio de montagem DAPI com 

VECTASHIELD®. As imagens foram adquiridas usando um microscópio fluorescente 

Olympus Bx51 (objetiva de óleo 100x) acoplado a uma lâmpada EXFO Xcite 120Q 

serie e uma câmera digital Olympus XM10 com software controlador Olympus Cell F. 

A condições de captura das imagens foram estabelecidas nas células controle. Um 

padrão de cores nas lâminas foi observado após o processo de co-detecção dos 

análogos incorporados durante os pulsos. Parasitas vermelhos: Foram identificados 

como parasitas na fase S durante o 1º pulso e na fase G2 durante o 2º pulso. Parasitas 

amarelos: Foram identificados como parasitas na fase S durante o 1º pulso e fase S 

durante o 2º pulso. Parasitas verdes: Foram identificados como parasitas na fase G1 

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

3.10 Ensaio de DNA combing 

 

Formas procíclicas da cepa (Lister 427) ou formas procíclicas da linhagem 477 

(células ATR/RNAi induzidas com tetraciclina por 48 h) foram incubados na presença 
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do análogo IdU (100 μM) por 7 min. Logo após os parasitas foram irradiados com 50 

Gy e mantidos num segundo pulso com análogo CldU (100 μM) por 21 min ou 42 min, 

sem lavagem intermediária. 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 dinâmica das forquilhas de replicação de DNA, um terceiro pulso foi feito 

com CldU (100 μM) por mais 21 min as duas ou seis horas após a exposição à IR 

(Figura 3.4).  

 
Figura 3.4- Analise dos efeitos das quebras de DNA na dinâmica da replicação 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 µL de uma solução contendo 1% de agarose low melting em tampão 1x LB (EDTA 

0.1 M pH 8.0, Tris-HCl 10 mM, NaCl 20 mM). Após a solidificação, os plugs foram 

colocados em 300 μL de tampão de lise (EDTA 0.5 M pH 8.0, 1% N – Laurilsarcosina, 

proteinase K 100 μg/mL) a 50 °C por 24 h. No dia seguinte, os plugs foram 

ressuspensos em tampão 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 tampão 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 solução T10E1 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM 

pH 8.0) durante uma hora por 3 h. Na última lavagem, os plugs foram mantidos na 

solução de T10E1 durante a noite toda â 4 °C protegidos da luz. No dia seguinte, os 

plugs foram incubados em 1 mL de tampão MES 0.5 M, pH 5.5 a 68 °C durante 20 

min e depois a 42 °C durante 10 min. Após as incubações foi adicionado 2 μL/plug da 

enzima β-agarose (EO0461, Thermo Scientific) aos tubos e mantidos durante a noite 

toda à 42 °C. No dia seguinte foi adicionado 1 mL do tampão MES nos reservatórios 

da máquina Fiber Comb Genomic Vision para esticar as fibras de DNA marcadas. As 

lamínulas de vidro (engraved Combicoverslip COV-002-RUO) com o DNA esticado 

foram fixadas a 65 °C por 4 h, protegidas da luz.  

Após a fixação, o DNA foi desnaturado utilizando solução de NaOH 0.5 M + NaCl 

1 M durante 8 min à temperatura ambiente e neutralizado por lavagens com 1xPBS1 

durante 3 min/cada. Após as lavagens, o DNA nas lamínulas foi desidratado usando 

diferentes concentrações de etanol 70, 90 e 100% por 3 min/cada. As lamínulas foram 

secas ao ar e então bloqueadas numa solução contendo (1x PBS + 1% BSA + 0.1% 

Triton X-100) a 37 °C durante 30 min. Após o bloqueio, as lamínulas foram incubadas 

com 20 μL de uma solução contendo: 4 μL de anticorpos primários anti-IdU (Anti-BrdU 

ref: 347580, Becton Dickinson) e 1 μL do anti-CldU (Anti-BrdU ref: OBT0030 - BU1 / 

75, ACCU-SPECS) em 1x PBS + 3% BSA a 37 °C durante uma hora. Após lavagens 

(1X PBS + 0.05% Tween 20) as lamínulas foram incubadas em 20 µL de uma solução 

contendo anticorpos secundários: 2 µL de anticorpo a-IgG de camundongo Alexa fluor 

568 e 2 µL de anticorpo a-IgG de rato Alexa fluor 488 em 1XPBS + 3% BSA à 37 °C 

durante 45 min. Após lavagens, as lamínulas foram incubadas em 20 μL de uma 

solução contendo 0.33 μL do anticorpo primário anti- DNA de simples fita (MAB3868-

Millipore Corp.) em 1X PBS + 3% BSA à 37 °C por uma hora. Após lavagens, as 

lamínulas foram incubadas com 20 μL de uma solução contendo 3 μL do anticorpo 

secundário a-ssDNA Alexa fluor 350 em 1X PBS + 3% BSA a 37 °C por 45 min. Após 

lavagens, foram adicionados 20 μL 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 lamínulas foram seladas e analisadas usando o microscópio 

de fluorescência Olympus BX51 com câmera digital Olympus XM10 controlada pelo 
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software Olympus Cell F. Neste ensaio um padrão de cores nas lâminas foi observado 

após o processo de co-detecção dos análogos incorporados nas fibras de DNA 

esticadas. O padrão 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). Variações no fator DFEF (que é o comprimento do CldU 

incorporado - amarelo - dividido pelo comprimento do IDU incorporado – vermelho) 

indica processos de empacamento da forquilha de replicação após tratamentos com 

agentes genotóxicos quando comparados com células controle. 

3.11 Extração 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 são células procíclicas 29.13 que têm resistência a G418 e 

higromicina expressando o vector pQuadra que conferi resistência à fleomicina. Na 

nomenclatura do vetor o número (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 μg/mL de fleomicina, 15 μg/mL de 

G418 e 25 μg/mL de higromicina B a 28 °C. Para a quantificação do RNA do gene 

Tb927.11.1468 a partir do RNA total, as células foram induzidas a expressar o vetor 

usando tetraciclina 1 µg/mL durante 48 h. Após a indução ~5. 107 parasitas foram 

coletados às 12, 24 e 48 h por centrifugação a 1700 g por 5 min. Depois, os pellets 

foram homogeneizados em 750 µL de TrizolTM por dois minutos mediante a pipetagem 

suave. Em seguida, foram adicionados 200 µL de clorofórmio e as amostras foram 

homogeneizadas por inversão durante 15 seg e logo, incubadas por 3 min à 

temperatura ambiente. Para permitir a separação 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 μL de 100% isopropanol por inversão suave por 10 min. 

Para obter o RNA, os pellets foram lavados utilizando 75% de etanol fresco em 0.1% 

de água DEPC, centrifugados a 7500 g durante 5 min à 4 °C e seco ao ar durante 15 

min. Os pellets foram resuspendidos em 20 μL de água DEPC e incubados em um 

bloco à 55 °C por 10 min. O RNA total nas amostras foi quantificado usando um 

Nanodrop 2000C e finalmente armazenado a -70 °C para quantificação por rT-qPCR. 
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3.12 rT-qPCR 

 

Os oligonucleótidos qPCR117-F (TGATGGTATTCTGTGCCGTT) e qPCR117-R 

(CTGCCCAGTGAATCTGCTTA) foram utilizados para verificar o knock down do gene 

Tb927.11.14680 (phosphatidylinositol 3-related kinases, putative-ATR) e os 

oligonucleótidos GAPDH-F (CCAGTGGTGCTTGGGATGAT) e GAPDH-R 

(TCACTCGTACACAGCCACAC) para verificar a expressão do housekeeping 

Tb927.6.4280 (glyceraldehyde 3-phospate dehydrogenase, glycosomal).  Os primers 

foram diluídos para uma concentração estoque de 100 μM em água estéril e 

armazenados a -20 °C. O kit SuperScriptTM III foi utilizado para a síntese de cDNA. 

Em resumo, 14 μL de uma solução contendo: 4 μg de RNA, 1 μL de oligo dT e 1 μL 

de dNTPmix (10 mM) foram incubados a 65 °C por 5 min. Em seguida, foram 

adicionados à mistura: 4 µL de buffer 5x First Strand, 1 µL DTT (0.1 M) e 1 µL da 

enzima Transcriptase Reversa para completar um volume final de 20 µL para a síntese 

de cDNA. Os tubos foram então incubados a 50 °C durante 1 h e a inativação foi feita 

a 70 °C durante 15 min. Neste ponto, o cDNA pode ser armazenado a -20 °C. Para 

rT-qPCR foi usada uma solução contendo: 2.5 µL de oligonucleótidos qPCR117-F (2.4 

µM) e qPCR117-R (2.4 µM), 10 µL do PowerUp™ SYBR® Green Master Mix e 5 µL 

de cDNA (8 ng/mL). A quantificação 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 quantificação relativa do gene ATR foi 

realizada pelo método de Schmittgen (2"##$%) usando a equação:𝛥𝛥𝐶) = +𝐶),-). −

𝐶),0-1234𝑇𝑖𝑚𝑒9 −	+𝐶),-). − 𝐶),0-1234𝑇𝑖𝑚𝑒;. 

 

3.13 Estimação da IC50 da Pentamidina e viabilidade celular 

 

Formas procíclicas do T. brucei PCF na fase de crescimento exponencial ~7. 106 

parasitas/mL cultivadas em meio fresco SDM-79, foram expostas a diferentes 

tratamentos, transferidas para placas de cultura de 96 poços e incubadas a 28 °C. A 

proliferação celular foi quantificada pela leitura da densidade óptica (DO) em 620 nm 

a cada 24 horas. Os valores da DO obtidos foram convertidos em densidades 



 

 

52 

celulares (células por mililitro) usando uma equação de regressão linear previamente 

obtida a partir de uma curva de calibração sob as mesmas condições (102,103). Os 

diferentes efeitos do tratamento foram avaliados em quadruplicata e os resultados 

correspondem a três ou quatro experimentos independentes, cada um feito em 

quadruplicata. Para obter a concentração da pentamidina correspondente com 50% 

de inibição do sinal de crescimento celular (IC50), os parasitas foram tratados com 

diferentes concentrações de pentamidina, ou não tratadas (controle de DMSO). A 

Memantina (300 µM) foi usada como controle de inibição da proliferação como descrito 

em (104). A concentração que inibiu 50% da proliferação do parasita (IC50: 0.4 nM) 

foi determinada durante a fase de crescimento exponencial (após 48 horas) ajustando 

os dados a uma curva típica de dose-resposta de forma sigmoidal usando o GraphPad 

Prism, versão 5 (102,103).  

