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RESUMO

PAVANI, R. S. "Analise funcional do complexo Replication Protein A em
tripanossomatideos e seu envolvimento com DNA telomérico”. 2019. 152 f.
Tese (Doutorado em Biologia da Relacdo Patdgeno-Hospedeiro) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&do Paulo, 2019.

Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei s8o protozoarios parasitos
responsaveis pela doenca de Chagas e pela doenca do sono, as quais resultam em
um elevado nimero de mortes anualmente. Esses parasitos possuem um ciclo de
vida complexo que alterna entre formas de vida replicativas e néao replicativas.
Apesar da caracterizagdo de um grande numero de vias moleculares nestes
organismos, ainda existem muitas lacunas na compreensao dos processos que
coordenam o metabolismo do DNA. A proteina Replication Protein A (RPA), principal
ligante de fita simples de DNA de eucariotos, € um complexo heterotrimérico
formado por trés subunidades RPA-1, RPA2 e RPA-3 que participa em varios
processos fundamentais como replicacédo, reparo e sinalizacdo de checkpoint. A
RPA de tripanossomatideos apresenta peculiaridades estruturais significativas em
comparacado a outros eucariotos, como a falta de dominio de DBD-F (70N) que
interage com proteinas majoritariamente envolvidas na resposta a danos no DNA
(DDR) e substituicbes em residuos de aminoacidos em regides conservadas,
levantando questBes sobre a conservacdo de funcdes candnicas descritas em
mamiferos e leveduras. Neste trabalho, mostramos que o0 RPA de
tripanossomatideos pode interagir com DNA fita simples e é de fato importante para
replicacdo e resposta a danos de DNA. Além disso, conseguimos encontrar diversas
novas caracteristicas nas RPA de tripanossomatideos, como a descoberta de (i)
modificacdes pdés-traducionais ndo descritas (i) uma nova proteina RPA-like que
parece ser exclusiva de tripanossomatideos interagindo com o complexo RPA (iii)
um processo de exportacdo nuclear ciclo de vida dependente e (iv) alta afinidade

pelo DNA de fita simples telomérico rico em G.

Palavras-chave: RPA. Trypanosoma. Replicacdo. Danos de DNA. Telbmeros.



ABSTRACT

PAVANI, R. S. Functional analysis of RPA complex in trypanosomatids and its
involvement with telomeric DNA. 2019. 152 p. PhD. Thesis (Biology of Host-
Pathogen Interaction) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2019.

Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei are parasitic protozoa responsible
for causing Chagas disease and sleeping sickness that result in a high number of
deaths annually. These parasites present a complex life cycle that alternates
between replicative and non-replicative lifeforms. Despite the characterization of a
great number of molecular pathways, there are still many gaps in the understanding
of the processes that coordinate the DNA metabolism of these organisms.
Replication protein A (RPA), the major eukaryotic single-stranded binding protein, is
a well-known heterotrimeric complex formed by three subunits RPA-1, RPA2, and
RPA-3 that participates in various vital functions during replication, repair, and
checkpoint signaling. RPA from trypanosomatids presents significant structural
peculiarities compared to other eukaryotes such as the lacking of DBD-F (70N)
domain that interacts with proteins majorly involved in DNA damage response (DDR)
pathways and amino acids substitutions in conserved regions, raising questions
regarding the conservation of canonical functions described in mammals and yeast.
In this work, we show that RPA from trypanosomatids can interact with single-
stranded DNA and is indeed important for replication and DNA damage response
pathways. Moreover, we could find new features concerning trypanosomatids RPA
such as the discovery of (i) non-described post-translation modifications (i) a new
RPA-like protein that seems to be exclusive of trypanosomatids interacting with RPA
complex (iii) a nucleus-cytoplasm shuttle that is lifecycle dependent and (iv) high

affinity for G-rich telomeric single stranded DNA.

Keywords: RPA. Trypanosoma. Replication. DNA damage. Telomeres






CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL E OBJETIVO

Neste primeiro capitulo, iniciaremos apresentando uma introducdo geral,

objetivos gerais e a motivacédo que tivemos para iniciar este projeto.

1.1 INTRODUCAO GERAL

A introducédo geral aborda os tripanossomatideos utilizados neste trabalho e
as respectivas doencas causadas por estes parasitos. Além disso, também
introduzimos de forma geral a proteina Replication Protein A em eucariotos. As
informacBes mais especificas de cada frente deste trabalho estdo presentes nas

introducdes especificas de cada capitulo.

1.1.1 Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei

Os tripanossomatideos sdo um grupo de protozoarios eucariotos unicelulares
flagelados que pertencem a ordem Kinetoplastida. Os membros mais estudados
deste grupo pertencem aos géneros Trypanosoma e Leishmania. Sua principal
caracteristica para essa classificacédo é a presenca do cinetoplasto, que consiste em
uma estrutura auto-replicivel presente na mitocéndria que contém uma grande e
complexa rede de milhares de DNA circulares concatenados (KDNA), organizados
em mini-circulos e maxi-circulos (LUKES et al., 2002). Neste trabalho, duas espécies
de tripanossomatideos foram utilizados como modelo de estudo: Trypanosoma cruzi
e Trypanosoma brucei.

