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RESUMO

A leishmaniose é um espectro de doencas causadas por parasitos do género Leishmania, que
afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. Durante a infeccdo, os parasitos usam diferentes
estratégias para sobreviver as defesas do hospedeiro, incluindo superar a exposi¢cao intensa a
espécies reativas de oxigénio (ROS), principais responsaveis por causar danos no DNA, sobretudo
nos teldmeros, induzindo instabilidade gendmica, senescéncia e morte celular. Teldbmeros sédo
estruturas nos terminais dos cromossomos compostos por sequéncias de DNA repetitivas e
proteinas, cuja func@o é proteger as extremidades dos cromossomos, evitando fusdes terminais e
degradacdo nucleolitica. Neste trabalho nds induzimos estresse oxidativo agudo em formas
promastigotas de L. amazonensis através do tratamento com 2 mM de perdxido de hidrogénio (H,0,)
por 1h, o qual foi capaz de aumentar os niveis de ROS intracelular, como demonstrado pela reagéo
utilizando CM-H,DCFDA. Além disso, o estresse oxidativo induziu danos no DNA, como mostrado por
analise gquantitativa de 8-oxodG e nucleos positivos para o ensaio TUNEL. Observamos também,
através de parametros qualitativos e quantitativos (Southern blot, telomere-PCR e flow-FISH), que o
estresse oxidativo, assim como em mamiferos, induziu encurtamento dos teldbmeros. Analisando a co-
localizagdo e interagdo proteina:DNA por FISH-IIF e ensaios ChIP, foi possivel demostrar que o
estresse oxidativo causou erosao da extremidade 3'G overhang, fazendo com que a proteina LaRPA-
1 perdesse seu sitio de interacdo nos telomeros. Além disso, pudemos observar uma maior afinidade
de LaRPA-1 para com a fita telomérica rica em C, nesse caso uma regido de simples-fita gerada
dentro da dupla fita telomérica, provavelmente como consequéncia do reparo de DNA, sugerindo a
participagdo de LaRPA-1 na resposta a danos oxidativos. Por andlise de curvas de crescimento e
incorporacgdo de EdU, foi possivel observar que o estresse oxidativo induziu diminuigdo acentuada no
namero de parasitos em cultura, enquanto os sobreviventes continuaram proliferando e replicando
DNA. Observamos também que o estresse oxidativo agudo provocou arrest de ciclo celular na fase
G2/M em parte da populacédo em crescimento exponencial. Em conjunto, esses resultados sugerem a
presenca de um sistema muito eficiente de resposta a danos oxidativos no DNA telomérico, que

permite que os parasitos sobrevivam e repliqguem DNA mesmo apds um estresse agudo.

vii



viii



ABSTRACT

Leishmaniasis is a spectrum of diseases caused by parasites of the genus Leishmania that
affects million people around the world. During infection, parasites use different strategies to survive
host defenses including overcoming exposure to Reactive Oxygen Species (ROS), mainly responsible
for causing DNA damage, especially at telomeres which frequently results in genome instability,
senescence and cell death. Telomeres are chromosomes end termini structures composed by
repetitive DNA coupled with proteins whose function is to protect chromosome ends and avoid end-
fusion and nucleolytic degradation. In this work, we induced acute oxidative stress in promastigote
forms of Leishmania amazonensis by treating parasites with 2mM hydrogen peroxide (H,O,) for 1
hour, which was able to increase intracellular ROS levels, as demonstrated by CM-H,DCFDA reaction.
In addition, oxidative stress induced DNA damage, as confirmed by quantitative analysis of 8-oxodG
and TUNEL-positive nuclei. We have also observed using qualitative and quantitative parameters
(Southern blot, telomere-PCR and flow-FISH) that oxidative stress, as in mammals, induced telomere
shortening. Analysing the protein:DNA co-localization and interaction by FISH-IIF and ChIP assays, it
was possible to show that oxidative stress is able to induce erosion of the 3'G overhang, inducing a
displacement of LaRPA-1 from its telomeric interaction site. In addition, we observed an increase in
the affinity between LaRPA-1 and the telomeric C-rich strand, in this case, a single-strand region
inside the double-strand telomeric DNA generated probably as a consequence of DNA repair,
suggesting the participation of LaRPA-1 in oxidative DNA damage response. Analysis of growth
curves and EdU incorporation showed that oxidative stress induced a decrease in the number of
parasites in culture, while the survivors continued proliferating and replicating DNA. Moreover, as
result of acute oxidative stress, part of the parasites in exponential growth shows a G2/M cell cycle
arrest. Taken together, these results suggest the presence of a very efficient oxidative damage
response in the telomeres that allows parasites to survive and to replicate DNA even after acute

stress.
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DEDICATORIA

“Existem dois tipos de sofredores: aqueles que sofrem da falta de vida,
e os que sofrem da abundancia excessiva da vida. Quando se pensa
nisso, quase todo comportamento e atividade humana sao,
essencialmente, nada diferentes do comportamento animal. As mais
avancadas tecnologias e artefatos levam-nos, no maximo, ao nivel de
um super-chimpanzé. Na verdade, o hiato entre Platdo ou Nietzsche e o
humano mediano é maior do que o que ha entre o chimpanzé e o
humano mediano. O reino do verdadeiro espirito livre, o artista
verdadeiro, o santo, o filésofo, é raramente alcangado. Por que tao
poucos? Quais séo as barreiras que impedem as pessoas de
alcancarem, minimamente, o seu verdadeiro potencial? A resposta a
isso pode ser encontrada em outra pergunta, que é: Qual a

caracteristica humana mais universal? O medo ou a preguica?"

(Richard Linklater — Waking Life)
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1. Introducéo

Nosso grupo de pesquisa produziu dois capitulos de livros (DA SILVA et al., 2012; GIARDINI
et al., 2014) durante meu periodo de doutorado (janeiro de 2010 a agosto de 2014), os quais foram
utilizados, juntos a outras fontes bibliograficas, para elaboracédo deste topico. Os resumos, bem como

os titulos desses capitulos, encontram-se no tépico ‘anexos’ ao final deste manuscrito.

1.1 Leishmania e leishmaniose

O termo leishmaniose refere-se a um conjunto heterogéneo de doencas causadas pela
infeccdo de parasitos protozoéarios do género Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida e
familia Trypanossomatidae. Neste grupo estdo incluidos espécies de protozoarios unicelulares,
digenéticos (heteroxenos), encontrados nas formas promastigotas, aderidas ao trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados ou flageladas livres, e amastigotas, sem flagelo livre, parasita intracelular
gue vive no interior de células do sistema fagocitario mononuclear do hospedeiro vertebrado. A
reproducdo ocorre por divisdo binaria simples em ambos os hospedeiros. Os hospedeiros
vertebrados incluem uma grande variedades de mamiferos, sendo mais comuns: roedores, canideos
e, sobretudo, humanos. Como hospedeiros invertebrados séo identificados, exclusivamente, fémeas
de insetos hematéfagos (flebotomineos), da familia Psychodidae e género Lutzomyia (conhecidos
como mosquito palha no Brasil). A transmissdo ocorre através da picada do inseto infectado, no
momento da hematofagia (REY, 2001; NEVES, et al. 2005). Em humanos, os parasitos também
podem ser transmitidos diretamente, de pessoa a pessoa, através do compartiihamento de agulhas
infectadas, que muitas vezes é o caso da co-infeccdo Leishmania/HIV (WHO, 2014).

A doenca em humanos pode se apresentar sob quatro formas clinicas, dependendo da

espécie parasitaria e do sistema imune celular do paciente: Leishmaniose cutanea, que provoca

lesbes na pele, principalmente no rosto, bragos e pernas. Embora nesta forma haja uma tendéncia de
cura espontanea, ela pode criar graves lesfes e deixar cicatrizes permanentes. ApGs a recuperagao

ou tratamento bem sucedido, geralmente induz imunidade a re-infec¢@o pela espécie de Leishmania

gue causou a doenca. Leishmaniose cutanea difusa, que é uma forma clinica de dificil tratamento,
caracterizando-se pela presenca de lesfes difusas ndo-ulceradas por toda a pele que se assemelham
a lepra e ndo curam espontaneamente. Esta forma esta especialmente relacionada a uma deficiéncia

do sistema imunolégico do paciente. Leishmaniose cutdneo-mucosa, também conhecida por

‘espundia’ na América do Sul, é caracterizada por lesdes destrutivas secundarias envolvendo
mucosas e cartilagens. Causa graves lesdes que podem desfigurar o rosto do paciente, destruindo as

membranas mucosas do nariz, boca e garganta. Leishmaniose visceral, também conhecida como

‘calazar’, é caracterizada por febre irregular, perda de peso, inchaco do figado e do baco e anemia. E

a forma mais grave da leishmaniose e geralmente é fatal se ndo tratada. O periodo de incubacgéo



pode ser de meses ou anos e, ao contrario das formas cutaneas de leishmaniose, envolve os 6rgaos
internos (WHO, 2014).

As leishmanioses sdo comuns em regides tropicais e estimativas indicam que essa doenca
aflige 12 milhdes de pessoas, com 350 milhdes de individuos em situagdo de risco. A ocorréncia de 2
milhdes de novos casos e 70.000 mortes por ano evidenciam a importancia epidemioldgica desta
zoonose, e a ocorréncia endémica em 88 paises, dos quais 16 sdo desenvolvidos e 72 estdo em
desenvolvimento, demonstra uma relacdo entre fatores socioecondmicos e incidéncia desta
parasitose (WHO, 2014). No Brasil, a doenc¢a € considerada primariamente como uma zoonose com
envolvimento secundario de seres humanos e ocorre em todas as regibes do pais com
predominancia de casos nas regides Norte e Nordeste. O parasito alvo deste estudo é a L.
amazonensis, agente causal da leishmaniose cutanea e cutanea difusa no Brasil, porém, em algumas
regides, este parasito aparece como agente causal de todo o espectro da leishmaniose (BARRAL et
al., 1991).

A prevengcdo e um controle eficaz das leishmanioses apresentam dificuldades em todo o
mundo, pois as medidas que sdo empregadas para a redugéo da transmisséo, o controle dos vetores
e o tratamento farmacologico da infecgédo induzem o aparecimento de parasitos e vetores resistentes
(JOHNSTON et al., 1999). Além disso, as principais drogas utilizadas no tratamento das
leishmanioses (compostos antimoniais pentavalentes e diferentes formulagdes da anfotericina B) séo
consideradas eficazes, porém suas desvantagens incluem alta toxicidade, terapias prolongadas,
baixa eficacia em algumas situacdes, administracdo parenteral e alto custo, como no caso da
anfotericina B (HERWALDT, 1999; MURRAY et al., 2005).

Outro ponto é que as leishmanioses se comportam como uma das infec¢Bes oportunistas que
acometem individuos infectados pelo virus HIV. O aparecimento do primeiro caso de co-infecgdo com
o HIV em 1985 e a evolucdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida para uma situacdo de
pandemia mudaram a histéria natural das leishmanioses devido a grande sobreposicdo
epidemioldgica das duas doencas. A co-infecgdo com o virus HIV diminui a resposta a terapias e leva
a aumentos nas probabilidades de relapso e de progresso para a forma visceral. Concomitantemente,
a leishmaniose visceral acelera o progresso clinico do HIV j& que ambas as doencgas afetam as
células do sistema imunologico (WHO, 2014).

Por esses motivos, um maior conhecimento sobre a biologia celular e molecular destes
protozoarios poderd facilitar o descobrimento de novos alvos parasito-especificos para o

desenvolvimento de vacinas e drogas eficazes para o tratamento e possivel erradicacdo da doenca.

1.2 Ciclo biol6gico dos parasitos do género Leishmania
Os parasitos do género Leishmania sdo caracterizados pela presenga do cinetoplasto, uma

organela especial rica em DNA mitocondrial (kDNA) que apresenta morfologia fusiforme (SIMPSON,
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1987). Esses parasitos possuem duas formas morfoldgicas: promastigotas e amastigotas. As formas
promastigotas (ou flageladas) séo consideradas infectivas e proliferam dentro do sistema digestivo do
inseto vetor onde evitam expulsdo por adesao a parede do intestino do mesmo. Neste ambiente, 0s
promastigotas prociclicos diferenciam-se em promastigotas metaciclicos, cessam o processo de
divisdo celular e migram para as partes bucais do inseto, que as injeta no hospedeiro durante a
hematofagia (BASU e RAY, 2005).

Ap6s a infeccdo, ocorre a internalizacdo do parasito através da endocitose mediada por
receptores na superficie de células do sistema fagocitario mononuclear, predominantemente
macréfagos e, logo em seguida, 0os promastigotas metaciclicos transformam-se rapidamente em
formas amastigotas, de formado esférico e flagelo curto, capazes de se desenvolver e multiplicar no
meio acido encontrado no vacuolo digestivo (NEVES, 2005). Com a intensa multiplicagdo, ocorre a
lise da célula hospedeira, liberando os parasitos que voltam a infectar novas células do sistema
fagocitario mononuclear. O ciclo se completa quando um mosquito flebotomineo nado infectado
alimenta-se do sangue de um hospedeiro infectado e as formas amastigotas voltam a se diferenciar
em promastigotas no intestino do inseto (BASU e RAY, 2005; OLIVIER et al., 2005; LANG et al.,
2009). A figura 1 apresenta uma ilustracdo simplificada do ciclo bioldgico de Leishmania

amazonensis.
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Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania amazonensis. Nessa imagem o hospedeiro vertebrado esta sendo
representando pelo homem enquanto o invertebrado pelo mosquito-palha. Extraido de DA SILVA et al., 2012.

Deste modo, a investigacao e conhecimento sobre os processos biolégicos que permitem que
0s parasitos se desenvolvam e se multipliqguem em ambientes tdo hostis quanto o vacuolo digestivo e

o trato digestivo do inseto vetor é uma area atrativa e de fundamental importancia para o

desenvolvimento de estratégias anti-parasitarias.

1.3 Biologia molecular dos parasitos do género Leishmania

Parasitos do género Leishmania sdo organismos dipldides, assexuados, cujo genoma difere
dos genomas tipicos de eucariotos. Seu genoma nuclear contém aproximadamente 70 Mb que,
dependendo da espécie, sao organizados em 34 a 36 cromossomos lineares que variam de tamanho
entre 0,35 e 3,0 Mb. A condensacao cromossémica durante o ciclo mitético ndo é observavel,
dificultando assim quaisquer tipos de analises citogenéticas (WINCKER et al., 1996; JOHNSTON et
al., 1999; IVENS et al., 2005). Em condicbes de estresse nutricional ou selecdo por drogas,
Leishmania spp. podem amplificar segmentos especificos do genoma e transforma-los em
minicromossomos. Apesar disso, 0os genomas das espécies do género Leishmania sdo muito
similares entre si e estdo organizados em &reas centrais bem conservadas com polimorfismos
concentrados nas extremidades dos cromossomos (STILES et al., 1999). Os genes de Leishmania
nao apresentam introns e sao transcritos em grupos gerando RNAs precursores policistrénicos,
fenbmeno comum em protozodrios da ordem Kinetoplastida. O processamento envolve o acréscimo,
por trans-splicing, de miniéxons com CAP 7-Metilguanosina na extremidade 5 de RNAs em
maturacdo e adicdo de cauda poli-A, gerando assim mRNAs maduros. Devido a auséncia de
promotores génicos individuais tipicos, estima-se que a regulagdo génica em Leishmania ocorra
principalmente em nivel pés-transcricional (STILES et al., 1999). Recentemente foi demonstrado que
sitios de transcricdo policistronicos estao localizados proximos a histonas H3 acetiladas, indicando
gue este processo possa ser um tipo geral de regulacdo da transcricio em Leishmania major
(THOMAS et al., 2009).

O genoma mitocondrial estd contido no cinetoplasto, recebendo o nome de kDNA e
representando a informac&o genética mitocondrial desses parasitos. E constituido por maxicirculos e
minicirculos, que sao moléculas que se concatenam formando uma rede compacta com replicacdo
aparentemente autbnoma. Essas moléculas contém ao menos uma regido conservada de 120 a 150
pares de base, razoavelmente homogénea entre o0s representantes de um mesmo género. Os
maxicirculos codificam rRNA e mRNA de proteinas mitocondriais. Os minicirculos representam 95%

da massa de kDNA, servem como molde para a transcricdo dos maxicirculos e sdo bons substratos



para sondas moleculares (SIMPSON et al.,, 1987; DEGRAVE et al.,, 1994, PASSOS-SILVA et al.,
2010).

O recente sequenciamento dos genomas de Leishmania infantum e de Leishmania
brasiliensis, mostrou que a composicdo genética dessas duas espécies apresenta poucas diferencas
guando comparado ao genoma de Leishmania major (IVENS et al., 2005; PEACOCK et al., 2007).
Deste modo, pode-se concluir que poucos genes do parasita sdo importantes para determinar qual a
forma clinica da leishmaniose serd desenvolvida apés a infeccdo. Além disso, talvez o genoma do

infectado tenha um papel importante nas manifestagdes clinicas da doenca (PEACOCK et al., 2007).

1.4 O estresse oxidativo e 0 mecanismo de detoxificacao peculiar dos Tripanossomatideos

Dentre todas as situagdes de estresse que podem afetar drasticamente uma célula e/ou
organismo unicelular devemos chamar a atencdo para o estresse oxidativo, o qual ocorre de maneira
muito frequente no ambiente intracelular, mesmo em situagdes naturais. Podemos definir estresse
oxidativo como uma condig&o bioldgica em que ocorre desequilibrio entre a producéo de ROS e a sua
desintoxicacdo através de sistemas biologicos que as removam ou reparem 0s danos por elas
causados (SIES, 1985). Todos os organismos vivos possuem um ambiente intracelular de natureza
redutora, existindo um equilibrio entre as formas oxidada e reduzida de varias moléculas, equilibrio
esse mantido por enzimas a custa de energia metabolica. Perturbacdes neste equilibrio redox podem
provocar a producdo de peréxidos e radicais livres que danificam todos os componentes celulares,
incluindo proteinas, lipidos e sobretudo o DNA (SIES, 1985; VALKO et al., 2005). Em mamiferos, a
remocdo e manutengao dos niveis de ROS intracelular dependem da acéo integrada de um sistema
de antioxidantes enzimaticos, dentre os quais podemos citar superéxidos desmutases (SOD),
catalases e glutationa peroxidases (VALKO et al., 2005).

Em Leishmania, bem como nos protozoarios tripanosomatideos, a remocdo de ROS,
peroxidos toxicos e a manutencao do nivel de tiol intracelular sdo fundamentais para as reacdes de
oxido-reducdo e dependem de um sistema constituido por uma enzima peculiar denominada
tripanotiona. Esta enzima é um conjugado entre uma molécula de espermidina e duas moléculas de
glutationa, sendo Unica e exclusiva dos tripanossomatideos, 0 que 0s torna particularmente
vulneraveis se por ventura esta enzima for bloqueada (HEBY et al., 2007; FAIRLAMB e CERAMI,
1992).

Normalmente uma célula é capaz de superar os efeitos nefastos do estresse oxidativo se as
perturbagBes no equilibrio redox forem pequenas, restabelecendo o equilibrio normal intracelular,
mas perturbacées de maior escala podem levar a apoptose e morte celular (LENNON e al., 1991).
Em Leishmania sp., embora saibamos que o estresse oxidativo induzido por diferentes concentragoes
de H,O, leve a perda da motilidade e fragmentacdo do DNA, semelhante a apoptose dos

metazodrios, ainda ndo conhecemos exatamente seus mecanismos de indugdo de morte celular, bem
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como se parte da populacdo consegue superar esse tipo de estresse devido a presenca desse
eficiente sistema de detoxificagdo composto principalmente pela tripanotiona (DAS et al, 2001;
FUERTES et al., 2008).

1.5 Mecanismos de reparo frente a situacdes de estresse (énfase no estresse oxidativo)

Diferentes situacbes de estresse como, por exemplo, choque térmico, exposicdo a agentes
guimicos, radiacdo ultravioleta e estresse oxidativo causado por ROS podem causar danos em
diversos componentes celulares, principalmente no mais sensivel e importante deles, o DNA.

Em humanos, a exposicdo a diferentes concentracdes de perédxido de hidrogénio (H,O,) e
niveis variados de radiacdo ultravioleta causam o encurtamento rapido dos teldbmeros (regido mais
sensivel a estresse oxidativo), que por sua vez induz o processo de apoptose (OPRESKO et al.,
2005; DUAN et al., 2005; RAMIREZ et al., 2003). Em Leishmania, como ja citado, também ocorre
inducdo de um processo semelhante a apoptose quando as mesmas sdo submetidas a estresses
causados por ROS, RNI e ROI (WILSON et al., 1994; DAS et al., 2001; MURRAY e NATHAN, 1999).

Com intuito de corrigir estes efeitos deletérios e manter uma baixa taxa de mutacdo
espontanea, as células vivas desenvolveram uma série de sistemas enziméticos que reparam o dano
ao DNA. Existem diferentes tipos de danos ao DNA e os sistemas de reparo podem agir de diversas
maneiras, as quais podemos citar: a) reversao direta do DNA danificado (através da acdo de
enzimas, como por exemplo a fotoliase), b) sistema de reparo dependente de homologia (reparo por
excisdo de base (BER), reparo por excisdo de nucleotideo (NER), reparo de mal pareamento ou
Mismatch (MMR) e reparo poOs-replicacdo) e c) reparo de quebras bifilamentares (juncdo de pontas
ndao homélogas e recombinacdo homologa) (GRIFFITHS et al., 2007). Esses sistemas de reparo sao
compostos por proteinas especializadas e enzimas que reconhecem danos a dupla-fita (como o
complexo MRE11, proteinas do complexo Rad50, proteinas Ku70 e Ku80) e simples fita (interacbes
entre a proteina RPA e endonucleases/exonucleases) (BRESSAN et al., 1999; KOWALCZYKOWSKI,
2000; LOMBARD et al., 2005).

Devemos chamar a atencdo em especial para o reparo a danos oxidativos no DNA. Para lidar
com esse tipo de dano alguns mecanismos intrincados com a finalidade de detectar e,
posteriormente, reparar tais danos foram selecionados evolutivamente nas células eucarioticas. NER
e BER séo as duas principais vias responsaveis pelo reparo da maioria das lesées no DNA induzida
por ROS. NER é um complexo mecanismo composto por multiplas etapas, podendo atuar no reparo
do DNA quando ele é danificado por ROS, criando uma grande distor¢cdo estrutural nessa molécula.
Essencialmente, o NER envolve seis etapas principais: (i) o reconhecimento especifico da base no
DNA madificada por oxidacdo, como por exemplo 8-0xo-dG, mediada pela acdo de fatores de reparo
XP, XPA, XPC, protéina RPA, e recrutamento do fator de reparo/transcricdo TFIIH, o qual contém

seis polipeptieos (XPB, XPD, XPG, and XPF-ERCCL1 ) essenciais para esse processo de reparo; (i) o
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desenrolamento do DNA em torno do local danificado mediado pelas helicases XPB e XPD; (iii)
incisdes duplas delimitando o dano. Nesta fase, as subunidades XPG e XPF-ERCC1 sé&o
responsaveis pelas incisées 3’ e 5, respectivamente. (iv) remog¢édo subsequente do DNA danificado;
(v) a sintese de reparo para prencher o gap resultante através da acao de RPC, PCNA e DNA
polimerases utilizando a outra fita como molde, e por fim (vi), a ligacé@o da fita recém-sintetizada pela
DNA-ligase (Brierley and Martin, 2013 e figura 2B).

BER é uma versdo mais simples do NER, sendo um modo de reparo operacional que age
quando o dano oxidativo esta restrito a apenas uma base. BER é essencialmente composto por
quatro etapas e pode ser dividido em duas subvias: o short-patch e long-patch. Na via long-patch, até
13 nucleotideos podem ser removidos e inseridos, enquanto que no short-patch envolve, na maioria
das vezes, o preenchimento de um gap de nucleotideo Unico. Focando na via short-patch, no primeiro
passo, a base no DNA modificada por oxidagdo (como por exemplo 8-oxo-dG) é especificamente
reconhecida e clivada por uma DNA glicosilase apropriada, como por exemplo OGG1l. Ao mesmo
tempo, a AP endonuclease se liga ao lado 5 da base para cortar a fita. Depois disso, a DNA
polimerase B preenche o gap de um nucleotideo e também libera o deoxyribose-fosfato (dRp) na
porcao 5. Consequentemente, a DNA-ligase lll/complexo XRCC1 chega ao local em que DNA ligase
lll sela o corte e a DNA polimerase B se dissocia do local. XRCC1 e DNA ligase Il sdo entdo
liberadas, deixando o DNA reparado (Brierley and Martin, 2013 e figura 2A).

Além de BER e NER, a complexa via MMR também tem mostrado desempenhar um papel
importante na prevencdo de mutacdes associadas com a lesdo oxidativa do DNA, 8-oxo-dG. De
maneira simplificada, a via MMR eucariética pode ser divida em dois grandes componentes, ambos
funcionando como complexos heterodiméricos, com nomes originarios de seus ortélogos em E.coli:
MutS e MutL. MutS é composto basicamente pelos componentes MSH2, MSH3 e MSH6, enquanto
MutL é composto por MLH1 e proteinas PMS1 e 2. Apés instaurada a lesdo oxidativa, MutS tem a
capacidade de detectar a(s) base(s) oxidada(s) no DNA recrutando o complexo MutL. No modelo
mais comum (chamado slinding-clamp), o complexo MutS/MutL deixam o local danificado e deslizam
ao longo da dupla hélice de DNA para, eventualmente, encontrar um gap simples-fita ligado pelas
proteinas acessoérias PCNA e RFC. Esse encontro desloca RFC e permite 0 acesso de Exol ao DNA,
degradando segmentos de até 250 nt em torno da ledo oxidativa, antes de ser inativado por MutL. O
DNA oxidado é entéo retirado, seguido pela sintese de uma nova fita pela DNA polimerase. Por fim, a
nova fita de DNA ¢é ligada a cadeia ja existente por uma DNA ligase (Brierley and Martin, 2013 e
figura 2C). Vale a pena ressaltar que o complexo heterotrimérico ligante de DNA simples-fita
chamado RPA j& foi demonstrado participando ativamente em cada uma dessas trés vias NER, BER
e MMR (Ogi et al., 2010; DeMott et al., 1998; Guo et al., 2006).

Com isso, fica evidente que a capacidade de resistir a estresses ambientais é de extrema

importancia para todos os organismos, sendo ainda mais importante para aqueles causadores de
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infeccdes, a julgar pela variacdo ambiental abrupta que esses organismos tém que suportar durante

seu ciclo de desenvolvimento.
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Figura 2. Representacao esquematica das principais vias envolvidas no reparo a danos oxidativos no
DNA. A. Reparo por Excisdo de Bases (BER). B. Reparo por excisdo de nucleotideos (NER). C. Reparo por
mal-pareamento ou Mismatch (MMR). A descricao detalhada de cada esquema esta descrito no texto. Extraido
de Brierley and Martin, 2013.

1.6 Caracteristicas gerais dos telomeros

Uma possivel estratégia para se estudar a biologia molecular de Leishmania é através dos
teldmeros e controle de sua manutencédo. Telémeros sdo complexos de proteina-DNA localizados nas
extremidades dos cromossomos. Entre suas principais funcfes destaca-se a protecdo dos terminais
cromossdmicos, impedindo a fusdo destes e a degradacdo cromosssémica pela maquinaria de reparo
(BLACKBURN, 1990). Consistem em sequéncias repetidas em tandem (no caso dos mamiferos e
Leishmania sdo do tipo 5 TTAGGG 3’), terminando em uma protrusdo 3' simples fita denominada 3'
G-overhang, que € substrato para a elongacdo dos teldmeros pela enzima telomerase e para a
interacdo de proteinas teloméricas envolvidas na manutencdo do tamanho e protecao dos terminais
cromossdmicos (KLOBUTCHER et al., 1981; BLACKBURN, 2001; SMOGORZEWSKA e DE LANGE,
2004; LIRA et al., 2007a). Em humanos, leveduras, protozoarios ciliados e Trypanosoma brucei foi
observado que esses terminais cromossémicos podem adquirir conformacdes em forma de lago (t-
loop) ou em forma de uma estrutura denominada G-quadruplex (“G-quartet” ou G4 DNA), as quais
parecem proteger os teldmeros da acdo da maquinaria de reparo da célula e impedir 0 acesso da
telomerase ao terminal dos cromossomos elongados (MUNOZ-JORDAN et al., 2001; TEIXEIRA e
GILSON, 2005; GILSON e GELI, 2007).