3.14 Tratamento combinado com inibidores de quinases, pentamidina e viabilidade 

celular 

  
Numa placa de 96 poços, formas procíclicas da cepa (Lister 427) em crescimento 

exponencial ~8. 106 parasitas/mL foram submetidos a diferentes tratamentos, a seguir: 

i) DMSO (solvente da droga), ii) KU55933 (20 μM), iii) VE 821 (5 μM), iv) KU55933 (10 

μM) + VE 821 (2.5 μM), v) IC50 da pentamidina, vi) KU55933 (10 μM) + IC50 da 

Pentamidina, vii) VE 821 (2.5 μM) + IC50 da Pentamidina e viii) KU55933 (10 μM) + 

VE 821 (2.5 μM) + IC50 da Pentamidina. A viabilidade celular após tratamento foi 

quantificada mediante leituras de densidade óptica (DO) a 620 nm durante 9 dias. Os 

valores de DO foram convertidos pra valores de densidade celular (células por mililitro) 

usando uma equação de regressão linear de calibração obtida antecipadamente nas 

mesmas condições para as células controle. O ensaio foi realizado em quadriplicada 

técnica e em triplicada biológica. 
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4 RESULTADOS  
 

Nesse trabalho será analisada a resposta ativada no Trypanosoma brucei frente 

a exposição 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 discussão de como esse conhecimento pode contribuir 

para o desenvolvimento de terapias anti-tripanossoma.  

 

Conforme acima os resultados desse trabalho foram divididos em três capítulos, a 

saber:  

 

Capítulo I: Caracterização do mecanismo e cinética de reparo de quebras de 

DNA ativado nas formas procíclicas do Trypanosoma brucei em resposta a radiação 

ionizante. Foram avaliados os seguintes processos celulares: (i) Presença de 

marcadores de DSBs, (ii) ligação ao DNA das proteínas de reparo e cinética do 

mecanismo ativado.  

 

Capítulo II: Principais funções das quinases ATM e ATR na resposta a danos 

no DNA ativada nas formas procíclicas do Trypanosoma brucei gerados em resposta 

a radiação ionizante. Foram avaliados os seguintes processos celulares: (i) inibição 

da incorporação de análogo de timidina, (ii) presença de forquilhas de DNA 

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

 

Capítulo III: Efeitos da droga Pentamidina no DNA e a influência das quinases 

ATM e ATR na ação da droga nas formas procíclicas do Trypanosoma brucei como 

uma prova de conceito. Foram avaliados: i) a presença de quebras no DNA gerados 

pela pentamidina e ii) a sensibilização dos parasitas a droga na presença dos 

inibidores das quinases ATM e ATR.  
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CAPíTULO I 

4.1 Trypanosoma brucei ativa a via de reparo por recombinação homóloga (HR) em 

resposta a quebras no DNA geradas pela exposição à radiação ionizante 

 

Como comentado na introdução do trabalho, nos modelos eucariontes o 

processo de reparo pela via de recombinação homóloga envolve o recrutamento de 

proteínas especializadas de uma forma sequencial e coordenada para que o reparo 

do DNA aconteça (Figura 1.8A). Vários trabalhos apontam para a ativação de uma via 

de HR canônica em T. brucei, pelo menos nas formas sanguicola (93-94). No entanto, 

a reação detalhada e a cinética de recrutamento dos agentes primários da via HR no 

DNA durante o reparo de DSBs não tem sido bem detalhada. Nesse capítulo, nós 

apresentamos a cinética de recrutamento da via HR nas formas procíclicas do T. 

brucei em resposta as DSBs geradas pela radiação ionizante (IR). Para isso, 

monitoramos i) a ligação na cromatina das principais proteínas de reparo dessa via: 

EXO1, RPA1 e RAD51, assim como ii) a atividade de uma via que fosforila a variante 

de histona tripanosomal H2A indicando quebras de DNA. Os dados apresentados 

estão publicados no periódico científico Scientific Reports da Nature (2018) 8:5405 | 

DOI:10.1038/s41598-018-23731-6).  

4.1.1 Impacto da radiação ionizante na sobrevivência de T. brucei.  

 

Uma das fontes mais comuns de quebras no DNA é a exposição a radiação 

ionizante, a qual pode ser gerada por fontes naturais, como por exemplo a radiação 

cósmica e radiação gama, e pelas fontes artificias como aparelhos de raios X e 

radioterapia. A radiação ionizante pode induzir uma variedade de lesões 

radioquímicas no DNA de forma direta e indireta. A ação direta ocorre quando 

partículas de alta energia alfa ou beta rompem fisicamente, ambos os esqueletos de 

açúcar-fosfato do DNA gerando DSBs (105). Para estudar a cinética de recrutamento 

da via de reparo HR numa cultura de células não-sincronizadas das formas procíclicas 

de T. brucei, primeiro nós ajustamos as condições do tratamento. Nós submetemos 

os parasitas a diferentes doses de IR (50, 100, 150 e 175) Gy para estabelecer a dose 

mínima que poderia deter o crescimento celular de forma reversível, o que indicaria 

um processo de recuperação acontecendo. Na Figura 4.1, observamos que 50, 100 e 
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150 Gy de radiação ionizante interromperam a proliferação celular 6 h após o 

tratamento. Além disso, uma dose de 50 Gy levou a uma parada significativa na 

proliferação celular que foi recuperada 24 h após a exposição à IR sugerindo que o 

dano ao DNA induzido por 50 Gy pode ser reparado. 

 

 
Figura 4.1- Reversibilidade celular após o tratamento com IR. O gráfico mostra o crescimento 

celular a cada 12 h até 48 h depois da exposição a IR. Os dados representam a média de três 

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

4.1.2  A radiação ionizante gera fragmentação do DNA e a fosforilação da variante 

de histona H2A.  
 

Para determinar se o tratamento com IR gera quebras na cadeia de DNA, nós 

realizamos o ensaio de marcação de terminais de DNA usando a enzima 

desoxinucleotidil-transferase (TdT) (Figura 3.1). Após o tratamento com IR, os 

parasitas foram marcados usando o kit TUNELTM e a intensidade da fluorescência foi 

quantificada por citometria de fluxo. Como foi comentado na metodologia, a amostra 

C (-) foi tratada na ausença da enzima TdT e, portanto, nenhum sinal foi detectado. 

Isso significa que o pico do controle negativo não deve ser considerado como sinal 

positivo e, portanto, é considerado um sinal de fluorescência intrínseco basal emitido 

pelo parasita nessa longitude de onda do canal. Por outro lado, a amostra C (+), 

corresponde a céulas tratadas com DNAseI para garantir a geração de alta quantidade 

de quebra de DNA. Portanto, nesse caso o sinal máximo de intensidade de 

fluorescência foi observado. Assim, qualquer sinal entre o pico negativo C (-) e positivo 

C (+) foi considerado como TUNEL positivo que significa a ocorrência de fragmentos 

de DNA. Considerando o anterior, os sinais TUNEL positivos foram observados 



 

 

56 

durante a primeira 1.5 h após o tratamento com IR (Figura 4.2A), sugerindo que a 

exposição a IR gera quebras de dupla fita no DNA nas formas procíclicas do T. brucei.  

 
Figura 4.2- Detecção de fragmentação de DNA e fosforilação da variante da histona H2A após 
IR. Os parasitas foram tratados com 50 Gy de IR. (A) a fragmentação do DNA foi medida usando a 

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

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

gerando assim a máxima intensidade de fluorescência positiva. Linha pontilhada foi usada para indicar 

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

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

representam a medida da intensidade de fluorescência de gH2A no ensaio IIF. Os dados representam 
a média de 100 células analisadas e as barras representam o desvio padrão. (**) Indicam diferenças 

significativas em comparação com as células não tratadas através dos testes de Friedman e Wilcoxon 

executados no software R-Studio (95). 
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Já que as DSBs demonstraram desencadear a fosforilação da variante de 

histona H2A nas formas sanguícolas de T. brucei (98), para confirmar a presença de 

DSBs após o tratamento com IR, investigamos a fosforilação da variante de histona 

H2A (gH2A) ao longo do tempo após o tratamento com IR usando um anticorpo 

específico anti-gH2A (98) em um ensaio de imunofluorescência indireta (IIF) (Figura 

4.2B).  

Um sinal positivo significativo foi obtido durante as primeiras 6 h após a 

exposição a IR em células tratadas em comparação com os parasitas não tratados 

(teste de Wilcoxon, p=3,94e-12) (Figura 4.2B e C). O máximo de sinal obtido foi 

observado duas horas após o tratamento (Figura 4.2C). Nesse ensaio nós 

observamos sinais gH2A positivos em parasitas não tratados (controle), distribuídos 

em pequenos focos, em quanto a fluorescência gH2A em parasitas tratados com IR 

foi observada dispersa em todo o núcleo (Figura 4.2B, ver imagens de zoom). O 

padrão disperso observado após IR é provavelmente devido aos DSBs generalizados 

causados pela IR em todo o DNA genômico do parasita. 

4.1.3  A expressão da proteína de replicação A (RPA1) aumenta após o tratamento 

com IR.  

 

Considerando que os nossos resultados de TUNEL e gH2A sugerem que o maior 

dano no DNA é atingido duas horas após o tratamento com IR, nós testamos se o 

DNA danificado foi reparado após esse período. Para detectarmos eventos de reparo 

de DNA, nós primeiro investigamos o comportamento da proteína RPA1, a principal 

subunidade do complexo RPA. A RPA é a principal proteína de ligação de cadeia 

simples em eucariotos, e é um componente que participa de muitas vias de reparo do 

DNA (106). De fato, o nosso laboratório tem mostrado que a RPA é importante para o 

reparo de DNA em Trypanosoma cruzi, assumindo um padrão nuclear pontuado após 

tratamento com UV e hidroxiureia em comparação com um padrão nuclear disperso 

nas células controle (76).  

Usando anti-soro anti-RPA1 produzido no nosso laboratório em um ensaio de 

IIF, nós observamos um aumento na intensidade de fluorescência da RPA1 no núcleo 

quando comparado com células não tratadas, nos primeiros 30 min a 2 h após o 

tratamento com IR (teste de Wilcoxon, p = 2.41e-13). A medida máxima de 
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imunofluorescência da RPA1 no núcleo foi observada a 1 h após o tratamento com IR 

(Figura 4.3A e B).  

 
Figura 4.3- A expressão da proteína de replicação A (RPA1) aumenta após o tratamento com IR. 
(A) Imunofluorescência usando anti-RPA1 (B) Box-plot representando a intensidade de fluorescência 

da RPA1 no ensaio IIF apresentado em (A). Os dados representam a media de 100 células analisadas, 

e as barras representam o desvio padrão. (**) Indicam diferenças significativas comparadas com às 

células não tratadas. (C) intensidade de fluorescência 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 padrão G1/ 

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

 

Nós também monitoramos a intensidade de fluorescência de RPA1 de acordo 

com as fases do ciclo celular, segundo os padrões N/K (1N1K -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, nós sugerimos 

que a via de reparo de DNA responsável pela reparação de DSB em G1/early S, se 



 

 

59 

existir, é menos dependente (ou independente) da subunidade de proteína RPA1 nas 

formas procíclicas do T. brucei. 