O T. cruzi foi primeiramente descrito em abril de 1909 pelo pesquisador
Carlos Chagas (CHAGAS, 1909). Em 1908, um novo trecho ferroviario estava sendo
construido na Estrada de Ferro Central do Brasil no estado de Minas Gerais e o Dr.
Carlos Chagas foi incumbido de realizar uma campanha anti-malaria na regido.
Durante este periodo, o engenheiro-chefe Cantarino Motta alertou Carlos Chagas
sobre um inseto hemat6fago popularmente conhecido como barbeiro, que poderia
estar transmitindo alguma doenca naquela regidao (COURA; COURA, 2013). Ao
analisar o intestino destes insetos, Carlos Chagas encontrou organismos
unicelulares flagelados e insetos infectados foram entdo enviados para o Dr.
Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro. Macacos da espécie Callithrix penicillata foram

submetidos a picadas por estes insetos infectados e, apés 20 a 30 dias, amostras de



sangue dos primatas foram analisadas e confirmaram a presenca deste
tripanossomatideo em grande numero, com uma morfologia diferente de espécies
descritas anteriormente do género Trypanosoma (CHAGAS, 1909). Oswaldo Cruz
entrou em contato imediatamente com Carlos, que retornou de Minas Gerais e
realizou experimentos que confirmaram infeccdo em outros mamiferos e cultivou os
parasitas em meio de cultura agar-sangue. Posteriormente, Chagas nomeou este
novo parasita de Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz (COURA,
COURA, 2013). Mais tarde, foi confirmado que esse parasita também é capaz de
infectar seres humanos, causando uma doenca que levou seu nome, a doenca de
Chagas.

A doenca de Chagas é também conhecida como tripanossomiase americana,
porque afeta principalmente paises da América Latina. No entanto, nos ultimos 40
anos, a doenca de Chagas se tornou um problema de nivel mundial e o0 nUmero de
casos reportados vém aumentando (ANTINORI et al., 2017; BERN et al., 2011). A
Organizacdo Mundial de Saude estima que aproximadamente 8 milhdes de pessoas
estdo infectadas ao redor do mundo (WHO, 2018).

A Doenca de Chagas é dividida em duas fases distintas: fase aguda e fase
cronica. A fase aguda ocorre pouco tempo apoés a infeccao. Esta fase geralmente é
assintomatica ou apresenta sintomas leves como febre, fadiga, dor no corpo e na
cabeca, que sdo normalmente confundidos com outras doengas. Com o passar do
tempo, estes sintomas geralmente desaparecem, dificultando ainda mais um
diagndstico correto. Os marcadores mais reconhecidos da doenca de Chagas aguda
sdo: (i) uma reacao inflamatéria no local da penetracdo do parasito (inchacao),
conhecida como chagoma e (ii) o inchago das palpebras perto da ferida da mordida,
conhecido como sinal de Romafa (CDC, 2015). A fase aguda € perigosa em
pessoas com o sistema imune deprimido. Durante a fase cronica, a infeccdo pode
permanecer silenciada por décadas, porém algumas pessoas podem desenvolver
complicagBes cardiacas como cardiomiopatia, (que se caracteriza pelo inchaco do
coracao), arritimia e falha cardiaca, podendo levar a morte subita. Complicacdes no
trato digestivo também sdo comuns desta fase, podendo ocorrer o alargamento do
esb6fago (megaesobfago) e do colon intestinal (megacélon) (RASSI; RASSI; MARIN-
NETO, 2010).

O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo, com alternancia de formas de

vida replicativas (epimastigota e amastigota) e nao-replicativas (tripomastigota



metaciclico e sanguicola). As formas epimastigotas se multiplicam no intestino do
inseto e se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas, capazes de infectar
o hospedeiro vertebrado. A infeccdo comeca quando os tripomastigotas metaciclicos
sdo liberados nas excretas do inseto durante o repasto sanguineo. Entdo, os
tripomastigotas atingem a corrente sanguinea através de cortes na pele ou
mucosas, causados pela picada do inseto, podendo atingir diversos tipos celulares.
Uma vez no citoplasma da célula, os tripomastigotas se diferenciam em formas nao
flageladas conhecidas como amastigotas, que se replicam por fissdo binaria e
diferenciam em formas tripomastigotas sanguicolas. Apés lisar a célula hospedeira,
0s tripomastigotas podem circular na corrente sanguinea e infectar outros tecidos.
Quando um inseto vetor se alimenta de um hospedeiro mamifero contaminado, ele
ingere as formas tripomastigotas presentes no sangue, que se transformardo em
epimastigotas no intestino do inseto e, assim, um novo ciclo se inicia (Figura 1)
(revisado em TEIXEIRA et al., 2012). Apesar desta forma de transmissao do T. cruzi
ser a mais conhecida, nos ultimos anos diversos casos de infeccdo oral através da
ingestdo de alimentos contaminados como acai e cana de acucar vém sendo
reportados. Nestes casos, insetos contaminados séo triturados junto aos alimentos
em locais com higiene inadequada (SILVA-DOS-SANTOS et al., 2017; YOSHIDA
2009). As espécies mais comuns de insetos vetores pertencem aos géneros
Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus e mais de cem espécies de mamiferos podem
ser infectados pelo T. cruzi.

Com base em diversos marcadores genéticos e bioquimicos, as diferentes
linhagens de T. cruzi foram divididas em seis tipos distintos, conhecidos como
Discrete Typing Units (DTU), designados de Tcl a TcVI (ZINGALES et al., 2009). As
DTUs majoritariamente envolvidas no ciclo doméstico do T. cruzi sdo Tcl, Tcll, TcV e
TcVI. Estes grupos estdo diferentemente distribuidos na América, com Tcl
predominante na América Central e na regido norte da América do Sul e Tcll, TcV e
TcVI mais comuns da regido sul da América do Sul (ZINGALES et al., 2012).
Embora esta nomenclatura continue sendo a mais utilizada, recentemente um grupo
da Franca questionou essa definicdo e sugeriu uma classificacdo baseada em genes
mitocondriais, separando em apenas 3 grupos: mtTcl, mtTcll and mtTclll (BARNABE
et al., 2016).
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Figura 1.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. O ciclo de vida do T. cruzi ocorre em um inseto
vetor (setas vermelhas) e um hospedeiro vertebrado (setas azuis). Extraido de Center for Disease
Control and Prevention (CDC, 2015) com pequenas modificagdes.

O Trypanosoma brucei € o agente etiolégico da Tripanossomiase Humana
Africana, conhecida como doenca do sono principalmente por causar disturbios de
sono em pacientes afetados. Esta doenca é endémica na regido sub-saariana da
Africa, atingindo mais de 30 paises. A transmissdo do T. brucei a humanos ocorre
pela picada de moscas infectadas do género Glossina, popularmente conhecidas
como Tsé-Tsé (WHO, 2018).