1.7 Composicao da cromatina telomérica (complexos shelterin e CST)

Associadas aos teldmeros e formando um grande complexo nucleoprotéico estdo inlUmeras
proteinas que coordenam a dindmica da estrutura telomérica. Tais proteinas constituem um complexo
protéico responsavel por manter a estabilidade do telébmero e também por regular o acesso da
telomerase (DMITRIEV et al., 2003; AUBERT e LANSDORP, 2008). Estes complexos protéicos sdo
dindmicos, podendo variar de acordo com o ciclo celular, idade da célula e estimulos externos
(STEWART e WEINBERG, 2002; SMOGORZEWSKA e DE LANGE, 2004). Proteinas teloméricas
podem ter associacdo direta ao DNA, a outras proteinas teloméricas, ou ainda ter associacdo a
outros fatores, como os que compdem a maquinaria de reparo a danos ao DNA. As funcdes destas
proteinas teloméricas variam, mas parecem estar associadas a regido do teldomero com a qual elas
interagem. Complexos protéicos que se associam a fita simples do DNA telomérico participam no
recrutamento da telomerase e influenciam a elongacdo telomérica. Por outro lado, complexos
protéicos que se associam a fita dupla estdo envolvidas na manutencdo do t-loop e regulam a
telomerase negativamente (DE LANGE, 2005; AUBERT e LANDSORP, 2008).
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Em mamiferos o complexo multiprotéico de interacdo ao DNA telomérico, inicialmente
denominado telossomo, € conhecido como shelterin, e recebeu esta denominacdo devido a sua
funcdo na protecdo ao DNA telomérico (shelter, em portugués: abrigo, lugar de refugio) (LIU, et al.
2004; DE LANGE, 2005). As proteinas que fazem parte do complexo shelterin possuem trés
caracteristicas basicas: sdo abundantes nos telébmeros, mas ndo se acumulam em outras partes da
célula, estdo presentes nos teldbmeros ao longo de todo o ciclo celular e tém funcéo limitada aos
teldmeros. Nao pertencer a shelterin, no entanto, ndo indica que a proteina ndo possua funcao
telomérica. Significa apenas que a proteina ndo apresenta alguma das caracteristicas citadas acima
(DE LANGE, 2005). A figura 3 apresenta uma representacao esquematica da dindmica de atuagao do

complexo shelterin em humanos.

T-loop (telédmero fechado)

@ @ @ @ @ L
A Shelterin B

TPP1 @ ®

TIN2 ®

Telomerase

(NI
[ITINI] pee

c N = ~ tem s
Forma replicativa (telémero aberto) ey

7 ppJ TppJ ) 2y ‘/

TINZ TIN2

G-strand

5'32 < m OK
' C-strand

Figura 3. Complexo Shelterin em humanos. A) O complexo shelterin em humanos é formado pelas proteinas
TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 e POTL1. B) Na forma de t-loop (telémero fechado) ou forma n&o-replicativa, as
proteinas TPP1 e POT1 formam um complexo com o DNA telomérico via TIN2 e TRF1/2 e a telomerase tem
seu acesso bloqueado aos telémeros. C) Na forma replicativa (teldbmero aberto), o complexo TPP1/POT1
recruta e estimula a atividade enzimatica da telomerase em telémeros curtos (Adaptado de GIARDINI et. al.,
2014).

Recentemente, foi demosntrada a existéncia de outro complexo telomérico semelhante ao
complexo CST, identificado primeiramente em linhagens de Saccharomyces cerevisiae, denominado

CST-like em vertebrados, mamiferos, fungos filamentosos e plantas. Em leveduras de brotamento,
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CST é um complexo heterotrimérico constituido pelas proteinas Cdcl13, Stnl e Tenl, que se associa
a fita telomérica rica em G, mais precisamente na porc¢éo telomérica 3'G overhang e tem a funcéo de
modular a funcdo da telomerase e da maquinaria de replicagdo de DNA, participando assim da
replicacdo nos terminais dos cromossomos (PENNOCK et al., 2001; GAO et al., 2007).

Nos complexos CST-like, ortlogos das proteinas Stnl e Tenl foram identificados, embora a
proteina que cumpre funcdo semelhante a Cdcl3 (denominada proteina Ctcl), ndo compartilhe
similaridade de sequéncia com Cdcl3. As proteinas de ambos complexos, CST de S. cerevisiae
(ScCST) e CST-like, apresentam dominios OB-fold envolvidos nas interagdes com a simples fita de
DNA (ssDNA) e com outras proteinas (CHEN et al.,, 2012). No entanto, o complexo CST-like em
humanos (hCST) apresenta fungdes ligeiramente diferentes quando comparado ao ScCST, como por
exemplo: proteger os teldmeros contra a inducdo de uma resposta a danos no DNA, estimular a DNA
pol a aumentando sua afinidade com o DNA molde e, finalizando a atividade da telomerase, como
recentemente descrito (CASTEEL et al., 2009; MIYAKE et al., 2009; CHEN et al., 2012;). Além disso,
o complexo CST de mamiferos se liga especificamente a por¢cao telomérica 3'G overhang de um
modo dependente de tamanho e se liga a por¢bes de ssDNA maiores do que 50 nt de forma
independente de sequéncia (WAN et al.,, 2009; CHEN et al., 2012; MIYAKE et al., 2009). Em
mamiferos, a ligacdo de CST ao ssDNA telomérico requer o complexo heterotrimérico intacto, uma
vez que os componentes CST nao tem atividade de ligacdo ao DNA de forma independente (CHEN et
al., 2013). Esta é uma grande diferenca quando comparado ao ScCST, onde Cdc13 pode se ligar ao
3'G overhang na auséncia dos seus parceiros, principalmente para mediar o recrutamento de
telomerase (PENNOCK et al., 2001; BIANCHI et al., 2004; GIRAUD-PANIS et al., 2010).

Quando comparamos o complexo CST com o complexo shelterin, a visdo predominante € que
estes dois teldomeros distintos evoluiram de forma independente, shelterin em vertebrados e CST em
leveduras, mas descobertas recentes levantaram novas questfes sobre a composi¢do dos telébmeros
e seus mecanismos de regulacdo em eucariotos. Estudos envolvendo hCST mostraram que a
eliminacéo da porgéo C-terminal de Ctcl elimina sua interagdo com Stnl e consequente associacao
com os teldbmeros (CHEN et al., 2012; CHEN et al., 2013). Além disso, a eliminagédo do 3'G overhang
telomérico, o qual é sitio de interacdo para os componentes shelterin POT1-TPP1 aumenta a
associacdo de hCST com os teldbmeros, sugerindo que os dois complexos competem pela ligacdo do
3'G overhang (CHEN et al.,, 2012). Além das interagBes entre hCST e o DNA telomérico, as
interacbes entre as proteinas POT1-TPP1 e o hCST podem regular 0 acesso aos telébmeros de
ambos os complexos, evidenciando uma relagdo intima entre o complexo CST e 0s componentes
shelterin POT1-TPP1 (WAN et al., 2009; CHEN et al., 2013).

O ponto mais curioso sobre o complexo CST é a sua alta similaridade com um outro complexo
de proteinas denominado RPA, cujo homologo em L. amazonensis (LaRPA-1) é alvo deste trabalho.

Como veremos mais adiante, RPA é um complexo heterotrimérico que se liga a ssDNA através de
12



uma série de dominios OB-fold, sendo essencial em varios processos do metabolismo de DNA como
por exemplo replicacdo, reparo, recombinacdo homoéloga e manutencéo dos teldomeros (LONGHESE
et al.,, 1994, WOLD, 1997, SMITH et al., 2000, SAKAGUCHI et al., 2008). Estudos genéticos e
estruturais recentes revelaram que os componentes de ScCST contém dominios OB-fold organizados
de forma muito semelhante ao complexo RPA, sugerindo que ScCST é mais estreitamente
relacionado com RPA do que aos componentes shelterin POT1-TPP1, mesmo que ambos tenham
preferéncia por interagir com a ssDNA (SAKAGUCHI et al., 2008; SUN et al., 2009).

Outro ponto curioso é que, em humanos, POT1-TPP1 ndo tem a capacidade de impedir de
modo eficiente a interacdo de RPA com o ssDNA telomérico, sugerindo que estas proteinas
competem pela ligagdo ao 3’ overhang, assim como ocorre entre POT1-TPP1 e o complexo CST
(GIARDINI et al.,, 2014). Essa é mais uma evidéncia que sugere a grande proximidade entre o
complexo RPA e o complexo CST. Em conjunto, essas evidéncias sugerem que estes complexos sdo
muito conservados na escala filogenética e agem de forma orquestrada na manutengédo e promogao

da estabilidade dos teldmeros nos mais diversos organismos.

1.8 Fenbmenos biolégicos que causam encurtamento telomérico (telémeros disfuncionais)

Na maioria dos metazoarios, determinados tipos de células apresentam encurtamento natural
dos teldmeros, os quais podem se tornar disfuncionais durante o envelhecimento celular. Isto
acontece principalmente devido a perda da atividade da telomerase, como é o caso das células
somaticas humanas. Neste caso, quando os telémeros estdo criticamente curtos, uma resposta
celular é disparada sinalizando para a célula parar o ciclo celular e senescer. Esse processo indica
gue essas células atingiram seu limite de capacidade de proliferacdo, conhecido como limite de
Hayflick (GIARDINI et al., 2014).

A importancia de uma estrutura telomérica intacta é destacada pelo fato de que telémeros
disfuncionais formados por componentes mutantes da cromatina telomérica podem se recombinar ou
se fundir, levando a grandes rearranjos gendmicos. Um exemplo disto ocorre com a perda dos
componentes shelterin POT1 ou TRF2 o que leva a ativacdo de quinases de checkpoint ATR/ATM
nos teldbmeros, provocando diferentes respostas a danos ao DNA e uma grande variedade de
fenotipos celulares aberrantes (GIARDINI et al., 2014).

Teldmeros disfuncionais podem surgir também como consequéncia de outros mecanismos,
como por exemplo, mutagdes nos componentes da telomerase, delecdo de outros componentes dos
complexos teloméricos e estresse dos mais variados tipos. Em fibroblastos humanos constatou-se
que o estresse oxidativo induz perda de DNA telomérico e reduz bruscamente a interacdo dos
componentes shelterin TRF1 e TRF2, demonstrando que o dano oxidativo exerce efeito deletério nos
teldbmeros por perturbar a associacdo de proteinas responsaveis pela manutencdo dos mesmos

(OPRESKO et al., 2005; GIARDINI et al., 2014).
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Em tripanosomatideos (T. brucei), a delecao da telomerase causa encurtamento telomérico e
esse encurtamento, ou até mesmo a completa delegcdo dos telébmeros, ndo inibe a proliferacao
celular, embora induza a perda progressiva de DNA nas extremidades. Além disso, ndo ha parada do
ciclo celular, e os parasitos conseguem manter e segregar 0S Cromossomos com telémeros
danificados ou ausentes, indicando auséncia de checkpoint celular que ative outras maquinarias,
como a de reparo a danos no DNA (GLOVER et al., 2007). Estudos indicam que nestes parasitos a
manutengdo do comprimento telomérico é tamanho-dependente, assim como ocorre em S. cerevisiae
(HORN et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2004). Ou seja, teldomeros curtos séo estendidos mais
rapidamente do que teldbmeros normais, e quando esses teldmeros curtos se tornam longos, sua taxa
de extensdo declina (HORN et al., 2000). Isso ocorre, provavelmente, devido ao aumento ou
diminuico dos sitios de ligacao das protéinas teloméricas (e.g. componentes shelterin e/ou CST) que

controlam o recrutamento da holoenzima telomerase.

1.9 A proteina RPA e suas fun¢8es nos telémeros

Como ja mencionado anteriormente, a proteina ligante de DNA simples-fita RPA (Replication
Protein A) é bastante conservada na escala evolutiva entre os eucariotos. Na maioria deles, RPA é
composta por 3 subunidades (RPA-1, RPA-2 e RPA-3) que interagem formando um complexo
heterotrimérico, apresentando mdultiplas funcdes no metabolismo do DNA (LONGHESE et al., 1994,
WOLD, 1997, SMITH et al., 2000, SAKAGUCHI et al., 2008).

A proteina RPA-1 apresenta fungBes essenciais na manutengdo dos teldmeros de vérios
eucariotos, sobretudo a capacidade de recrutar a enzima telomerase (SMITH et al.,, 2000,
SCHRAMKE et al., 2004, KIBE et al., 2007, KOBAYASHI et al., 2010). Em leveduras, esta habilidade
€ mediada por sua interacdo com a proteina Estl, ativando a telomerase para telémeros curtos na
fase S do ciclo celular (SCHRAMKE et al., 2004). Em humanos, RPA aparece ocasionalmente nos
teldmeros durante a fase S do ciclo celular, levando-nos a especular se, em semelhanca as
leveduras, também existe uma interacdo direta entre as maquinarias de replicacdo e a maquinaria
telomérica (VERDUN e KARLSEDER, 2006; CHAI et al., 2006). Além disso, RPA também interfere na
regulagédo dos telémeros através de interagbes com outras proteinas. Ela é capaz de estimular a
atividade das helicases WRN (Wemer syndrome) e BLM (Bloom syndrome), encontradas em
complexos que promovem a desnaturagdo da dupla-fita telomérica recoberta com TRF2, sugerindo
que todas estas proteinas atuam em uma mesma via nos terminais cromossémicos (OPRESKO et al.,
2002). Em leveduras de fissdo mutantes para a proteina RPA, ocorre encurtamento gradual de
teldmeros. Quando esta mutacdo é combinada com outra no gene que codifica para o homadlogo de
TRF2 neste organismo (TAZ1l), observa-se rapida erosdo e instabilidade das extremidades
cromossdmicas (KIBE et al., 2007). Este mesmo fendtipo de instabilidade com perda abrupta dos

teldmeros é observado em mutantes duplos para o gene da POT1. Ja a superexpressao de POT1 no
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mutante de levedura para os genes de RPA e TAZ1 suprime a perda dos teldmeros, restabelecendo a
estabilidade telomérica, sugerindo alguma ligacdo entre o mecanismo de acdo de POT1 com as
proteinas RPA e TAZ1 (KIBE et al., 2007).

Em leveduras e humanos, pesquisadores demonstraram a participacdo de RPA em varias
magquinarias de reparo a danos ao DNA, como por exemplo MMR (MODRICH, 2006), NER
(BUSCHTA-HEDAYAT et al., 1999), BER (OTTERLEI et al., 1999) e reparo por recombinacdo
homoéloga (PARK et al., 1996; HAYS et al., 1998). A participacdo de RPA no reparo a danos ao DNA
causado por estresse oxidativo também ja foi evidenciada por outros autores (THERIOT, 2010;
HEGDE, 2013; BRIERLEY e MARTIN, 2013). Isso demonstra uma alta relacdo entre RPA e a

resposta a danos no DNA, sugerindo que o papel de RPA nessas maquinarias é essencial.

1.10 A composicédo da cromatina telomérica de L. amazonensis e a fungcdo de LaRPA-1

Em Leishmania amazonensis foi detectado a existéncia de trés complexos protéicos que se
associam in vitro ao DNA telomérico simples fita rico em G (FERNANDEZ et al., 2004). Em nosso
laborat6rio, além da enzima telomerase (LaTERT) e de seu componente RNA (LaTER), responséaveis
pela elongagéo dos terminais cromossdmicos, duas proteinas que compdem dois desses complexos
foram identificadas interagindo e co-localizando com os telémeros do parasita in vivo (GIARDINI et
al., 2006; LIRA et al., 2007b; SIQUEIRA-NETO et al., 2007; VASCONCELOS et al., submetido). Sdo
elas: a proteina LaRbp38 (Leishmania amazonensis RNA binding protein 38) e a proteina ligante de
DNA simples-fita alvo deste estudo, LaRPA-1 (FERNANDEZ et al., 2004). Também foram
identificadas proteinas que se associam in vitro e in vivo a dupla-fita telomérica, dentre as quais estéo
LaTBP1 (Leishmania amazonensis Telomere Binding Protein 1), LaRbp38 (LIRA et al., 2007b e
2007c) e LaTRF (Leishmania amazonensis TTAGGG Repeat Binding Factor) (DA SILVA et al., 2010).

A figura 4 apresenta o panorama atual da composicéo dos telémeros de Leishmania amazonensis.

LaTBP-1

5’ -GGGTTA. . . . GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3’
37 -CCCAAT.. LCTAS . .CCCAATCCCAATCCCAATCCC-5"

Figura 4. Panorama atual dos teldmeros de Leishmania. O DNA telomérico é composto por uma porcao
dupla-fita, formado pela repeticdo TTAGGG em tandem, seqiiéncias subteloméricas (LCTAS - Leishmania
Conserved Telomere Associated Sequences) e uma protrusdo 3" G-overhang. As formas coloridas representam
as proteinas ja identificadas interagindo com o DNA telomérico na forma de dupla fita: LaTRF, LaTBP1,
LaRBP38 e simples fita: LaRBP38, LaRPA-1 e a enzima telomerase (LaTERT) com seu componente RNA
intrinsico (LaTER) contendo o modelo reverso da sequéncia telomérica. Extraido de DA SILVA et al., 2012.
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Apesar de compartilhar caracteristicas estruturais com as RPA de outros eucariotos, as RPA-1
de varios protozodrios, incluindo LaRPA-1, ndo possuem o dominio RPA-70 N de interacdo com
proteinas da maquinaria de recombinagdo. A auséncia deste dominio na proteina LaRPA-1, no
entanto, ndo impede que ela participe da maquinaria de reparo a danos ao DNA, sobretudo quando
esse dano ocasiona quebra de DNA na forma de dupla fita, como ja foi mostrado por nosso grupo de
pesquisa (DA SILVEIRA et al., 2013).

Em contrapartida, LaRPA-1 e seus ort6logos em outros protozoarios apresentam 0s outros
trés dominios OB-fold caracteristicos de RPA-1, sendo denominados em humanos DBD-A, DBD-B e
DBD-C. O dominio OB-fold 1 (semelhante a DBD-A) de LaRPA-1, é o dominio de interacdo com o
ssDNA telomérico (WOLD, 1997; JACOBS et al., 1999; SIQUEIRA-NETO et al., 2007; DA SILVEIRA
et al., 2013).

Como ja mencionado anteriormente, ndao existem ortélogos a nhenhum dos componentes do
complexo CST ou CST-like, nem do componente shelterin POT1 nos genomas de Leishmania e de
outros tripanosomatideos (dados ndo mostrados). Cdc13 é exclusiva de leveduras, enquanto POT1 e
suas isoformas sd@o conservadas em praticamente todos os eucariotos (SHAKIROV et al., 2009).
Deste modo, a inexisténcia destas proteinas em Leishmania sugere que LaRPA-1 possa cumprir a
funcdo destas proteinas nos teldmeros do parasita. Além disso, como nos teldmeros de Leishmania
LaRPA-1 aparece isolada das outras duas subunidades, € possivel que ela desempenhe funcdes
exclusivas nos terminais dos cromossomos e que estas possam ser diferentes das descritas para as
RPA em outros eucariotos.

Para desvendar algumas das fun¢bes de LaRPA-1 em Leishmania amazonensis, estudamos a
dindmica de interaces dessa proteina em parasitos submetidos a estresse oxidativo agudo. Deste
modo, pretendemos entender se existe alguma relacdo entre a maquinaria telomérica e a eficiente
magquinaria de reparo a danos ao DNA nesses parasitos, uma vez que os teldomeros estédo entre as
regibes mais sensiveis a estresse oxidativo no genoma devido sua alta concentracao de guaninas e
presenga de sitios 5-GGG-3’ (KAWANISHI e OIKAWA, 2004; RICHTER e VON ZGLINICK, 2007).
Assim, um maior conhecimento das interacdes entre essa proteina e os telémeros, e sua dinamica de
atuacao frente a estresse oxidativo, auxiliara a compreenséo de possiveis alteragfes na composi¢ao
da maquinaria telomérica de Leishmania na presenca de agentes agressores durante seu ciclo de
desenvolvimento. Isto pode vir a facilitar a descoberta de novos alvos antiparasitarios e auxiliar
futuras estratégias para a erradicacdo das leishmanioses, j& que os teldmeros estdo diretamente

relacionados & manutencao cromossdmica e viabilidade celular.
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2. Objetivos
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral
Analisar a dindmica do DNA telomérico e da proteina LaRPA-1 em formas promastigotas de L.

amazonensis submetidas a estresse oxidativo agudo causado pelo tratamento com H,0..

2.2 Objetivos especificos

- Estipular a concentracdo ideal de H,O, que causa estresse oxidativo agudo nas formas
promastigotas de L. amazonensis;

- Analisar os possiveis efeitos no ambiente intracelular de L. amazonensis (sobretudo no DNA)
causado pelo estresse oxidativo agudo;

- Verificar se o estresse oxidativo agudo causa alteragbes no tamanho dos telémeros do
parasita, utilizando diferentes metodologias;

- Analisar as possiveis alteragdes na dinamica de interacdo da proteina LaRPA-1 com o DNA
telomérico e outras proteinas apos estresse oxidativo agudo;

- Analisar a proliferagdo dos parasitos submetidos ao estresse oxidativo por andlise do ciclo

celular, da replicagdo de DNA e do perfil de curvas de crescimento.
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3. Metodologia
3.1 Cultura de parasitos e curva de crescimento celular

Os parasitos da espécie Leishmania (L.) amazonensis, cepa MHOM/BR/73/M2269, na forma
promastigota, foram cultivados em fase mid-log de crescimento a 27°C em meio “199 (Earle)’
(Cultilab), pH 7.4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1X solucdo de antibibticos
com antimicético (penicilina/estreptomicina,Cultilab).

Para a curva de crescimento o cultivo celular foi iniciado na concentracdo de (1.10°
parasitos/mL) e o tratamento com 2mM H,0O, por 1h (estresse oxidativo) foi efetuado na fase
exponencial (~1.10" parasitos/mL).

3.2 Obtencéo da ICso para H,0, através do método de reducédo de MTT

Para determinacgéo da ICs, do H,O, para L. amazonensis foi utilizado o método colorimétrico
de reducdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MOSMANN,
1983). Este é um teste colorimétrico para a medicdo da atividade de enzimas que reduzem o corante
MTT para cristais de formazan, proporcionando uma coloracdo arroxeada, o que permite avaliar a
viabilidade e a proliferagéo das células, ja que a redugéo do corante ocorre na mitocondria de células
em proliferacao.

A concentracdo da solucdo estoque de H,O, (Dinémica) foi determinada através de
espectrometria a 240nm (1M Aysnm = 0,81). Culturas de 1ml contendo aproximadamente 1x10’
parasitos foram tratadas com concentracfes variadas de H,O, (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM,
1,0 mM, 2,0 mM e 3,0 mM) por 1 hora. Aliquotas das culturas (aprox. 2x10° parasitos) foram
centrifugadas 2.500 rpm por 5 minutos e as células foram ressuspensas em 200 pl de 0,3 mg/ml MTT
diluido em PBS 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM, KCIl, 10 mM Na,HPO,;, 2 mM KH,PO,, pH 7.4) e
incubadas em temperatura ambiente por 1,5 horas. Apés este periodo foi adicionado 200 ul de SDS
10% (em HCI 10 mM), as células foram homogeneizadas em agitador e incubadas por 15 minutos
para lise celular e completa dissolucdo dos cristais de formazan gerados pelas células vivas.
Amostras de 100 ul foram retiradas de cada tubo e depositadas em placas de ELISA com fundo em U
(Greiner Bio-one). A solucdo de MTT/sol de lise (v/v) foi utilizada como branco para as medidas
espectrofotométricas. Valores de absorbancia referentes a producdo de formazan foram medidos em
espectrofotbmetro (Multiskan EX, Labsystems) a 540nm. A ICs, foi definida como a concentragdo de
H,O, que inibiu a conversdo do MTT para cristais formazan em cerca de 50% dos parasitos nas
culturas testadas. Esse ensaio foi realizado em hexaplicata (6 experimentos independentes) para os
grupos controle e tratados com H,O,. Em paralelo ao ensaio MTT, foram retiradas amostras da

cultura e feitas contagens do nimero de parasitos em camera de Neubauer (dados ndo mostrados).
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3.3 Andlise do ROS intracelular utilizando citometria de fluxo

ApoOs determinacdo do 1Csg H,O, = 2,5 mM por 1lh, resolvemos trabalhar com uma
concentracdo de H,O, proxima a esse valor (2 mM por 1h) para provocar um estresse oxidativo
agudo nos parasitos. Para verificagdo do nivel de ROS intracelular, prosseguimos com o tratamento
com 2 mM de H,O, por 1h diretamente em culturas de L. amazonensis contendo aproximadamente
5x10’ parasitos/ml em fase mid log de crescimento. Em seguida os parasitos foram lavados duas
vezes com PBS 1X, separados em frascos contendo 3x10’ parasitos e ressuspensos em 2 uM do
reagente CM-H,DCFDA durante 30 min a 26 °C. Logo em seguida os parasitos foram lavados
novamente em PBS 1X e ressuspensos em meio de cultura M199 fresco por 20 min a 26 °C. Em
seguida os parasitos foram lavados em PBS 1X, fixados em formaldeido 1% durante 5 min e
analisados utilizando-se citometria de fluxo (BD - Accuri C6 flow cytometer) através da contagem de
10.000 células por amostra (Controle e 2 mM H,0,) e utilizagdo do programa BD Accuri C6 software
(BD Biosciences). As amostras foram quantificadas através de plotagens em histogramas (nimero de
eventos x FL1-Area) e os gréaficos de dispersao (SSC-Height x FSC-Area e FSC-Area x FSC-Height)
foram utilizados para remocdo de agregados inespecificos. Estes ensaios foram realizados em
colaboracdo com o laboratério do Prof. Dr. Sérgio Schenkman, Escola Paulista de Medicina,
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP).

3.4 Extracdo de DNA gendmico de L. amazonensis para ensaio HPLC/ECD

Culturas de L. amazonensis contendo aproximadamente 5x10° parasitos/ml em fase mid log
de crescimento foram tratadas nas diferentes condi¢des de estudo e para extracdo do DNA genbémico
foi utilizado o método caotropico Nal, como proporto por Wang et al., 1994, com algumas
modificagbes. Os parasitos foram centrifugados a 2000 g, lavados em tampdo PBS 1X e
ressuspensos em solugéo contendo 0,2M Tris, pH 8.0, 10mM EDTA, pH 8.0, 0,5% SDS, 50 pg/mL
proteinase K e 0,15 mM mesylato de deferoxamina. Essa mistura foi incubada por 12h a 37 °C com
agitacdo suave. Em seguida foi adicionado a solu¢cdo RNase A para concentragao final de 0,5 pg/pL.
Entdo a reacéo foi incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida essa solucéo foi centrifugada a 2000
g durante 10 min e a fase liquida foi recolhida e 1 mL de 7,6 M Nal foi adicionado a ela, seguindo-se
da adicdo de 1 mL de isopropanol 100%. O conteudo foi misturado por inversdo e o precipitado (DNA)
foi recolhido por centrifugac&do a 5000 g durante 15 min. Em seguida prosseguimos com a lavagem,
utilizando 1 mL de isopropanol 40% (v/v), seguido por 1 mL de etanol 70 % (v/v). O DNA foi ent&do
ressuspenso em 0,1 mM mesylato de deferoxamina. A concentragdo das amostras de DNA foi

estimada utilizando-se espectrofotdmetro a 260 nm.
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3.5 Hidrolise enzimatica das amostras de DNA extraido para ensaio HPLC/ECD

Para hidrolise de 100 pug de DNA, 2 uL de 1M de tampdao acetato de sodio (pH 5.0) e 1 U de
nuclease P1 foram adicionados as amostras, as quais foram incubadas a 37 °C por 30 min. Em
seguida 10 pL de 1M tampéo tris-HCI (pH 7.4), 100 mM de acetato de magnésio e 3 U de fosfatase
alcalina foram adicionados e as reacdes foram incubadas a 37 °C por 1h. Esse mesmo procedimento
foi aplicado para as amostras analisadas quanto a presenca de 8-oxodGuo e também para as
amostras que foram analisadas quanto a presenca de dGuo. As enzimas utilizadas no processo de
hidrélise foram eliminadas pela adicdo de um volume de cloroférmio apés a incubacao e a quantidade
de DNA utilizada variou entre 90 e 200 pg para ambas as analises.