4.1.4 Algumas proteínas da via HR são up-reguladas após o tratamento com IR.  

 

Já que detectamos aumento da expressão de RPA1 após o tratamento com IR, 

nós então investigamos os níveis de outras proteínas envolvidas no processo de HR. 

Além do marcador de checkpoint gH2A e da proteína de reparo TbRPA1, nós 

monitoramos os níveis das proteínas TbExo1 e TbRAD51 durante 6 h após o 

tratamento com IR. EXO1 é uma das exonucleases que faz a ressecção da DSB, 

gerando ssDNA que recruta RPA e RAD51 desloca RPA do DNA e inicia o processo 

de recombinação, buscando sequencias homólogas no genoma. Com a finalidade de 

monitorar a regulação da TbExo1, nós geramos anti-soro contra essa proteína, 

clonada e purificada como descrito na metodologia. A expressão, purificação e teste 

do anti-soro gerado contra a proteína são apresentados na Figura 4.4.  

 

 
Figura 4.4- Expressão, purificação e anti-soro gerado contra rTbExo1. A) rTbExo1 (~ 116 kDa) foi 

clonada e expressada na presença de IPTG num sistema procariótico. B) rTbExo1 Foi purificada 

utilizando uma coluna de níquel 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 análise da regulação das proteínas de reparo, nós preparamos lisados 

de parasitas totais expostos a IR e os comparamos contra lisados de parasitas não 

tratados mediante análise de Western blot (WB). A quantificação das intensidades de 

banda no WB para TbExo1, TbRPA1 e TbRAD51 mostrou que essas proteínas 

atingiram seus níveis máximos nos extratos totais 1 h após o tratamento com IR 
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(Figura 4.5A), concomitante com o aumento da intensidade de fluorescência da 

TbRPA1 no ensaio da Figura 4.3B. Semelhante ao observado no ensaio de IIF da 

gH2A, as membranas de WB de parasitas não tratados exibiram níveis basais de 

gH2A. Também o WB mostrou níveis basais de TbRAD51 e TbExo1 no extrato total 

de parasitas não tratados, provavelmente em correspondência com a presença de 

quebras de DNA basal (gH2A) detectado na Figura 4.2B. Além disso, uma dupla 

banda de TbRPA1 foi observada uma hora após ao tratamento com IR (Figura 4.5A-

triângulo vermelha), o que hipotetizamos pode ser o resultado de uma modificação 

pós-traducional da sub-unidade da proteína em resposta ao dano por IR.  

 

 
 
Figura 4.5- Proteínas de reparo de recombinação homóloga (HR) no extrato proteico total após 
IR. (A) WB do extrato proteico total das formas procíclicas do T. brucei após 50 Gy de exposição a IR. 

A proteína HSP70 foi usada como controle de loading. O triângulo vermelho na WB da RPA1 representa 

uma possível modificação da proteína RPA1. (B) Regressão polinomial de sexto grau das 

quantificações das intensidades nas bandas dos cortes das membranas em cada caso analisado. As 
curvas de estimação não paramétricas e o fator R2 são apresentados. Notavelmente, as membranas 

de Western blot foram cortadas para evitar reações cruzadas entre os anticorpos durante o ensaio. 

Modificado de (95). 

 
Em resumo, os dados até aqui sugerem que as proteínas de reparo analisadas 

e que participam da via canónica de reparo HR foram up-reguladas aproximadamente 

1 h após o tratamento com IR. Na tentativa de ajustar melhor a cinética de 

recrutamento sequencial dessas proteínas, foi realizada uma análise de estimação 

não paramétrica das medições de quantificação das intensidades de banda no WB. 

As curvas polinomiais de sexto grau diferenciam um pouco melhor os tempos da up-
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regulação do parasita sendo estimadas entre 45 min e 1.5 h após o tratamento com 

IR (Figura 4.5B). 
 

4.1.5  A maquinária de recombinação homóloga é rapidamente recrutada para o 

DNA após o tratamento com IR.  

 

Os dados acima sugerem que os parasitas respondem aos danos no DNA 

gerados pela IR mediante a regulação das proteínas da via de reparo HR. Assim, nós 

fomos avaliar se a TbExo1, a TbRPA1 e a TbRAD51 estavam sendo recrutadas para 

o DNA após o tratamento com IR. Para distinguir entre as proteínas solúveis e as 

ligadas ao DNA, nós preparamos extratos de proteína fracionada, como mostrado na 

Figura 3.2, com o objetivo de isolar as proteínas ligadas ao DNA em parasitas não 

tratados e tratados em diferentes tempos após o tratamento com IR. Este protocolo 

envolve a extração de proteínas solúveis após a permeabilização (monitorada pelo 

marcador GAPDH) e, em seguida, a extração de proteínas ligadas a cromatina após 

a digestão com DNAse I (monitorada pelo marcador Histona H3) (Figura 4.6). 

 

 
Figura 4.6- Controle do ensaio de extração fracionada de proteínas. As células foram expostas a 

IR e tratadas com tampão de lise para obter proteínas solúveis (fração solúvel - SF). Após um segundo 
ciclo de tratamento com tampão de lise, os pellets foram digeridos com DNAse para obter proteínas 

ligadas ao DNA (DBP). As amostras foram então 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 proteínas para a cromatina, nós primeiro 

fomos estudar qual das formas da RPA1 detectadas no extrato total de T. brucei 

(Figura 4.5A-triângulo vermelho), estava interagindo com o DNA após dano. Para 
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responder essa questão, as amostras obtidas 1 h após o IR foram corridas no mesmo 

gel de SDS-PAGE. Em células não 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 após o tratamento com IR (Figura 4.7A). Para 

melhor visualizarmos as isoformas de RPA1 superior e inferior, nós separamos de 

novo estas amostras em outro gel SDS-PAGE aplicando uma quantidade maior de 

amostra e permitindo uma melhor resolução na região das isoformas RPA1 (Figura 

4.7B). Curiosamente, nós observamos que no extrato total ambas as isoformas da 

RPA1 estavam presentes tanto em células tratadas quanto em células não tratadas 

(Figura 4.7A).  

No entanto, a RPA1 de menor peso molecular foi a banda predominante ligada 

ao DNA em células não tratadas, enquanto A RPA1 de maior peso molecular é a 

banda predominantemente ligada ao DNA após o tratamento com IR (Figura 4.7A e 

B, seta vermelha). 

 

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

de migração molecular de peso da proteína RPA1 no extrato total, na fração proteica solúvel (SFI e II) 

e na fração proteica ligada ao DNA (DBP) em células controle e tratadas com IR. A seta no painel B 

indica uma região onde uma linha foi excluída do gel, mas todas as amostras foram analisadas em um 

único gel (95). 

 

Além de identificar a isoforma da proteína RPA1 que estava presente no DNA 

após o dano, a quantificação de proteínas ligadas ao DNA revelou níveis aumentados 

de TbExo1 ligado ao DNA 30 min após IR acompanhando pelo aumento gradual na 

TbRPA1 ligada ao DNA e a fosforilação da variante de histona H2A (Figura 4.8A).  

A máxima intensidade da proteína TbRPA1 ligada ao DNA foi atingida 1.5 h 

após o tratamento (Figura 4.8A, RPA1), aproximadamente ao mesmo tempo que foi 

observado uma diminuição nos níveis TbExo1 (Figura 4.8A, B).  
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Duas horas após o tratamento com IR, a intensidade da TbRPA1 ligado ao DNA 

diminuiu e o nível da gH2A atingiu seu máximo. Juntamente com o TbRAD51 ligado 

ao DNA (ou seja, 2-5 h após o IR), foi observada uma desfosforilação gradual de 

gH2A.  

 
Figura 4.8- Recrutamento de proteínas de reparo da via de recombinação homóloga (HR) para o DNA após 
IR. (A) análise WB de proteínas ligadas ao DNA (DBP) derivadas do ensaio de fracionamento após o tratamento 
com IR. A proteína H3 foi usado como controle interno. (B) Regressão polinomial de sexto grau das quantificações 

do WB. As curvas de estimação não paramétricas e os fatores R2 são apresentados (95).  

4.1.6  As quebras no DNA induzidas pela radiação ionizante são 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 liberação de TbRAD51 do DNA, juntamente com o 

declínio no sinal gH2A no DNA (Figura 4.8B), foi observado o comprometimento do 

crescimento celular de 6 a 18 horas após IR, como mostrado na Figura 4.1. Tal 

interrupção do crescimento da população de parasitas na cultura após dano levanta a 

questão 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 após tratamento 

com IR. Considerando então que as espécies de tripanosomatídeos não possuem 

algumas das proteínas essências da via NHEJ canônica, que ocorre ao longo do ciclo 

celular e é um mecanismo predominante de reparo de DSB na fase G1, nós 

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 não 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, nós analisamos o perfil de conteúdo de DNA 

dos parasitas tratados com IR no período de 0 a 6 h após o tratamento e comparamos 

os resultados com os parasitas não tratados. Os perfis de conteúdo de DNA revelaram 

uma diminuição gradual na prevalência de células na fase G2/M após o tratamento 

com IR, com a menor quantidade de células nessas fases ocorrendo 6 h após o 

tratamento com IR (Figura 4.9A e B). Além disso, nós também observamos parasitas 

que gradualmente se acumulam nas fases G1/S começando 3 h após IR (Figura 4.9A, 

B). Esses dados acima sugerem que as formas procíclicas de T. brucei têm uma via 

de checkpoint que detecta danos no DNA na transição G1/S. Provavelmente então, o 

reparo em G1/earlyS, se existe, leva mais de 6 h para ser finalizado.  