A primeira sugestdo de que mosca Tsé-Tsé poderia estar envolvida na
transmissdo de alguma doenca veio do explorador e missionario escocés David
Lingston, que relatou em 1852 a morte de uma grande quantidade de gado apos
terem sido picados por moscas Tsé-Tsé (STEVERDING, 2008). Em 1894, o médico
patologista e microbiologista escocés David Bruce foi enviado a Africa do Sul para
investigar a doenca devastadora chamada de Nagana pela populacdo local ou de
“‘Doencga da mosca” por viajantes e cagadores, que estava afetando os gados da
regiado (COX, 2004). Em 1895, Bruce descobriu um tripanossomatideo (que
posteriormente foi chamado de T. brucei em sua homenagem) como principal agente
causador desta enfermidade (BRUCE, 1895). A primeira observagao do T. brucei em

sangue humano foi feita por Robert Forde em 1901, ao examinar o capitdo de um



navio da Gambia (FORDE 1902). Em 1903, Bruce conseguiu demonstrar que a o T.
brucei era realmente transmitido pela mosca Tsé-Tsé (BRUCE; NABARRO 1903).

Hoje em dia, sabemos que duas subespécies de T. brucei sdo responsaveis
por causar a doenca do sono: Trypanosoma brucei gambiense e Trypansoma brucei
rhodesiense. O primeiro deles é responsavel por 97% dos casos, enquanto o
segundo é responsavel por apenas 3% (WHO, 2018). A doenca do sono apresenta
dois estagios distintos: no primeiro, o parasito se multiplica nos tecidos subcutaneos,
sangue e linfa, gerando febre, dores no corpo (especialmente nas juntas) e na
cabeca e coceira; jA no segundo, o0 parasito atravessa a barreira hematoencefélica,
atingindo o sistema nervoso central, levando a mudancas no comportamento e
causando confuséo, disturbios sensoriais e disturbios no sono (WHO, 2018).

O T. brucei também possui um ciclo de vida complexo, alternando entre
formas replicativas e ndo replicativas, porém sem estagio intracelular. Durante o
repasto sanguineo, a mosca infecta o hospedeiro mamifero com formas
tripomastigotas metaciclicas, que atingem a linfa e corrente sanguinea, onde se
diferenciam na forma tripomastigota sanguicola (chamada de Slender), que se
multiplica por divisdo binaria e atinge diversas outras regides do corpo, nos fluidos
corporais. No processo de divisdo, sdo geradas formas nao replicativas conhecidas
como stumpy, que sao as formas ingeridas pelo vetor em novo repasto sanguineo.
Essas formas se diferenciam em formas prociclicas no intestino médio da mosca,
onde se multiplicam e se diferenciam na forma tripomastigota metaciclica, capaz de
infectar o hospedeiro mamifero, completando o ciclo de vida (CDC, 2018). A
transmissdo de mae para filho também pode ocorrer, ja que os tripanossomas

conseguem atravessar a placenta (WHO, 2018).
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Figura 1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma brucei. O ciclo de vida do T. brucei ocorre em um inseto
vetor (setas vermelhas) e um hospedeiro vertebrado (setas azuis). Extraido de Center for Disease
Control and Prevention com pequenas modificages.

1.1.2 Biologia molecular dos tripanossomatideos

Os tripanossomatideos possuem diversas peculiaridades em sua biologia
molecular quando comparados a outros eucariotos. Auséncia de sequéncias
promotoras, genes organizados em clusters direcionais densamente compactados
expressos policistronicamente, transcricdo de genes codificantes de proteinas pela
RNA polimerase | , ocorréncia de trans-splicing para geracdo de RNAs maduros e
regulacdo da expressdo génica majoritariamente por controle pds transcricional sao
alguns exemplos (CLAYTON; SHAPIRA, 2007; GUNZL et al., 2003; LEE; VAN DER
PLOEG, 1997; LIANG et al., 2003; MICHAELI, 2011).

Em 2005, a revista Science publicou em uma mesma edi¢cdo os genomas do
T. cruzi (EL-SAYED et al., 2005a), T. brucei (BERRIMAN, 2005) e Leishmania major
(IVENS et al., 2005), bem como um artigo comparativo arrematando similaridades e
diferencas entre o0s genomas destes organismos (EL-SAYED, 2005b). Foi
evidenciado que o genoma dos tripanossomatideos possui uma grande escala de
conservagao geneética e sintenia, evidenciando proximidade filogenética entre eles
(EL-SAYED, 2005b). Analises de grupos de clusters de genes ortélogos mostraram
que o T. brucei e T. cruzi sdo mais préoximos evolutivamente, compartilhando 57% de

identidade, enquanto Leishmania compartiha 44% com estes dois



tripanossomatideos. Mesmo com esse grau de conservacgdo, diversas insercoes,
dele¢Bes e substituicbes foram observadas entre as espécies, diversas delas dentro
de regides sinténicas. Curiosamente, insercdes e substituicdes sdo mais comuns do
que perdas génicas (EL-SAYED, 2005b). Uma boa parte desses eventos pode
resultar em diferencas fisiolégicas e bioquimicas substanciais entre esses parasitos.
Essas mudangas provavelmente estdo relacionadas a pressdes seletivas distintas
de seus habitats e diferentes estratégias de sobrevivéncia desenvolvidas ao longo
da evolucéo (EL-SAYED, 2005b).

O genoma hapldide sequenciado do T. brucei contém aproximadamente
26Mb, 11 cromossomos (megacromossomos) e aproximadamente 9.000 genes.
Além disso, o0 genoma nuclear possui também um namero ndo determinado de mini-
cromossomos e cromossomos intermediarios de 30 a 700kb, que foram excluidos
desta conta. Aproximadamente 20% do genoma codifica genes subteloméricos, que
em sua maioria sdo especificos do T. brucei e relacionados com a variacao
antigénica (BERRIMAN, 2005).