3.6 Andlise de 8-oxo dGuo através de HPLC/ECD

As amostras (90-200 pg) de DNA hidrolizado foram injetadas em sistema HPLC/ECD (modelo
Shimadzu LC-10 AD pump, Shimadzu, Tokyo, Japdo) conectado a uma coluna analitica de fase
reversa apolar Luna C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi
mantida a 25 °C em compartimento CTO-10AS VP (Shimadzu, Tokyo, Japao). O eluente isocratico
utilizado foi 25 mM de tampéo KH,PO, (pH 5.5) e 8% metanol sob um fluxo de 1 mL/min. A detecgéo
coulométrica foi realizada através do detector Coulochem Il (ESA, Chelmsford, MA, USA) e a
deteccdo espectrofotométrica foi realizada pelo detector Shimadzu SPD-10A (Shimadzu, Tokyo,
Japéo). O potencial do eletrodo foi ajustado para 280 mV para deteccéo de 8-oxodGuo. A eluicdo de
nucleosideos n&o-modificados foi monitorada simultaneamente pelo detector Shimadzu SPD-
10AV/VP UV ajustado para 254 nm. O software Shimadzu Class-LC10 1.6 foi utilizado para calcular
as areas dos picos. A razdo molar entre 8-oxodGuo e dGuo em cada amostra de DNA foi
determinada através da deteccao coulométrica de 8-oxodGuo a 280 mV e deteccdo da absorbancia
de dGuo a 254 nm em cada injecao.

Vale ressaltar que os ensaios utilizando HPLC/ECD apresentados foram realizados em
colaboracdo com o laboratério da Profa. Dra. Marisa Helena G. de Medeiros, no Instituto de Quimica,
USP, Sao Paulo.

3.7 Andlise do dano provocado ao DNA através do ensaio TUNEL

Aproximadamente 1.10° parasitos em fase mid-log de crescimento tratados nas diferentes
condi¢cBes de estudo foram centrifugados, lavados com PBS 1X e fixados em formaldeido 1% durante
5 min. Os parasitos foram entdo centrifugados, lavados novamente com PBS 1X e permeabilizados
pela adicdo do detergente Triton X-100 0,1% diluido em PBS 1X durante 5 min a temperatura
ambiente. Logo em seguida foi adicionado Glicina 0,1M diluida em PBS 1X (para retirada total de
grupos aldeidos remanescentes), deixando os parasitos incubando por mais 5 min. Apés este periodo

de incubacdo, os parasitos foram lavados novamente com PBS 1X e entdo adicionados
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delicadamente em uma lamina pré-preparada com poli-L-lisina. Apds estarem fixados na lamina com
poli-L-lisina, prosseguimos com protocolo pré-estabelecido para células em suspensao fornecido pelo
fabricante do kit utilizado (Apoptosis Detection System, Fluorescein — Promega).

Ao final do processo descrito no protocolo do kit, adicionamos 5 pL de Vectashield
(suplementado com DAPI) - Vector. A lamina foi entdo selada com laminula de vidro e incubada por
24h & -20°C para posterior observacdo em microscopio de fluorescéncia. Devemos ressaltar que o kit
utilizado foi inicialmente desenvolvido para deteccdo de células em apoptose, mas houve a
necessidade de modificagdo do protocolo inicial, através da permeabilizacdo das células (devido a
estrutura e composicao das membranas de células em apoptose) para deteccdo apenas do DNA
danificado, sendo que, com essa modificacdo, as células ndo necessitam mais estar em apoptose
para serem analisadas. A imagem exposta na figura representa um conjunto previamente analisado

de 10 imagens com aproximadamente 20 células em cada uma delas.

3.8 Extracdo de DNA gendmico de L. amazonensis para ensaio Southern blot e telomere-PCR

O DNA gendmico foi extraido de parasitos, na forma promastigota, originados de culturas em
fase exponencial de crescimento. Estes foram separados do meio de cultura por centrifugacao,
lavados em tampao PBS 1X contendo 2% de glicose e sedimentados por centrifugagdo a 10.000 rpm
por 30 segundos. Para proceder com a lise celular, os sedimentos foram suspensos em solugéo
contendo 10 mM Tris-HCL pH 7,5, 5 mM EDTA pH 8,0, 100 mM cloreto de litio e 0.1%Triton X-100. A
mistura foi incubada por 5 min a temperatura ambiente com agitacdo suave, seguido de 2-3 extracbes
com fenol:cloroférmio (v/v) e fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e precipitacdo com etanol
absoluto na presenca de 0,3 M de acetato de sodio pH 5,2. Os acidos nucléicos precipitados foram
ressuspendidos em TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8,0) e tratados com 10ug de RNase
A por 15 min a 37°C, seguido de extracao com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, precipitacdo do
DNA com 0,3 M de acetato de sédio pH 5,2 e etanol absoluto e centrifugacdo a 10.000 rpm por 30
minutos. Os sedimentos foram lavados com 75% etanol gelado e suspensos em tampédo TE. A
gualidade da extracdo e a concentracao de DNA foram estimadas utilizando-se corrida eletroforética
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (0,5 pg/ml) em 0,5X TAE (40 mM Tris-acetato,
1 mM EDTA) e por dosagem da DO,s nm em espectofotdmetro com luz UV (Sambrook & Russel,
2001).

3.9 Digestdo do DNA gendmico e ensaio Southern blot para verificagdo do comprimento
telomérico

Para isolar o teldbmero do restante do DNA gendmico nés realizamos digestées com a enzima
Afa | (37 °C durante 12h), fracionamos o DNA digerido em um gel de agarose 1%, transferimos (por

capitalidade) o DNA para uma membrana Hybond N+ (GE Healthcare) e prosseguimos com a
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hibridizacdo e lavagens, segundo especificacbes do fabricante, utilizando o kit de marcacédo a frio
Telo TAGGG telomere lenght assay (Roche). Para cada amostra de DNA gendmico foi utilizado 2,5
Hg de DNA, o qual foi digerido com 6U da enzima Afa I.

Essa metodologia € uma descri¢cdo sucinta e adaptada do protocolo proposto por CONTE e
CANO, 2005.

3.10 Estimativa dos TRFs dos cromossomos de L. amazonensis

A medida quantitativa do tamanho dos fragmentos de DNA foi realizada por meio da deteccéo
do sinal quimioluminescente pelo fotodocumentador ImageQuant (GE Healthcare Life Science). A
média do TRF em kb foi calculada pela formula Z(ODi)/ Z(ODi/Li), onde ODi representa o sinal
guimioluminescente e Li o tamanho do TRF na posi¢do i da membrana (CONTE e CANO, 2005).

3.11 Telomere-PCR para verificagdo do comprimento telomérico

O DNA gendmico total (30-100 ng) de parasitos tratados e nao tratados com H,O, foi utilizado
para reacdo de telomere-PCR como descrito por FORSTEMANN et al., 2000 e TEIXEIRA et al., 2004.
Descrevendo brevemente, o DNA gendmico foi desnaturado e uma cauda poli-C foi adicionado na
extremidade 3’ através da presencga de dCTP e atividade da enzima TdT (Invitrogen). Os telébmeros
foram entdo amplificados utilizando-se um primer (5-CGGGTCTACGTATAGTTGCG-3’) que hibridiza
especificamente na regido sutelomérica do cromossomo 5 e com um primer (5-GGGGGGGGGGG-
3’) complementar a cauda poli-C. Para amplificagdo do cromossomo 18, o primer (5-
ATGCGCATGCTGCTGAC-3’) especifico para a regido telomérica desse cromossomo foi utilizado. A

figura 5 apresenta um esquema simplificado da técnica.
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Figura 5. Esquema simplificado da técnica de telomere-PCR. O DNA molde (DNA template) utilizado passa
por uma reacao cujo principal agente é a enzima TdT, denominada tailing reaction, recebendo uma cauda poli-
C. Depois disso uma reacdo de PCR convencional (telomere-PCR reaction) é realizada utilizando-se primers
especificos para determinados cromossomos em conjunto com um primer dG que hibridizara na cauda poli-C
adicionada anteriormente.

Vale ressaltar que a técnica de telomere-PCR foi desenvolvida durante doutorado sanduiche

em colaborac¢ao com o laboratério da Dra. Maria Teresa Teixeira, IBPC-CNRS, Paris, Franca.

3.12 Flow-FISH para verificagdo do comprimento telomérico

3.12.1 Avaliacdo dos parametros morfométricos

O padrao de granulosidade e tamanho (SSC x FSC) dos parasitos L. amazonensis foi avaliado
apos etapas de hibridizacdo com a sonda telomérica. Os padr6es morfométricos foram avaliados
apos tratamento com 70% de formamida, necesséario para a etapa de hibridizagdo com a sonda
telomérica. A viabilidade celular foi determinada com LDS 751. Foram adquiridos 40.000 eventos para

cada amostra.

3.12.2 Anélise das amostras

Para cada grupo de amostras, os parasitos L. amazonensis (2 mM H,O, e controle) e os
leucocitos humanos foram ressuspensos em solugédo PBS 1X contendo 10% de SBF/DNase (1ug/mL)
e contados em camara de Neubauer.

Aliquotas contendo 0,5x10° parasitos L. amazonensis em fase exponencial (2 mM H,0, e
controle) foram colocadas em 8 tubos em replicata (A., B., C;, D. para controle e A, B, C;, D, para
tratado com 2 mM H,0,), contendo cada um 1x10° leucécitos em volume final aproximado de 50pL.
Nos tubos A, A; e B, e B; foram adicionados 500uL de solucio de hibridizacdo contendo uma sonda
peptideo de acido nucléico (PNA) (CCCTAA); conjugada com FITC e nos tubos C,, C; e D, D; foram
adicionados 500uL da solugéo de hibridizagdo sem sonda (controle ndo marcado). Todos os tubos
foram homogeneizados e deixados em temperatura ambiente por 10 minutos protegidos da luz. Logo
em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 82°C por 15 minutos e mantidas em
temperatura ambiente overnight (16h-18h) para desnaturacdo do DNA e hibridizagdo com a sonda
telomérica. As amostras foram lavadas com solucdo do kit Telomere PNA kit/FITC (Dako) e
processadas de acordo com as instrucdes do fabricante. As células foram centrifugadas,
ressuspensas em 400uL de solugdo LDS 751 (200 mg/uL) e incubadas a 4 °C por 30-90 minutos. As
amostras foram mantidas sob protecédo da luz a 2-8°C até aquisicdo dos dados pelo citbmetro de

fluxo.
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3.12.3 Aquisicdo de dados

Em cada amostra, as células em suspensdo foram avaliadas quanto aos parametros tamanho

(FSC-Forward Scatter), granulosidade (SSC-Side Scatter) e intensidade de fluorescéncia média
(MFI). Os detectores de FSC e SSC foram ajustados para aquisicdo em escala linear e os canais de
fluorescéncia em escala logaritmica (canal FL1) e linear (canal FL3). No canal FL1 foi detectada a
fluorescéncia emitida pela sonda PNA telomérica conjugada ao isotiocianato de fluoresceina — FITC
(512nm — 558nm) e em FL3 (665nm — 695nm) a emitida pelo marcador de DNA LDS 751, ambos
excitados pelo laser 488nm. Para cada amostra foram adquiridos 40.000 eventos.

3.12.4 Estratégia de analise

A andlise inicial consistiu na avaliagdo dos parametros morfométricos das células por meio do
dotplot FSC x SSC. Gates foram utilizados para selecionar populacdes de interesse e excluir
agregados e particulas. Ap0s remocgédo dos agregados, duas populacdes foram selecionadas com
base nos parametros LDS 751-H x FSC-A: L. amazonensis, células de marcacao intermediaria com
LDS 751, e os leucdcitos (controle interno), células de baixa marcagdo com LDS 751 e maior
tamanho.

Para cada grupo de amostras (2 mM H,O, e controle), 4 replicatas foram analisadas quanto
aos parametros LDS 751-Height x FSC-Area e intensidade de emissédo de fluorescéncia em FL1-
FITC. Foi avaliada a MFI do canal FL1 das populacfes de L. amazonensis (2 mM H,O, e controle) e
leucdcitos nas amostras A., A; e B, B, (hibridizadas com a sonda telomérica) e nas amostras C, C; e
D., D (controles ndo marcados). Estes ultimos foram utilizados para determinar a autofluorescéncia

das células. A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o software FlowJo v.7.6.5.

3.12.5 Estimativa do tamanho telomérico através de MESF

Antes da aquisicdo das amostras, o citbmetro foi calibrado com o kit de MESF beads (Molar
Equivalent Standard of Fluorescence), conforme descrito em 3.1.2. O kit é composto por 5
populacbes de esferas de tamanhos semelhante que sao conjugadas a uma quantidade conhecida de
moléculas FITC. Quando analisadas, cada populacdo fornece um valor de intensidade média de
fluorescéncia referente a quantidade de fluorocromo conjugada a elas. A calibracdo do canal FL1-
FITC com essas beads fornece uma curva que permite a correlacdo entre o valor de intensidade de

fluorescéncia (MIF) e nimero de moléculas de fluorocromo (MESF) (figura 6).
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Figura 6. Quantum™ FITC-5 MESF beads. A) Histograma com as Quantum™ FITC-5 MESF beads. Regides
B1-B5 correspondem aos 5 picos referentes as populagdes conjugadas aos fluorocromos FITC e o histograma
pontilhado em vermelho corresponde as beads ndo-marcadas; B) Calibracdo do canal FL1-FITC do citbmetro
de fluxo (JSAN). Os pontos na curva correspondem ao valor de MFI gerado pelo citbmetro para cada populagéo
de bead. O valor de MESF de cada populacgéo € lote-especifico e determinado pelo fabricante.

O numero de moléculas de FITC conjugadas a sonda telomérica é conhecido. Deste modo, a
curva gerada pelas MESF beads estabelece uma relacdo proporcional entre o nimero de sondas
hibridizadas e o tamanho dos telémeros, ou seja, quanto maior o valor de MESF, maior os teldmeros.

Para obtengéo do valor de MESF, é necessério determinar o valor médio de MFI de cada
amostra analisada. Para isso, as replicatas correspondentes a cada amostra foram analisadas em
pares compostos por um tubo contendo a sonda telomérica e pelo controle ndo marcado. O valor
médio de MFI de cada par de amostra foi obtido subtraindo a intensidade de fluorescéncia em FL1 do
controle ndo marcado (autofluorescéncia) da fluorescéncia obtida no mesmo canal correspondente a
amostra marcada com a sonda telomérica (figura 8 D e H). A partir do valor médio de MFI, o valor de
MESF foi calculado pelo software Quantum™ FITC MESF (Bangs Laboratory) por meio de uma
regresséao linear (KAPOOR e TELFORD, 2004).

Vale ressaltar que o0s ensaios utilizando a técnica de flow-FISH foram realizados em
colaboracdo com o laboratoério do Prof. Dr. Rodrigo Tocantins Calado, no laboratério de hematologia,
USP, Ribeirdo Preto.

3.13 Ensaio ChIP para verificagdo da interacdo in vivo entre LaRPA-1 e as fitas teloméricas
ricasemCeG

Aproximadamente 1.10° parasitos (n&o tratados (controle) e tratados com 2mM H,O, por 1
hora), provenientes de uma cultura de L. amazonensis em fase mid log de crescimento, foram fixados

(crosslink) com formaldeido a 1% em meio de cultura durante 30 min a temperatura ambiente. A
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reacao de crosslink foi parada por incubagéo com 125 mM de glicina, durante 5 min. As células foram
entdo lavadas em PBS 1X e resuspensas em tampéo de lise (25 mM Tris-HCI, 2 mM de EDTA,
0,0275 % de SDS, 0,5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride e 1X inibidor de protease, pH 8.0). As células
foram rompidas por sonicagcdo e o DNA foi fragmentado de forma a obtermos fragmentos de
cromatina com 0,2 - 0,5 kb, os quais foram separados por centrifugagédo a 14.000 g durante 10 min a
4° C.

Como controle, aliquotas correspondendo a 10 % do input (porcentagem do namero total de
células utilizadas em cada imunoprecipitacdo) foram separadas. O sobrenadante foi diluido sete
vezes em tampédo de imunoprecipitacdo (25 mM Tris-HCI, 0,01 % SDS, 0,6 % Triton X-100, 2 mM
EDTA, 175 mM de NaCl, 10 % de glicerol e 1X inibidor de protease, pH 8.0) e, em seguida, pré-
clareado com 30 pl de proteina A-Sepharose durante 2 h a 4° C sob leve agitacao.

O sobrenadante foi recolhido por centrifugagdo, aliquotado em partes iguais (3 partes) e
incubado por 12h a 4° C com 40 de pl de soro policlonal anti-LaRPA-1 (uma parte), sob leve agitacéo.
Antes da realizacdo do ensaio ChIP, a especificidade do soro anti-LaRPA-1 foi testada em ensaios
Western blot, que confirmou que ele reconhece apenas uma banda em extratos protéicos totais de L.
amazonensis (dados nao mostrados). Como controle, as demais partes da cromatina foram
imunoprecipitadas com 40 ul de soro pré-imune (uma parte) e incubada na auséncia de anticorpos
(uma parte).

Beads de Proteina A-Sepharose foram adicionados as supensdes de cromatinas
imunoprecipitadas e cada mistura foi incubada durante 3 h a 4° C. Em seguida cada mistura foi
lavada uma vez a 4° C com 1 X tampé&o low salt (20 mM Tris-HCI, 0,1 % de SDS, 1 % Triton X-100, 2
mM de EDTA, 0,15 M de NacCl, pH 8.0), seguido por trés lavagens com 1 X tampao high salt (20 mM
Tris-HCI, 0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM de EDTA, 0,5 M NaCl, pH 8.0), uma lavagem com
tampao de litio (10 mM Tris-HCI, 0,25 M LiCl, 1 % NP-40, 1 mM EDTA, 1 % sodium deoxycholate, pH
8.0) e duas lavagens com 1 X tampé&o Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0). A cromatina
imunoprecipitada foi eluida a partir das beads com tampao de eluicdo (1% SDS, NaHCO3 0,1 M),
misturando por 15 min a 4° C. Para reverter o crosslink, amostras do input foram incubadas com 0,3
M NaCl durante pelo menos 4 h a 65° C. Em etapas subsequentes, as reacdes de input foram
tratados como as amostras imunoprecipitadas. As amostras foram suplementadas com 25 mM Tris-
HCI (pH 7.4) e EDTA 1 mM (pH 8.0) e incubadas com 20 pg de RNase A durante 30 min a 37° C,
seguido de digestdo com 40 pug de proteinase K durante 1 hora a 37° C. O DNA foi extraido uma vez
com fenol/cloroférmio (v/v), precipitado com isopropanol, lavado com etanol 70% e ressuspenso em
agua.

ApoOs a realizacdo do ensaio, os produtos do ensaio foram desnaturados a 95° C por 5 min,
aplicados em aparelho do tipo Dot-Blot (Bio-Dot SF — Bio-Rad), transferidos para uma membrana de

nitrocelulose (Bio-Rad) e reveladas utilizando-se sondas marcadas com fésforo radioativo *P (TelC e
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TelG) para deteccdo respectiva das fitas teloméricas ricas em G e em C. Como controle de
especificidade foi utilizado uma sonda de DNA marcada radioativamente (y-ATP *P) complementar a
uma regido presente exclusivamente no DNA do cinetoplasto (kKDNA).

3.14 Co-localizacdo entre LaRPA-1 e as fitas teloméricas C e G por ensaio FISH-IIF sem
desnaturacao

Inicialmente procedemos com o ensaio de Imunofluorescencia Indireta (IFI) onde amostras
tratadas com 2mM de H,O, por 1h e ndo tratadas (controle), contendo aproximadamente 1.10°
parasitos em fase mid-log de crescimento cada, foram centrifugadas, lavadas com PBS 1X e fixadas
em formaldeido 1% durante 5 min. As amostras foram entdo novamente centrifugadas, lavadas com
PBS 1X e permeabilizadas pela adi¢cdo do detergente Triton X-100 0,1% diluido em PBS 1X durante 5
min a temperatura ambiente. Logo em seguida, foram incubadas durante mais 5 min na presenca de
Glicina 0,1M diluida em PBS 1X (para retirada total de grupos aldeidos remanescentes). Em seguida,
foram novamente centrifugadas e incubadas por 12 h & 4°C com o soro anti-LaRPA-1 diluido em PBS
1X + 4% BSA na proporgéo 1:4000. Logo apds, as amostras foram lavadas com PBS 1X e incubadas
em ambiente escuro por 4 h & 4°C com o anticorpo secundario Alexa Fluor 555 diluido em PBS 1X +
4% BSA na propor¢ao 1:4000. Apoés este periodo de incubagéo, foram lavadas novamente com PBS
1X e entdo adicionadas delicadamente em laminas pré-preparadas com poli-L-lisina. Apds os
parasitos terem aderido as laminas, as mesmas foram lavadas novamente de maneira exaustiva com
PBS 1X e, logo em seguida, procedemos com o ensaio FISH.

O ensaio FISH foi realizado utilizando-se algumas solugbes do kit Telomere-PNA FISH
(DAKO), e sondas PNA FITC especificas para hibridicao na fita C telomérica (sonda telG) e na fita G
telomérica (sonda telC). Apés fixacdo dos parasitos na lamina com poli-L-lisina e lavagem com PBS
1X, eles foram desidratados de maneira seriada mergulhando-se a lamina, respectivamente, nas
solucdes: etanol 70%, etanol 85% e etanol 90%. Em seguida, apos a secagem da lamina, adicionou-
se uma frame adesiva, deixando uma regido central onde se concentrou a maior quantidade de
parasitos. Nesta regido central da frame, adicionou-se 10 pL da sonda telomérica FITC (PNA) (telC
ou telG) e, em seguida, a frame adesiva foi fechada com uma laminula plastica, tomando-se cuidado
para que n&o houvesse formacdo de bolhas de ar. A reacdo de hibridizacdo com as sondas
teloméricas foi realizada sem desnaturacdo, durante 2h a 4° C. Em seguida, os parasitos foram
incubados em Wash Solution a 25°C por 5 min e seguimos com o procedimento de desidratacdo dos
mesmos, mergulhando-se novamente as laminas sequencialmente nas solugbes de etanol 70%,
etanol 85% e etanol 90%. Apds secagem da lamina a temperatura ambiente, a laminula plastica foi
retirada junto com a frame adesiva, e foi adicionado 5 pL de Vectashield suplementado com DAPI
(Vector). A lamina foi entdo selada com laminula de vidro e incubada por 24h a -20°C para posterior

observacado em microscopio de fluorescéncia (Nikon 80i). Os parasitos que foram hibridizados com a
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sonda telG foram tratados com RNase A (10 pg/pL) a 37° C durante 30 min apds aplicacdo na lamina.
Devemos ressaltar que apds a adicdo do anticorpo secundario, todas as etapas seguintes foram
realizadas em local com total auséncia de luz e as imagens mostradas nas figuras 12A e B

representam um conjunto previamente analisado de aproximadamente 50 células.

3.15 Anélise do conteudo de DNA através de FACS

Para verificacdo do conteddo de DNA nos dois diferentes grupos (controle e tratados com
2mM H,0, por 1h) através de citometria de fluxo pelo método FACS, utilizamos o kit Cycletest Plus
(BD Biosciences) segundo especificacdes do fabricante. Os parasitos foram coletados antes e ap0s
1h, 4h, 8h e 20h de estresse oxidativo. As amostras foram analisadas em citbmetro de fluxo
(FACSCalibur — BD).

Vale ressaltar que 0s ensaios utilizando a técnica de FACS e citometria de fluxo foram
realizados em colaborag&o com o laboratério do Prof. Dr. Rodrigo Tocantins Calado, no laboratorio de

hematologia, USP, Ribeirdo Preto.

3.16 Ensaio de incorporacado de EdU para verificacdo da replicagcdo de DNA

Para verificagdo da replicagcdo do DNA nos grupos controle e tratado, prosseguimos com a
incorporagcdo de 20 mM de EdU diretamente em culturas de L. amazonensis contendo
aproximadamente 5x10’ parasitos/ml em fase mid log de crescimento. As culturas permaneceram sob
a presenca de EdU por 14h (2 ciclos celulares) para garantir uma completa incorporacdo. Em seguida
os parasitos foram centrifugados, lavados com PBS 1X e fixados em formaldeido 1% durante 5 min.
Os parasitos foram entdo novamente centrifugados, lavados com PBS 1X e permeabilizados pela
adicdo do detergente Triton X-100 0,1% diluido em PBS 1X durante 5 min a temperatura ambiente.
Os parasitos foram entdo incubadas durante mais 5 min na presenca de Glicina 0,1M diluida em PBS
1X (para retirada total de grupos aldeidos remanescentes), centrifugados, lavados e incubados por 2
h a temperatura ambiente com a reacao de ciclo-adi¢éo (1 pM CuSO,, 100 mM acido ascorbico e 10
UM azida fluorescente 488 diluidos em PBS 1X). Apds este periodo de incubacao, as amostras foram
lavadas novamente com PBS 1X e entdo adicionadas delicadamente em laminas pré-preparadas com
poli-L-lisina. ApGs os parasitos terem aderido as laminas, as mesmas foram lavadas de maneira
exaustiva com PBS 1X e, logo em seguida, foi adicionado 5 pL de Vectashield suplementado com
DAPI (Vector). As laminas foram entdo seladas com laminula de vidro e incubadas por 24h a -20°C
para posterior observacdo em microscopio de fluorescéncia (Nikon 80i). Vale ressaltar que este

ensaio € uma adaptacdo do ensaio desenvolvido por SALIC e MITCHISON (2008).
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3.17 Curva de crescimento

Iniciamos o cultivo em duas garrafas contendo em cada uma 1 x 10° células/mL em meio
M199 a 28° C. A multiplicacdo celular foi acompanhada a cada 12h até as mesmas atingirem fase
exponencial de crescimento (apds 96h). Na fase exponencial, realizamos o tratamento com 2 mM
H,O, por 1h em uma das garrafas, deixando a outra sem tratamento (controle). Logo em seguida,
retiramos amostras para realizacdo da contagem no numero de células e removemos o meio M199
de ambas as garrafas, ressuspendendo-as em meio M199 fresco. A partir desse momento
retomamos a contagem do numero de células a cada 12h, até 120h apos o tratamento. A contagem
do numero de células foi realizada utilizando-se camara de Neubauer (Precicolor - HBG) e
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100). O experimento foi realizado em triplicata e de maneira

independente.
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4. Resultados
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4. Resultados

Além dos capitulos de livros mencionados no tépico ‘Introducao’, nosso grupo de pesquisa
produziu quatro artigos cientificos (DA SILVEIRA et al, 2013; DA SILVA et al., 2013,
VASCONCELOS et al., 2014 (submetido) e DA SILVA et al., (em preparacgéo)) durante meu periodo
de doutorado (janeiro de 2010 a agosto de 2014), os quais fazem parte integral de toda a pesquisa
produzida neste periodo, sobretudo a contida nesta tese. Os resumos, bem como os titulos desses
artigos cientificos, encontram-se no tépico ‘anexos’ ao final deste manuscrito e também constam nas

referéncias bibliograficas.