 

 
 

Figura 4.9- Efeitos da resposta ao tratamento com IR no ciclo celular. (A) análise do conteúdo de 

DNA de células coradas com PI. Os histogramas vermelhos representam as células tratadas com IR e 

os histogramas cinzas representam as células não tratadas. Este ensaio foi realizado em triplicada. As 
linhas pontilhadas representam o pico de intensidade de fluorescência das células em G1/S (pico 

esquerdo) e de células em G2/M (pico direito). (B) Representa a medição dos padrões N/K através da 

coloração com DAPI de células tratadas e não tratadas: 1N1K (G1/earlyS); 1N2K (lateS/G2); 2N/2K 

(Citocinese) e outros (>2N/>2K). Os dados representam a média de três experimentos independentes 

e as barras representam o desvio padrão para um n=100 amostras. (C) Intensidade de fluorescência 

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 é um processo que ocorre durante as fases lateS/G2, nós 

testamos se o padrão de fosforilação/desfosforilação do marcador de quebras de DNA 

gH2A acontecia também nessas fases. Nesse caso, nós repetimos a análise de 

intensidade do sinal gH2A após IR comparando a intensidade do sinal das células nas 

fases G1/earlyS (padrão 1N1K) com células no lateS/G2 (padrão 1N2K). Os 

resultados mostram que o pico predominante do marcador gH2A (Figura 4.9C) ocorre 

predominantemente nas células com padrões morfológicos 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 Considerações finais do Capitulo I  

 

Em resumo, os DSBs induzidos pela exposição a 50 Gy levam a um rápido 

recrutamento da exonuclease Exo1 para os locais de DSBs de DNA durante a primeira 

meia hora após o tratamento com IR. Em seguida um pico de RPA1 ligada ao DNA é 

atingido a 1.5 h quando a interação entre Exo1 e os terminais quebrados do DNA 

diminui. Além disso, a fosforilação máxima de gH2A é atingida entre 1.5 e 2 h após o 

IR. Neste período e até duas horas após o IR, a presença da RPA ligada ao DNA 

diminui, enquanto a RAD51 ligado a DNA aumenta. Juntamente com as interações 

entre o RAD51 e o DNA (2-5 h após IR), a desfosforilação da gH2A acontece. O 

processo completo de reparo das DSBs leva aproximadamente 5.5 horas, como 

mostrado pela diminuição nos níveis da gH2A e o número mínimo de parasitas nas 

fases G2/M nesse ponto (Figura 4.10). 

 

Considerando todos os nossos dados até aqui, nós sugerimos que as DSBs 

geradas pela exposição a IR das formas procíclicas de T. brucei são reparadas pela 

via HR durante as fases lateS/G2. Além disso, nós observamos que uma resposta de 

checkpoint poderia estar detendo as células na transição G1-S, onde provavelmente 

ocorre um processo de reparo de DSBs que usa uma via independente das proteínas 

da via HR. Este processo de reparo leva mais de 6 h, já que uma parada no 

crescimento dos parasita > 6 h pós IR (Figura 4.1) foi observado. As vias de checkpoint 

ativadas no parasita em resposta a quebras de DNA estão apresentadas no seguinte 

capítulo.  
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Figura 4.10- Modelo para a cinética de recrutamento de proteínas de reparo da vía HR após IR. 
Nas formas procíclicas de T. brucei, a exposição a IR promove o recrutamento para o DNA de algumas 
proteínas da via de HR após o DSBs. O processo completo de reparo de DNA mediante essa via leva 

aproximadamente 5.5 horas. 
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CAPíTULO II 

4.2 As quinases ATM e ATR tem funções diferenciadas na resposta a danos gerados 

pela IR em T. brucei 

 
Como discutido na introdução, durante um ciclo de divisão celular típico de uma 

célula eucariótica são ativados uma série de mecanismos de checkpoint do ciclo 

celular. Nos mamíferos estas vias de checkpoint são governadas pelas proteínas 

quinases ATM e ATR.  A ATM é estimulada por agentes que induzem quebras de 

cadeia dupla de DNA (DSBs) tais como radiação ionizante e ATR é ativado em 

resposta à presença de quebras de cadeia simples de DNA e outros fatores de 

estresse replicativo como a hidroxiureia e a radiação UV. Além disso, ATR também é 

recrutada para os sítios de DSB, auxiliando nesta resposta. Nos tripanosomatídeos, 

embora danos no DNA ativem um mecanismo de reparo, o papel detalhado das 

quinases PI3KK nessa resposta não está bem estabelecida. Nesse capítulo do 

trabalho nós investigamos o papel das quinases ATM e ATR das formas procíclicas 

do T. brucei frente a quebras no DNA geradas pela radiação ionizante (IR), com ênfase 

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 específicos em mamíferos; ATMi (KU55933, IC50:13nM, Sigma 

Aldrich) e ATRi (VE821, IC50:15nM, Sigma Aldrich), nós primeiro ajustamos o 

tratamento com os inibidores das quinases, para ver o efeito de diferentes 

concentrações no crescimento celular. Para isso, submetemos as culturas de 

parasitas a diferentes doses de inibidores específicos (KU55933) e (VE821) com o 

objetivo de encontrar a dose máxima que inibe o crescimento celular ao longo do 

tempo, sem levar rapidamente a morte, indicando a máxima resposta dos parasitas 

frente ao inibidor (107). Nós observamos  fenótipos de resposta dos parasitas frente 

aos inibidores (KU55933 de 10 a 50 µM; VE821 de 5 a 50 µM) em faixas de 

concentrações usadas também na Leishmania (107), onde foi observado que 40 µM 

de ambos os inibidores induziu a quiescência das culturas.  
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Diferente ao observado na Leishmania, os ensaios de viabilidade da Figura 

4.11, mostraram que 20 µM de KU55933 (ATMi) e 5 µM de VE821 (ATRi) conseguiram 

inibir o crescimento celular dos parasitas ao longo do tempo.  

 

 
 

Figura 4.11- Reversibilidade celular após o tratamento com inibidores das quinases ATM e ATR. 
O gráfico mostra o crescimento celular a cada 24 h até 96 h após a exposição das culturas a diferentes 

doses dos inibidores específicos das quinase ATM (KU55933) e ATR (VE821). Os dados representam 
a média de três experimentos independentes e as barras representam o desvio padrão. 

 

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

e ATR em resposta a DSB 

 

Para confirmar os dados acima, neste trabalho nós desenvolvemos uma 

metodologia para avaliar as transições das fases do ciclo celular G1-S, intra-S e S-

G2, mediante um ensaio de co-detecção de análogos de timidina. O ensaio de co-

detecção foi padronizado para as formas procíclicas da linhagem Lister 427 do T. 

brucei e as condições estabelecidas durante a reação de detecção, e seus respectivos 

controles, estão apresentados na Figura 4.12.  

Para o ensaio de monitoramento do ciclo celular após 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 população de 

parasitas que estivessem replicando o seu DNA nesse momento. 



 

 

69 

 
Figura 4.12- A co-detecção de análogos da timidina é específica. (A) Formas procíclicas de T. 

brucei 427 foram tratadas com HCl 2N ou 4N para a detecção do análogo CldU incorporado. (B) Teste 

de especificidade de anticorpos secundários: como demonstrado na figura, não há detecção cruzada 

entre os anticorpos usados no experimento. O anticorpo secundário para um análogo da timidina não 

apresenta nenhuma detecção com o anticorpo primário para o outro análogo (i.e., o análogo de timidina 

IdU incorporado e detectado com o anticorpo primário α-IdU (mouse) e o anticorpo secundário 
específico Alexa 568 α-mouse). 

 

Após o primeiro pulso, os parasitas foram lavados e amostras foram coletadas 

a cada hora durante 6 horas. Cada amostra foi então mantida em um segundo pulso 

de cloro-desoxiuridina (CldU) por mais 30 min. Após o segundo pulso os parasitas 

foram immunodetectados sob as nossas condições padronizadas utilizando 

anticorpos específicos. Durante a inmunofluorescencia, nós detectamos o seguinte 

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

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

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

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

G1 durante o 1º pulso e na fase S durante o 2º pulso (Figura 4.13B). As células 

marcadas com cada padrão acima foram quantificadas e representadas mediante 
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gráfico de barras de forma percentual segundo o total de células analisadas em cada 

caso (Figura 4.13C).   

 
 

Figura 4.13- Avaliação do ciclo celular de T. brucei mediante a co-detecção de análogos de 
timidina. (A) Esquema mostrando os passos primários do ensaio padronizado para o monitoramento 
da transição das fases do ciclo celular. O quadrado relaciona o padrão correlacionado com as fases do 

ciclo celular na qual os parasitas estavam durante cada pulso. (B) Imagens da co-detecção de análogos 

de timidina em parasitas controle usando IIF. Parasitas durante a fase S do ciclo celular incorporam os 

análogos IdU e/ou CldU no seu DNA. Os análogos são immunodetectados com anticorpos específicos 

e aparecem como vermelho (IdU), verde (CldU) e amarelo ambos os análogos (IdU e CldU). (C) Gráfico 

de barras representando a porcentagem de parasitas marcados em vermelho, amarelo ou verde em 

diferentes momentos durante o período de monitoramento. Os dados representam a média de três 

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

 

Para estudar os efeitos dos mecanismos de checkpoint nas transições de fases 

G1-S, intra-S e S-G2 do ciclo celular em resposta a danos no DNA, nós realizamos o 
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ensaio acima, mas expondo as células a tratamento com IR após o primeiro pulso 

(IdU) (Figura 4.14A). Após a co-detecção, as células irradiadas exibiram um atraso 

pronunciado da população de parasitas na passagem pela fase S (parasitas 

amarelos), assim como também na transição da fase G1 para a fase S (parasitas 

verdes) sugerindo a ativação de um mecanismo que bloqueia os parasitas no intra-S 

(checkpoint intra-S) e na transição G1-S (checkpoint G1-S) após lesões 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 após o tratamento com IR (Figura 4.14B, C).  

 
Figura 4.14- Controle da transição das fases do ciclo celular após IR. (A) Esquema mostrando o 

ensaio desenvolvido para estudar o papel das quinases em T. brucei PCF. (B) Imagens da co-detecção 

de análogos de timidina em parasitas irradiados usando IIF. (C e D) Gráfico de barras representando a 
porcentagem de parasitas (não expostos – C ou expostos a IR – D) marcados em vermelho, amarelo 

ou verde em diferentes momentos durante o período de monitoramento do ciclo celular. Os dados 

representam a média de três 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 transição G1-S e intra-S em resposta 

a DSB 

 

Para avaliar o papel das quinases ATM e ATR na transição das fases no ensaio 

anterior, o nosso próximo passo foi usar inibidores específicos das quinases nas 

culturas para atuarem antes e depois da exposição à radiação ionizante durante um 

período de 6 h, com o objetivo de inibir tanto a detecção do dano ao DNA quanto os 

mecanismos de transdução do sinal após o dano. Após a co-detecção, foi observado 

um importante papel da ATM em controlar a passagem dos parasitas na transição da 

fase G1 para a fase S, evidenciado pela detecção precoce de parasitas marcados em 

verde (Figura 4.15A e C, parasitas em verde a 1 h após dano) quando comparados 

com as células irradiadas (Figura 4.15B, parasitas em verde a 4 h após dano).  