A linhagem escolhida para o sequénciamento do genoma de T. cruzi foi a CL-
Brener (DTU TcVI), por ja ter sido caracterizada experimentalmente (EL-SAYED et
al., 2005a). O genoma hapléide desta cepa contém aproximadamente 55Mb,
aproximadamente 28 cromossomos e € composto por aproximadamente 12.000
genes, com func¢des atribuidas a 50% deles (EL-SAYED et al., 2005a). Além disso,
metade do genoma contém sequéncias repetitivas, como retrotransposons e genes
de largas familias multigénicas de proteinas de superficie como trans-sialidases,
mucinas, gp63s e uma grande familia de proteinas associadas a mucinas
conhecidas como MASP (mucin-associated surface protein) (EL-SAYED et al.,
2005a).

Desde os anos 80-90 é discutido e proposto que 0s cromossomos de
parasitos sdo conservados em dominios centrais e polimoérficos em suas
extremidades, sugerindo alta plasticidade genémica (LANZER; FISCHER; LE
BLANCQ, 1995; WALLIKER, 1989). De fato, as regides subteloméricas possuem
diversas caracteristicas espécie-especificas, contendo distintos genes que formam a
base da superficie celular dos diferentes parasitos (MORAES BARROS et al., 2012).

Desde o comeco dos anos 2000, diversos autores evidenciaram a ocorréncia
de diferencas significativas no tamanho dos cromossomos e contetdo de DNA entre

linhagens de T. cruzi e, inclusive, entre diferentes clones dentro de uma mesma



populacdo, sugerindo alta variabilidade genética nestes organismos (HENRIKSSON
et al., 2002; LIMA et al., 2013; PEDROSO; CUPOLILLO; ZINGALES, 2003; TRIANA
et al., 2006; VARGAS,; PEDROSO; ZINGALES, 2004). O desenvolvimento de
tecnologia de sequenciamentos de DNA de nova geracdo nos ultimos anos permitiu
0 sequenciamento de diversos genomas de tripanossomatideos com alta cobertura e
baixo custo, com a geracédo de novas informagdes sobre eventos conhecidos como
variacdo no numero de cépias (Copy number variation — CNV) de determinados
genes em Leishmania, T. cruzi e T. brucei, decorrentes de amplificacdo génica ou
delecdes (ARMENGOL et al.,, 2009; JACKSON et al., 2010; REIS-CUNHA et al.,
2015; REIS-CUNHA; VALDIVIA; BARTHOLOMEU, 2018; ROGERS et al., 2011).
Estas observacfes sdo interessantes, uma vez que 0 numero de copias esta
correlacionado com o nivel de expressdo de diversos genes em tripanossomatideos
(CLAYTON, 2016; REIS-CUNHA; VALDIVIA; BARTHOLOMEU, 2018). Além disso,
fenbmenos de variacdo no numero de coépias de cromossomos vém sendo
reportados em Leishmania e T. cruzi, no qual um cromossomo inteiro pode ser
duplicado ou perdido, gerando aneuploidias (DOWNING et al., 2011; REIS-CUNHA
et al., 2015; REIS-CUNHA; VALDIVIA; BARTHOLOMEU, 2018; ROGERS et al.,
2011; VALDIVIA et al., 2017). Eventos de troca de material genético entre células
também resultam em variabilidade genética. Estratégias reprodutivas de
protozoarios parasitos foram objetos de debate por muitos anos, principalmente
devido a dificuldade de observacfes diretas de reproducédo sexuada (ROUGERON;
DE MEEUS; BANULS, 2017). Hoje, sabemos que eventos de troca genética entre
individuos ocorrem em T. brucei, T. cruzi e Leishmania (GAUNT et al., 2003; JENNI
et al., 1986; KREUTZER et al., 1994). Recentemente, o processo de recombinacao
se mostrou importante para a realizacéo e estabilizacdo destas trocas, uma vez que
a super-expressdo da recombinase RAD51 aumentou significativamente o nimero
de células hibridas em culturas de T. cruzi (ALVES et al., 2018).

Em soma, estes resultados evidenciam que a plasticidade gendmica é uma
caracteristica marcante em tripanossomatideos, provavelmente devido a
necessidade de rapida adaptacdo a novos ambientes com diferentes pressdes
seletivas e a diversas condicdes de estresse que estes organismos precisam
enfrentar. De fato, estudos recentes demonstram uma grande relacdo entre
variabilidade genética e resisténcia a drogas nesses parasitos (CAMPOS et al.,
2017; YASUR-LANDAU et al., 2018).



Os mecanismos moleculares que orquestram a geracdo de variabilidade
genética estdo diretamente relacionados com o metabolismo de DNA. Pertubacdes
no processo de replicacdo de DNA sdo grande fonte de instabilidade gendémica
(BLUMENFELD; BEN-ZIMRA; SIMON, 2017). Falhas na resolucdo de estresse
replicativo podem resultar em mutacgdes pontuais, perda de heterozigose, insergoes,
delecdes, translocacbes e aneuploidia (ARLT et al., 2009; GAILLARD; GARCIA-
MUSE; AGUILERA, 2015; ZHENG et al., 2016). O processo de reparo de DNA
também estd diretamente relacionado com a estabilidade gendmica (WANG;
LINDAHL, 2016). A inativacdo de vias de reparo gera aumento na taxa de mutagéo e
aberrac6es cromossdmicas. O cancer de colon retal ndo poliposo é causado por
defeitos na via de Mismatch repair (MMR) e a maioria dos casos de cancer de mama
e ovario estdo relacionados com mutacdes nos genes de BRCAL1 e BRCA2, que
controlam o reparo de quebra de dupla fita por recombinacdo homéloga (TUBBS;
NUSSENZWEIG, 2017). Aneuploidias sdo normalmente encontradas nestes tipos de
cancer (MARTIN; WEBER, 2000; THOMAS, 1998; XU; HUANG; LI, 2016). O reparo
de quebra de dupla fita também foi descrito como o principal regulador de
plasticidade gendmica em bactérias do género Streptomyces (HOFF et al., 2018).
Diretamente ligado ao reparo e a replicacdo, o mecanismo de sinalizacado de danos
coordenado principalmente pelas quinases PIKK como ATM, ATR e DNA-PK
também vem se mostrando importante para o correta progressao do ciclo celular e
manutencdo da integridade cromossdmica e estabilidade genémica (BROWN;
BALTIMORE, 2000; DERHEIMER; KASTAN, 2010; LANG et al., 2016).