4.1 O tratamento de formas promastigotas de L. amazonensis com 2 mM de H,O, por 1lh
(estresse oxidativo agudo) aumenta os niveis de ROS intracelular, causa oxidacao das
guaninas e, consequentemente, dano ao DNA.

Tomando como base a definicdo de estresse oxidativo citada anteriormente na introducao,
podemos definir estresse oxidativo agudo como um grande e pontual desequilibrio entre a produgéo
de ROS e a sua desintoxicacdo. Eventualmente, a maneira mais facil para causar tal desequilibrio
seria aumentar a quantidade de ROS. Para isso ndés utilizamos peréxido de hidrogénio (H,0,), que é
um tipo de ROS e principal responséavel por causar dano oxidativo, sendo amplamente utilizado pelos
mais diversos grupos de pesquisa (WILSON et al., 1994; DAS et al., 2001; OPRESKO et al., 2005;
DUAN et al., 2005).

A figura 7A apresenta os resultados do teste colorimétrico de redugdo do MTT para
tratamento com diferentes concentra¢des de H,O, durante 1h. Os resultados representam uma média
de seis experimentos independentes, sendo o desvio padrdo representado pelas barras. Estimou-se o
ICso do H,O, para formas promastigotas de L. amazonensis em torno de 2,5 mM. Deste modo,
optamos por induzir estresse oxidativo agudo utilizando uma concentracéo de H,O, proxima a ICsq (2
mM H,O, por 1h), de forma a causar um grande aumento nos niveis de ROS intracelular, mas ao
mesmo tempo manter parte dos parasitos vivos.

Ap6s a inducdo desse estresse, 0s parasitos foram submetidos a incorporacdo de CM-
H,DCFDA. O CM-H,DCFDA ¢é um derivado clorometilico do H,DCFDA, til como um indicador de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em células vivas. O CM-H,DCFDA difunde passivamente nas
células, onde os grupos acetato sdo clivados por esterases intracelulares e seu grupo clorometil tiol-
reativo reage com a tripanotiona intracelular. A oxidacdo subsequente produz um produto
fluorescente que fica preso no interior da célula, possibilitando assim a quantificacdo de ROS através
de citometria de fluxo. A figura 7B apresenta uma quantificagdo dos niveis de ROS intracelular nas
amostras controle e nos parasitos tratados com 2 mM H,O, por 1h, obtidos a partir da &rea dos
histogramas (niumero de eventos x FSC-area) mostrados logo acima das barras, indicando um

aumento na intensidade de fluorescéncia de ~ 250 u.a. (controle em cinza) para ~ 550 u.a. (tratado
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em azul). Isso demonstra que, apos o tratamento com 2mM H,O, por 1h, os niveis de ROS no interior
das células de L. amazonensis aumentou significativamente (p < 0.05 utilizando-se Student’s T test).

Para verificarmos se o extresse oxidativo agudo e consequente aumento nos niveis de ROS
intracelular causavam oxidagcédo diferencial do DNA genbmico desses parasitos, realizamos uma
extracdo de DNA através do método caotropico, digestdo dos nucleotideos e posterior analise através
de HPLC/ECD para observagao de possiveis oxidacdes diferenciais nas guaninas presentes no DNA
genbmico, uma vez que essas bases nitrogenadas sdo mais sensiveis a estresse oxidativo do que as
demais (KAWANISHI e OIKAWA, 2004). A figura 7C apresenta a raz&o entre as guaninas oxidadas e
ndo oxidadas em ensaios realizados com os grupos controle e tratados com 2mM H,O, por 1h,
demonstrando que o estresse oxidativo induzido pelo H,O,, além de aumentar os niveis de ROS
intracelular, induz uma oxidacao diferencial do DNA gendmico, sobretudo nas guaninas (p < 0.05
utilizando-se Student’s T test).

Além disso, para verificarmos se essa oxidagdo diferencial observada era suficiente para
causar danos ao DNA realizamos o ensaio TUNEL nos grupos controle e tratados com com 2mM
H,O, por 1h. O ensaio TUNEL baseia-se na transferéncia de nucleotideos marcados com
fluoresceina pela enzima Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) em locais que apresentem
extremidades 3’-OH livre, como por exemplo quebra de DNA. Para acesso da enzima TdT e dos
nucleotideos marcados no nicleo dos parasitos, 0s mesmos tiveram que ser permeabilizados através
da adicao de Triton 0,1%. A figura 7D apresenta imagens de fluorescéncia dos grupos de parasitos L.
amazonensis controle e tratados com 2 mM H,O, por 1h e também os grupos controles do ensaio, ou
seja, parasitos que sofreram tratamento com DNase | (controle C(+)) e parasitos que nao foram
tratados com a enzima TdT (controle C(-)). Comparando as imagens dos parasitos controle aos
tratados, podemos observar que o tratamento com 2mM H,O, por 1h é bastante severo para o DNA

desses parasitos, pois 0s danos causados no mesmo sdo similares ao controle (+).
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Figura 7. Estresse oxidativo agudo aumenta os niveis de ROS intracelular, causa oxidacdo das guaninas
e dano ao DNA em L. amazonensis. A) Ensaio de viabilidade celular através da reducdo de MTT para
verificacdo do ICsy do H,O, durante 1h. Podemos observar que o ICsq do H,O, é aproximadamente 2,5 mM.
Deste modo, para causar um estresse oxidativo agudo, decidimos tratar os parasitos L. amazonensis com a
concentragcdo de 2 mM H,O, por 1h (linha tracejada azul). B) Ensaio de incorporacdo de CM-H,DCFDA
demonstrando um aumento dos niveis de ROS intracelular (quantificados através da intensidade de
fluorescéncia) apos estresse oxidativo agudo (p < 0.05 utilizando-se Student’s T test). Os valores absolutos
referem-se & area dos graficos menores apresentados acima de cada barra e foram obtidos utilizando-se o
software BD Accuri C6. Os resultados representam uma média de 3 experimentos independentes, sendo que
em cada um deles analisou-se 10,000 eventos. O desvio padréo é representado pelas barras. C) Quantificacao
de guaninas oxidadas através de HPLC/ECD demonstrando que o estresse oxidativo agudo propicia um
aumento na oxidacdo diferencial nas guaninas (p < 0.05 utilizando-se Student’s T test). Os resultados
apresentados representam uma média de 3 experimentos independentes, sendo o desvio padrao representado
pelas barras. D) Ensaio TUNEL demonstrando que o estresse oxidativo agudo causa dano ao DNA. As imagens
foram organizadas em quatro colunas (DAPI, DNA damage, Merged e Enlarged) com amostras representativas
de parasitos tratados nas diferentes condi¢des indicadas. A primeira coluna mostra os parasitos corados com
DAPI (azul). A segunda coluna apresenta o dano causado ao DNA — DNA damage (verde). A terceira coluna
apresenta a sobreposicdo das imagens (Merged) e a quarta coluna apresenta um parasito representativo de
cada tratamento em aumento (Enlarged), onde K = kinetoplasto e N = nucleo. A barra corresponde ao tamanho
de 2 um. A sobreposicao das imagens foi realizada utilizando-se o software NIS elements (v.Ar 3.10).

Deste modo, o conjunto de imagens apresentados na figura 7 sugere que estresse oxidativo
agudo em formas promastigotas de L. amazonensis, causado pelo tratamento com 2 mM H,O, por 1h
(valor préximo ao ICs) induz um aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) no
interior das células. Esse aumento de ROS intracelular propicia uma oxidacao diferencial no DNA

genbmico, sobretudo nas guaninas, causando como consequéncia danos a molécula de DNA.

4.2 Estresse oxidativo agudo causa encurtamento telomérico em formas promastigotas de L.
amazonensis

Alteragcfes no tamanho dos teldbmeros e também na dindmica de proteinas que ligam a regido
telomérica apds estresse oxidativo ja foram demonstradas por alguns autores em outros organismos
(OPRESKO, 2005; VON ZGLINICKI, 2000). Para confirmarmos se essa hipdtese também seria
verdadeira para as formas promastigotas dos parasitos L. amazonensis, prosseguimos com a
realizacdo de ensaio Southern Blot telomérico utilizando o kit Telo TAGGG telomere lenght assay
(Roche), o qual possibilita a utilizacdo de sondas marcadas com digoxigenin (DIG), eliminando o uso
de material radioativo. Para isolar o teldmero do restante do material genédmico, realizamos digestao
com a enzima Afa |, a qual possui sitio de reconhecimento muito préximo a regiao telomérica, como ja
mostrado por CONTE e CANO (2005). A figura 8 apresenta o resultado desse ensaio onde podemos
observar os teldmeros dos grupos controle (ndo-tratados) e que sofreram estresse oxidativo agudo
(2mM H,0,).
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Figura 8. Estresse oxidativo agudo causa aparente encurtamento telomérico em formas promastigotas
de L. amazonensis. Ensaio Southern Blot (gel agarose 0,8 %) de formas promastigotas de L. amazonensis
mostrando um discreto encurtamento telomérico apés tratamento com 2 mM H,0,. Marker representa o padréo
de peso molecular DIG molecular weight (Roche), control representa o grupo controle (ndo tratado) e 2mM H,0,
0 grupo que sofreu estresse oxidativo. Em cada linha foi aplicado 2,5 ug de DNA digerido com 6U na enzina Afa
l.

Apls realizarmos a andlise padrdo TRF (Telomere Restriction Fragments), estimamos o0s
valores do comprimento telomérico de 1,6 kb para o grupo de L. amazonensis controle e 1,4 kb para
0 grupo e L. amazonensis que sofreu estresse oxidativo. Esse resultado, em conjunto com 0s outros
resultados que serdo apresentados a seguir, sugerem que 0 estresse oxidativo causa encurtamento
telomérico em formas promastigotas de L. amazonensis.

Além da técnica padrdo Southern blot para quantificacdo telomérica, também utilizamos uma
técnica mais precisa e sensivel denominada flow-FISH. O flow-FISH € a combinac&o da citometria de
fluxo com a técnica de hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH). Sondas (CCCTAA); conjugadas
ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) sdo hibridizadas as repeticdes teloméricas de
células em suspenséo e analisadas quanto as suas caracteristicas morfométricas e fluorescentes. O
citbmetro de fluxo possui um sistema Optico e eletrbnico que permite avaliar a emissdo de
fluorescéncia, bem como a dispersédo de raios laser incidentes sobre uma célula, possibilitando a
andlise de trés parametros: tamanho (FSC-Forward Scatter), complexidade interna ou granulosidade
(SSC-Side Scatter) e emisséo de fluorescéncia.

Para garantir uma analise precisa, nés incluimos um controle interno de células com
comprimento telomérico conhecido (leuc6citos humanos) para ser processado juntamente com as

amostras dos parasitos (controle e tratados). Os leucécitos humanos séo facilmente distinguidos dos
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parasitos devido as diferencas nos parametros celulares citados anteriormente, fornecendo assim um
ponto de referéncia para medida dos teldmeros a partir da detecgéo de fluorescéncia pelo citbmetro e
contribuindo para a preciséo e eficiéncia da técnica.

A figura 9 apresenta dois conjuntos graficos representando os parasitos ndo tratados
(controle) (figura 9 A-D) e tratados com 2 mM de H,O, (figura 9 E-H), ambos na presenca de
leucdcitos humanos como controle interno. Em A e E temos os parametros morfométricos (SSC-
height x FSC-area) e em B e F temos (FSC-area x FSC-height), os quais foram utilizados para
discriminar células simples (singlets) de agregados, particulas e/ou células duplas (doublets). Em C e
G temos a andlise com relacdo ao tamanho (FSC-A) e intensidade de fluorescéncia pelo corante de
DNA LDS 751 (FSC-area x LDS 751-height). Apo6s fixarmos os gates de acordo com o padréo celular
pré-estabelecido de cada populagéo, fizemos uma sobreposicdo dos histogramas de fluorescéncia
em FITC das populagbes de L. amazonensis cujos teldbmeros foram hibridizados com a sonda
telomérica em comparacdo com os ndo hibridizados (figura 9 D, H). A diferenca entre os picos
(populagbes dos parasitos hibridizados e n&o hibridizados) representa a intensidade média de
fluorescéncia emitida pela sonda telomérica, a qual é proporcional ao tamanho dos telémeros.
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Figura 9. Andlise representativa dos parasitos L. amazonensis controle e tratados com 2mM H,0O, pelo
método flow-FISH. Em A-D temos o grupo de parasitos controle + leucécitos humanos e em E-H temos o
grupo de parasitos tratados (2mM H,0,) + leuc6citos humanos. A e E) Parametros morfométricos FSC-Height x
SSC-Area com gate R1 para exclusdo de agregados/particulas. B e F) Parametros morfométricos FSC-Area x
FSC-Height da populacdo R1 com gate R2 para exclusdo de debris. C e G) Analise da populacdo R2 quanto a
intensidade de fluorescéncia e tamanho (FSC-A) com gate LS e WBC para selecdo das células de L.
amazonensis. D e H) Sobreposicdo dos histogramas de fluorescéncia das populagbes de L. amazonensis
(controle e tratados) hibridizadas com a sonda telomérica (preto e azul) e ndo hibridizadas (cinza e azul claro).
Os dados foram analisados utilizando-se o software FlowJo v.7.6.5.
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A partir da caracterizacdo das propriedades morfologicas foi possivel distinguir e analisar
separadamente as células de controle interno (leucécitos humanos) e os parasitos L. amazonensis,
presentes em uma Unica amostra (figura 9). Para cada subpopulacdo selecionada, a fluorescéncia
média emitida pela sonda telomérica foi calculada apdés subtracdo da autofluorescéncia da
fluorescéncia total detectada em FL1 (figura 9 D, H).

A figura 10 apresenta uma sobreposicdo entre os histogramas de fluorescéncia em FITC das
duas populagbes de L. amazonensis (controle e 2mM H,0,) hibridizadas com a sonda telomérica,
mostrados na figura 9 D, H. Cada pico representa a intensidade média de fluorescéncia emitida pela
sonda telomérica proporcional ao tamanho dos telémeros. A diferenca entre 0os picos representa a
diferenca entre o comprimento telomérico das duas populacdes analisadas: controle (em preto) e

tratado com 2 mM H,O, (em azul).
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Figura 10. Ensaio flow-FISH demonstra que o estresse oxidativo agudo causa encurtamento telomérico
em L. amazonensis. Sobreposicdo dos histogramas de fluorescéncia em FITC das duas populacdes de L.
amazonensis (controle em preto; tratado em azul) hibridizadas com sonda telomérica. A diferenca entre os picos
representa a diferenca entre o comprimento telomérico das duas popula¢gBes analisadas. Os dados foram
analisados utilizando-se o software FlowJo v.7.6.5.

ApOGs determinar o valor médio de MFI de cada amostra analisada e transformando-os em
valores de fluorescéncia MESF segundo os calculos estabelecidos por BAERLOCHER et al. (2006),
chegamos a conclusédo que o grupo de parasitos L. amazonensis controle apresenta um valor médio
de MESF de 5794 u.a., enquanto o grupo que sofreu estresse oxidativo apresenta um valor médio de
MESF de 3729 u.a. Deste modo, podemos sugerir que o estresse oxidativo agudo induzido pelo

tratamento com 2mM H,O,, causou um encurtamento telomérico.
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Além do ensaio padrdo Southern Blot e o0 ensaio sofisticado flow-FISH para verificacdo do
comprimento telomérico, nés também utilizamos o ensaio denominado telomere-PCR, o qual é
altamente especifico e preciso para amplificagdo telomérica de cromossomos individuais e foi objeto
alvo de aprendizado durante estagio sanduiche no Institute de Biologie Physico Chimique, CNRS,
Paris, Franca. Apos amplificacéo, os teldomeros foram fracionados em gel de agarose 1%. A figura 11
apresenta o resultado do ensaio telomere-PCR onde os amplicons formam um arrastre no gel (linhas
C e H;0,), sendo que nos parasitos que sofreram estresse oxidativo podemos observar um discreto
encurtamento telomérico, mais acentuado no cromossomo 5 que no cromossomo 18, quando

comparados aos controles ndo tratados.

Chrom 05 Chrom 18
bp 7C (') C HZOZ bp C H202 C (')

1000 -

} telomeres } telomeres

100 - 100 -

Figura 11. Ensaio telomere-PCR sugere que 0 estresse oxidativo causa encurtamento telomérico. O
produto do ensaio telomere-PCR (utilizando-se primers para amplificacdo dos cromossomos 05 e 18) foi
fracionado em gel de agarose 1%, onde podemos observar bandas que correspondem aos teldmeros (200 —
500 bp). Os parasitos que sofreram estresse oxidativo aparentemente apresentam um encurtamento telomérico
guando comparado ao controle (C). C(-) representa o controle negativo da reacdo, onde a reacdo de
amplificag8o foi realizada na auséncia de DNA. As barras vermelhas indicam o inicio e o fim do smear
telomérico.

Embora preliminar, este ensaio nos deixou curiosos em relagdo ao tamanho telomérico em
cada cromossomo e também & diferenga sutil no encurtamento telomérico apés estresse oxidativo
apresentada por esses cromossomos (05 e 18). Essa diferenca nos leva a especular que cada
cromossomo apresenta teldbmeros peculiares em relacdo ao tamanho e comportamento apos
estresse, assim como ja mostrado em outros organismos (TEIXEIRA et al., 2004; FALLET et al.,
2014).

Esses resultados em conjunto (Southern Blot, flow-FISH e telomere-PCR), fornecem fortes
indicios que suportam a hipotese de que o estresse oxidativo agudo causa encurtamento telomérico
em formas promastigotas de L. amazonensis. Como j& mencionado anteriormente, isso também
corrobora os resultados obtidos por outros pesquisadores utilizando células humanas, as quais

41



possuem a mesma sequéncia telomérica que Leishmania spp. (TTAGGG),, embora ainda nédo se
conheca exatamente o0 processo que gera a perda de nucleotideos na regido telomérica causado pelo
estresse oxidativo (VON ZGLINICKI, 2000; OPRESKO et al., 2005).

4.3 Estresse oxidativo agudo diminui a interacdo entre LaRPA-1 e o 3'G overhang e aumenta
interacdo entre LaRPA-1 e a simples-fita telomérica ricaem C.

Como j4 mencionado anteriormente, LaRPA-1 possui afinidade a simples fita telomérica rica
em G (SIQUEIRA-NETO et al., 2007, DA SILVEIRA et al., 2013). Deste modo, em condi¢bes normais,
LaRPA-1 liga-se a porcao simples fita dos teldbmeros denominada 3° G overhang. Como ja vimos
anteriormente que o estresse oxidativo causa encurtamento telomérico, espera-se a perda deste sitio
de interacdo para LaRPA-1 em parasitos que sofreram tratamento. Para confirmarmos essa hipoétese,
realizamos um ensaio in vivo de imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP) para verificarmos se apos
estresse oxidativo seria possivel visualizar uma diminuicdo na quantidade de DNA telomérico
imunoprecipitado pelo soro anti-LaRPA-1. Isto indiretamente comprovaria, ndo apenas a diminui¢édo
de sitios para a interacdo de LaRPA-1, como também alteracdes na quantidade de DNA telomérico
nos parasitos tratados.

As figuras 12A e C apresentam um dot-blot contendo cromatina de 1.108 parasitos do grupo
controle (C) e de 1.10° parasitos do grupo que sofreu estresse oxidativo (H,O,), imunoprecipitadas
com soro anti-LaRPA-1 e soro pré-imune usado como controle do experimento. A primeira linha de
cada figura apresenta a cromatina correspondente a 10% do numero total de parasitos utilizado
inicialmente no ensaio (input 10%). O dot-blot foi revelado utilizando-se sondas marcadas
radioativamente (YATP *P) as quais s&o capazes de reconhecer separadamente as fitas teloméricas
ricas em G (figura 12A) e rica em C (figura 12C). Para demonstrar a especificidade do ensaio, o DNA
presente na cromatina imunoprecipitada com soro anti-LaRPA-1 e soro pré-imune também foi
revelado utilizando-se uma sonda especifica para reconhecimento do DNA do cinetoplasto (kDNA)
(figura 12E). Cada dot-blot apresentado (figuras 12A, C e E) é representativo de trés ensaios ChlIP
realizados independentemente. As figuras 12B, D e F apresentam graficos com as médias das
intensidades de sinal das hibridizagbes mostradas respectivamente nas figuras 12A, C e E. A
quantificag@o da intensidade de sinal foi realizada utilizando-se o software ImageJ 1.47t e a andlise

estatistica foi realizada utilizando-se Student’s T test.
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Figura 12. Estresse oxidativo agudo diminui a interagdo entre LaRPA-1 e o 3’ G overhang e propicia a
interacdo entre LaRPA-1 e a simples-fita telomérica rica em C. A) Resultado do ensaio ChIP revelado
utilizando-se sonda de DNA telomérico para reconhecimento da fita rica em G. A diminuicdo na intensidade de
sinal das bandas (inclusive no input 10%) reflete o encurtamento telomérico ap6s estresse oxidativo. B) Gréfico
mostrando uma média da das intensidades de sinal relativas as bandas apresentadas em A. C) Resultado do
ensaio ChlP revelado utilizando-se sonda de DNA telomérico para reconhecimento da fita rica em C. Podemos
observar que LaRPA-1 imunoprecipitou uma maior quantidade de cromatina apos estresse oxidativo. D) Grafico
mostrando uma média da intensidades de sinal relativas as bandas apresentadas em C. E) Resultado do ensaio
ChIP revelado utilizando sonda de kDNA para verificacdo da especificidade do ensaio. F) Grafico mostrando
uma média da das intensidades de sinal relativas as bandas apresentadas em E  Os gréaficos apresentam a
guantificacdo média de trés experimentos independentes. Os desvios-padrao séo representados pelas barras.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se Student’s T test.

Ao observarmos a intensidade das bandas relativas as cromatinas imunoprecipitadas
utilizando soro anti-LaRPA-1, podemos concluir que ocorreu uma diminuicdo da interacdo entre
LaRPA-1 e a fita telomérica rica em G, nos parasitos que sofreram estresse oxidativo, comparado ao
controle néo tratado (figuras 12A e 12B). Vale ressaltar que, a intensidade das bandas referentes ao
input (DNA total ndo imunoprecipitado) hibridizadas com a sonda que reconhece a fita rica em G
também diminuiu em relacdo ao controle ndo tratado. Juntos estes resultados sugerem que ocorreu
encurtamento da fita telomérica rica em G, induzido provavelmente pelo estresse oxidativo, e
consequentemente diminuiu o nimero de sitios de interacdo para a proteina LaRPA-1, justificando a
diminuicdo de repeti¢cdes teloméricas imunoprecipitadas pelo soro anti-LaRPA-1.

O contrario é observado quando se usa sonda que reconhece a fita rica em C (figuras 12 C e
12D) ou seja, curiosamente, mais cromatina imunoprecipitada com soro anti-LaRPA-1 aparece
interagindo com a fita C telomérica em parasitos que sofreram estresse oxidativo, comparando-se
com os controles ndo tratados. Estes resultados sugerem que, apds estresse oxidativo, LaRPA-1
perde sitios de interagcao na por¢cao 3’ G overhang e passa a interagir com a simples-fita telomérica
rica em C. Naturalmente, a fita telomérica rica em C é uma regido de dupla-fita mas, como LaRPA-1 é
sabidamente uma proteina ligande de ssDNA (SIQUEIRA-NETO et al., 2007, DA SILVEIRA et al.,
2013), suspeitamos que apods estresse oxidativo agudo haja a formacdo de uma porg¢édo simples-fita
rica em C, a qual é utilizada como sitio de interagéo para LaRPA-1.

Para obtermos mais evidéncias que corroborem esses resultados, nés realizamos um ensaio
FISH-IIF sem desnaturacao do DNA utilizando, assim como no ensaio ChIP, sondas teloméricas para
reconhecimento das fitas teloméricas C e G: telC para reconhecimento da fita G e telG para
reconhecimento da fita C (figura 13). Assim, na presenca da sonda telC e auséncia de estresse
oxidativo, haveria o reconhecimento apenas do 3’ G overhang. Como controle do ensaio utilizamos a
enzima exonuclease |, capaz de digerir terminais ssDNA na direcdo 3’ — 5, comumente usado em
ensaios para determinar a presenca de terminais 3'G-overhang nos telémeros (PFEIFFER e
LINGNER, 2012). A figura 13A apresenta uma imagem representativa da maioria das células nas

fases G1/S e G2/M, na presenca da sonda telC, antes e apds estresse oxidativo e também apds o
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tratamento com Exol. A figura 13B apresenta uma imagem representativa da maioria das células nas
fases G1/S e G2/M, na presen¢a da sonda telG antes e apOs estresse oxidativo. Para prevenir
resultados falso positivos, neste caso, as células foram previamente tratadas com RNase A.

Para realizagdo deste ensaio nés procuramos coletar parasitos nas diferentes fases do ciclo
celular (G1/S e G2/M), baseando-se na morfologia e didmetro das organelas que contém DNA
(nucleo e cinetoplasto) (DA SILVA et al., 2013). Isto foi necessério pois, resultados preliminares do
nosso grupo mostram que tanto a LaRPA-1 quanto os teldmeros, apresentam distribuicdo nuclear
diferencial de acordo com a fase do ciclo celular (dados néo publicados).

A % total cells
G-strand with these
characteristics

DAPI Merged 1 Merged 2
G1/s 74% (n = 46)
o
c
[e]
O
G2/M % 20% (n = 46)
Merged 1 Merged 2
G1/s 78% (n =50)
o)
N
I
G2/M 20% (n = 50)
Merged 1 - Merged 2
G1/S 73% (n = 48)
2
w
G2/M 16% (n = 48)
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Figura 13. Estresse oxidativo agudo diminui a interacdo entre LaRPA-1 e o 3’ G-overhang e promove
interagcdo com a simples-fita telomérica rica em C. A) Ensaio realizado com a sonda telC. B) Ensaio
realizado com a sonda telG e tratamento com RNase. As imagens foram organizadas em 5 painéis: DAPI (azul),
LaRPA-1 (vermelho), telémeros (verde), Merged 1 (sobreposicdo entre LaRPA-1 e telémero) e Merged 2
(sobreposicéo entre DAPI, LaRPA-1 e teldbmero), com imagens representativas de parasitos tratados (2mM
H,O, por 1h) e ndo-tratados (controle) nas principais fases do ciclo celular (G1/S e G2/M). A barra corresponde
ao tamanho de 2um e as imagens foram capturadas aleatoriamente. As imagens s&o representativas de células
gue apresentavam essa mesma caracteristica. A sobreposicdo das imagens foi realizada utilizando-se o
software NIS elements (v.Ar 3.10).

A figura 13A apresenta a hibridizagdo com a sonda tel C onde, na auséncia de estresse
oxidativo (control), podemos observar a sobreposi¢cao entre o 3'G overhang e LaRPA-1, tanto nas
fases G1/S como em G2/M. Na presenca de estresse, o sinal telomérico (3'G overhang) da maioria
das células desaparece, porém o sinal de LaRPA-1 permanece e até mesmo aumenta. Esse
resultado corrobora o resultado apresentado pelo ensaio ChIP, ou seja, provavelmente o estresse
oxidativo esté ocasionando o encurtamento do 3'G overhang. Embora haja a presenca de um fraco
sinal correspondente ao 3'G overhang na fase G2/M das células que sofreram estresse oxidativo,
este € muito inferior qguando comparado a ceélulas, nessa mesma fase, que ndo sofreram estresse.
Um fendtipo celular semelhante ao das células que sofreram estresse oxidativo é observado apds o
tratamento com Exo |, correspondendo com o esperado, uma vez que essa enzima remove a porgao

3'G overhang.
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A figura 13B apresenta resultados obtidos na presenca da sonda TelG. Como essa sonda
possui sequéncia complementar & fita C telomérica, ela estaria apta a reconhecer o RNA da
telomerase (chamado LaTER, L. amazonensis telomerase RNA) (VASCONCELOS et al., 2014 — em
submissao), gerando resultados falso-positivos. Para evitar isso, nos tratamos as células com RNase
A para eliminacdo de RNAs (inclusive LaTER) que poderiam interferir no resultado. Deste modo, na
auséncia de estresse oxidativo ndo ha reconhecimento da fita telomérica C e também de nenhuma
outra molécula, por exemplo o componente LaTER (figura 13B). Porém, na presenca de estresse
oxidativo podemos observar uma sobreposicao entre LaRPA-1 e o sinal telomérico, nesse caso a
simples-fita rica em C gerada, provavelmente, pela maquinaria de reparo em resposta as lesbes
oxidativas. Mais uma vez, esse resultado corrobora os resultados obtidos no ensaio ChlP.