 
Figura 4.15- Papel da ATM no controle da transição das fases do ciclo celular após IR. (A) 

Imagens da co-detecção de análogos de timidina em parasitas controle usando IIF. (B e C) Gráfico de 

barras representando a porcentagem de parasitas irradiados (na ausência – B ou na presença de 

inibidor de ATM – C) marcados em vermelho, amarelo ou verde em diferentes momentos durante o 
período de monitoramento do ciclo celular.  
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A quinase ATM Também mostrou um papel no bloqueio dos parasitas no intra-S após 

a exposição a IR, já que parasitas ATMi conseguiram retomar a replicação em seguida 

ao dano (parasitas amarelos) (Figura 4.15C, parasitas em amarelo a 1 h após dano). 

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

 

Em contraste, usando o inibidor, a ATR não mostrou papel na transição G1-S, já 

que os parasitas em verde foram detectados apenas as 4 h após dano, igual ao 

observado nas células irradiadas (Figura 4.16B e C). Porém, a ATR exibiu uma função 

predominante em controlar a passagem dos parasitas dentro da fase S, uma vez que, 

na ausência de ATR, nós observamos uma grande quantidade de parasitas em 

amarelo já as ~1 h após tratamento com IR (Figura 4.16A e C).  

 
Figura 4.16- Papel da ATR no controle da transição das fases do ciclo celular após IR. (A) Imagens 

da co-detecção de análogos de timidina em parasitas controle usando IIF. (B e C) Gráfico de barras 
representando a porcentagem de parasitas irradiados (na ausência – B ou na presença de inibidor de 

ATR – C) marcados em vermelho, amarelo ou verde em diferentes momentos durante o período de 

monitoramento do ciclo celular. 
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Os dados acima, do papel da ATR no controle da transição 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, nós 

realizamos o mesmo ensaio apresentado acima em: células não induzidas para RNAi 

e em células induzidas sem e com exposição a radiação ionizante.  É importante 

mencionar que parasitas apenas com a ATR silenciada (Figura 4.17A e B) incorporam 

mais análogos de timidina (Figura 4.17D) do que aqueles expressando ATR (Figura 

4.17C) (Figura 4.13D), sugerindo uma importante função da ATR em regular a 

velocidade da replicação através da fase S.  

 

Portanto, uma desregulação 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 exposição a IR, vemos que na linhagem silenciada para ATR o 

checkpoint intra-S não funciona (ver aumento de células amarelas a 1h na Figura 

4.17F). Este dado é o mesmo obtido em células expostas a IR na presença do inibidor 

de ATR (Figura 4.16C).  Na presença de IR em células silenciadas para ATR vemos 

ainda uma modulação negativa do checkpoint G1-S, já que as células entram em S 3 

h após IR nas células interferidas (células verdes, Figura 4.17F). Esse dado não 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 possível que ATR tenha um papel secundário na modulação da 

passagem G1/S.  
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Figura 4.17- Avaliação do checkpoint intra-S em células T. brucei ATR/RNAi mediante a co-
detecção de análogos de timidina. (A) As gráficas de líneas representam a viabilidade dos parasitas 

durante a indução com tetraciclina. Nos gráficos, 477- (parasitas não selecionados); 477+ (parasitas 

selecionados com antibióticos); 477 + Tetra (parasitas selecionados e induzidos com tetraciclina). Os 

dados representam a média de três ensaio independentes e as barras representam o desvio padrão. 

(B) qRT-PCR do ensaio de indução do silenciamento do gene ATR até 48 h. (C-D) Gráfico de barras 

representando a porcentagem de parasitas marcados em vermelho, amarelo ou verde em células não 

induzidas (C) e induzidas com tetraciclina por 48 h (B). (E) Imagens da co-detecção de análogos de 
timidina em parasitas com a expressão do gene ATR silenciado usando IIF. (F) Gráfico de barras 

representando a porcentagem de parasitas marcados em células induzidas com tetraciclina por 48 h e 

expostas a radiação ionizante. Os dados representam a média de três ensaios independentes, cada 

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

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

 

Nós analisamos o ciclo celular, através de citometria de fluxo, dos parasitas, 

controle, tratados com inibidor de ATR ou silenciados para ATR, durante 6 h após 

exposição a IR. Na presença do inibidor de ATR, ou do silenciamento de ATR, os 

parasitas foram-se acumulando levemente na fase G2/M após o dano, evidenciado 

pelo aumento do pico G2/M no perfil da citometría de fluxo e na quantificação dos 
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padrões N/K (Figura 4.18D-E e M-N) . Assim, ATR é importante para que as células 

passem de G2 após exposição a IR, provavelmente devido ao seu envolvimento no 

processo de HR.  

 

 
 

Figura 4.18- Análise de conteúdo de DNA de T. brucei PCF após IR na presença de inibição da 
atividade das quinases ATM e ATR. (A-E) Análise do conteúdo de DNA após o IR (50 Gy). Cinza: 

céulas não tratadas. Azul escuro: células wild-type irradiadas. Roxo: células wild-type ATMi (20µM). 

Azul: células wild-type ATRi (5 µM). Laranja: células ATR/RNAi. (F-I) Padrões morfológicos de N/K 

representativos nas formas procíclicas de T. brucei 427 através da microscopia de tinção com DAPI. 

(J-N) Quantificação dos padrões morfológicos N/K. Os dados representam a média de três 

experimentos independentes, cada um consistindo de n=300 e as barras de erro representando o 

desvio padrão.   
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4.2.6 A cooperação 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 regulação do crescimento celular, nós realizamos um ensaio de 

viabilidade celular usando inibidores das quinases ATM e ATR na presença de IR e 

monitoramos o crescimento celular ao longo do tempo (Figura 4.19). Nós confirmamos 

que na exposição a radiação 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 ausência 

das duas quinases (Figura 4.19 IR, ATRi and ATMi) nós observamos que o 

crescimento celular continua bloqueado. Neste ponto nós especulamos que em 

resposta a IR existe um outro mecanismo assegurando o crescimento dos parasitas 

na ausência da ATM e da ATR na exposição a IR, governado provavelmente pela 

ação de uma outra proteína do tipo PI3KK. Alternativamente, é possível que as 

concentrações dos inibidores de ATM e ATR não tenham sido suficientes para 

assegurar completamente as vias de sinalização tendo ainda um basal que bloqueia 

o crescimento celular neste ensaio. 

 
Figura 4.19- A cooperação entre PI3Ks regula o crescimento celular no T. brucei em resposta a 
DSBs gerados pela IR. Gráficos de barras representando a viabilidade celular de T. brucei PCF após 
diferentes tratamentos. Parasitas tratados com DMSO como controle. Parasitas foram tratados ou não 

com 50 Gy de IR, na presença de inibidores: 10 µM de KU55933 (ATMi) e 2.5 µM de VE821 (ATMi) ou 

ambos simultaneamente (ATMi e ATRi). Gráfico de barras representativo da média de quatro 

experimentos independentes (+/- Derivação padrão: SD). Anova de duas vias +/- SD. Pós-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 função importante da ATM e uma função 

secundária de ATR coordenando a transição G1-S (G1 checkpoint), (iii) uma função 
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das duas quinases em regular a passagem pelo intra-S (checkpoint) após IR e (iv) 

papel de ATR na saída de G2. Além disso foi observada a possível participação de 

uma outra PI3KK em regular o crescimento celular de T. brucei em resposta a IR.  

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

replicação são funções da ATR durante o checkpoint intra-S. 

 

Como nós observamos um checkpoint intra-S em T. brucei, nós decidimos 

investigar em maior detalhe este processo de modulação da replicação após DSBs. 

Como em modelos eucariontes ATR é a principal quinase que governa o checkpoint 

intra-S regulando o alongamento das forquilhas de replicação e o disparo de novas 

origens após danos no DNA e como nós mostramos que ATR é a quinase envolvida 

no checkpoint intra-S em T. brucei, nós realizamos o ensaio de DNA combing em 

células wild type e em células com a expressão do gene ATR silenciada.  Para 

investigar o papel da ATR no alongamento das forquilhas, foram realizados dois 

pulsos assimétricos usando diferentes análogos de timidina 1stPulse IdU (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 2ndPulse do análogo CldU dividido 

pelo comprimento do 1stPulse do análogo IdU (2ndPulse /1stPulse) (Figura 4.20).  

 
Figura 4.20- Esquema representativo do ensaio de DNA combing para avaliar o empacamento 
das forquilhas de replicação após IR. Esquema mostrando o ensaio de DNA combing realizado em 

células não tratadas e tratadas com IR. O fator de alongamento (DFEF) foi estimado pela razão (2ndPulse 

/1stpulse). Pulsos assimétricos com dois análogos diferentes foram realizados 1stPulse IdU (7 min) e 2ndPulse 

CldU (21 min). A retomada das forquilhas de replicação após IR foi analisada usando um 3rdPulse CldU 

(21 min) as duas e seis horas após 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 não está comprometido, já que o segundo pulso 

foi três vezes maior que o primeiro), em um total de 20 moléculas inteiras de DNA 

analisadas (Figura 4.21, ponto laranja). Nas células irradiadas, nós observamos uma 

diminuição no fator DFEF (0.9) indicando um encurtamento das forquilhas de 

replicação após dano, devido provavelmente a um processo de empacamento da 

forquilha. Tal diminuição 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 após IR (Figura 4.21, pontos azuis). Os dados indicam que as 

forquilhas de DNA foram de fato empacadas e o fenótipo observado não é 

consequência apenas de uma diminuição na velocidade de replicação.  

 
Figura 4.21- Fator de alongamento de forquilhas de replicação (DFEF) em T. brucei após IR. 
Gráficos de pontos representando o fator de alongamento (DFEF) dos casos analisados. Para o cálculo 

do DFEF, foi usado o fator de alongamento (1 µM = 2kb) na configuração do software ImageJ Fiji. Os 

dados representam um total de (n = 20) moléculas de DNA esticadas para cada caso analisado. (*) 
Indica diferenças significativas em relação às células não tratadas segundo os testes de Friedman e 

Wilcoxon. Ponto laranja: Células não tratadas (1st pulse (7min) + 2nd pulse (21min)). Parada da forquilha 
de replicação. Pontos azuis: células wild-type irradiadas (1st pulse (7min) + IR + 2nd pulse (21min)) ou (1st 

pulse (7min) + IR + 2nd pulse (42min)). Retomada da forquilha de replicação. Ponto amarelo: células wild-

type irradiadas (1st pulse (7min) + IR + 2nd pulse (21min) +  3rdpulse (21min) 2h após IR). Ponto vermelho: (1st 

pulse (7min) + IR + 2nd pulse (21min) +  3rdpulse (21min) 6h após IR) Ponto verde: células ATR/RNAi irradiadas 

(1st pulse (7min) + IR + 2nd pulse (21min))..  
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Nós estimamos o tempo que leva o processo de checkpoint para ativar o 

empacamento das forquilhas. Para tanto, nós estimamos primeiro a velocidade média 

da replicação de T. brucei usando a seguinte fórmula baseada nos dados das células 

controle: (∑ 𝑦𝑒𝑙𝑙𝑜𝑤	𝑙𝑒𝑛𝑔ℎ𝑡	𝑓𝑟𝑜𝑚	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙	𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠	J;
K 20⁄ ) 𝑡𝑖𝑚𝑒	𝑜𝑓	𝐶𝑙𝑑𝑈	𝑝𝑢𝑙𝑠𝑒)	⁄ ,  a qual foi 

calculada em 5.63 kb/min (Este dado é semelhante ao já obtido no laboratório (108)). 