O conhecimento dos processos de replicacao, reparo e reposta a danos de
DNA em tripanossomatideos ainda é limitado. O sequénciamento dos genomas
permitiu o encontro de algumas proteinas homdélogas participantes destes processos
(EL-SAYED, 2005b). No entanto, muitas das proteinas identificadas possuem
regibes altamente divergentes e diversas proteinas chave de vias conservadas nao
foram encontradas, sugerindo a possibilidade de diferentes proteinas, vias e
mecanismos envolvidos no metabolismo de DNA desses parasitos (DA SILVA et al.,
2017a; GENOIS et al., 2014; PASSOS-SILVA et al., 2010).

Aléem de auxiliar na compreensdo da plasticidade genbmica, o estudo de
proteinas do metabolismo de DNA ¢é fundamental para a compreensdao de
importantes eventos que ocorrem durante o ciclo de vida dos tripanossomatideos.

Por exemplo, os processos de parada de replicacdo nas formas infectivas ainda sao



pouco compreendidos. A proteina ORC1/CDC6, fundamental para o reconhecimento
de origens de replicacdo e montagem do complexo de pré-replicacdo, esta presente
no nucleo, porém sem estar ligada ao DNA nas formas tripomastigotas metaciclicas
e sanguineas (CALDERANO et al., 2014). Além disso, ndo foram encontrados niveis
significativos da proteina MCM7 (componente da helicase replicativa MCM) nestas
formas de vida, sugerindo que ha um mecanismo de controle atuando nas proteinas
de replicacdo em formas de vida nédo-replicativas (CALDERANO et al., 2014). A
variagao antigénica em T. brucei consiste em um interessante mecanismo onde,
apesar de mais de 1000 genes codificantes para VSGs estarem presentes no
genoma de T. brucei, apenas um € expresso por vez, sempre em uma regiao
subtelomérica. Como forma de evadir o sistema imune do hospedeiro, o0 parasito
realiza uma troca génica no locus de expressao, trocando o gene codificante de
VSG, expressando assim uma nova proteina VSG diferente da anterior (HORN,
2014; MCCULLOCH; MORRISON; HALL, 2015). Evidéncias sugerem que quebras
de dupla fita, seguidas de reparo e recombinacdo na regido subtelomérica estdo
diretamente envolvidos neste processo (GLOVER; HORN, 2014).

Desta forma, a geracdo de conhecimento na area do metabolismo de DNA em
tripanossomatideos, com a identificacdo e caracterizacdo de proteinas participantes
dos principais processos, € fundamental ndo apenas para o0 entendimento da
evolucdo da célula eucaridtica, mas também para compreensdo de eventos
especificos chave na biologia molecular de tripanossomatideos. Neste trabalho
identificamos e caracterizamos a Replication Protein A (RPA) de
tripanossomatideos, uma proteina que em eucariontes modelo é ligante de simples
fita de DNA e extremamente importante para a célula, fundamental em diversos

processos como replicacdo, recombinacédo e resposta a danos no DNA.

1.1.3 RPA: Estrutura e funcéo

A proteina RPA foi primeiramente descrita em 1988 por Marc Wold e Thomas
Kelly (WOLD; KELLY, 1988). Naquela época, 0s mecanismos envolvidos na
replicacdo do DNA nos cromossomos eucaridticos ainda eram pouco compreendidos
e havia uma grande dificuldade de estudar a replicacdo em células de mamifero
devido a sua alta complexidade e limitagBes técnicas. Para contornar este problema,
o laboratorio do professor Kelly utilizou como estratégia estudar a replicacdo de

genomas virais in vitro, desenvolvendo um sistema cell free que utilizava o DNA



gendmico do virus e extratos de células eucaridticas (CHALLBERG; KELLY; JR,
1979; LI; KELLY, 1984). O virus simio 40 (SV40) foi um dos modelos utilizados por
possuir um genoma pequeno que contém apenas uma origem de replicacdo e
depender apenas de uma proteina viral conhecida como antigeno T para o inicio da
replicacdo do DNA viral; os outros fatores necessarios eram provenientes do extrato
celular eucaridtico (LI; KELLY, 1984). Com este sistema, Wold e Kelly conseguiram
identificar, purificar e caracterizar um fator necessario para a iniciacdo e
elongamento da replicacéo, que chamaram de Replication protein A (RPA) (WOLD;
KELLY, 1988). Neste mesmo trabalho, os pesquisadores conseguiram elucidar que
a RPA é um complexo heterotrimérico composto pelas subunidades RPA-1, RPA-2 e
RPA-3 (ou RPA70, RPA32 e RPA14 de acordo com seu tamanho em kilodaltons)
(WOLD; KELLY, 1988).

Hoje em dia, apés 30 anos de sua descoberta, a RPA ja foi amplamente
estudada em organismos modelo como mamiferos e leveduras e é considerada a
principal proteina ligante de fita simples de DNA de eucariotos. Devido a esta
propriedade, a RPA atua na protecdo, estabilizacdo e processamento de
intermediarios de fita simples de DNA (ssDNA) que ocorrem durante diversos
processos do metabolismo de DNA (CHEN; WOLD, 2014).