A figura 14 apresenta, de maneira simplificada, um esquema que ilustra nossa hipétese em

relacéo a dindmica do DNA telomérico e da proteina LaRPA-1 ap0s estresse oxidativo.

/ 3’G overhang
e o - X>O<_ TTAGGGTTAGGGTTAG 3’
g ANAA cccaarcecaaTeec 5 PN

k LaRPA-1

5=
3

~ ~ TTACCGTTACGE eroséo do
ANAAN CCCAATCCCAATCCC 5’ 3'G overhang

ssDNA gerada devido processo
de reparo a danos oxidativos

Figura 14. Representacdo esquematica da possivel dinamica de LaRPA-1 e dos teldmeros apés estresse
oxidativo. O tratamento com H,0, induz dano oxidativo principalmente nos telémeros, causando encurtamento
e dissociacao de LaRPA-1 que perde seu sitio de interagao preferencial, o 3'G overhang. Como consequéncia
da acao de uma possivel maquinaria de reparo a dano oxidativos, ocorre a remocéao da fita de DNA que contém
o dano oxidativo (fita rica em G) e consequente ligacdo de LaRPA-1, que passa a interagir e proteger a simples
fita telomérica rica em C.

Vale ressaltar que lesbes oxidativas no DNA (sobretudo nas guaninas), sdo reparadas
frequentemente pelas maquinarias de BER e NER, além da maquinaria de MMR (Brierley and Martin,
2013). Essa ultima gera segmentos de DNA simples fita que podem ser recobertos pela proteina
RPA, responsavel por estimular a sintese de DNA, além de proteger a simples-fita gerada contra o
atagque de endonucleases (RAMILO et al., 2002; MODRICH, 2006).
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4.4 Estresse oxidativo agudo elimina parte da populacédo tratada propiciando uma selegdo dos
parasitos mais resistentes

Até o momento ndés pudemos observar que o estresse oxidativo agudo em formas
promastigotas de L. amazonensis induz dano no DNA, encurtamento telomérico, dissociacdo de
LaRPA-1 do 3'G overhang e induz a interagdo de LaRPA-1 com a simples-fita telomérica rica em C,
gerada provavelmente em decorréncia de processo de reparo a danos oxidativos na regido
telomérica. Sabemos que o encurtamento telomérico, em eucariotos superiores, culmina em
senescencia replicativa e morte celular (GIARDINI et al., 2014), porém em Leishmania spp. ainda ndo
temos conhecimento algum sobre esses fatos. Deste modo, decidimos analisar os fendmenos
envolvidos com a proliferagdo celular em toda a populacdo que passou por estresse oxidativo agudo.

A figura 15 apresenta a média de trés curvas de crescimento (controle e tratado, totalizando
06 curvas) de formas promastigotas de L. amazonensis iniciadas com 1.10° parasitos/mL.
Prosseguimos verificando a concentragdo celular (n° parasitos/mL) a cada 12h até os parasitos
atingirem a fase exponencial (~ 1.10" parasitos/mL). Nesse momento efetuamos o tratamento com
2mM H,0O, por 1h em um dos conjuntos (03 curvas de parasitos tratados) e logo em seguida
trocamos o meio de cultura por meio fresco em ambos conjuntos de curvas (controle e tratado).
Nesse ponto realizamos uma nova contagem dos parasitos e, a partir de entdo, prosseguimos com
contagens a cada 12h até 120h apGs o estresse oxidativo.

35 ] —a— control
. 1 —e—2mM H202

] e curves before treatment o
25 ] fresh

medium

parasites (x107 cells/mL)
[\S)

2mM
H;0;

T T T

T T T T T T ™

0 12 24 36 48 60 72 84 96 1h 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 (time before and after oxidative stress)
0 12 24 36 48 60 72 84 96 97 109 121 133 145 157 169 181 193 205 217 (continuous time)

time (hours)

Figura 15. O estresse oxidativo agudo nédo impede a multiplicacdo de L. amazonensis. Curva de
crescimento dos grupos controle e tratado (antes e apOs estresse oxidativo agudo). Embora apés o estresse
(2mM H,0,) haja uma diminuicdo do nimero de parasitos, principalmente até 48h, os mesmos continuam se
multiplicando, atingindo novamente a fase exponencial ap6s 84h. Fresh medium (em vermelho) indica
centrifugacao e adicdo de meio fresco em ambos os grupos (controle e 2mM H,0,). As linhas em preto indicam
0s grupos antes do tratamento. As linhas em cinza indicam o grupo controle e as linhas em azul indicam o
grupo tratado. Os valores apresentados no grafico indicam uma média de trés experimentos realizados
independentemente. O desvio padrao é representado pelas barras.
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De uma forma geral, as curvas de crescimento mostrada na figura 15 indicam que, embora
haja uma diminuicdo acentuada no numero de parasitos das curvas de parasitos tratados, 0s
sobreviventes continuam se multiplicando, sugerindo uma rapida recuperacao apés estresse oxidativo
agudo. A diminuicdo acentuada ja era esperada, pois a concentracdo de H,O, utilizada para causar
estresse oxidativo é muito préxima a ICx.

Em seguida fomos analisar se o estresse oxidativo agudo poderia provocar alteracdes visiveis
na replicagdo do DNA nessas populagdes. Para isso utilizamos ensaio de incorporagédo de EdU para
0s grupos controle e tratado com H,0,. A figura 16 apresenta dois conjuntos de imagens (Controle e
2 mM H,0,) onde uma célula de cada campo foi selecionada e aumentada (enlarged) para
representar a maioria. Podemos observar separadamente a morfologia das células (DIC), as
organelas que contém DNA coradas com DAPI (azul) e as células que incorporaram EdU (verde),

bem como a sobreposicdo das imagens (Merged).
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Figura 16. O estresse oxidativo agudo ndo impede a replicagcdo do DNA em L. amazonensis. Os parasitos
foram submetidos a incorporacao de EdU durante 14h, que gera um produto fluorescente quando na presenca
de Cu®, acido ascérbico e azida 488. A figura apresenta um campo com células controle (onde o EdU
incorporou em 96% das células) e um campo com células que sofreram estresse oxidativo (onde houve 58% de
incorporacdo de EdU). Uma célula de cada campo foi destacada para representar a maioria. (N) sdo nucleos e
(K) cinetoplastos. A barra corresponde ao tamanho de 2 um. As células foram capturadas aleatoriamente e a
sobreposi¢éo das imagens foi realizada utilizando-se o software NIS elements (v.Ar 3.10).

Podemos observar que, mesmo apds o tratamento com H,0,, parte da populacdo (58%)
permanece replicando DNA enquanto o restante das células (42%) mostrou altera¢cdes na morfologia
e ndo incorporou EdU (dados n&o mostrados). A discrepancia no percentual de células que
apresentam incorporacdo de EdU no grupo tratado (58%) em relacdo ao grupo controle (96%) pode
ser explicada, assim como na figura 15, pelo fato da concentracdo de H,O, utilizada ser muito
préxima a ICs, causando a morte de aproximadamente 50% das células (figura 7). Assim, como parte
da populacédo de parasitos morre apos o tratamento, a incorporacdo de EdU é realizada apenas pelos
sobreviventes.

Esse resultado em conjunto com o resultado mostrado na figura 15 sugere que o estresse
oxidativo agudo, apesar de causar morte em parte da populagdo, ndo impede que 0s sobreviventes
continuem se proliferando e replicando DNA.

Para finalizar, resolvemos verificar se o estresse oxidativo (responsavel por causar dano no
DNA e encurtamento telomérico) estaria provocando também arrest de ciclo celular nos parasitos
sobreviventes. Para isso resolvemos analisar as células sobreviventes dos dois grupos de parasitos
(controle e tratado) em relagédo ao conteudo de DNA por FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting)
utilizando citometria de fluxo, metodologia que foi previamente estabelecida por DA SILVA et al.,
(2013).

A figura 17 apresenta dois conjuntos de graficos (controle e tratado com 2 mM H,0O,) onde
podemos observar o conteudo de DNA obtido a partir da area dos histogramas (ndimero de eventos x
FL2-area) indicando indiretamente a fase do ciclo celular (G1, S ou G2/M) que o0s parasitos se
encontram. Ao lado de cada grafico esta indicado o tempo que as amostras foram coletadas (Oh, 1h,
4h, 8h e 20h). Em ambos os grupos (controle e tratado), as amostras 4h, 8h e 20h foram coletadas
apos a troca do meio de cultura por meio fresco (sem H,0,). A linha azul indica a remogéo de H,0O,
do meio de cultura e adicdo de meio fresco. Em cada coleta analisou-se 20.000 eventos. Os gates
foram estabelecidos de forma a selecionar a populacdo de interesse e separa-las das células em

processo de morte celular.
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Figura 17. Nos parasitos sobreviventes, o estresse oxidativo agudo causa arrest de ciclo celular em
G2/M ap06s 4h. Ensaio FACS utilizando como marcador de DNA iodeto de propideo. Os gréaficos apresentados
na coluna da esquerda representam os parasitos que sofreram estresse oxidativo e os apresentados na coluna
da direita representam os parasitos controle. No grupo que sofreu estresse oxidativo as amostras foram
coletadas antes do estresse (Oh), apds 1h na presenca de 2mM de H,O,, apés 4h, 8h e 20h da remocao do
H,0, (H,O, release). Os mesmos periodos foram utilizados para o grupo controle, porém sem a presenca de
H,0,. A linha azul representa a remocdo de H,O, e adicdo de meio fresco (H,O, release and add fresh
medium). Em cada grafico analisou-se 20.000 eventos.

Primeiramente foram obtidos os perfis das populacdes parasitarias no tempo Oh (controle e
antes do estresse oxidativo) e no tempo 1h (controle e apds estresse oxidativo). Podemos observar
que os perfis de conteldo de DNA sdo muito semelhantes nessas populacdes ou seja, apos o
tratamento com 2mM H,O, por 1h ndo h& diferencas aparentes no conteitdo de DNA desses
parasitos.

Apos 4h da remocao de H,0,, podemos observar um arrest de ciclo celular em G2/M em parte
dos parasitos sobreviventes (26%) que sofreram estresse oxidativo. Isso fica evidente quando
comparamos 0s percentuais de células em G2/M dos grupos controle (13%) e tratado (26%) nesse
mesmo periodo. Este numero praticamente dobrou em relacdo ao controle e esta proporgéo
permaneceu até 8h apos a retirada de H,O, do meio de cultura (figura 17). Nota-se que, apos 20h da
retirada do H,0O,, a populagéo sobrevivente que recebeu tratamento apresenta perfil de conteudo de
DNA muito similar ao controle, sugerindo que essas células conseguiram transpor um estresse
agudo.

Em conjunto, esses resultados sugerem que o estresse oxidativo agudo propiciou a sele¢éo
dos parasitos mais aptos, ou seja, aqueles que se recuperaram de maneira rapida conseguindo
sobreviver apos tal evento. Essa rapida recuperacdo dos sobreviventes, provavelmente através da
acdo eficaz da maquinaria de reparo a danos oxidativos no DNA, pode representar um importante

mecanismo envolvido tanto na sobrevivéncia como na propagacao dessa espécie de Leishmania.

52



5. Discussao

53



5. Discusséo

Durante seu ciclo de vida, L. amazonensis é obrigado a sobreviver e superar a inospitalidade
de diferentes ambientes, estando sujeito as mais variadas formas de estresse, como por exemplo
aumento e diminuicdo de pH e temperatura, ataque do sistema imune do hospedeiro, estresse
oxidativo, entre outros (OLIVIER et al., 2005; SHIO e OLIVIER, 2010). Mesmo apresentando diversos
mecanismos para driblar esses obstaculos (SHIO e OLIVIER, 2010), provavelmente o processo
adaptativo sofrido por esse parasito inclui a selecdo de uma maquinaria eficiente de protecéo e
reparo de DNA, uma vez que esses obstaculos promovem a geracdo de moléculas que podem
exercer um efeito nefasto no DNA, sobretudo nos teldomeros, como por exemplo ROS (TUON et al.,
2008; PASSOS-SILVA et al., 2010). Nesse estudo nés investigamos o comportamento dos telébmeros
de formas promastigotas de L. amazonensis ap0s estresse oxidativo agudo, uma vez que a regido
telomérica, rica em sequéncias GGG, é mais sensivel & oxidagdo do que o restante do DNA, pois
essas sequéncias séo facilmente oxidadas devido a conformacdo dos orbitais moleculares nessa
estrutura (VON ZGLINICK, 2002; KAWANISHI e OIKAWA, 2004).

Ensaios de viabilidade celular nos permitiram estimar o 1Csy para H,O, como 2,5 mM. Assim,
resolvemos utilizar a concentracdo de 2 mM para causar um estresse oxidativo imediato e intenso no
DNA desses parasitos, mesmo sabendo que essa concentragcdo eliminaria parte da populacdo
tratada. Embora 2 mM seja uma concentragéo elevada de H,O, quando comparado a outros estudos
envolvendo estresse oxidativo em células de mamiferos (COYLE e KADER, 2007) e
tripanossomatideos (FINZI et al., 2004), o curto periodo de tratamento (1h) contrabalanceia essa
elevada concentracdo. Vale ressaltar aqui que foram realizados testes utilizando-se periodos
menores e maiores de incubacdo com 2 mM H,0O,, mas a que melhor atendeu nossas expectativas
em relacdo a inducdo de um estresse oxidativo agudo foi 1h.

Ap6s induzirmos estresse oxidativo agudo nas formas promatigotas de L. amazonensis,
observamos um aumento dos niveis de ROS intracelular na populacéo tratada utilizando a sonda
fluorescente CM-H,DCFDA. Alguns autores criticam a utilizacdo de CM-H,DCFDA para quantificacdo
de H,0O, intracelular através de microscopia de fluorescéncia e/ou citometria de fluxo
(KALYANARAMAN et al., 2012) mas, em conjunto com outros métodos e ciente das limitacdes, CM-
H,DCFDA continua sendo bastante utilizado para estimar a presenca de ROS intracelular (FAN e LI,
2014). Para nos certificarmos de que o tratamento com 2mM de H,O, por 1h realmente estava
alterando o ambiente intracelular, ndo utilizamos apenas CM-H,DCFDA, mas também andlises por
HPLC-ECD e ensaio TUNEL onde pudemos constatar, respectivamente, um aumento dos niveis de
8-0x0dG e a presenca de dano no DNA dos parasitos que sofreram estresse oxidativo causado pelo
tratamento com H,O, (figura 7). Esses resultados corroboram os obtidos por outros grupos de
pesquisa em tripanosomatideos, onde diferentes concenta¢des de H,O, induziram um aumento dos

niveis de 8-oxodG (CAMPOS et al., 2011) e danos no DNA (FINZI et al., 2004). Nestes casos, 0s que
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passaram por estresse oxidativo apresentaram perda de motilidade e fragmentacdo do DNA,
caracteristicas semelhantes a apotose em metazoarios. Porém, ainda ndo ha um consenso sobre
apoptose e morte celular programada em protozoarios tripanosomatideos (FUERTES et al., 2008).
Vale destacar que alguns autores propdem que as caracteristicas que indicam morte celular
programada nesses protozoarios ndo ocorrem na populacdo como um todo, e sugerem a presenca de
um mecanismo de sele¢do dos parasitos mais aptos (DEBRABANT et al., 2003; DEBRABANT e
NAKHASI, 2003; FUERTES et al., 2008).

No6s também observamos através de diferentes metodologias que o estresse oxidativo causa
um encurtamento telomérico significativo em formas promastigotas de L. amazonensis (figuras 8, 10,
11). Esse mesmo fendmeno também ja foi observado em células de mamiferos, especialmente em
humanos, em resposta aos mais diversos fatores ambientais. O resultado, na maioria das vezes, leva
ao desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio produzidas e sua eliminacdo, culminando nos
fendtipos de senescéncia, apoptose e/ou morte celular programada (VON ZGLINICK, 2002; KURTZ
et al.,, 2004; TCHIRKOV e LANSDORP, 2003; EPEL et al., 2004). Esses mesmos fendtipos sdo
observadas em células que perderam a atividade de telomerase onde, diferentemente do
encurtamento telomérico abrupto proporcionado pelo estresse oxidativo, observamos um
encurtamento telomérico ao longo de varios ciclos celulares (BEKAERT et al., 2005; OESEBURG et
al., 2010). Isto confirma que os telébmeros sdo verdadeiros reldgios biolégicos, tanto nos organismos
pluricelulares como nos unicelulares, crontrolando o tempo de vida celular através da inducdo da
senescéncia, apoptose e/ou morte celular programada (EPEL et al., 2004; BEKAERT, 2005;
OESEBURG et al., 2010).

Embora ainda ndo haja uma explicagdo contundente que explique detalhadamente o
fendbmeno de encurtamento telomérico abrupto devido ao estresse oxidativo, especula-se que o H,0;
em conjunto com ions metalicos possa induzir quebra de DNA na regido 5 da sequéncia telomérica
5-GGG-3’, desempenhando um papel crucial no aumento da taxa de encurtamento dos telébmeros
(KAWANISHI e OIKAWA, 2004; KURTZ et al.,, 2004). Isto corrobora a fragmentacdo de DNA
observada anteriormente pelo ensaio TUNEL (figura 7D).

Noés também encontramos evidéncias de que o encurtamento telomérico ocorre primeiramente
na regido simples-fita 3'G overhang, fazendo com que a proteina ligante de DNA simples fita LaRPA-
1 perca esse que é seu principal sitio de interacdo nos teldbmeros (figura 12A). Isto provavelmente
ocorre devido a presenca de teldmeros curtos e auséncia de alguns componentes shelterin e CST em
L. amazonensis, impossibilitando assim a formacédo do t-loop. Esta € uma constatacdo inédita tanto
na biologia molecular de tripanosomatideos quanto nos eucariotos que apresentam teldbmeros curtos,
pois ndo ha nenhum relato sugerindo tal fendbmeno como consequéncia de estresse oxidativo. Isso
demonstra o quao pouco sabemos sobre a dindmica dos teldmeros nos eucariotos e nos incentiva a

investigar com cautela essa regiao de fundamental importancia celular.
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Além disso, também encontramos evidéncias de que apls estresse oxidativo, a proteina
multifuncional LaRPA-1 é deslocada do 3'G overhang devido ao encurtamento do mesmo (figura 12A
e 13A). Concomitantemente, nés pudemos observar um aumento da interacdo entre LaRPA-1 e a fita
telomérica rica em C que, provavelmente como consequéncia do reparo ao dano oxidativo, fica
temporariamente na forma de simples-fita (figura 12C e 13B). Neste caso, supomos que as
magquinarias de reparo BER, NER e/ou MMR sejam ativadas em resposta ao dano oxidativo
(BRIERLEY e MARTIN, 2013), sendo que em cada uma dessas maquinarias é gerado um fragmento
de DNA simples-fita de tamanho diferente devido ao processo do reparo. Sabemos que se a
maquinaria MMR for ativada, existe a possibilidade de atuagcdo de LaRPA-1, uma vez que RPA em
outros eucariotos desempenha um papel importante na regulagdo da atividade do complexo MutSa
(MSH2 + MSH6) e Exol, por sua interagdo a simples-fita gerada em decorréncia da agédo desse
complexo, levando a diminuicdo da processividade do mesmo, o que resulta na degradacdo de
aproximadamente 250 nucleotideos, como ja foi demonstrado em eucariotos superiores (IYER et al.,
2006; MODRICH, 2006). Como o dano oxidativo afeta principalmente a sequéncia GGG (VON
ZGLINICK, 2002; KAWANISHI e OIKAWA, 2004), é provavel que a simples-fita gerada em
consequéncia do reparo por MMR seja uma fita complementar a fita G telomérica, ou seja, uma
simples-fita telomérica rica em C (AATCCC),. Isto corrobora os resultados obtidos nos ensaios FISH-
IIF realizados sem desnaturacdo do DNA e o ensaio ChIP (figuras 12 e 13), que sugerem um
deslocamento de LaRPA-1 da regidao 3'G overhang e interacdo concomitante com a simples-fita
telomérica rica em C gerada provavelmente apés estresse oxidativo. Essa hip6tese colocaria LaRPA-
1 dentre as proteinas que desempenham um papel importante no reparo por Mismatch, a semelhanca
do que ocorre com seu homoélogo nos eucariotos superiores (IYER et al., 2006; MODRICH, 2006).

Neste estudo n6s também observamos que, apds estresse oxidativo agudo causar morte de
parte da populagéo tratada, os parasitos sobreviventes continuaram se proliferando e replicando DNA
(figuras 15 e 16), sugerindo uma atuacdo rapida e eficaz da maquinaria de reparo em resposta a
danos oxidativos. Além disso, pudemos observar a presenca de um arrest na fase G2/M do ciclo
celular (figura 17), o qual € um importante checkpoint para verificacdo de danos no DNA para a
maioria dos eucariotos (CUDDIHY e O'CONNELL, 2003). Em conjunto, esses resultados sugerem a
presenca de um sistema muito eficiente de resposta a danos oxidativos no DNA telomérico,
permitindo que os parasitos mais resistentes a esse estresse (ou que sofreram menor quantidade de
danos) sobrevivam e repliquem DNA mesmo apos terem sofrido um estresse oxidativo agudo. Além
disso, in vivo esse eficiente sistema de reparo a danos oxidativos poderia aumentar a sobrevivéncia
do parasito dentro do hospedeiro e facilitar sua transmisséo representando, deste modo, uma via
envolvida tanto na sobrevivéncia como na propagacao dessa espécie de Leishmania.

Vale a pena destacar que a resposta ao dano causado por estresse oxidativo nos eucariotos

superiores envolve uma cascata de eventos, envolvendo proteinas de reconhecimento ao dano (DNA
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glicosilases, complexos MutLa) e proteinas que participam da maquinaria de reparo BER, NER e
MMR, i.e. (endonucleases, exonucleases, complexos MutSa) (BRIERLEY e MARTIN, 2013). Quando
esse estresse esta associado aos telomeros, frequentemente temos a formacao do t-loop limitando o
acesso de proteinas envolvidas na via de reparo. Esse impedimento de atuacdo dessas proteinas
propicia o acumulo de quebras de DNA na forma de simples fita e favorece o encurtamento
telomérico (VON ZGLINICKI, 2000). Em parasitos do género Leishmania, a regido telomérica varia
entre 200 a 1000 bp (CONTE e CANO, 2005), demonstrando que os teldmeros sdo relativamente
curtos quando comparado aos eucariotos superiores (1500 a 10.000 bp em humanos, de acordo com
o tipo celular) (IWAMA et al.,, 1998; SVENSON et al., 2011; SAMASSEKOU et al., 2010). Essa
caracteristica impossibilita fisicamente a formacdo da estrutura t-loop, assim como ocorre em S.
cerevisiae (teldbmeros ~300 bp) (NANDAKUMAR e CECH, 2013), sugerindo que diante de estresse
oxidativo esse parasito provavelmente se comporte de uma maneira muito peculiar, j& que ndo ha a
formacéo do t-loop para limitar 0 acesso de proteinas de reparo. Em conjunto, essas explicacdes
fornecem mais um indicativo de que a resposta ao dano oxidativo na regido telomérica em L.
amazonensis provavelmente ocorre de maneira rapida e eficaz.

Um ponto interessante sobre as protéinas RPA é que sua estrutura, constituida de varios
dominios OB-fold, propicia uma acdo multifuncional, evidenciado por sua participacdo nas mais
variadas vias metabolicas do DNA (SAKAGUCHI et al., 2008). Em L. amazonensis, embora LaRPA-1
ndo apresente o dominio N-terminal RPA1-70 (também chamado de RPA1N), responsavel
principalmente pela interacdo com proteinas envolvidas no check point celular, a mesma foi
evidenciada participando do reparo por recombinacao homadloga nos teldmeros, como consequéncia
da inducdo de quebras de DNA na forma de dupla-fita (DA SILVEIRA et al., 2013). Os resultados
apresentados nesta tese fornecem fortes indicios de que LaRPA-1 esteja participando de outra via de
reparo, nesse caso reparo por mal pareamento (MMR) induzida em resposta ao estresse oxidativo
agudo, a semelhanca do que ocorre com seu homadlogo nos eucariotos superiores (IYER et al., 2006;
MODRICH, 2006). A figura 18 apresenta um diagrama completo onde propomos, de maneira sucinta,
como se daria a participagdo da proteina LaRPA-1 na via de reparo por MMR induzida por estresse
oxidativo em L. amazonensis.