Depois, nós 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 replicação de células controle, nós estimamos que o 

tempo médio para o parasita ativar a resposta que leva ao empacamento das 

forquilhas de replicação após dano é ~11,46 min.  

 

Após analisar o efeito do checkpoint intra-s no empacamento das forquilhas, 

nós estudamos também o processo de recuperação após o reparo do DNA. Para isso, 

nós calculamos novamente o valor de DFEF as 2 e 6 h após o tratamento com IR. Nós 

observamos uma recuperação completa das forquilhas de replicação de DNA as 6 h 

após tratamento (Figura 4.21, ponto vermelho) com um valor DFEF similar às células 

não tratadas (**). Para entender o processo de recuperação do alongamento da 

forquilha de replicação, nós analisamos os padrões de fluorescência obtidas nas 

lâminas de DNA combing e observamos que a recuperação das forquilhas empacadas 

acontece via a recuperação unidirecional (Figura 4.22A, i.e., forquilhas b, f ou s). 

Vimos também que a replicação pode ser recuperada mediante o disparo de uma nova 

origem de replicação na região próxima 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, nós 

repetimos o experimento em células com a expressão do gene ATR silenciada. 

Diferente das células wild type, nas células ATR silenciadas nós não observamos o 

processo de empacamento das forquilhas de replicação após a exposição a IR (Figura 

4.22B, i.e., forquilhas e, l, o, ou q). Além disso, nós observamos um importante 

aumento no comprimento das forquilhas de replicação e, consequentemente, um 

aumento no DFEF (5.97) em comparação 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 replicação de DNA e a sua 
recuperação dependente da ATR após IR. (A-B) Painéis de imunodetecção 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 padrões 

observados para a recuperação das forquilhas de replicação. Tem um exemplo mostrando a 

recuperação da forquilha via forquilha estabilizada (A-s) e via o disparo de uma origem de replicação 

backup (B-g,q). 
  

Cabe notar que o painel da Figura 4.22B, está 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 ausência na detecção do 

anticorpo contra DNA simples fita (Figura 4.22B, faixas azuis). Por essa razão, o painel 

de microscopia das células ATR/RNAi aparecem com um efeito de back-ground azul 

no fundo da lâmina.  
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Para saber se o tamanho aumentado das moléculas na Figura 4.22B poderia 

ser devido ao aumento na velocidade da replicação, nós calculamos a velocidade das 

forquilhas de replicação de células não exposta a IR com a ATR silenciada e 

comparamos com células wild type. Na Figura 4.23 nós observamos que de fato a 

ausência per se da ATR afeta a velocidade da replicação das forquilhas, o que 

explicaria em parte o tamanho maior das moléculas incorporadas com análogos de 

timidina observado no nosso ensaio com IR (Figura 4.23).  

 

 
Figura 4.23- Velocidade das forquilhas de replicação em parasitas wild type e com a expressão 
da ATR silenciada.  

4.2.8 A regulação de proteínas de reparo da via HR também é uma função da ATR. 

 

Como nós mostramos que (i) ATR participa da saída da célula de G2 e (ii) em 

G2 ocorre o reparo de HR, nós avaliamos se a regulação de alguns atores importantes 

da via de reparo HR eram afetados na ausência da ATR. Para isso nós realizamos 

ensaios de IIF das proteínas de reparo gH2A, a RPA e a RAD51 na presença e na 

ausença da ATR após tratamento com IR. 

Nós primeiro estudamos a fosforilação do importante marcador de quebra de 

DNA gH2A. Como mostrado no capitulo I (Figura 4.2B), o padrão de gH2A espalhada 

foi detectada também à 1 h após IR e a diminuição do sinal de fosforilação 5 h após o 

tratamento nas células controle (Figura 4.24 A,C WT+50Gy). Porém, quando a ATR 

foi inibida ou silenciada, nós observamos um padrão de fluorescência diferente, onde 
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um primeiro pico positivo aconteceu 1 h, mas um segundo pico de fluorescência 

espalhada apareceu 5 h após o tratamento com IR (Figura 4.24 A,C WT+VE821+50Gy 

e ATR/RNAi+50Gy).  

 

 
 

Figura 4.24- A fosforilação da histona H2A é regulada de forma diferente na ausença da ATR 
após IR. (A) Imunodetecção da gH2A utilizando anti-soro específico. (B-C) Quantificação dos padrões 

de inmunofluorescencia da gH2A observados no núcleo, na forma de focos ou espalhados. Os dados 

representam a media de três ensaios independentes, cada um consistindo de n = 150. As barras de 

erro representam o desvio padrão.  

 
Além disso, após tratamento com IR a RPA2 mostrou um padrão de 

inmunofluorescencia positiva espalhada de 1 h as 5 h nas células controle (Figura 

4.25WT+50Gy), mas na ausença da ATR esse padrão espalhado foi perdido (Figura 

4.25A WT+VE821+50Gy e ATR/RNAi+50Gy).  
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Figura 4.25- A proteína de reparo RPA2 é desregulada na ausença da ATR após IR. (A) 

Imunodetecção da proteína RPA2 utilizando anti-soro específico. (B-C) Quantificação dos padrões de 

inmunofluorescencia da RPA2 observados no núcleo, na forma de focos ou espalhados. Os dados 

representam a media de três ensaios independentes, cada um consistindo de n=150. As barras de erro 
representam o desvio padrão. 

 

Finalmente, não foi observado nenhum padrão de imunofluorescência positiva 

espalhada (Figura 4.26A,C) nem nenhum sinal de imunodetecção por western blot 

(Figura 4.26D-E) da proteína de reparo RAD51. Neste ponto nós sugerimos que: na 

ausência da ATR e após tratamento com IR a proteína RPA de ligação a simples fita 

não é recrutada corretamente para o núcleo. Em consequência, também não é 

recrutada a proteína recombinase RAD51 (Figura 4.26 D-E). A ausência de HR devido 

a falta de RAD51 poderia ser uma razão para explicar o padrão espalhado de gH2A 

observado 5 h após IR.  
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Figura 4.26- A proteína de reparo RAD51 é desregulada na ausença da ATR após IR. (A) 

Imunodetecção da proteína RAD51 utilizando anti-soro específico. (B-C) Quantificação dos padrões de 

imunofluorescência da RAD51 observados no núcleo, na forma de focos ou espalhados. Os dados 

representam a media de três ensaios independentes, cada um consistindo de n=150. As barras de erro 

representam o desvio padrão. (D-E) Western blot de extratos totais de proteína a partir de células wild 

type e com a expressão de ATR silenciada após tratamento com IR. A detecção da GPDH foi usada 

como controle de loading. 

 

Os dados acima mostram uma participação da ATR na resposta a quebras de 

dupla fita de DNA no T. brucei após tratamento com IR coordenando: i) a velocidade 

das forquilhas de replicação, ii) a parada da replicação via o empacamento das 

forquilhas de replicação, e iii) a regulação da expressão e recrutamento de proteínas 

de reparo importantes da via HR.  

4.2.9 Considerações finais do Capitulo II  

 

Nós resumimos os dados mais importantes obtidos nos capítulos I e II na Figura 

4.27. Após DSBs gerados pela IR, pontos de checkpoint são ativados para interromper 

o ciclo celular coordenados pelas quinases tripanosomais ATM e ATR. ATM mostrou 

um papel principal em controlar a transição G1-S e intra-S, enquanto a ATR exibiu 

funções no checkpoint intra-S, bem como na regulação de proteínas de reparo 

relevantes da via HR. Além disso, é possível que exista a participação 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 ativação de ATR também estão 

indicados na figura. 

 

 
Figura 4.27- Modelo da ativação de mecanismos de checkpoint e reparo de DNA no T. brucei 
PCF após tratamento com radiação ionizante.  Após IR, formas procíclicas do T. brucei, ativam uma 

resposta a quebras no DNA que inclui a ação 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 exposição a IR, ativam uma via de sinalização dependente de ATM que controla a 

passagem pela transição 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 sinalização dependente da 

ATR que envolve: a regulação da velocidade da replicação e a parada das forquilhas de replicação. 

ATR também mostrou um papel importante em regular a passagem dos parasitas pela fase G2 após 

exposição a IR e na regulação de importantes proteínas de reparo da via HR que é a via de reparo 

predominante das fases lateS/G2. 
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CAPíTULO III 

4.3 O bloqueio das quinases ATM e ATR sensibilizam o Trypanosoma brucei frente 

a ação da droga pentamidina 

 

Como comentado na introdução, a doença de HAT gambiense na fase aguda é 

tratada com a droga pentamidina como quimioterápico de primera linha. A 

pentamidina é uma diamidina aromática utilizada desde 1940 e, na maioria dos casos, 

o tratamento é bem-sucedido devido à sua toxicidade seletiva para parasitas, evitando 

as células hospedeiras. Este composto liga-se fortemente aos sítios ricos em AT (109) 

do sulco menor do DNA do parasita, o que confere a sua potência tripanocida (110-

112). Os minicírculos dos cinetoplastos dos tripanossomas são particularmente ricos 

em AT e, portanto, são o alvo preferencial para as diamidinas que destroem o genoma 

mitocondrial conhecido como cinetoplasto (111). Porém, há relatos mostrando que 

células da forma sanguicola do parasita sem cinetoplasto permaneceram sensíveis à 

ação da pentamidina, o que levou a trabalhos mostrando que a droga se acumula nos 

tripanossomos a concentrações milimolares (113-115) e que, consequentemente, a 

atividade tripanocida da pentamidina é o resultado de múltiplos efeitos deletérios, em 

diferentes alvos além do cinetoplasto (116). As diaminas também foram observadas 

no núcleo dos tripanossomas, afetando as interações DNA-proteína, prejudicando a 

síntese e o metabolismo do DNA (117), no entanto, nenhum trabalhou tem mostrado 

a ação detalhada da pentamidina no DNA nuclear.  

Assim, nesta última fase do trabalho, nós 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 ação tripanocida da pentamidina. 