Durante o processo de replicacdo de DNA (Figura 1.3), a RPA é responsavel
por ligar a ssDNA presente na forquilha e auxiliar na denaturacdo da dupla fita de
DNA adjacente (OAKLEY; PATRICK, 2010). Além disso, logo apds a denaturacéo do
DNA, a RPA auxilia no recrutamento, estimulacdo e aumento da processividade da
enzima DNA polimerase alpha primase (MARTINEZ-JIMENEZ; LAHERA; BLANCO,
2017). Durante a elongacédo, a RPA interage com proteinas como o clamp PCNA,
estimula a atividade das polimerases delta e epsilon e auxilia no processamento dos
fragmentos de Okazaki (BAE et al., 2001; HEDGLIN; BENKOVIC, 2017; LOOR et al.,
1997; WAGA; STILLMAN, 1994).
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Figura 1.3 Forquilha de replicacdo de DNA em eucariotos modelo. Extraido de da Silva et al.,
2017, com pequenas modificacdes.

A RPA também é uma peca fundamental na resposta a danos ao DNA
(MARECHAL; ZOU, 2015; ZOU et al., 2006). Problemas na replicagio do DNA e
outros tipos de estresses genotdxicos sdo sinalizados durante o ciclo celular pela
deteccdo de trechos persistentes de ssDNA ligados por RPA (ZOU et al., 2006).
Nesse contexto, a quinase ATR é recrutada aos locais de dano através de seu
parceiro obrigatério ATRIP, que interage diretamento com o dominio N-terminal da
subunidade RPA-1. A ativagdo de ATR nos trechos RPA-ssDNA gera uma resposta
de checkpoint, estabiliza forquilhas de replicacdo empacadas e promove o reparo do
dano para a correta manutencédo da integridade genémica (CIMPRICH; CORTEZ,
2008; MARECHAL; ZOU, 2013; ZOU; ELLEDGE, 2003). A RPA também esta
envolvida nas quatro vias majoritarias de reparo: reparo por excisdo de nucleotideos,
reparo por excisdo de bases, reparo de emparelhamento errbneo (Mismatch) e
reparo de quebra de dupla fita (IYAMA; WILSON, 2013; KREJCI et al., 2012; LI,
2008; ZOU et al., 2006). Nestes processos, a RPA liga os intermediarios de ssDNA
formados e é capaz de recutrar e interagir com uma série de proteinas especificas
de cada resposta (ZOU et al., 2006). Aléem dos processos acima descritos, diversos
trabalhos vém apontando fungbes de RPA na transcricdo, no processamento e
resolucdo de R-loops e na manutencdo dos teldmeros (a participacdo de RPA nos
teldomeros sera abordada no capitulo 3) (AUDRY et al., 2015a; GRUDIC et al., 2007;
NGUYEN et al., 2017; RUBTSOVA et al., 2009; SCHRAMKE et al., 2004; SIKORSKI

et al.,, 2011; ZHANG et al.,, 2017). Mas como uma mesma proteina consegue



participar de tantos processos diferentes? Esta pergunta ainda estd em aberto na
comunidade cientifica, porém algumas evidéncias vém sugerindo a idéia de que
modificacdes pos-traducionais estdo envolvidas na regulacdo de RPA em suas
diferentes funcdes (discutido em detalhes na proxima secéo).

A RPA e composta majoritariamente por dominios
oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold (OB-fold). Apesar de divergentes em
sua sequéncia, os dominios OB-fold possuem estrutura similar, formados por um -
barril (formado por 5 folhas B antiparalelas) coberto por uma a-hélice em sua
extremidade (FLYNN; ZOU, 2010; MURZIN, 1993; THEOBALD; MITTON-FRY;
WUTTKE, 2003). Por serem responsaveis principalmente pela interagcdo com o DNA
simples fita, estes dominios na RPA também sao conhecidos como DNA binding
domains (DBD) e séo classificados de A a F, de acordo com sua afinidade pelo
ssDNA. Além disso, alguns destes OB-folds também sdo responsaveis pela
interacdo de RPA com outras proteinas (Figura 3) (FLYNN; ZOU, 2010).

ATRIP, RAD9Y, MRE11, p53
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Figura 1.4 Organizagdo dos dominios OB-fold no complexo RPA. Os dominios OB-fold estédo
distribuidos entre as trés subunidades da RPA. Em azul, os OB-folds reponsaveis pela interacdo com
0 ssDNA. Em listrado, os OB-folds responsavei pela interacdo com proteinas. Os OB-folds em azul e
listrado realizam os dois eventos. As setas simbolizam as interfaces de interacdo entre as proteinas
do complexo ou, no caso do DBD-F, com proteinas parceiras (modificado de FLYNN;ZOU, 2010).

A maior subunidade do complexo € a RPA-1, que contém 4 dominios OB-fold,
conhecidos como DBD-F (ou 70N), DBD-A, DBD-B e DBD-C (Figura 1.4). Os
dominios DBD-A e DBD-B sdo os principais responsaveis pela interacdo da RPA
com o DNA simples fita (BOCHKAREVA et al., 2001). O dominio DBD-F interage
fracamente com o DNA simples fita e ndo participa significativamente na interacéo

de RPA com esta estrutura, provavelmente por nao conservar 0s residuos



aromaticos envolvidos na alta afinidade por ssDNA. Contudo, este dominio é
responsavel pela interagdo de RPA com diversas proteinas envolvidas nos
processos de resposta a danos de DNA e estresse replicativo como ATRIP, RADS9,
MRE11 e p53 (Figura 1.4) (XU et al., 2008). Ja o dominio DBD-C interage com o
ssDNA apenas em determinadas condi¢Bes, porém € importante para a trimerizacéo
do complexo (FANNING; KLIMOVICH; NAGER, 2006; HARING et al., 2008) (Figura
1.4). Este dominio possui um motivo dedo de zinco, que apesar de ndo ser essencial
para a ligacdo de RPA ao DNA, parece estar envolvido com a regulacdo desta
interacdo frente ao estado redox da célula (PARK et al., 1999; YOU; WANG; LEE,
2000).