Para finalizar, vale a pena lembrarmos que durante o ciclo de vida de L. amazonensis, este
parasito fica sujeito a acdo de uma grande variedade de moléculas toxicas, sobretudo moléculas que
geram danos oxidativos (e.g. ROS). Nossos resultados sugerem a existéncia de um sistema de
resposta a danos oxidativos no DNA extremamente eficiente fazendo com que, mesmo apds a
inducado do estresse, esse parasito consiga sobreviver e replicar DNA. Esse conhecimento, atrelado a
pesquisas aplicadas, podera facilitar o descobrimento de novos alvos parasita-especificos que

desestabilizem, por exemplo, esse eficiente sistema de resposta a danos no DNA presente nesse
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parasito. Isso contribuira para o desenvolvimento de vacinas e drogas eficazes para o tratamento e a

possivel erradicacao das leishmanioses.
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Figura 18. Representacdo esquemaética da possivel participacdo da proteina LaRPA-1 na via de reparo
por MMR induzida por estresse oxidativo. O tratamento com H,O, induz dano oxidativo principalmente nos
teldmeros, causando encurtamento e liberacdo de LaRPA-1 que perde seu sitio de interagcdo preferencial, o 3'G
overhang. Apds o reconhecimento do dano pela maquinaria de reparo por MMR (complexo MutSa e Exol) e
possiveis proteinas acessorias, ocorre degradacao do DNA oxidado e recrutamento de LaRPA-1 que passa a
interagir com a fita telomérica rica em C, cumprindo seu papel de protecdo. LaRPA-1 provavelmente regula a
atividade do complexo MutSa e Exol e permite 0 acesso da maquinaria de replicacdo (DNA polimerase + DNA
ligase) para sintese pés-reparo, da nova fita rica em G. O processo que gera a extremidade 3’G overhang
denominado resection ainda permanece desconhecido em Leishmania, porém ele € importante para gerar o
substrato para a acédo futura da telomerase. Fill in = preenchimento, Exol = exonuclease I, MMR = mismatch
repair, MutSa = complexo em mamifero formado pelas proteinas MSH2 e MSH6, cujos ortdlogos em
Leishmania recebem a mesma denominacéo.
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Como ja citado anteriormente, a estreita semelhanca entre os complexo CST de eucariotos
superiores e o complexo RPA, e a auséncia em L. amazonensis de ortdlogos para proteinas descritas
em outros eucariotos como ligantes da simples fita telomérica rica em G (ex: Cdc13, POT1), sugerem
gue a presenca de LaRPA-1 é crucial na manutencao dos teldmeros do parasita, onde provavelmente
essa proteina cumpra fungdes andlogas as proteinas mencionadas. Além disso, esse tratabalho
apresenta fortes evidéncias que sugerem um deslocamento de LaRPA-1 da extremidade simples fita
dos teldbmeros (3'G overhang), e sua participacdo no reparo por mal pareamento (MMR), apés 0s
parasitos serem submetidos a estresse oxidativo. A participagdo da proteina LaRPA-1 em
maquinarias de reparo, especialmente no MMR, é algo ainda relativamente novo, sendo estudado por
poucos grupos de pesquisa, embora a participagdo de LaRPA-1 no reparo por recombinagéo
homodloga ja tenha sido evidenciado por nosso grupo. Para obtermos maiores evidéncias da presenca
de MMR nos telbmeros e do envolvimento de LaRPA-1 nesta via, pretendemos realizar ensaios de
imunoprecipitacdo de cromatina telomeérica utilizando soros anti-PCNA e anti-MSH2 (componentes
MMR). Também pretendemos realizar ensaios de infecgéo in vivo com 0s parasitos sobreviventes e
novos ensaios de viabilidade celular para verificarmos se 0s sobreviventes sdo realmente mais aptos
(resistentes) ao estresse oxidativo. Em conjunto, esses resultados forneceréo fortes evidéncias para

aceitarmos ou refutarmos o0 modelo proposto nhesse manuscrito.
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Abstract

The parasites belonging to the family Trypanosomatidae (order Kinetoplastida) are among the
most primitive eukaryotes. Some trypanosomatids are the etiologic agents of neglected human
pathologies such as South American and African trypanosomiasis and leishmaniasis. As a
consequence of their ancient phylogenetic position, nuclear DNA replication in trypanosomatid
protozoa shows conserved and non-conserved features. DNA replication in trypanosomatids initiates
nearly simultaneously in the nucleus and in the genetic material of the single mitochondrion (or
kinetoplast), suggesting that DNA synthesis is coordinately regulated in both organelles. In
eukaryotes, nuclear DNA replication is preceded by assembly of the pre-replication complex, which is
coordinated by the Origen Recognition Complex (ORC). However, in trypanosomatids, the pre-
replication complex differs from other eukaryotes and is similar to Archaea. All of these parasites
contain only one protein that recognizes the replication origins and is found in the nucleus throughout
the cell cycle, which suggests that it is not involved in the control of replication initiation. In the S
phase, DNA replication starts at these origins and, in trypanosomes, occurs mainly at the nuclear
periphery. In Leishmania spp., from the beginning up to mid S phase, replication sites are spread
throughout the nuclear space to form subnuclear foci of active DNA replication. From mid-to-late S
phase, replication is restricted to sites at the nuclear periphery. Few nuclear DNA polymerase have
been described in trypanosomatid protozoa, although putative members of all polymerase families are
found in their genomes. Structural and functional analyses indicate that most of these polymerases
are highly conserved, with some of them being involved in polymeraseymerization and the repair of
DNA damage. Although there are no descriptions of DNA polymerase 6 in these protozoa, one of this
protein’s partners, proliferating cell nuclear antigen (PCNA), is found in the nucleus throughout the cell
cycle. Trypanosomatid PCNA forms distinct subnuclear foci in the S phase, whereas its distribution is
more diffuse in the G2/M phase and in post-mitotic phase cells. This finding suggests that there may
be phase-specific regulation of PCNA in the cell cycle. DNA replication in trypanosomatid telomeres is
terminated by the action of telomerase. The biochemical properties of the trypanosomatid enzyme are
conserved and resemble those described in other eukaryotes. Leishmania telomeres replicate late in
S phase and at the beginning of G2 phase the chromosomes cluster at the nuclear periphery.
Telomerase co-localizes with telomeres from the late S to G2 phases. These observations point to the
existence of replication factories in trypanosomatids, the importance of which will be reviewed and

discussed in this chapter.
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8.2 Capitulo de livro: Telomere and Telomerase Biology (capa e resumo)
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Abstract
Telomeres are the physical ends of eukaryotic linear chromosomes. Telomeres form special

structures that cap chromosome ends to prevent degradation by nucleolytic attack and to distinguish
chromosome termini from DNA double-strand breaks. With few exceptions, telomeres are composed
primarily of repetitive DNA associated with proteins that interact specifically with double- or single-
stranded telomeric DNA or with each other, forming highly ordered and dynamic complexes involved
in telomere maintenance and length regulation. In proliferative cells and unicellular organisms,
telomeric DNA is replicated by the actions of telomerase, a specialized reverse transcriptase. In the
absence of telomerase, some cells employ a recombination-based DNA replication pathway known as
alternative lengthening of telomeres. However, mammalian somatic cells that naturally lack
telomerase activity show telomere shortening with increasing age leading to cell cycle arrest and
senescence. In another way, mutations or deletions of telomerase components can lead to inherited
genetic disorders, and the depletion of telomeric proteins can elicit the action of distinct kinases-
dependent DNA damage response, culminating in chromosomal abnormalities that are incompatible
with life. In addition to the intricate network formed by the interrelationships among telomeric proteins,
long noncoding RNAs that arise from subtelomeric regions, named telomeric repeat-containing RNA,
are also implicated in telomerase regulation and telomere maintenance. The goal for the next years is
to increase our knowledge about the mechanisms that regulate telomere homeostasis and the means
by which their absence or defect can elicit telomere dysfunction, which generally results in gross

genomic instability and genetic diseases.
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SUMMARY

We have previously shown that the subunit 1 of Leishmania amazonensis RPA (LaRPA-1) alone binds the G-rich telomeric
strand and is structurally ditferent from other RPA-1. It is analogous to telomere end-binding proteins described in model
eukaryotes whose homologues were not identified in the protozoan’s genome. Here we show that LaRPA -1 is involved with
damage response and telomere protection although it lacks the RPAIN domain involved with the binding with muluaple
checkpoint proteins. We induced DNA double-strand breaks (IDSBs) in Leishmania using phleomycin. Damage was
confirmed by TUMNEL-positive nuclei and triggered a (+1/3 cell cycle arrest that was accompanied by nuclear accumulation
of LaRPA-1 and RAD51 in the S phase of hydroxyurea-synchronized parasites. DS Bs also increased the levels of RADS51 in
non-synchronized parasites and of LaRPA-1 and RADS51 in the 5 phase of synchronized cells. More LaRPA-1 appeared
immunoprecipitating telomeres #n vivo and associated in a complex containing RADS51, although this interaction needs
more investigation. RADS51 apparently co-localized with few telomeric clusters bur it did not immunoprecipitate telomeric
DNA. These findings suggest that LaRPA-1 and RAD51 work together in response to DNA DSBs and at telomeres, upon
damage, LaRPA-1 works probably to prevent loss of single-stranded DNA and to assume a capping funcnon.

Key words: Leishmania amazonensis, DNA double-stranded break, LaRPA-1, RAD31, telomeres.

INTRODUCTION D NA repair pathways, including the repair of DNA
double-strand breaks (I)5Bs), a finding that suggests
a surveillance function in the response to DNA
damage (Wold, 1997). RPA has also been implicated
in cell evele checkpoint activation (Zou et al. 2006)
since Hela cells deficent in RPA are arrested at
G2/M, have high levels of spontaneous DNA
damage and show constitutive activation of check-
point kinases (Dodson et al. 2004,

During the repair of DSBs by homologous re-
combination in veast, RPA interacts with and modu-
lates the activities of 2 members of the RADS2
epistasis group, namely proteins RADS1 and RADS2
(Sugivama and Kowalczyvkowski, 2002; Stauffer and
Chazin, 2004). In addition, the partial co-localization
of RADS1 with RPA suggests that these nuclear foei
are sites of DNA repair by homologous recombina-
tion (Golub et al. 1998). In mammals, RPA acts as a
common intermediate for signalling DNA damage
and for the subseguent recruitment and activation
of damage response proteins at telomeres. The
accumulation of RPA bound to single-stranded
telomeric DNA occurs in the absence of single-
stranded telomeric proteins or telomerase. In con-
trast, the presence of DNA-binding proteins inhibits
# Corresponding author. E-mail: micano@ibb.unesp.br the recruitment of RPA| nucleases, telomerase and
§ These authors contributed equally to the paper. checkpoint proteins ( Longhese, 2008).

Leishmania spp. are protozoa parasites among which
are species that cause leishmamasis, a disease that
occurs in different clinical forms (cutaneous, muco-
cutaneous and wvisceral) and is endemic in many
countries around the globe. Disease control and
treatment are stll inefhcaent and parasite drug
resistance is a challenge since it may involve DNA
amplification (Beverley et al. 1986; Grogl et al. 1959,
Beverley, 1991; Ouellette et al. 2004; Berman, 2005).
Therefore, efforts for the establishment of intensive
rescarch to better understand the molecular biology
of these parasites are encouraged.

In most eukarvotes, replication protein A (RPA)
i5 a heterotrimeric complex of single-stranded
DNA-binding proteins that plays multiple roles in
eukarvotic DNA metabolism, including telomere
maintenance and DNA damage signalling (Wold,
1997; Schramke et al. 2004). RPA has high affinity for
single-stranded DNA generated during replication
and for damaged double-stranded DNA (Patnick
and Turchi, 1999; Lao et al. 2000). This protein
complex 18 required for each of the 4 major

Parasitology (2013), 140, 547-359. @ Cambridge University Press 2013
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In trypanosomatids, which includes Leishmania
spp., knowledge about the roles plaved by RPA in
DNA metabolism 1s very limited compared with
model eukarvotes. Few reports show that the subunit
1 of RPA in L. amazonensis (LaRPA-1) binds and
co-localizes with telomeres in vivo (Fernandez et al.
2004; Sigqueira-Neto et al. 2007). LaRPA-1 is also
structurally different from other RPA-1 but it shares
many structural simmilarities with known conserved
and RPA-like single-stranded telomere-binding
proteins (e.g. POT1, CDC13 and OnTEBP)
(Gao et al. 2007; Siqueira-Neto et al. 2007) whose
homologues were not 1dentified mn the protozoan’s
genome. In this particular case, RPA-1 may have
assumed an extra function at telomeres, analogous
to the related telomere end-binding proteins such
as POT1 in higher eukarvotes (Lira et al. 2007,
Barrientos et al. 2008). T'o assess the role of LaRPA-1
in damage response, we induced DNA double-
strand breaks in Leishmania promastigotes using
phleomyein as the genotoxic agent. (Moore, 1988,
1989; McKean et al. 2001). In T'. brucei, phleomycin
induces in vivo the phosphorvlation of a T30
residue in the histone H2A, which seems to be a
very early signal of the DSB damage response
resembling yH2A from other eukarvotes (Glover
and Horn, 2012). It was also shown that T. brucei
yH2A foci co-localizes with the RADS1 recombinase
and that these foci naturally occur during S and
(32 phases or upon DSBs induced by chemicals or
artificial meganuclease expression ( Glover and Horn,
2012).

In the present study, we show that LaRPA-1 15
involved in damage response and telomere protection
upon phleomycin-induced damage, although it 1s
structurally different from the RPA-1 described in
other eukarvotes (Siqueira-Neto et al. 2007). Damage
was confirmed by TUNEL-positive nuclei and
triggered a G1/S cell cycle arrest concomitantly
with the nucdear accumulation of LaRPA-1 and
RADS1 in the 8 phase of hydroxyvurea-synchronized
cells. DSBs also increased the levels of RADS1 in
non-synchronized parasites and of LaRPA-1 and
RADS51 in the 8 phase of hydroxyurea-synchronized
cells, At telomeres, more LaRPA-1 associated earlier
with the G-rich telomeric strand, with a few foci
showing an apparent co-localization of RADSI,
although RADS1 did not immunoprecipitate telo-
meric DINAL

We speculate that in spite of being the major
parasite telomere end-binding protein, LaRPA-1
together with RADS1 is involved in DSBs damage
response and, at telomeres, upon damage, LaRPA-1
works probably to prevent loss of single-stranded
DNA and to avoid a gross damage response. These
results, although preliminary, are in agreement with
an extra function of LaRPA-1 at parasite telomeres
and may add new insights in the protozoa telomere
biology field.
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MATERIALS AND METHODS
Parasite cultures and cell synchronization

Letshmania amazonensis promastigotes  (MHOMN/
BR/73/M2269) were grown in MI199 (Cultilab)
supplemented with 10% fetal calf serum (Cultilab),
25mM. Hepes and a 1X antibiotic/antimycotic
solution (Cultilab) at 26 °C. Leishmania amazonensis
cultures were synchronized by treating mid-log phase
cultures (15 % 107 cells mL™") with 5 mM hydroxy-
urea for 12h, and released into drug-free M199
medium (da Silva e al. manuscript in preparation).

Determination of the 1C ;0 for phlemnyvein in
promastigote forms of L. amazonensis

Parasite cultures were incubated with 5=250ug of
phleomyein mL~™" at 1h time-intervals up to 12h
and then 12 h later at 28 °C. At each time-interval,
parasites treated and non-treated with the drug
(controls) were fixed in 1% formaldehyde and the
cells were counted in a haemocyvtometer,

A modification of the tryvpan blue exclusion test
(Paland er al. 2009) was used to determine the
number of non-viable L. amazonensis promastigotes
in the presence of different concentrations of phleo-
mycin and at different times (0, 1, 3 and 6 h); control
cells received no drug. After each incubation, parasite
cells were washed with 1x PBS and incubated for
15 min at room temperature with 0.4% trypan blue
(Gibeo) in 1% PBS. The cells were then washed in
1% PBS and cell death was checked by reading the
absorbance at a wavelength of 620nm in an ELISA
microplate reader (Multiscan Ex, Labsystems).

Cell sorter analysis

HU-synchronized, phleomyan-treated and non-
treated cells were harvested, washed in 1% PBS,
fixed in 1% formaldehyde and incubated with
RNAse A (10 ug ml™ '} for 10 min at room tempera-
ture. To measure the DNA content, the cells
were stained with propidium iodide (40 gg mL™";
Sigma, St Louis, MO, USA) and analysed with a
FACScalibur flow eytometer (Becton and Dickson).
Fluorescence was quantified with the CellFIT cell
cycle analysis program. Twenty thousand events
were analvsed for each sample.

Preparation of L. amazonensis nuclear protein extracts

Equal numbers of parasites were used to obtain
nuclear extracts from non-treated and treated cul-
tures at each time-point. Nuclear extracts were
obtained according to the method of Fragaki et al.
(20003), in the presence of protease and phosphatase
inhibitors, with minor modifications. Briefly, extracts
were prepared from 3% 10° cells on ice in 0-5 mL of
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lysis buffer 1 (10 mM Hepes, 1-5 mM MgCl,, 10 mM
KCI1, 0-5 mM DT, 0-5% NP40, pH 7-5). After lysis,
the parasites were centrifuged and the resulting
supernatant was used as the cytoplasmic extract.
The pellet containing nuclei was incubated for
200min on ice with 0-1 mL of lysis butfer 2 (200 mM
Hepes, 1-5mM MgCl,, 840mM KCl, 0-5mM
DT, 25% glveerol, 0-2 mM ED'TA, pH 8-0). After
centrifugation (15500 g, 15 min, 4 °C), the resulting
supernatant was recovered, dialvsed against lvsis
buffer 3 (the same as lvsis buffer 2, except that KCl
was 100 mM) and used as the nuclear extract.

Western blot and antibodies

Nuclear extracts (equivalent to 107 parasites/lane)
from control and phleomyvein-treated parasites were
separated in 10~12% SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose membranes ( Bio-Rad) in Tris-glyvcine-
methanol (48 mM, 39mM, 20%, wv/v) at 16°C.
Western blots were developed using a goat anti-
rabbit HRP-conjugate secondary antibody ( Bio-Rad)
and the enhanced chemiluminescence { ECL), accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Millipore).

The homologous sera used to probe Western blot
membranes and/or IP and [IF were the mouse
polyclonal anti-LaRPA-1 serum (produced from
full length recombinant LaRPA-1), the rabbit polv-
clonal anti-LaRPA-1 (Sigueira-Neto et al. 2007),
and rabbit polvclonal anti-La e-Tubulin and anti-
LaNOP1 sera {both obtained from synthetic pep-
tides, GenScript, data not shown).

The Leishmania RADS5] gene (LmjF28.0550)
encodes the protein RADS1, which is highly con-
served in a variety of eukarvotes. The Leishmania
spp. RADS51 and the mammalian RADS1 are about
74 5-84% similar and 63-78% identical (McKean
et al. 2001; Genois et al. 2012 and Tri'l'rvpDB,
http://tritrypdb.org/tritrypdb/). This high level of
conservation allowed us to probe Western blots of
L. amazonensis protein extracts with a polvcdonal
serum prepared from full-length human RADS1
expressed in E. coli (Ab46981, Abcam). However,
in the L. major gene DB (http: /www genedb.org/
genedb/leishfindex.jsp) there are 3 genes annotated as
homologues of RADST: LogF28.0550 (encodes a
putative 41-2 kDa protein), LmjF33.2490 (encodes a
putative 72-9kDa protein) and LwgF 354890 (en-
codes the 39-5kDa protein DMC1, RADS1/dmel).
The rabbit anti-human RADS1 serum (Abcam
Ab46981) used to develop the immunoblots recog-
nized only the 41-2kDa L. amazonensis RADS1
protein homologue and no other protein band was
revealed with this serum in all Western blots done
during the preparation of this article. In agreement
with our results, Genois et al. (2012) showed that
an anti-human RADS51 serum also recognmized in
L. infantum extracts was a 41 kDa protein which 1s
the predicted molecular weight for LiIRADS51.
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We also used the rabbat anti-human histone H2A
{Abcam Ab530545) serum that recogmzes 2 protein
bands of approximately 13=14 kDa in L. amazonensis
nuclear extracts (see Fig. 6). In the L. major genome
database there i3 1 gene annotated as histone H2A
(gene DB Lk 21.0915) and 6 others annotated
as histone H2A putative genes (LmgF.21.0920,
LmjF.21.0930, LmjF.29.1720, Lmjk.29.1730,
Lo .29 1740 and LogF 17.0250). According to a
search using Delta-Blastp (data not shown) the
Leishmania H2A protein (gene DB LoggF.21.0915)
shares approximately 45% identity with the human
histone H2A type 1-A (GenBank Accession number
NP_734466) and also ~ 50% with other mammalian
and vertebrate’s histone H2A proteins. Thus, it is
possible that both the anti-human RAID51 and the
anti-human histone H2A sera that we used here
recognize epitopes presented in the most conserved
regions of the Leishmania RAD51 and H2A proteins,
respectively.

Chromatin immunoprecipitation assay

Formaldehyvde cross-linked chromatin was obtained
from parasites (0-8%10% cells/experiment) treated
with phleomycin {4UygmL._'} for 1 and 3h and
from non-treated controls at the same time-points.
Chromatin  was immunoprecipitated with anti-
LaRPA-1 and anti-RADS51 sera and DNA was
extracted after reversal of the cross-linking. DNA
samples were slot-blotted and hybridized with T'el1C
[{CCCTAA);], and KDNA (5-TTTCGGCTCG-
GGCGGTGAAAACTGGGGGTTGGTGTAA-
AANT-3") probes using an established protocol (Lira
et al. 2007). Aliquots corresponding to 1% and 5-10%
of the total number of cells used in each experiment
(input) were tested separatelv. Control assays in-
cluded mock experiments and experiments done with
rabbit pre-immune serum. The amount of immuno-
precipitated DNA was calculated according to the
protocol of Lira et al. (2007).

Immunoprecipitation assays (1P)

Nuclear extracts from 1 % 107 log phase promastigotes
treated with phleomyein {-1-UygmL._1} for 1, 3 and
Oh and from non-treated controls were used for
the immunopreapitation (IP) assays, in conjunction
with ~ 200 gg of mouse anti-LaRPA-1 serum. The
[P assavs were done using Pierce™ Crosslink im-
munoprecipitation kit according to the manufac-
turer’ sinstructions. At the end of the assay, one-tenth
of each eluate was fractionated in 10-12% SDS-
PAGE followed by Western blot probed with the
appropriate antisera and pre-immune serum as the
control. Extracts from non-treated parasites were
also immunoprecipitated and used as controls. The
specificity of mouse anti-LaRPA-1 serum for IP
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Fig. 1. LaRPA-1 lacks the N-terminal RPAIN domain.
A diagram showing the localizaton of RPAIN, DBD-A,
DBD-B and DBD-C structural domains in different
RPA-1, based on CD) database analysis. Numbers
correspond to the position of the amino acid residues
Hanking each domain. Note that PfRPA-1 and LaRPA-1
lack the N-terminal RAPAIN domain. Homo sapiens
(HsRPA-1, GenBank Accession no. AAH15126),
Drosophila melanogaster (DmRPA-1, GenBank Accession
no. AAF54206), Arabidopsis thaliana (AtRPA-1,
GenBank Accession no. A'T2g06510), Saccharomyces
cerevisiae (ScRPA-1, GenBank Accession no.
CAA42420), Plasmodium falciparum (PFRPA-1, GenBank
Accession no. CAD351733), Leshmania amazonensis
({LaRPA-1, GenBank Accession no. AARB4278).

assays is shown in Supplementary Fig. 54, online
version only.

Indirect immunofluorvescence [IF ) and indivect
immunofluorescence combined with fluorescence in situ
hvbridization (FISH-1IF )

The IIFs were done using previously described
protocols (Siqueira-Neto et al. 2007; da Silva et al.
20110) with minor modifications. First, 10° promas-
tigotes were washed in 1% PBS and fixed in 1%
formaldehyde for 5 min at 4 °C. After permeabiliza-
tion with 0-1% Triton X-100 for 10min at room
temperature, the cells were incubated with 0-1 M
glyvcine. Specific proteins were detected by incubat-
ing the cells with the appropnate immune serum
followed by washing 3 times with 1x PBS and
incubation with goat anti-rabbit or anti-mouse IgG
labelled with Alexa Fluor 488 or 555 (Invitrogen).
The parasites were then attached to glass coverslips
coated with 0-1% poly-L-lysine (Sigma). FISH was
done using log phase L. amazonensis promastigotes
and a telomere PNA FISH/FITC kit (Dako
Cytomation), according to manufacturer’s instruc-
tions. For I1F, the cells were washed in 1% PBS and
fixed in 1% formaldehvde for 5min at 4°C. After
permeabilization with 0-1% T'riton X-100 for 10 min
at room temperature, the cells were mcubated with
specific antibodies followed by incubation with goat
anti-rabbit IgG coupled to Alexa Fluor 488 or 555
as the secondary antibody. Vectashield® mounting
medium with DAPI (Vector Labs) was used to stain
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nuclear and kinetoplast DNA for simple [IF and for
the FISH-IIF assays. Images were analysed with a
Nikon 801 fluorescence microscope and captured with
a digital camera (Nikon). When necessary, images
were superimposed using NIS elements software
(v. Ar 3.10).

RESULTS

LaRPA-1 lacks the RPAIN domain involved with the
binding to checkpoint proteins

We have previously shown that LaRPA-1 is co-
purified with LaRbp3s and DNA polvmerase alpha
in telomerase-positive extracts (Fernandez et al.
2004), In addition, it co-immunoprecipitates telo-
meric DNA in vivo and co-localizes with telomeric
DNA (Siqueira-Neto et al. 2007). But contrary
to RPA-1 from other eukarvotes, LaRPA-1 has a
truncated RFA-1 structural domamn and it binds
single-stranded DNA using a single but canonical
oligonucleotide-oligosaccharide fold (OB fold) loca-
lized at its N-terminus (Fig. 1) (Siqueira-Neto et al.
2007). Here we performed a domain search with the
Conserved Domains database (CDD) (http://www,
nchinlm.nih.gov/Structure/edd/wrpsb.cgi), in order
to verify whether LaRPA-1 contains some of the
conserved domains shared by other RPA-1. As
shown in Fig. 1 and in Siqueira-Neto et al. (2007),
LaRPA-1 and its counterparts from other protozoa
(e.g. Plasmodium faleiparum) share low sequence
identities with other RPA-1 (18-2-32%) although
it preserves the 3 putative and structurally
conserved DNA-bmding domains (DBD A-C) or
OB fold domains (Fig. 1). In addition, RPA-1 from
Leishmania spp. and from other trypanosomatids
lacks the N-terminal RPATIN domam (Fig. 1 and
Brown et al. 1992; Sigueira-Neto et al. 2007)
responsible for interaction with multiple checkpoint
proteins, including ATRIP, RADY and MREIIL.
In humans, disruption of these interactions causes
hyvpersensitivity to both DNA damage and replica-
tion stress (Xu et al. 2008).

DNA damage induced by phleomyecin elicited a G1/S
cell cvele arvest in L, amazonensis promastigotes

It iz known that in Saccharomyces cerevisiae,
50 ug mL™" of phleomvein for 60120 min induces
a checkpoint response that is controlled by the A'TM-
related TEL1 protein (Nakada et al. 2003) and that
in most eukarvotes DNA DSBs (Moore, 1988;
Povirk et al. 1989) are repaired by homologous
recombination (HR) (Belenguer et al. 1995;
Sugivama and Kowalczykowski, 2002; Stauffer and
Chazin, 2004). Leishmania major promastigotes ex-
posed to 10 ug mL ™" of phleomvan for 24—=48 h also
showed a damage response with detectable levels of
the RADS51, a protein that commonly partiapates n
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damage repair by HR. In addition, during phleomy-
cin treatment parasites stopped growing, suggesting
that the drug induced a possible cell cvele arrest
(McKean et al. 2001). It is worth noting though that
10 pg mL™" is the drug concentration routinely used
to select against non-transformed L. major promas-
tigote cultures in genetic transfection experiments
and is also the amount of drug able to kill the whole
population of parasites in 3—4 davs (Freedman and
Beverley, 1993).

Thus, in order to verify the amount of drug that
would elicit a damage response in promastigotes of
L. amazonensis, we first tried to determine the 1C;,
of phleomvein, using the classic MT'T (tetrazolium
component) cell proliferation assay by incubating
parasite cultures with a variety of drug concentrations
5-100 pg mL._'} for a short period of time (0=12h
and 24 h). Unfortunately we did not succeed because
the drug absorbs light in the same wavelength
{570 nm) as the insoluble formazan produced during
the reduction of MT'T" by the mitochondrna of
viable cells (data not shown). Thus, growth curves
were done of L. amazonensis promastigotes grown
in different concentrations of the drug (5, 40, 100
and 250 ug mL._'). Figure 2A shows that compared
with the non-treated controls, incubation with
40-100 pg mL™" of phleomyein for up to 24h
reduced the number of parasites by 50=75% and no
increase in parasite numbers was detected during the
24 h time-course, suggesting that at these concen-
trations the drug induced a growth arrest. In contrast,
incubation with 250 ug mL™" of phleomyvein for up
to 11h was able to kill the whole population of
parasites. In this expeniment, the control curves
represent the growth of parasites not treated with the
drug. Inaddition, and because up to 100 ug mL™" of
phleomyein failled to kill 100% of the parasites
in culture (If1g. 2A), the influence of the drug on
L. amazonensis viability was exammed by using a
maodification of the trypan blue exclusion test (Paland
et al. 2009). As shown in the graph in Supplementary
Fig. S1A (online version only), compared with the
non-treated control, exposure of parasites to about
10=500 pg mL ™" of phleomyein for up to 6 h resulted
in a parasite mortality of 0=100%, respectively. Since
~50% of the parasites in the culture were viable in
concentrations around 10=100 gg mL ™" it was specu-
lated that the DNA damage induced by the drug was
probably rapidly repaired. Thus, we decided to
perform most of the experiments shown here with
40 pug mL™" of phleomycin and within O=6h of
mcubation.