4.3.1 Busca do IC50 da pentamidina nas formas procíclicas  

 

Nosso primeiro passo foi estimar os efeitos de diferentes doses da droga 

pentamidina na viabilidade celular do parasita (Figura 4.28). Nós observamos que a 

concentração que inibiu 50% da proliferação do parasita foi IC50: 0.4 nM.  
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Figura 4.28- Curvas de proliferação das formas procíclicas de Trypanosoma brucei na presença 
de pentamidina. Curvas de proliferação representativas de três experimentos independentes na 

presença de diferentes concentrações de pentamidina: círculo negro: parasitas tratados com DMSO 

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

pentamidina 0.001 nM; circulo preto: pentamidina 0.002 nM; quadrado preto: pentamidina a 0.005 nM; 

triângulo aberto: pentamidina 0.0125 nM, triângulo 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 fosforilação da gH2A nas 

formas procíclicas do T. brucei 

 

Para investigar se as vias de checkpoint do ciclo celular sob o controle das 

quinases ATM e ATR contribuem para a ação da pentamidina nas formas procíclicas 

do T. brucei, nós avaliamos primeiro se a pentamidina gerava quebras no DNA. Para 

isso, nós submetemos uma cultura de parasitas a IC50 da pentamidina e monitoramos 

as quebras no DNA mediante a marcação de terminais quebrados pelo TUNEL e a 

detecção do marcador gH2A fosforilado. A Figura 4.29A, mostrou fragmentação do 

DNA a partir de 2 h após tratamento com pentamidina. Concomitantemente, nós 

observamos a presença do marcador gH2A na microscopia de imunofluorescência, 

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 I, gerando assim 

o máximo de intensidade positiva no ensaio de TUNEL. C(-) representa o controle negativo quando a 
enzima TdT não estava presente. A linha pontilhada foi usada para indicar o pico que indica 

fluorescência negativa. Portanto, o pico à direita da linha pontilhada foi considerado TUNEL positivo. 

(B) Imunodetecção do marcador gH2A após tratamento com pentamidina. 

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

pentamidina via DSBs persistentes  
 

Em seguida, nós avaliamos o que acontece com a DSBs ao longo de 48 h de 

tratamento com pentamidina na presença dos inibidores de ATM, ATR ou ambos os 

inibidores juntos. O ensaio de TUNEL revelou que a quantidade de DSB observada 

24 h após adição da droga, diminue 48 h após 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 é adicionada juntamente com os inibidores das quinases, 

de forma simples ou combinada, sendo o fenótipo mais agravado quando usados 

ambos os inibidores simultaneamente (Figura 4.30B). Esses dados mostram que a 

ativação de ATM e/ou ATR é importante para o reparo de DSB gerado pela 

pentamidina. Na presença dos inibidores a sinalização do dano, e consequentemente 

o processo de reparo, devem ficar comprometidos. 

 
 

Figura 4.30- A inibição de ATM e ATR potência o efeito da pentamidina mediada por quebras 
persistentes de DNA não reparadas. (A-B) Citometria de fluxo do ensaio de (TdT-TUNEL). C(+) 

representa amostras pré-tratadas com DNAse I, gerando assim o máximo de intensidade positiva no 

ensaio de TUNEL. C(-) representa o controle negativo quando a enzima TdT não estava presente. A 

linha pontilhada foi usada para indicar o pico de fluorescência negativa. Portanto, o pico à direita da 

linha pontilhada foi considerado TUNEL positivo. 
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4.3.4 A inibição de ATM e ATR sensibiliza ao T. brucei frente a ação da pentamidina  

 

Finalmente, já que DSB gerado por pentamidina é maior na presença de 

inibidores das quinases ATM e ATR, nós investigamos se a inibição das quinases ATM 

e ATR poderia sensibilizar os parasitas tratados com pentamidina. Para isso, nós 

realizamos um ensaio de viabilidade celular usando inibidores das quinases ATM e 

ATR na presença da pentamidina e monitoramos o crescimento celular ao longo do 

tempo. Na Figura 4.31 foi observado que os parasitas foram mais sensíveis a 

pentamidina, quando esta foi usada em combinação com um ou outro inibidor das 

quinases. O efeito de sensibilização 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 após o tratamento ao 

invés de 72 h (Figura 4.31, IC50, ATMi and ATRi).  

 

 
 

Figura 4.31- A inibição da ATM e ATR sensibilizam o T. brucei PCF frente ao tratamento com 
pentamidina (A) Gráficos de barras representando a viabilidade celular de T. brucei PCF após 

diferentes tratamentos. Parasitas tratados com DMSO como controle. Parasitas foram tratados ou não 

com 0.4 nM de Pentamidina (IC50) na presença de inibidores: 10 µM de KU55933 (ATMi) e 2.5 µM de 

VE821 (ATMi) ou ambos simultaneamente (ATMi e ATRi). Gráfico de barras representativo da média 

de quatro experimentos independentes (+/- Derivação padrão: SD). Anova de duas vias +/- SD. Pós-

teste de Bonferroni: *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001. 
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4.3.5 Considerações finais do Capitulo III  

 

Considerando os dados acima, a inibição de ATM e/ou ATR na presença 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 não foi inibida na concentração de inibidores usada, 

ou, hipótese mais tentadora, por uma terceira PI3KK (já sugerida antes neste trabalho, 

Figura 4.19) que consegue ativar o checkpoint na presença de DSB gerada por 

pentamidina. 

  



 

 

93 

5 DISCUSSÃO  
 

As células eucarióticas desenvolveram uma rede multicomplexa de vias de 

sinalização envolvidas na resposta a danos no DNA, que incluem vias de sinalização 

de checkpoint para o bloqueio da progressão do ciclo celular e ativação de 

mecanismos de reparo do DNA para evitar deleções, mutações ou aberrações no 

material genético durante o processo de divisão celular (85,118,119). Esse 

mecanismo é essencial em organismos patogênicos ou células tumorais que se 

replicam a uma taxa muito alta, onde a proliferação é crucial para sobreviver. No 

contexto do tratamento do câncer, por exemplo, a resposta a danos no DNA pode 

limitar a eficácia de agentes quimioterápicos citotóxicos e da radioterapia via a 

ativação dos mecanismos de checkpoint de ciclo celular, fornecendo uma via de 

escape para as células mediante o reparo das lesões do DNA levando à sobrevivência 

(120). Assim, uma abordagem no tratamento de células com alta taxa de proliferação 

é o uso combinado das drogas com inibidores de elementos das vias de checkpoint 

de ciclo celular ou de proteínas da maquinaria de reparo de DNA (14-16). Células 

tumorais ou patógenos do sangue como o Plasmodium (121), são bons candidatos 

para a inibição de vias de checkpoint durante a erradicação, já que a proliferação 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” é uma abordagem recente (14). 

Nesta, considera-se então a inibição das vias de controle do ciclo celular e de 

metabolismo do DNA do parasita como o eixo principal da quimioterapia por 

combinação de drogas. Nesse trabalho nós analisamos o mecanismo de resposta a 

quebras de dupla fita de DNA ativado nas formas procíclicas do T. brucei. Uma vez 

caracterizada parte desta resposta, no que se refere a ativação de checkpoints e 

processo de reparo de DNA, nós investigamos se a inibição das vias de checkpoint 

do ciclo celular influencia a ação da droga pentamidina. Esta abordagem tem a 

ambição de abrir o debate sobre como o conhecimento da modulação do ciclo celular 

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

 

Nós guiaremos esta discussão apresentando os dados mais importantes do 

trabalho nos três componentes principais da resposta ativada nas formas procíclicas 
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do T. brucei frente a lesões no DNA gerados pela exposição a radiação ionizante, a 

saber: i) o controle do ciclo celular governado pelas vias de sinalização 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 sensibilização dos parasitas 

frente a droga pentamidina. 

 

A radioresistência do T. brucei 

 

Poucos estudos têm investigado os efeitos da IR no T. brucei, e até hoje nenhum 

abordou com precisão a radioresistência do parasita (123,124). Nosso resultado 

mostra que as formas procíclicas do T. brucei tem uma radioresistência bem menor 

que da Leishmania amazonenses (125) e que do T. cruzi (126), os quais têm valores 

de radioresistência de 500 Gy e 1500 Gy, respectivamente. A radioresistência nas 

formas procíclicas do T. brucei está mais próxima da dos modelos eucariotos, como a 

de células-tronco embrionárias humanas ou de diferentes tumores humanos variando 

entre 1 a 70 Gy (127), o que poderia representar uma vantagem numa abordagem por 

radioterapia da doença da HAT. 

 

Controle do ciclo celular governado pelas PI3KK tripanossomais ATM e ATR em 

resposta a DSBs DNA 

 

Já que a finalidade dos mecanismos de resposta a danos no DNA é ativar vias de 

sinalização que impeçam a progressão do ciclo celular, nós estudamos se o T. brucei 

apresenta mecanismos de resposta frente a DSBs gerados pela IR capazes de deter 

a progressão do ciclo celular para permitir o reparo. Para isso, nós padronizamos um 

ensaio de monitoramento das transições das fases do ciclo celular mediante a co-

detecção de análogos 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 síntese de DNA após 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 e 4 h 

após dano, respectivamente. Então, nós investigamos se as PI3KK do Trypanosoma 

ATM e ATR tinham função nesse bloqueio em resposta a DSBs. Para investigar o 
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papel das quinases ATM e ATR no processo de checkpoint, nós usamos inibidores 

específicos das quinases ATM e ATR, principais atores que governam as vias de 

checkpoint em mamíferos. Nós usamos inibidores específicos de ATM e ATR 

previamente caracterizados em mamíferos, KU55933 e VE821, respectivamente. 

Esses inibidores mostraram ter afinidade pelos sítios catalíticos das quinases ATM e 

ATR putativas da Leishmania, assim como um efeito nas vias de sinalização naturais 

do parasita e na resposta ao estresse oxidativo (107). Nesse trabalho foi mostrado 

que as sequencias do domínio C-terminal (catalítico) dos tripanosomatídeos tem 

tamanho e posição semelhantes aos domínios das sequências preditoras.  

Durante o ensaio de monitoramento das transições das fases do ciclo celular 

usando inibidores das quinases ATM Figura 4.15 e ATR Figura 4.16, nós 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 já que na sua ausência 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, nós observamos um discreto papel da ATR em regular a passagem 

dos parasitas na transição 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 após o dano, sugerindo uma resposta cooperativa das quinases 

como visto em mamíferos (28). Já no checkpoint intra-S nós observamos a ATR 

controlando a velocidade da replicação (Figura 4.23) e o empacamento de forquilhas 

de replicação (Figura 4.22B). Além do papel da ATR no checkpoint G1-S e intra-S, 

nós observamos um papel de ATR em regular a passagem dos parasitas pelas fases 

G2-M após tratamento com IR (Figura 4.18).  