A RPA-2 contém o dominio OB-fold DBD-D que, assim como o DBD-C,
interage com o ssDNA apenas em determinadas condi¢Bes (tamanho da fita simples
exposta por exemplo) (FANNING; KLIMOVICH; NAGER, 2006). Este dominio é
muito importante na trimerizacdo do complexo, pois contém a interface de interacao
de RPA-2 com as subunidades RPA-1 e RPA-3 (FANNING; KLIMOVICH; NAGER,
2006). Aléem do dominio OB-fold, a RPA-2 contém em sua regido C-terminal um
dominio conhecido como Winged Helix, responsavel por interagir com proteinas
como UNG2, XPA, Rad52 e SMARCAL1 (CICCIA et al., 2009; MER et al., 2000;
OAKLEY; PATRICK, 2010; UNSAL-KACMAZ et al., 2007).

Muito pouco se sabe em relacdo a subunidade RPA-3 do complexo, que
parece estar envolvida principalmente na estabilidade do trimero RPA (CAVERO;
LIMBO; RUSSELL, 2010). Diferentemente de RPA-1 e RPA-2, a auséncia de RPA-3
ndo altera a viabilidade celular em leveduras, sugerindo que o heterodimero RPA-1-
RPA-2 é suficiente para cumprir as funcdes essenciais durante o processo de
replicacdo DNA. Entretanto, esta proteina se mostrou fundamental para
sobrevivéncia celular frente a danos no DNA na fase S (CAVERO; LIMBO;
RUSSELL, 2010).

1.1.4 Modificagbes poOs-traducionais do complexo RPA

Como dito anteriormente, a RPA é alvo de mdultiplas modificacdes pos-
traducionais. Estas modificacdes vém sido implicadas na regulacdo do complexo
RPA nas suas diferentes fungbes e na regulagdo de interagbes protéicas do

complexo com proteinas parceiras.



A modificacdo pos-traducional mais estudada é a fosforilacdo de RPA-2,
primeiramente descrita a mais de 20 anos atras (DIN et al., 1990). Os primeiros 40
aminoacidos da regidao N-terminal desta subunidade contém multiplos residuos de
serina e treonina alvos de fosforilagdo por diferentes quinases (Figura 4)
(MARECHAL; ZOU, 2015). A fosforilagéo das serinas 23 e 29 (S23 e S29) por CDKs
foram identificadas durante a progressao do ciclo celular, com a fosforilagdo da S23
na fase S, e fosforilacdo de S23 e S29 durante o processo de mitose (STEPHAN et
al., 2009).

Frente ao dano de DNA e estresse replicativo, a RPA-2 é hiperfosforilada
(fosforilacdo de 5 ou mais residuos) pelas quinases PIKK como ATR, ATM e DNA-
PK. Experimentos sugerem que a ligacdo de RPA ao ssDNA é pré-requisito para a
ocorréncia destas modificacbes (FOTEDAR; ROBERTS, 1992). Em acordo com esta
idéia, agentes quimicos que induzem estresse replicativo com a producédo de largos
trechos de ssDNA induzem uma robusta fosforilagdo de RPA-2, enquanto agentes
gue geram quebras de dupla fita de DNA como fleomicina ou radiacédo ionizante,
com a consequente exposicdo de trechos menores de ssDNA, induzem uma
resposta de fosforilagdo mais modesta nesta subunidade (LIAW; LEE; MYUNG,
2011).

Estudos realizados com a troca dos sitios de fosforilagdo de RPA-2 por
alaninas ou por aspartatos (estes ultimos simulam a fosforilacdo devido a carga
negativa) relinem evidéncias da importancia desta modificacdo para a regulacao de
RPA. Através do uso destas construcdes, foi concluido que a RPA hiperfosforilada
perde a capacidade de co-localizar com centros de replicacdo, reduz a afinidade
pela polimerase alpha primase e diminui significativamente a taxa de replicacdo do
virus SV40 in vitro (OAKLEY et al., 2003; OLSON et al., 2006; VASSIN; WOLD;
BOROWIEC, 2004). As proteinas RAD51, RAD52, ATR e o complexo 911 (clamp
semelhante ao PCNA importante para a ativacdo de checkpoint) também possuem
maior afinidade pela forma hiperfosforilada de RPA in vitro (WU et al., 2005; WU;
SHELL; ZOU, 2005). A fosforilacdo de RPA-2 também se mostrou importante como
um evento precedente da poliubiquitinacdo de RPA frente ao estresse replicativo
(DUBOIS et al., 2017). A poliubiquinitagéo de RPA é importante para a estabilizagao
da forquilha de replicacdo, ativacdo de ATR e promocdo do reparo por
recombinacdo homologa (DUBOIS et al., 2017; ELIA et al., 2015a; INANO et al.,
2017).



Apesar de diversas evidéncias indicarem a fosforilagdo de RPA como uma
resposta regulatéria frente ao dano, a regulacéo fina desta modificagdo nos diversos
sitios de fosforilacdo e suas implicacGes nos diferentes tipos de respostas a danos

no DNA ainda é assunto de investigacdo em diversos laboratorios.
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Figura 1.5 Sitios de fosforilagdo de RPA-2. A RPA-2 contém em sua regido N-terminal multiplos
sitios de fosforilagdo. Os sitios de fosforilagdo estdo destacados em negrito e as quinases envolvidas
em cada sitio estdo representadas abaixo. As setas soélidas e pontilhadas indicam, respectivamente,
uma maior ou menor contribuicdo para os sitios especificos. Extraido de Marechal e Zou 2015, com
pequenas modificagdes.