It was first examimned whether parasite death was
caused by phleomyein-induced DNA fragmentation.
As shown by TUNEL-positive assay, after exposing
parasites to 40 ug mL ™" for up to 6 h around 96-8%
of the examined cells presented fragmented DNA in
the nucleus and in the kinetoplast (Fig. 2B and
Supplementary Fig. S1B, online version only). We
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also checked whether 40 g ml.™ ! phleomycin caused
cell cyele arrest in L. amazonensis promastigotes.
Figure 2C shows that exposure to phleomycein for
1-6 h caused accumulation of cells in G1 and loss of
signal for 8 and G2/M cells, perhaps suggesting a
delay in G1/8 transition compared with the non-
treated control. This resulted in a cell cycle arrest that
persisted for up to 12h (data not shown) and 1s
signalled by the formation of nuclear foci containing
LaRPA-1. The recombinase RADS51, a key com-
ponent of the HR repair machinery, was also involved
in this global response to phleomyvein treatment
(Fig. 3A=D). Indirect immunofluorescence (11F)
assavs were done with non-synchronized parasites
treated with phleomycin (40 ug mL._') for 1 and 3 h,
as well as with non-treated controls. Images were
obtained in duplicate from cells with positive signals
for both proteins and from different fields for each
experiment. LaRPA-1 15 commonly detected i the
nucleus of proliferating cells, and after 1 h to 3h of
exposure to phleomyein, although the protein seems
to reorgamze in foci, we did not observe statically
significant alterations in its fluorescence intensity
(Fig. 3A=D). RADS1 was also detected in control
parasites, but the staiming was more diffuse and
widespread than in phleomycin-treated parasites
{(Fig. 3A), which after 1 h of drug exposure, showed
RADST distributed in a few nuclear foa (Fig. 3B)
followed by ahigher nuclear accumulation after 3 hof
drug exposure (g, 3C).

Western blots of nuclear extracts from non-
synchronized parasites treated with phleomyein
(40 pg mL._') indicated that after treatment no
significant alterations in the amount of LaRPA-1
were detected (Fig. 4A=B). In contrast, there was a
significant (P<0-001) increase in the levels of
RADS1, which was gradual and time dependent
(g, 4A=B), probably reflecting the role of RADS1
in the repair of DNA DSBs,

To determine whether the changes in protein
location and accumulation could be followed during
the parasite’s cell cvele, cultures were synchromzed
with HU prior to treatment with phleomyein
(Supplementary Fig. S2B, online version only).
Figure 4C shows that phleomvem eliated discrete
alterations in LaRPA-1 and RADS1 expression,
principally at 8 phase, but induced a marked and
significant (P <0-001) accumulation of both proteins
in early (Sg) and late 8 (5;) phase of HU -treated
cells after 1 and 3 h, respectively (Fig. 5A=D); these
findings partially confirmed those of Figs 3A=D and
4A-B.

We were also able to demonstrate that synchroni-
zation of the cultures with HU did not induce
detectable levels of damaged DN A as shown by the
TUNEL assay (Supplementary Fig. S2A, online
versiononlyv). Thus, this indicates that the alterations
detected in protein expression and accumulation were
indeed a response to the DNA damage induced by
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Fig. 2. Phleomycin induces DSBs and G1/S cell cycle arrest in Leishmania amazonensis promastigotes. (A) L.
amazonensis wild-type promastigotes were exposed to different concentrations of phleomycin (5 (), 40 (H), 100 (A),

250 ug mL™ " (A)) and cell density was monitored for (—12

h and 12 h later (24 h). Parasites not treated with the drug

were used as growth control (@). Error bars indicate SD of the mean of triplicates. (B) DNA damage was investigated in

phleomycin-treated (Phleo-40 ugmlL ') or untreated cells
DSBs on DNA (green) were detected by T'UNEL assay. I

(Control (<)) and analysed at 1, 3 and 6 h of drug exposure.
)Nase | treatment was used as DNA damage positive control.

DAPI (blue) was used to stain the nucleus (N) and kinetoplast (K). Scale bar represents 2 um. (C) Histograms show the
relative propidium iodide Hluorescence, which is directly proportional to DNA content plotted against the number of

events per channel (number of cells). Phleomycin-treated (

iy oA i i
40 ug ml.” ") parasites (Phleo) were examined at various

intervals up to 6 h. Each histogram represents data collected from 20 000 events per sample. T'he positions of G1 (2n),

S and G2/M (4n) indicated in the panels were determined

phleomycin. Together, these results suggest that
L.aRPA-1 RADSI1

response of L. amazonensis to DNA DSBs.

and participate in the global

DN A damage induced a gradual increase in the levels of
RADS51 and in the amount of RADS51 associated with
LaRPA-1

Immunoprecipitation assays were used to determine
whether LaRPA-1 and RADSI1 interact in cells with
damaged DNA (Fig. 6). Mouse anti-LLaRPA -1 serum

using CEL LFit software (Becton Dickinson).

was used to innnunoprccipitulc nuclear extracts from
control parasites and from parasites treated with
phleomycin (40 g mL™ ). Immunoglobulin-free
immunoprecipitates (1/10 of column eluates) and
10% of the column input were fractionated in 10%
SDS-PAGE and analysed by Western blot with
rabbit antisera raised against LaRPA-1 and RADS51;
as the loading control we used an anti-histone H2A
serum that recognized the highly conserved core of
the Leishmania protein (see Materials and Methods
section for details). This analysis showed that in
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(*) Indicates P<0-001 calculated using two-way ANOVA, Bonferroni post-test (GraphPad Prism).

control cells LaRPA -1 was part of the same complex
containing RADS51 and histone H2A and that upon
damage, the levels of RADSI in the extracts as the
amount of RADS51 associated with LaRPA-1 gradu-
ally increased (Iig. 6, right). This result suggests that
LaRPA-1 and RADS51 work in the same damage
response pathway. Their association is probably
necessary to signal and repair both phleomycin-
induced DSBs and naturally occurring lesions,
because LaRPA-1 and RADS51 immunoprecipitate
even in extracts of parasites not exposed to chemical
damage. Figure 6, left, shows input representing
10% of loaded to the IP
Immunoprecipitates probed with rabbit pre-immune

extracts columns.

serum showed no positive interaction.

LaRPA-1 is rapidly recruited to telomeres upon
DNA damage

As with bulk DNA, telomeric DNA needs to be
repaired. Base excision repair, nucleotide excision
repair and mismatch repair are presumably used
to maintain the T'TAGGG repeats. However, some
forms of repair may have disastrous outcomes
for telomeres. For example, non-homologous end-
joining (NHE]) of 2 telomeres creates a circular or
dicentric chromosome. Homologous recombination

(HR) between telomeres could result in aberrant

telomere length, and recombination of a telomere
with an interstitial telomeric sequence could lead to
deletions, inversions and translocations (de Lange,
2005). But fully functional telomeres do not elicit a
DNA-damage response that is sufficient to stop cell
proliferation (Khadaroo et al. 2009) and this also
appears to be the case in L. amazonensis promasti-
gotes (Fig. 7A-B).

T'o understand how LaRPA-1 and RADS51 par-
ticipate in the response to DNA-induced damage at
telomeres, an IIF assay was developed using anti-
LaRPA-1 and anti-RADS5I1

FISH using a PNA-telomere probe (Siqueira-Neto

sera combined with

et al. 2007; Dossin et al. 2008). For this assay we
captured a set of 10-12 overlaid images in duplicate
and observed co-localization in almost every case.
As shown in Fig. 7A, the amount of LaRPA-1 that
co-localized with telomeric clusters was greater after
1-3 h of drug treatment than in the controls and in
parasites exposed to phleomycin for 6 h. This finding
LaRPA-1

telomeres upon DNA damage. In contrast, only a

suggests that is rapidly recruited to
few foa containing RADS1 apparently co-localized
with telomeric clusters after 3 h of drug treatment
(Fig. 7B) were detected. This result also indicates
that in these experimental conditions most telomeres
are covered by LaRPA-1, which probably protects
these structures from a local DNA damage response.
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In addition, 1t 15 presumed that only a few telomeres
showed a mild response in which RADS51 might have
displaced part of LaRPA-1 from the single-stranded
DNA.

To confirm these findings, chromatm-immuno-
precipitation assavs were performed with samples
from control and phleomvyein-treated parasites
(Fig. 8A-C). As shown in Fig. 8A, in control
parasites the amount of G-rich telomeric DNA that
co-immunoprecipitated with anti-LaRPA-1 relative
to the input DNA was around ~0-9=1-0% in all
samples (0, 1 h and 3 h). This 18 in agreement with
previous results from our laboratory (Siqueira-Neto
et al. 2007). In contrast, in phleomycin-treated
parasites the amount of telomeric DNA that was
immunoprecipitated by anti-LaRPA-1 (relative to
the input DNA) in 3h of treatment, increased to
~1-5% compared with the controls. No telomeric
DNA was immunopreapitated with pre-immune
serum or in mock experiments (Fig. 8A and C). In
addition, anti-LaRPA-1 serum did not immunopre-
cipitate kD NA 1in control and drug-treated samples
(Supplementary Fig. 83, online version only).

Contrary to anti-LaRPA-1, anti-RADS51 serum
was not able to immunoprecpitate telomeric DNA in

control or in phleomyein-treated parasites (Fig. 8B,
samples from 1 and 3 h respectively) (Fig. 8B),
suggesting that the apparent co-localization of
RADS1 with parasite telomeres using FISH-IIF
(Fig. 7B) was not due toits interaction with telomeric
LaRPA-1. Thus, the presumed contribution of
RADS1 to telomere damage response in Leishmania
needs more investigation.,

These findings suggest that LaRPA-1 and RADS1
work together in response to DNA DSBs, and at
telomeres, upon damage, LaRPA-1 works probably
to prevent loss of single-stranded DNA and to
assume a capping function.

DISCUSSION

The presence of DNA DSBs in a dividing cell is
detected by cell-cyvele surveillance mechanisms also
known as checkpoint mechanisms, The occurrence of
such breaks leads to the arrest of cell division at one of
several pomts, although the level of damage that can
be tolerated by different cell tvpes varies markedly
{Featherstone and Jackson, 1999), Single DSBs in
the core of T brucei chromosomes have been shown
to trigger a robust DNA damage response and
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efficient repair via homologous recombination with
allelic templates (Glover et al. 2008). It also induces
the action of a pH2A homologue, one of the earliest
markers of DNA damage in eukarvotes (Glover and
Horn, 2012).

The results described
L. amazonensis, DNA DSBs also triggered repair by

here suggest that, mn

activating the HR repair machinery that involves
global and local actions of RPA-1 and RADS51. In
other eukarvotes, DSBs repair initiates with long
J-single-stranded DNA overhangs that are rapidly
coated by RPA that acts as a sensor that binds with
high athnity to single-stranded DNA. This protein:
DNA complex recruits the recombinases RADS2 and
RADS51 that interact with RPA to form an additional

complex that displaces RPA from single-stranded
DNA to effectively initiate repair (Golub et al. 1995;
Stauffer and Chazin, 2004; Lisby et al. 2010). In
T. brucei, RADDS51 has a role in homologous recombi
nation during antigenic variation (McCulloch and
Barrv, 1999), a T. cruzi Rad51 has also been
2006) and
shown to participate in HR repair of DSB induced
by gamma-irradiation. The L. major and L. infantum
RADS] homologues are highly conserved, with
activities similar to RADS] from other eukarvotes
{McKean et al. 2001; Genois et al. 2012). In contrast,

characterized (Regis-da-Silva et al.

the Leishmania spp. genome contains no homologues
of RADS2 (data not shown) raising questions about
the existence of a factor, other than RADS2, that

84



Rita De Cassia Viveiros Da Silveira and others

L
n
o

Input (10%) IP LaRPA-1 {1/101) IP LaRPA-1
c 1h 3h '] ih 3h W.B. c 1h 3h
e -LaRPA-1
J— v & % LRADS51
| z - - W |. Histone
il pu— — '

W.B. pre-immune

Fig. 6. Changes in LaRPA-1 protein forming-complexes upon damage. LaRPA-1 and RADS51 protein levels were

assessed in Western blots of nuclear extracts from parasites treated with phleomycin (Phleo-40 gg ml.™

"Yfor 1 and 3 h

and non-treated controls (c). Extract samples were used in immunoprecipitation assays with mouse antiserum raised
against LaRPA-1. One-tenth of each immunoprecipitate (1P, right) pool was analysed by Western blots probed wath
rabbit antisera raised against LaRPA-1, human RAID51 and human histone H2ZA. Input (left) represents 10% of extracts
loaded to the IP columns. Rabbit pre-immune serum was used as control.

A APl LaRPA-1 Telomere Merged(a) Merged (b}

API RADS1  Telomers Merged (a) Merged (b)

Fig. 7. LaRPA-]1 is involved in the telomere response to
damage. IIF of promastigote forms using (A) anti-
LaRPA-1 (red) and (B) anti-RADA1 (red) serum were
combined with FISH using a PNA-telomere probe
(green). DAPI (blue) was used to stain DNA in the
kinetoplast (K) and mucleus (N). Merged (a) combined
images from 11F (red) and FISH (green) and merged (b)
combined all images. These figures contain representative

3

=2

Phleomycin (40 pg mL—1)

6

-

w

O

1

-

3

=+

Phleomycin (40 pg mL-1)

[

=

images showing the co-localization of LaRPA-1 and
RADS1 with telomeric clusters in phleomycin-treated
(for 1 h, 3h and 6h) and non-treated parasites

(C, control). Scale bar represents 2 prm.

recruits RADS1 to the RPA-bound single-stranded
DNA complex. Also, whether in these protozoa this
action can be performed directly by RADS1 without
the help of another factor. Both of these hypotheses
deserve investigation, although very recently, Genois
et al. (2012) showed that the L. infantum BRCAZ
homologue should be this missing candidate factor,
asits interaction with RADS1 promotes homologous
recombination at the genetic and biochemical level.
The concentration of phleomyein (40 pug ml

used here caused DNA DSBs in L. amazonensis, after
a short time (1=3 h) of drug exposure, as revealed by
TUNEL positive assay. This amount of drug is
about 4 times higher than the concentration that
nduced a damage response in L. major promastigotes
after 24—48 h of treatment (~ 10 gg mL.~ "y (McKean
et al. 2001). Here we show that LaRPA-1 and RADS5I1
participates in the response to DN A damage induced
by phleomycin in the nucleus, but D5SBs were also
detected in the KDNA, although no co-
localization of LaRPA-1 or RADS1 with kDNA
could be found. In nuclear-damaged DNA, LaRPA-
1 probably binds the exposed single-stranded DNA

clearly

ends in D5Bs and in the telomeric strands. Cell evde
arrest in the G1/5 phase was also indicative of drug-
mduced DNA damage. Thus, if phleomycin-induced
damage elicits a strong checkpoint in L. amazonensis,
than the conserved HR repair mechanism would be
expected to initially recruit RPA to protect single-
stranded DNA and then RADS1 to repair the damage
20017,

confirmed this hypothesis since, in non-synchronized

((Gasior et al. The results described here
cells, although not statistically significant, damage
shightly increased LaRPA-1 Huorescence and induced

foci formation, which was accompanied by a gradual

accumulation of RADS1. An increase in the levels of

RADST in nuclear extracts of asvnchronous and the
significant alterations in the levels of LaRPA-1 and
RAIDN51 in the S phase of HU-synchronized cells, in
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Fig. 8. More LaRPA-1 is recruited to telomeres upon
DNA damage. (A) Chromatin immunoprecipitation
(ChIP) of DNA from asynchronous log phase
promastigotes treated with phleomycin (40 g mL™") and
from non-treated controls (c) were immunoprecipitated
with anti- LaRPA-1 or pre-immune serum. (B) The
graph represents quantitative analysis of the
immunoprecipitated telomeric DNA using Image]
software (1-43u). Error bars indicate 5.0, of the mean of
duplicates. (*) Indicates P<(-05 calculated using
two-way ANOVA, Bonferroni post-test (GraphPad
Prism). (C) The same ChlP assay shown in (A) was done
with samples immunoprecipitated with anti-RADS]1 or
pre-immune serum. In (A) and (B), slot-blots were
hybridized with 3" end-labelled Tell C [(CCCTAA);)
probe. Control reactions were done without serum
(mock). Total DNA (input) corresponded to 5 and 10% of
the DNA cross-linked to chromatin in 0-8% 10° cells.

addition to nuclear accumulation of both proteins in
the S phase, agree with the roles of these proteins in,
respectively, signalling and damage repair. In vivo,
more LaRPA-1 assocated earlier with telomeres
mndicating a role for this protein in protecting
(capping) parasite chromosome ends. Nevertheless,
RADS1 was not immunoprecipitated with telomeric
DNA | suggesting that the presence of LaRPA-1 was
enough to protect telomeres and to avoid a gross local
DNA damage response. Apart from its role in damage
response and repair, in other eukarvotes, RADS1 1s
normally required for telomere maintenance and t-
loop formation (Tarsounas ef al. 2004; Verdun and
Karlseder, 2006).

Although LaRPA-1 formed complexes with
RADS1, with these proteins probably acting svner-
gistically m response to damage, we cannot exclude
the possibility that DNA damage led to a rapid global
genomic response and to the formation of foci as a
consequence of mild telomere dysfunction. Such
telomere dvsfunction is hikely to be rapidly repaired
since most of the parasites exposed to 40 ug mL™ " of
phleomycin, showed no overt damage or dramatic cell
cyele arrest or even death, but rather continued
to grow. This finding strongly suggests that in

557

L. amazonensis the presence of LaRPA-1 may prevent
the loss of single-stranded telomeric DNA and
induces the recruitment of other unknown factors
that help to protect the chromosome ends.

The functions played by RPAT0 in DNA metab-
olism have been extensively studied in model organ-
isms (Deng et al. 2007; Grudic et al. 2007; Haring
and Wold 2007). This 18 the first report showing the
involvement of RPA-1 from a pathogenic protozoan
{(LaRPA-1) in damage response and telomere protec-
tion. Unlike 1ts counterparts in other eukarvotes,
protozoa RPA-1 1z a truncated protein that lacks the
RPATIN domain involved with the recruitment of
checkpoint proteins such as ATR. But the natural
absence of RPAIN did not impair LaRPA-1 partici-
pation in damage response. Moreover, RPA bound to
single-stranded DNA is at least part of the molecular
recognition element that recruits the checkpoint
complexes (Xu et al. 2008). Thus, the results shown
here demonstrate that the natural absence of RPAIN
domain does not affect LaRPA-1 participation in
DNA damage response, suggesting that it uses other
regions/domains to do these interactions or it recruits
an unknown protein partner to play this role.

In veast, there is a notable difference in the cellular
responses to telomeres and DNA DSBs. Whereas
telomeres are relatively inert and stable, DN A DSBs
are immediately recognized by the MRX (Mrell/
Rad50/Xrs2) complex, leading to Tell (ATM-
related kinase) activation. A cascade of events occurs
when resected 3" G-overhangs are coated by RPA,
which in turn recruits Mecl and checkpoint com-
plexes, as well as RADS2 and RADS] recombinases
and downstream factors (Lisby et al. 2010). However,
uncapped telomeres produced by one of the follow-
ing: telomerase depletion, a pause in the replication
fork or senescence, are recognized as DSBs. In a
recent study using single cell analysis and chromatin
immunoprecipitation, 1t was shown that the loss of
telomerase i1s accompanied by an ordered recruitment
of the nuclease Mrell, the telomere-end binding
protein Cdel3, RPA, the ATRIP-like Ddc2 check-
point protein and the recombination protein RADS2
{ Khadaroo et al. 2009), The accidental collapse of a
replication fork at a telomere and the subseqguent
early telomere damage response could also lead to the
exposure of single-stranded DNA that would be
recognized by Cdeld and RPA, thereby recruiting
telomerase to repair telomeres, In this case, only in
the absence of telomerase would the recruitment
of RADS52 serve as an alternative pathway to repair
telomeres.

Kalocsay et al. (2009) showed that the persistence
of DSBs can lead to DNA damage at the nuclear
periphery in a process requiring RADS1 and
histone vanant H2AZ, Although we did not detect
damage to L. amazonensis DNA at the nuclear
periphery, our results showed that LaRPA-1 can
also form complexes with RADS1 and histone H2A
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(non-phosphorvlated histone H2A) when parasites
are treated with phleomycin. This finding suggests
that these proteins can act together in response to
DSBs.

The results described here indicate that phleo-
myvein caused parasite cell-cvele arrest that altered the
expression of RADS1 and the input of LaRPA-1,
a possible DNA  damage sensor and telomere
protector (Siqueira-Neto et al. 2007). Addressing
how LaRPA-1 and RADSI can initiate different
outcomes, depending on where the ‘break’ 15 on the
chromosome, will be challenging.

Our findings also suggest that in L. amazonensis
LaRPA-1 is required for DNA damage signalling
even lacking the RPAIN domain, and that this
function may be directly related to its single-stranded
DNA binding activity. The observation that more
LaRPA-1 was recruited to telomeric DNA and that
most of the parasites survived DNA damage suggests
that the presence of this protein may be sufficient to
prevent overt DNA damage to telomeres. Although
the precise molecular mechanisms that govern this
phenomenon in Leishmania spp. remain unknown,
we speculate that LaRPA-1 exerts a new capping
function that prevents a gross response at parasite
telomeres. This information is particularly important
to direct future research and will help advance our
understanding of conserved, as well as Leishmania-
specific properties of telomere maintenance.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors thank E. Ledvinka Filho for help in estimating
the 1Cs; of phleomycin, M. A. Golim for help with the cell
sorting analysis, colleagues in Dr Cano’s laboratory for
helptul discussions during this work, and Dr 5. Hyslop for
revising the English and critical reading of the manuscript.

FINANCIAL SUPPORT

This work was supported by Fundacio de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo, FAPESP (grant no.
09/53336—0) and Conselho Nacional de Pesquisa, CNPqg
{grant no. 474425/2010-0). R.C.V.S. was supported by a
doctoral fellowship from CNPg (Brazil) and M.5.5,
A MLP. and V.5.N. were supported by doctoral and post-
doctoral fellowships from FAPESP (Brazil).

REFERENCES

Barrie ntos, K.5, Kendellen, ML.F., Freibaum, B D,
Armbruster, B.N., Etheridge, K.T. and Counter, C. M. (2(5).
Dristinet functions of POTT at telomeres. Molecular and Cellular Biology
28, 5251-5264. doi: 10,1128/ MCB.OMME8-08,

Belenguer, P., Oustrin, M. L., Tiraby, G. and Ducommun, B, (1995).
Effects of phleomycin-induced [DPNA damage on the fission yeast
el zovaccharomyces pombe cell cyele. Yeast 11, 225-231. doi: 1010027
vea 320110305,

Berman, J. (2005). Recent developments in leshmaniasis: epidemiology,
diagnosis, and weatment. Current Tfections Disease Reports 7, 33-38. doi:
10,1007 (=11 908 -005-0021-1.

Beverley, 5. M. (1991). Gene amplification in Leisimania, Aamual Review
af Microbiology 45, 417444.doi: 10.1146/annurev.mi 45 100191002221,

558

Beverley, 5.M., Ellenberger, T.E. and Cordingley, [.5. (1980).
Primary strucure of the gene encoding the bifunctional dihydrofolate
reductase-thymidylate synthase of Leishmania major. Proceedings of the
National Acadewiy of Seiences, USA B3, 25842388, doi: 10,1073/
pnas 83 82584

Brown, L. M., Melendy, T. and Ray, D. 5. (1992). Conservation of
structure and function of DNA replication protein A in the trypanosomatid
Crithidia fasciculata. Procesdings of the National Academy of Seiences, USA
89, 1022710231, doi: 10,1073 pnas. 89.21. 10227,

da Silwva, M 5., Perez, A. M., da Silveira, R.C., de Moraes, C.E.,
Sigqueira-Neto, J.L., Freitas-Jr, L.H. and Camo, M LN. (2010).
The Leishmama awazenenss TRFE [TTAGGG repeat-binding factor)
homologue binds and co-localizes with velomeres, HioMed Central
Microbiology 10, 136, doi: 10.1186/1471-2180-10-136.

de Lange, T. (2005). Shelierin: the protein complex that shapes and
safeguards human telomeres. Genes & Development 19, 2100-2110. doi:
101101 /gad. 1346005,

Deng, X., Habel, ]. E., Kabaleeswaran, V., Snell, E H., Wold, M. 5.
and Borgstahl, G. E. (2007). Structure of the full-length human RPA14/32
complex gives insights into the mechanism of DNA binding and complex
formation. Fourmal of Melecular Bislogy 374, 865-876. doi: 10,1016,
b, 2007 .09.074.

Dodson, G.E., Shi, Y. and Tibbetts, R.5. (2004). DMA replication
defects, spontaneous DMNA damage, and ATM-dependent checkpoint
activation in replication protein A-deficient cells. Fowrnal! of Biological
Chenistry 279, 34010-34014. doi: 10.1074/jbe. C400242 200,

Dossin, F. de M., Dufour, A, Dusch, E. Siqueira-Neto, ]J.L.,
Moraes, C.B, Yang, G.5, Cano, M.I.N.,, Genovesio, A. and
Freitas-Junior, L. H. (2008). Automated nudear analysis of Ledshmania
major telomeric clusters reveals changes in their organization during the
parasite’s life cycle Public Library of Science Oue 3, 2313 doi: 10,1371/
journal pone 0002313,

Featherstone, C. and Jackson, S.P. (1999). DNA double-strand break
repair, Current Biodogy 9, R739-R761. doi: 10,1371 fjour nal. pone 0002313,
Fernanderx, M.F., Castellari, R. R, Conte, F.F, Gozzo, F.C,,
Sabino, A A, Pinheiro, H., Novello, J.C.,, Eberlin, M.N. and
Cano, M. LN. (2004). Identification of three proteins that sssociate in
vitro with the Leishmania | Leishmania) amazoenensis G-rich telomeric strand.
Eurapean Fownal of Bischemisery 271, 3050-3063, doi: 10.1111/j.1432-
1033200404 237 x.

Fragaki, K., Ferrua, B, Mograhi, B., Waldispuhl, J. and Kubar, J.
(2003). A novel Lef shwrania infantum nuclear phosphoprotein Leppl 2 which
stimulates 1L1-beta synthesis in THP-1 wansfectants. HioMed Central
Microbiology 3, 7. doi: 10.1186/1471-2180-3.7.

Freedman, D. J. and Beverley, 5 M. (1993). T'wo more independent
selectable markers for stable teansfection of Leishmamia. Molecular and
Biochenical Parasitology 62, 3744, doi: (1010160166 -685 {93901 75-W,
Gao, H., Cervantes, H.B.,, Mandell, E K., Otero, [[H. and
Lundblad, V. (2007). RPA-like proteins mediate veast elomere function.
Nature Structural & Moleewlar Bisdogy 14, 208-214. doi: 101038/
nemb1 203,

Gasior, 8. L., Olivares, H., Ear, U, Hari, D. M., Weichselbaum, R.
and Bishop, D. K. (2001). Assembly of RecA-like recombinases: distinct
roles for mediator proteins in mivosis and meiosis. Proceedings of the
National Academy of Sciemces, USA 98, S411-8418. doi: 10,1073/
pras. 1 21046198,

Genois, M-M., Mukherjee, A., Ubeda, J. M., Buisson, R., Paguet, E.,
Roy, G., Plourde, M., Coulombe, Y., Ouellette, M. and Masson, J. Y.
(2012). Interactions between BRCA2 and RADS] for promoting homaolo-
gous recombination in Leishmama infamium, Nucleie Aeids Research 40,
63706584 doi: 10,1093/ nar/ghs306.

Glover, L. and Horn, D. (2012). Trypanosomal histone gammaH2IA
and the DNA damage response. Molecwlar and Bischemical Parasitology 183,
TE-83. doi: 10,101 6fj.molbiopara, 201 2,01, D05,

Glover, L., McCulloch, R. and Horn, D. (2008). Sequence homology
and microhomology dominave chromosomal double-strand break repair in
African tevpanosomes, Nucleic Arids Ressarch 36, 2608-2618. doi: 10,1093/
nar/ghnli4,

Golub, E. L, Gupta, R.C., Haaf, T., Weld, M. 5. and Radding, C. M.
(1998). Interaction of human rad31 recombination protein with single-
stranded DNA binding protein, RPA. Nucdleic Acids Research 26, 5385
5393, doi: 10,1093 /nar/26.23 5388,

Grogl, M., Oduola, A.M., Cordero, L.I. and Kyle, D.E. (1U8Y).
Leishmania spp.: development of pentostame-resistant clones in vitro by
discontinuous drug exposure. Experimental Paraswlogy 69, 7T8-90. doi:
10,101 6/001 4- 4894 B0 )9017 3- 2,

Grudic, A., Jul-Larsen, A., Haring, 5.]., Wold, M. &, Lonning, P.E.,
Bjerkvig, R. and Boe, 5.0. (2007). Replication protein A prevents

87



LaRPA-1 in damage response and telomere protection

accumulation of single-stranded telomeric IDNA in cells that use alternative
lengthening of telomeres. Nucleic Acids Research 35, 7267-7278. doi:
101093 fnar/gkm7 38,

Haring, 5. [.and Wold, M. & (2007). A common means o an end. Naotuee
Structuwral & Molecular Biolegy 14, 176177, doi: 1001038 /namb0307 -1 76,
Kalocsay, M., Hiller, M.]. and Jentsch, 5. (200U). Chromosome-wide
Rad3l spreading and SUMO-H2A ZX-dependent chromosome fixation
in response to a persistent DN A double-steand break, Malecular Cell 33,
335-343. doi: 10,101 6/j. moleel 2009.01.016.