 

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

 

Uma vez que os tripanosomatídeos parecem não apresentar uma via NHEJ 

canônica devido à ausência de proteínas principais da via como são a DNA ligase IV 

e XRCC (128), nós investigamos o recrutamento do outro mecanismo de reparo de 

DSBs em eucariotos, a via HR após o tratamento com IR. Primeiro nos monitoramos 

a presença de DSBs após exposição a IR mediante ensaio do TUNEL e a intensidade 

da fluorescência da gH2A (Figura 4.2). Em células de mamíferos, a histona H2AX é 
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um marcador clássico de DSBs amplamente usado, já que se sabe que sofre 

fosforilação rápida nas vias de checkpoint em resposta aos DSBs (129-130). No 

entanto, a variante de histona H2AX não foi descrito em nenhum tripanosomatídeo 

(98) ou levedura (131). Em vez disso, no T. brucei, foi descrita a modificação gH2A 

como um candidato para desempenhar o papel de gH2AX de mamíferos, 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 fosforilação da gH2A após DSBs Figura 4.2B. Enquanto os 

perfis de fragmentação de DNA pelo TUNEL foram positivos durante as primeiras 1.5 

horas após IR, e o sinal foi negativo após esse período, a fosforilação da gH2A foi 

significativamente positiva durante as primeiras seis horas após danos no DNA (Figura 

4.2A, B). Para explicar essa aparente discrepância, nós hipotetizamos que, após o IR, 

o recrutamento rápido 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 proteínas 

da maquinaria de reparo. Em relação a gH2A, nós também observamos níveis basais 

do marcador em cultura de células não tratadas (controle) (Figura 4.2B e Figura 4.8A). 

Níveis basais de gH2A não tinham sido relatados anteriormente em tripanosomatídeos 

(125,133,134), exceto em formas sanguícolas do T. brucei (98). Semelhante às 

células procíclicas de T. brucei, células humanas malignas (135) mostraram 

fosforilação 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 níveis de fosforilação 

de H2AX do que células na fase G1 em resposta a DSBs endógenos, que é 

provavelmente gerado como resultado de estresse replicativo de DNA frente a 

espécies reativas de oxigênio (ROS) geradas ao longo do ciclo celular. No entanto, a 

correlação entre a presença de níveis basais de gH2A em células de T. brucei não 

tratadas e frente a estresse de replicação do DNA requerem investigação adicional.  

Considerando que em mamíferos a presença da gH2AX na cromatina pode ser 

suficiente para iniciar o recrutamento efetivo da maquinaria de reparo das DSBs (66-

69) (Figura 1.6), nós 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 dinâmica da proteína TbRPA1, uma proteína que participa tanto 

de processos de metabolismo do DNA quanto da maquinaria do reparo HR em 

mamíferos. A análise de imunofluorescência indireta revelou que os sinais de TbRPA1 
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aumentaram ao longo da primeira meia hora após o dano ao DNA, e a intensidade 

máxima de fluorescência de TbRPA1 foi observada uma hora após o tratamento com 

IR (Figura 4.3 A, B), principalmente em células na fase lateS/G2 (Figura 4.3C). Além 

disso nós observamos uma dupla banda de TbRPA1 na análise de WB a partir dos 

extratos proteicos totais em uma hora após o tratamento com IR (Figura 4.5A). O 

ensaio de proteína fracionada (Figura 3.2) revelou que a banda superior da TbRPA1 

é aquela que se liga predominantemente ao DNA em resposta aos DSBs gerados pela 

IR (Figura 4.7). Nós hipotetizamos que tal banda superior reflete uma modificação pós-

traducional da sub-unidade 1 do complexo RPA em resposta ao dano detectado. Em 

eucariontes superiores há evidências mostrando que proteínas da maquinaria de 

reparo podem ser montadas e desmontadas dos complexos nos focos de danos 

através de RPA2 fosforilada por uma via de checkpoint ativada em resposta a danos 

no DNA (136). A literatura vem mostrando que a formação de complexos proteicos em 

resposta a danos no DNA requer também da interação de múltiplas proteínas com a 

RPA1 através do seu domínio N-terminal de ligação (DBD-F) (136). Porém, a cinética 

de recrutamento descrita neste trabalho sugere, que como mostrado para a L. 

amazonenses (99), a ausência natural do domínio N-terminal da RPA1 nos 

tripanosomatídeos aparentemente não afetou a participação da TbRPA1 as vias de 

sinalização envolvendo o reparo da DSB pela via da HR (Figura 4.10).  

Para continuar analisando a cinética de recrutamento da máquina HR nas formas 

procíclicas do T. brucei, nós avaliamos o tempo que levou as principais proteínas da 

via TbExo1, TbRPA1 e TbRAD51 para se ligarem ao DNA após exposição a IR. 

Mediante o ensaio de fracionamento de proteínas 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). Nós também observamos que o 

recrutamento da TbRAD51 atingiu seu pico 2 h após IR, quando os sinais de gH2A 

começam diminuir. Assim, nós especulamos que a intensidade máxima da TbRAD51 

ligado ao DNA gera o início da desfosforilação de gH2A, restaurando-se de fato a 

condição basal de gH2A 6 horas após a geração de DSBs por IR (Figura 4.10). Os 

dados acima mostram que as formas procíclicas no T. brucei recrutam a via de reparo 

HR para o DNA de forma sequencial após a exposição a IR e que o processo de 

reparo tem uma duração 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 evidências que indicam um trabalho 

cooperativo entre as vias de sinalização de checkpoint e reparo de DNA no T. brucei 

após exposição 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, nós observamos uma parada de 

crescimento dos parasitas após 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 conteúdo de DNA mostram 

parasitas acumulando-se na transição G1/S 6 h após IR (Figura 4.9A). Nós 

especulamos que parasitas na fase G1 durante o tratamento com IR ativam um 

mecanismo de reparo pouco dependente ou independente das proteínas 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 transição G1-S, mantendo bloqueado o 

crescimento da população de parasitas entre as 6 e 18 horas após dano. Porém nós 

observamos na Figura 4.14C, parte dos parasitas em G1 passando para fase S 4 h 

após IR. Isto poderia significar que esses parasitas já tenham passado do ‘ponto de 

restrição’ 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, incluído o reparo pela via HR, ou ainda poderiam prosseguir no 

ciclo celular com danos no DNA até a fase G2 (35,36). Em relação aos mecanismos 

de checkpoint governados pela ATR nós observamos um padrão de fosforilação de 

gH2A que aparentemente ocorre via ação de ATR. Em mamíferos, DSBs leva a uma 

resposta de fosforilação rápida de gH2AX, consequência principalmente da atividade 

de ATM, que leva minutos (130). No T. brucei a fosforilação de gH2A parece 

acompanhar a curva da cinética da RPA, que, como discutido na introdução, participa 

ativamente da ativação da via da ATR (34). Assim, parece que no T. brucei esta 

fosforilação é principalmente via ATR e não ATM após exposição a IR. Também nós 

observamos a cooperação entre a via de checkpoint ATR e o recrutamento de 

algumas das proteínas principais da via de HR. Para estudar isso nós monitoramos 

RAD51, o marcador de cromatina gH2A e a proteína de ligação a simples fita RPA2 
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na ausência de ATR após a exposição a IR. Na Figura 4.24, Figura 4.25 e Figura 4.26, 

nós observamos uma resposta irregular dessas proteínas da via HR na ausência da 

quinase. O sinal positivo da RAD51 (Figura 4.26B, padrão espalhado) foi totalmente 

perdido na ausência de ATR, como acontece em mamíferos (137), o que nós 

especulamos ser consequência da desregulação da proteína RPA. Esses eventos 

devem gerar um processo de reparo pela via HR aberrante ou ausente o que deve 

desencadear um padrão de fosforilação 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, 

nós questionamos se a inibição das vias de checkpoint do ciclo celular do T. brucei 

sob o controle de ATM e ATR influenciam a ação da pentamidina. Nós primeiro 

investigamos se a pentamidina, que é um ligante de regiões AT no DNA, gera quebras 

no DNA. Nós observamos DNA fragmentado acontecendo 2 h após tratamento com 

pentamidina Figura 4.28, com o máximo de pico no TUNEL positivo 12 h após dano, 

diferente do perfil do TUNEL de células expostas a IR onde nós observamos a 

desaparição dos picos positivos 2 h após tratamento Figura 4.2A. Tais diferenças 

podem ser devido a natureza dos agentes que levam a mecanismos diferentes de 

geração de quebras de dupla fita. A IR é uma fonte agressiva de danos, levando a 

geração massiva de quebras no DNA genômico, o que pode ativar mais rapidamente 

o mecanismo de reparo, fazendo com que os fatores envolvidos migrem para as 

pontas fragmentada do DNA. Já a pentamidina, a sua preferência pelas regiões AT 

do DNA (109), pode influenciar na probabilidade de geração das quebras em sítios 

específicos do DNA. Neste cenário, dependendo da concentração 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, nós observamos que o 

tratamento com pentamidina leva a fosforilação 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 sinalização de checkpoint em resposta a tratamento com a 

pentamidina. Uma vez que a pentamidina gera quebras no DNA e possivelmente ativa 

uma via de sinalização para a fosforilação da H2A, nós padronizamos um ensaio de 
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combinação de drogas para inibir a ação das quinases ATM e ATR e monitorar a ação 

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 inibição das quinases 

bloqueou a sinalização do dano, que então não pode ser reparado. A alta quantidade 

de DSBs gerada deve inibir o crescimento celular por tornar a célula inviável (Figura 

4.31). O ensaio de viabilidade celular de fato mostrou um maior efeito da pentamidina 

quando esta é 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 ação de drogas, pode levar ao desenvolvimento de terapias combinatórias que 

devem auxiliar no controle das doenças causadas por estes parasitas. 

6 CONCLUSÃO  
 

Nós mostramos que, após 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 padrão diferenciado e dependente das 

fases do ciclo celular do parasita no momento do dano. Após DSBs, ATM tem um 

papel principal controlando a transição G1-S e intra-S do ciclo celular, enquanto a ATR 

exibe funções importantes no checkpoint intra-S, bem como na passagem dos 

parasitas nas fases G2/M.  

Porém as vias de sinalização de checkpoint não são independentes dos 

mecanismos de reparo de DNA no T. brucei. Durante as fases lateS/G2, após 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 

RAD51 em aproximadamente 6 h. Este processo está sob a regulação da quinase 

ATR. Esse mecanismo foi ausente nas fases G1/earlyS onde sugerimos um 

mecanismo independente das proteínas da via HR atuando no conserto das DSBs e 

que leva mais de 6 h para consertar os danos ao DNA. 

Finalmente, nós mostramos que a pentamidina gera quebras de DNA e ativa 

uma via que fosforila o marcador de histona de DSBs, gH2A. A ausência das quinases 

ATM e/ou ATR sensibilizou o parasita frente a pentamidina, aumentando as quebras 

de DNA geradas pela droga.  
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