Além da fosforilacdo e ubiquitinacdo, estudos recentes demonstraram que
outras modificacdes pds-traducionais também estdo envolvidas na regulacdo de
RPA. Em 2010, Dou e colaboradores mostraram que a RPA-1 é sumoilada nas
lisinas 449 e 557. A sumoilacdo de RPA aumenta a sua interacdo com RAD51 e
aumenta a atividade de ATPase desta recombinase, contribuindo fundamentalmente
para o reparo por recombinacao homoéloga (DOU et al., 2010). A acetilacdo também
foi recentemente descrita na RPA-1, especificamente na lisina 163 apés o dano
induzido por UV. Esta modificacdo aumenta a interacdo de RPA com a proteina de
reparo XPA e promove o reparo por excisdo de nucleotideos (HE; WANG; LIU, 2017,
ZHAO et al., 2017).

1.2 MOTIVACAO E OBJETIVOS GERAIS

Como mostrado na introducdo geral, a RPA é uma proteina chave no
metabolismo de DNA da célula eucaridtica. Além de proteger a fita simples de DNA,
esta proteina orquestra diversos processos importantes para integridade gendmica.
Como veremos adiante, a RPA de tripanossomatideos possui diferencas estruturais

relevantes quando comparada com a RPA de eucariotos modelo, gerando duvidas



em relagdo ao seu envolvimento nas diversas vias descritas em outros organismos.
Apesar de alguns trabalhos realizados em Leishmania e dados anteriores do nosso
grupo em T. cruzi apontarem um papel de RPA-1 na manutencdo dos telomeros,
aspectos fundamentais como a formacdo do complexo RPA, sua ligacdo ao DNA
simples fita e seu envolvimento nos diferentes processos do metabolismo do DNA
ainda sao obscuros em tripanossomas. Desta forma, neste trabalho buscamos
caracterizar e elucidar a participacdo de RPA nos mecanismos de replicacdo e
resposta a danos de DNA, bem como confirmar e analisar a sua alta afinidade pelo
DNA telomérico e sua interagdo com esta regido, sugerida em alguns experimentos

durante o meu trabalho de mestrado.

Desta forma, nossos objetivos gerais sao:

- Caracterizar o complexo RPA e seu envolvimento nos processos celulares e no
metabolismo de DNA.
- Aprofundar o0 entendimento da interacdo RPA-telbmero em

tripanossomatideos.

1.3 ORGANIZACAO DA TESE

Para facilitar a compreensédo do leitor, este trabalho foi dividido em quatro
capitulos. Neste primeiro, introduzimos o trabalho de forma geral e apresentamos
seus objetivos. Os dois capitulos seguintes sao compostos por uma pequena
introducdo especifica, metodologia e resultados. No segundo capitulo, buscamos
caracterizar de forma geral o complexo RPA por varias abordagens, utilizando os
parasitos T. cruzi e T. brucei. No terceiro capitulo, buscamos aprofundar a
compreensao da interessante relacdo de RPA com o DNA telomérico em T. cruzi. O
quarto capitulo consiste em uma discussao geral de todos os resultados produzidos
e consideracfes finais. Segue-se entdo a bibliografia contendo as referéncias

utilizadas neste trabalho e anexos.



4.2 Consideracgdes finais

Iniciamos este trabalho com basicamente nenhuma informacé&o sobre o
complexo RPA em tripanossomatideos patogénicos. As poucas informacoes
existentes na literatura foram produzidas apenas em Leishmania, focados
principalmente na interagdo de RPA-1 com teldmeros. A subunidade RPA-2 nunca
havia sido caracterizada e a existéncia de RPA-3 era uma questao aberta. Além
disso, trabalhos enderecando o complexo RPA em T. cruzi e T. brucei ndo foram
encontrados. A figura 4.2 sumariza 0s avan¢os obtidos com a realizacdo deste
trabalho. Através de um grande conjunto de experimentos, pudemos evidenciar que
assim como em outros eucariotos, RPA de tripanossomatideos forma complexo e
participa de processos convencionais do metabolismo de DNA como replicacdo e
resposta a danos. Apesar desta conservacdo de funcdo, as modificacbes pos-
traducionais encontradas sugerem que a regulacdo de RPA em tripanossomatideos
ocorre de forma diferente do descrito para leveduras e mamiferos. Além disso, a
identificacdo de proteinas parceiras de RPA levantou possibilidades de envolvimento
desta proteina em diferentes processos como o metabolismo de RNA e organizacéo
da cromatina. A identificacdo de uma nova proteina RPA-like interagindo com RPA-2
abriu uma nova perspectiva para este complexo em tripanossomas, com a possivel
formacdo de multiplos complexos RPA nestes organismos. Apesar de dados
adicionais serem necessarios para o preciso enderecamento da funcédo desta nova
proteina identificada, ela se mostrou importante para a estabilidade genbémica e
correta progressado do ciclo celular. Em outra frente do trabalho, conseguimos
identificar o processo de exportacdo nuclear do complexo RPA de forma ciclo de
vida dependente, nunca descrito na literatura para nenhum organismo. Por fim,
realizamos experimentos que confirmaram a alta afinidade de RPA de T. cruzi pelo
DNA telomérico, co-localizacdo com teldmeros em diversas fases do ciclo celular e
interacéo diferencial de RPA-1 com esta regido, evidenciada pelas mudancas na
estutura secundaria desta proteina na interacdo especifica com a sequéncia
telomérica.

Todos estes resultados em conjunto demonstram que a RPA de
tripanossomatideos é uma proteina multifuncional, que apresenta diversas
caracteristicas Unicas quando comparadas as RPA de eucariotos modelo. Portanto,

o aprofundamento do estudo deste complexo nestes organismos pode vir a revelar



vias especificas e ainda desconhecidas, que foram selecionadas ao longo de
milhares de anos de evolugdo para orquestrar o peculiar metabolismo de DNA

destes parasitos.
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Figura 4.2 Resumo dos avancos alcancados neste projeto em relacdo ao complexo RPA de
tripansosomatideos. No inicio deste trabalho, diversas lacunas existiam em relacdo ao complexo
RPA de tripanossomatideos. As setas sumarizam os avang¢os obtidos neste trabalho.
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