Ehadaroo, B, Teixeira, M T., Luciano, P., Ecker-Boulet, M.,
Germann, 5. M. Simon, M.N. Gallina, L, Abadallah, P,
Gilson, E., Geli, V. and Lisby, M. (2009]), The DMNA damage response
at eroded telomeres and tethering to the nuclear pore complex. N ature Call
Histogy 11, 980-987. doi: 1001038 /ncb 1910,

Lao, Y., Gomes, X. V., Ren, Y., Taylor, ]. 5. and Wold, M. 5. (2000).
Replication protein A interactions with DNA. III. Molecular basis of
recognition of damaged DNA. Biochemistry 39, 850839, doi: 10,1021/
b9 7=,

Lira, C.B.,, Giardini, M. A., Sigueira-Neto, J.L., Conte, F.F. and
Cano, M. L. M. (2007). Telomere biology of try pancsomarids: beginning o
answer some questions. Trends in Parastelogy 23, 357-362. doi: 10.1016/j.
pt. 200706005,

Lisby, M., Teixeira, M. T., Gilson, E. and Geli, V. (2010). The fate of
irreparable DMNA double-strand breaks and eroded telomeres at the nuclear
periphery. Nuelens 1, 158161, doi: 104161 fnucl 1211173,

Longhese, M.P. (2008). DNA damage response at functional and
dysfunctional telomeres. (Fenes & Development 22, 125-140. doi: 10,1101/
gad. 1626908,

McCulloch, R. and Barry, [.D. (199 A role for RADSL and
homologous recombination in Trypaneonia brucei antigenic variation.
Crenies & Develapment, 13, 28752888 dai: 10,1101 fgad.13.21.2875.
McKean, P.G., Keen, . K., Smith, D. F. and Benson, F.E. (2001).
Identi fication and characterisation of a RADS] gene from Leishmania majer.
Molecular and Biochemical Parasitelogy 115, 200216, doi: 10.1016/S0166-
GES1(01)00288-2.

Moore, C.W. (1988). Internuclecsomal cleavage and chromosomal
degradation by bleomycin and phleomycin in yeast. Cancer Hesearch 48,
GEIT-6H43.

Moore, C.W. (1989). Cleavage of cellular and extracellular Saccharomiyees
covevisiar DNA by bleomvein and phleomvein, Camcer Retearch 49,
60356041,

MNakada, I, Shimomura, T., Matsumoto, K. and Sugimoto, K. (2003).
The ATM-related Tell protein of Saccharomyces cerevisiae controls a
checkpoint response  following phleomydn treatment. Nuwcleie  deids
Research 31, 17151724, doi: 101093/ nar/ghkg252.

Ouellete, M., Drummelsmith, J. and Papadopoulow, B. (2004).
Leishmaniasis: drugs in the clinic, resistance and new developrments. Drug
Resistance Updates 7, 257-266. doi: 10,100 6j.bbre. 2007.04.144.
Paland, M., Kamer, L., Kogan-Sakin, 1., Madar, 5., Goldfinger, N. and
Rotter, V. (2009). Differential influence of normal and cancer -assodated
fibroblasts on the growth of human epithelial cells inan in vitro cocultivation
maodel of prostate cancer. Malecwdar Caneer Resarch 7, 12121223, doi:
101 158/1 54 1-7786. MCR-09-0073.

559

Patrick, 5. M. and Turchi, J.J. (19%). Replication protein A (RPA)
binding o duplex cisplatin-damaged DNA s mediated through the
generation of single-stranded DMA, Fournal of Bislogical Chemistry 274,
1497 2- 14978, doi: 10.1074/jbe. 274,21 14972,

Povirk, L.F., Han, Y. H. and Stweighner, B.J. (1989). Structure of
bleomycin-induced DNA double-strand breaks: predominance of blunt
ends and single-base 3' extensions. Bischemistry 28, SB08-5814,
Regis-da-Silva, C. G., Freims, . M., PassosSilva, D. G., Furtado, C,,
Augusto-Pinto, L., Pereira, M. T., DaRocha, W.D., Franco, G. R,
Macedo, A .M. Hoffmann, J.5., Cazaux, C., Pena, 5.D.],
Teixeira, 5. M. R. and Machado, C.R. (2006) Characterization of the
Trypanoseia crmezi Rad5] gene and its role in recombination events
assoctated with the parasite resistance to ionizing radiation. Malecular
and  Biwhemical Parasitelogy 149, 191200, doi:  10.1016/j. molbic-
para. 200605 012,

Schramke, V., Luciano, P., Brewvet, V., Guillot, 5., Corda, Y.,
Longhese, M.P., Gilkon, E. and Geli, V. (20{4). RPA regulawes
telomerase action by providing Estlp access to chromosome ends, Nature
(enetics 36, #6-54. doi: 10.1158/1541-77 86 MCR-09-0073,
Sigueira-Neio, J.L., Lira, C.B.B., Giardini, M. A., Khater, L.,
Perez, A. M., Peroni, L. A., dos Reis, ]. R., Freitas-Junior, L.H.,
Ramos, C. H. and Cano, M. L N. (2007). Leskmania replication protein
A-1 binds in vivo single-stranded telomeric DNA. Biechemical and
Biapliysical Research Cowmunications 358, 417-423. doi: 10 1016
bhre 2007 04144

Stauffer, M. E. and Chazin, W. J. (2004 ). Structural mechanisms of DNA
replication, repair, and recombination. Fournal af Biological Chenistry 279,
J0915-30918. doi: 10.1074/jbe. R40001 5200,

Sugivama, T. and Kowalczyvkowski, 5. C. (2002) Rad32 prowin
assoctates with replication provein A [(RPA)=single-stranded DNA 1o
accel erate Had51 -med iated displacement of RPA and presynaptic complex
formation. Fowmal of Bidogical Chemistry 277, 3166331672, doi: 10,1074/
jho 400015200,

Tarsounas, M., Munoz, P., Claas, A., Smiraldo, P. G., Pittman, I, L.,
Blasco, M. A., and West, 5. C. (2004). Telomere maintenance requires the
RADSL Y recombination/repair protein, Cell 117, 337-347. doi: 10,1016/
SO Z-8674 {4 00337-X.

Verdun, R.E. and Karseder, J. (2006). The DNA damage machinery
and homologous recombination pathway act consecutively to protect
hunsan elomeres. Cell 127, 700-720. doi: 10.1016/j.cell. 2006.09.034,

Ku, X, Vaithivalingam, 5., Glick, G. G., Mordes, . A., Chazin, W.].
and Cortez, D. (2008). The basic cleft of RPATIN binds multiple
checkpoint  proteins, including RADY, w regulate ATR signaling.
Muolecrdar and Celldar  Biology 28, 7345-7353. doi: 10.1125/MCB,
0107908.

Wold, M.S. (1997). Replication protein A: a heterotrimeric, single-
stranded DMNA-binding protein  required for  enkarvoric DNA
metabolism, Aunwal Kevdew of Biehewmistey 66, 61-92, doi: 10,1074 b,
R400015200.

Zow, Y., Lin, Y., Wuo, X. and Shell, 5. M. (2006). Functions of human
replication provein A (RPA): from DMNA replication vo DINA damage and
stress responses. Foumal of Cellular Plhysicdogy 208, 267-273. doi: 10,1128/
MCB.01079-08.

88



8.4 Artigo cientifico: Leishmania amazonensis promastigotes present two distinct modes of

nucleus and kinetoplast segregation during cell cycle

ONE

OPEN & ACCESS Freely available enline '@-PLOS

Leishmania amazonensis Promastigotes Present Two
Distinct Modes of Nucleus and Kinetoplast Segregation
during Cell Cycle

Marcelo Santos da Silva'?, Jomar Patricio Monteiro?, Vinicius Santana Nunes', Elton José Vasconcelos?,
Arina Marina Perez', Lucio de Holanda Freitas-Junior?, Maria Carolina Elias®, Maria Isabel Nogueira
Cano™

1 Departamento de Genética, Instituto de Biocigncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, S3o0 Paule, Brazil, 2 Universidade Estadual de
Campinas (UMICAMP), Campinas, S30 Paulo, Brazil, 3 Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) Caprinos & Ovinos, Sobral, Ceard, Brazil,
4 Seattle Biomedical Research Institute, Seattle, Washington, United States of America, 5 Laboratorio Macional de Biociéncias (LNBio), Centro Macional de
Pesguisa em Energia & Materiais, Campinas, Sdo Paulo, Brazil, 6 Center of Toxins, Immune Response and Cell Signaling (CeTICS), Instituto Butantan, Sao
Paulo, Sd0 Paulo, Brazil

Abstract

Here, we show the morphological events associated with organelle segregation and their timing in the cell cycle of a
reference strain of Leishmania (L.) amazonensis promastigotes, the main causative agent of Tegumentary
leishmaniasis in the Americas. We show evidences that during the cell cycle, L. amazonensis promastigotes present
two distinct modes of nucleus and kinetoplast segregation, which occur in different temporal order in different
proportions of cells. We used DAPl-staining and EdU-labeling to monitor the segregation of DNA-containing
organelles and DNA replication in wild-type parasites. The emergence of a new flagellum was observed using a
specific monoclonal antibody. The results show that L. amazonensis cell cycle division is peculiar, with 65% of the
dividing cells duplicating the kinetoplast before the nucleus, and the remaining 35% doing the opposite or duplicating
both organelles concomitantly. In both cases, the new flagellum appeared during S to G2 phase in 1N1K cells and
thus before the segregation of both DNA-containing organelles; however, we could not determine the exact timing of
flagellar synthesis. Most of these results were confirmed by the synchronization of parasites using hydroxyurea.
Altogether, our data show that during the cell cycle of L. amazonensis promastigotes, similarly to L. donovami, the
segregation of nucleus and kinetoplast do not follow a specific order, especially when compared to other
trypanosomatids, reinforcing the idea that this charactenstic seems to be species-specific and may represent
differences in cellular biology among members of the Leishmania genus.
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Introduction There are no effective vaccines for leishmaniasis, and the
few available drugs are expensive and toxic to the host. In
Leishmania amazonensis, a trypanosomatid protozoan, is addition, the occurrence of drug-resistant parasites requires the
the main causative agent of Tegumentary leishmaniasis in the establishment of intensive research to better understand the
Americas. Leishmaniasis is a spectrum of diseases with  cellular and molecular biclogy of these parasites [3,4].
different clinical forms that affects approximately 350 million Leishmania spp. belongs to the Trypanosomatidae family,
people around the globe. Recent data indicated that the which includes digenetic parasites with complex life cycles and
disease is endemic in 98 countries, with more than 1.6 million different developmental forms in vertebrate and invertebrate

new cases per year and over 20,000 deaths annually [1,2]. hosts. This peculiarity is central fo successful parasite
adaptation and the movement of these parasites between
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vector and host. Their life cycle is characterized mainly by
changes in cell shape, cell cycle, metabolism, surface coat,
DNA replication and gene expression that, in this case, also
have their peculiarities [5-9].

These protozoa contain a unigue mitochondrion that has a
dense kinetoplast region composed of a network of several
thousand minicircles and a few dozen maxicircles, which form
the kinetoplast DNA (KDNA) [10]. These protozoa also have a
single flagellum connected to the kinetoplast basal body that
emerges from a flagellar pocket, which is an invagination of the
plasma membrane [11]. The length of the flagellum is tightly
controlled throughout the life cycle of the parasite, especially in
the promastigote form, where it is essential for mobility and
survival inside the invertebrate host [12,13].

In trypanosomatids, the coordination of nuclear and kDMNA
replication throughout the cell cycle is dissimilar to higher
eukaryotes where mitochondrial DNA replicates at any stage of
the cell cycle [14,15]. Many authors have also described the
existence of a pattem of segregation of the DNA-containing
organelles (nucleus and Kinetoplast) in the well studied
Trypanosoma brucei [16], and also in Trypanosoma cruzi [17]
and L. tarentolae [18]. In all of these protozoa cell cycle events
follow this order: the flagellum is duplicated first, and the
kinetoplast divides shortly before nuclear division, culminating
with cytokinesis, which is also called post-mitosis. It was also
shown that L donovani and L. mexicana, were different from
other ftrypanosomatids because they both segregate the
kinetoplast after the onset of mitosis [19,20]. However, none of
these studies demonstrated If these segregation patterns were
fixed and thus shown by all cells within the studied populations
or if there were different proportions of cells showing a more or
less frequent pattern of segregation. Recently, some authors
demonstrated the existence of cells within the same population
of L. donovani [19] and L. major [21], showing not only different
morphologies but also a non-fixed pattern of nucleus and
kinetoplast segregation. For example in L. donovar, although
the majority of cells segregate the kinetoplast after the nucleus,
it was also observed that a small proportion of cells (about
20%) within the same population segregate the kinetoplast
before the nucleus [19]. A deep description about the events
occurring and the molecules involved in the cell cycle of L.
major promastigotes revealed that both the timing of its cell
cycle as well as the segregation of the Kinetoplast, which
occurs before the nucleus, are similar to that of 7. brucei,
although the authors detected the existence of a small
propartion of cells showing different configurations, which were
not considered in the cell cycle duration calculations [21]. Thus,
it is more clear now that at least for some species of
Leishmania [19-21], the order and timing of organelle
segregation are not consensual and cannot be generalized,
although the mechanisms that ensure proper organelle
segregation in trypanosomatids have been extensively studied
in relation to cell cycle control, including the establishment of
networks of interaction between molecules [21,22] and the
relationship between DNA replication and segregation of DNA-
containing organelles [17,20,21].

The present article shows evidences that during the cell
cycle, L. amazonensis promastigotes show two distinct modes
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of nucleus and kinetoplast segregation, which occur in different
temporal order and in different proportions of cells. Our results
demonstrate that similarly to L. donowvani [19], in the studied
population we find cells segregating either the kinetoplast
before nucleus or cells doing the opposite, although L
amazonensis shows a larger proportion of cells (65%)
segregating the kinetoplast before the nucleus whereas in L.
donovani the majority of cells (80%) segregate the kinetoplast
after the nucleus [19]. Additionally, the timing for both organelle
segregation and flagellum emergence differs from L
amazonensis and its phylogenetically closer species (e.g. L
mexicana and L. donovani), although they all have a similar
population doubling time (about 7h) [19,20] this article.
Therefore, our results reinforce the idea that cell cycle events
involving the segregation of DNA-containing organelles seems
to be species-specific and may represent differences in cellular
biology among members of the Leishmania genus.

Materials and Methods

Cell growth

A pure culture of L. amazonensss promastigotes (MHOM/BR/
1973/M2269) were grown at 27 *C in M199 medium (Cultilab)
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum
(Cultilab), 25 mM HEPES and 1% (v/v) antibiotic/antimycotic
solution (Cultilab).

Cell cycle analysis

Formaldehyde-fixed and DAPI-stained exponentially growing
promastigotes (~1,186 cells) were examined under a Nikon 80i
flucrescent microscope (100x magnification) to observe the
nucleus and kinetoplast and to estimate the duration of nuclear
and kinetoplast mitosis/division (M/D, respectively) and post-
mitosis/post-division (post-M/post-D), according to the Williams

n(1-v/2)
—il

1
formula [23]x= , where x is the cumulative time

within the cycle until the end of the stage in question, y is the
cumulative % of cells up to and including the stage in question
(expressed as a fraction of one unit), and a is the specific
growth rate.

To estimate the duration of S phase, we used the Woodward

and Gull formula [16]:5= %ln:L+e”‘:”]]—[Z+r:], where L is the

proportion of cells exhibiting EdU-labeled nuclel, a=1In 2/T (T =
generation time expressed in hours), Z = G2 + (M or D) + (post-
M or post-D), and t is the duration of the EdU labeling period in
hours.

EdU labeling

Exponentially growing promastigotes were incubated for a
minimum of 1 h with the thymidine analog EdU (5-ethynyl-2'-
deoxyuridine). Parasite samples remained exposed to EdU,
and cell samples were taken from the culture at time zero (after
1 h of incubation) and then every 5 min until we detected cells
containing two EdU-labeled nuclei, which correspond to the
period between the end of the S, phase and the end of mitosis.
EdU incorporation was detected using click chemistry and
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azide labeled with Alexa Fluor 492, according to manufacturer
instructions (Click-IT Edu Image kit, Invitrogen). Images were
analyzed with a Nikon 80i fluorescence microscope and
captured with a digital camera (DS-Fi1, Nikon).

Indirect immunofluorescence (lIF)

EdU-labeled promastigotes cells were washed with 1X PBS
(137 mM NacCl, 27 mM KCI, 10 mM Na,HPO, and 2 mM
KH,PO,) and fixed in 1% (wv) formaldehyde in 1X PBS for 5
min at room temperature. Cells were then treated with 0.1%
Triton-X 100 in 1X PBS for 10 min and free aldehyde
molecules were neutralized with 0.1 M glycine in 1X PBS for 10
min at room temperature. Fixed cells were washed with 1X
PBS and incubated with the monoclonal antibody MADAC
{culture supematant), which recognizes an unknown conserved
trypanosomatid flagellar structure [24]. This antibody was
raised by immunizing BALB/c mice with insoluble detergent
extracts enriched in a cytoskeletal fraction of T. cruzi
epimastigotes [24]. In the reaction, MADAC was diluted (1:10)
in blocking solution (4% (w/v) bovine serum albumin) and was
incubated for 12 h at 4 *C. Goat anti-mouse 1gG labeled with
Alexa Fluor 555 (Invitrogen) was used as the secondary
antibody. Cells were deposited on poly-L-lysine coated slides
for 15 min, and VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI
(Vector Labs) was used as the anti-fade mounting solution and
to stain nuclear and kinetoplast DMA. For these experiments,
images were analyzed with a Nikon 800 fluorescence
microscope and captured with a digital camera (DS-Fi1, Nikon).
When necessary, images were superimposed using NIS
elements software (version Ar 3.10) or ImageJ software
(version 1.43 u).

Cell cycle synchronization

For HU-synchronization, parasites in mid-log phase were
treated for 14 hours with 5 mM HU (Sigma) at 27 *C. Control
cultures were incubated under identical conditions except that
HU was absent. After HU treatment, synchronized and control
parasites were harvested by centrifugation at 2,300 g for 5
minutes at 4 °C for the complete removal of HU. and the
parasites were recovered in twice the orginal amount of fresh
M199  supplemented medium.  Samples  containing
approximately 2x10° parasites were collected houry for 7
hours, harvested by cenfrifugation, washed in 1X PBS (0.14 M
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH 7.4},
fixed in 1% formaldehyde for 5 minutes at room temperature,
washed again and suspended in 1X PBS. Cells were
permeabilized with 0.1% Triton-X 100 and incubated with 40 pg
of RNAse A (Invitrogen) for at least 2 hours at 37 °C. To
measure the DNA content, the cells were stained with 40 pg/mi
propidium iodide overnight {Sigma, St. Louise, MO, U.S.A.) and
were analyzed using the FACS Calibur (Becton Dickinson) and
CELLQuest software (BD Biosciences) for data extraction.
Flow cytometry data analysis was performed using WinMDI
v2.8 (http/ffacs scripps.edwsoftware html) to  construct
histograms (events x FL2 area), scatter plots (FL2 area x FLZ
width and SSC-Height x FSC-Height) and to determine
synchronization percentages.
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Results

The segregation of nucleus and kinetoplast in
Leishmania amazonensis promastigotes occur in
different temporal order in different proportions of cells

Leishmania amazonensis promastigotes were cultured in
M199 medium supplemented with 10% fetal bovine serum at
28 °C, and exponentially growing cells (Figure 1A) were used
for all experiments described in this article. To calculate L.
amazonensis generation time, we used an initial inoculum of 5
% 10° cells.mL”, and the counts were performed hourly using a
Neubauer chamber (Figure 1B). Analysis of these counts
resulted in an estimated generation time of 7 hours for L.
amazonensis promastigotes (Figure 1B). This value was
subsequently used to determine the duration of each cell cycle
phase, with the concomitant morphological analyses shown
below.

We examined 1,186 DAPI-stained wild-type L. amazonensis
promastigotes in exponential growth and observed that most of
them (973 cells) contained one kinetoplast and one nucleus
{1TK1N). Among the cells in division (191 cells), we observed
two distinct modes of nucleus and kinetoplast segregation: one
in which 125 cells, representing 65% of the 191 cells,
segregated the kinetoplast before the nucleus and thus
contained two kinetoplasts and one nucleus (2K1N), and the
other, representing 66 cells, or the remaining 35% of the 191
cells, segregated the kinetoplast after the nucleus and had one
kinetoplast and two nuclel (1K2N) (Figure 1C). The remaining
22 cells were in post-Mitosis/post-kinetoplast division (post-M/
post-D) and had two kinetoplasts and two nuclei (2K2N)
(Figure 1C).

The new flagellum emerges during S/G? phase before
the segregation of DNA-containing organelles

To estimate the timing of DNA replication in the nucleus and
in the kinetoplast, L. amazonensis promastigotes were
incubated with EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine), and cell
samples were observed every 5 minutes until the cells showed
the strongest EdU fluorescent signals in both DNA-containing
organelles (nucleus and kinetoplast). The images shown in
Figure 2A are representative of cells in different stages of S
phase (early, mid and late) and were chosen based mainly on
morphology of DAPI-stained nucleus and kinetoplast and the
increased fluorescence intensity of both EdU-labeled
organelles, as estimated using NIS software (Figure 2B). This
helped us estimate S phase duration as approximately 2.5 h,
which agreed with the value obtained using the Woodward and
Gull formula (see below) [16]. The results also showed that
DNA replication in L. amazonensis promastigotes is an event
that most likely occurs simultaneously in the nucleus and in the
kinetoplast.

To estimate the timing for the emergence of a new flagellum
from the cell body of L. amazonensis promastigotes, parasite
cells were incubated with EdU followed by flagellum labeling
with MADAC (culture supernatant) [24]. For this experiment,
parasites remained exposed to EdU, and cell samples were
taken every 5 min followed by flagellum labeling. The collected
images shown in Figure 3A are representative of L.
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Figure 1. Estimation of generation time and the profile of organelle segregation in L. amazonensis promastigotes. Panel
A) Typical growth curve of L. amazonensis promastigotes in M199 medium at 28 °C. Promastigotes grew logarithmically in the
range 1 x 10° to 3.5 x 107 cells ml-1. Panel B) Cell density was measured hourly over 12 h. The generation time was calculated to
be 7 h (r* = 0.983). Ermrors bars indicate SD of three independent assays. Panel €) Distinct morphelogical patterns observed in
exponentially growing L. amazonensis promastigote cultures. The data were obtained from 1,186 cells counted from three
independent axenic cultures of wild-type L. amazonensis promastigotes. Images are representative of DAPI-stained cells showing
different organelle segregation, 1K1N are cells not in division, 1TK2N and 2K1N are cells in division, and 2K2N are cells in post-M/
post-D. Images were captured using a Nikon 80i and NIS element v.3.0 Software. K = kinetoplast, N = nucleus. Bars = 2 pm.

doi: 10.1371journal. pone. 0081387 9001
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Figure 2. DNA replication occurs simultaneously in the nucleus and in the Kinetoplast of L. amazonensis
promastigotes. Panel A) EdU incorporation was revealed by click chemistry using azide labeled with Alexa 534. DAPI was used to
stain DNA in the kKinetoplast (K) and in the nucleus (N). The images represent cells in early, mid and late S phase, determined by
EdU incorporation and the morphology of DAPI-stained nucleus and kinetoplast. The column on the right shows the percentage of
cells in the population that had the same characteristics. Bars, 2 pm. Panel B) The amount of EdU-incorporation was estimated by
fluorescence intensity using NIS elements v.3.0 software. The duration of S phase for each organelle was determined by
morphology and increased fluorescence intensity, which was directly proportional to increased EdU incorporation. The maximum
fluorescence intensity/incorporation (signaled as EdU saturation) indicated the end of S-phase for each DNA-containing organelle
(approximately 120,000 a.u for nuclear DNA and approximately 10,000 a.u for kinetoplast DNA).

doi: 10.1371jounal pone. 0081387 g002
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amazonensis promastigotes in G1, S and S/G* cell cycle
phases for nucleus and kinetoplast and were selected based
on the morphology of DAPI-stained and EdU-labeled
organelles and flagellum appearance using an indirect
immunofluorescence (lIF) assay. We observed that the new
flagellum protrudes during S/G* phase in TN1K cells and thus
before the segregation of both DNA-containing organelles as
shown In Figure 3B and in other Leishmania species [20,21].
Although we could not determine the exact timing of flagellum
appearance, not even if it emerged during S5,/G2, or during
5./G2,, there Is an estimation in Figure 4 based on the timing
calculated for each kinetoplast and nuclear cell cycle event,
which shows that it takes approximately 4.5 h (0.64 units of the
cell cycle) within the 7 h cell cycle for a new flagelium o
emerge from L. amazonensis promastigotes.

In summary, after examining 1,186 DAPI-stained cells, we
observed that 191 cells (16.1% of the total) were in division
(segregating one or both nucleus and kinetoplast) and had two
flagella. Among these 191 cells, 65% (125 cells or 10.5% of the
total) were 2K1N2F and 35% (66 cells or 5.6% of the fotal)
were 1K2N2F, meaning that these cells did not end the
cytokinesis, but they segregated the kinetoplast (D cells in
Figures 3B and 3C) or the nuclei (M cells in Figures 3B and
3C). From the total of 1,186 cells, only 1.9% (22 cells) were in
cytokinesis (post-M/post-D cells in Figures 3B and 3C). Thus,
among the exponentially growing promastigotes of L
amazonensis we can observe cells with the same
morphologies presented by both L mexicana and L. major
(TKINTF, 1KINZF, 2K1N2F, 1K2ZN2F, 2KZN2F) [20,21],
although L. amazonensis differs from them in terms of the
timing and proportion of cells that segregate the kinetoplast
before or after the nucleus. The diagram shown in Figure 3C
summarizes our findings and shows the proportions of these
cell configurations in the studied population.

Estimation of cell cycle event timing in L. amazonensis
promastigotes shows that DNA replication seems to be
coordinated with the segregation of both DNA-
containing organelles

To calculate the duration of M and post-M nuclear events, we
used the wvalues estimated for the population doubling time
{Figure 1B) and for the proportion of cells within the 1,186 cells
that have distinct N/K configurations, including the order and
timing estimated for organelle segregation (Figures 1C and
3C).

The sum of cells with TK2N2F (66 cells or 5.6% of the total)
and 2K2N2F (22 cells or 1.9% of the total) configurations was
used to estimate the duration of post-M phase, which was
estimated to be 0.72 h or 0.1 units of the cell cycle using the
Williams formula [23]. To estimate the duration of M phase, we
used cells with the 2K 1N2F configuration (125 cells or 10.5% of
the total), which represented cells that did not reach the end of
mitosis and thus had presented the nucleus in division but not
yet segregated; additionally, cells with this configuration were
considered mitotic by Ambit et al. (2011) [21]. Using the
Williams formula [23], the duration of M phase was estimated
to be 0.62 h or 0.09 units of the cell cycle (Table 1, Figures 3B,
3C and 4).
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To estimate the duration of nuclear G2 phase (G2,), L.
amazonensis promastigotes were maintained in the presence
of EdU until cells containing two EdU-labeled nuclei were
observed (data not shown). The results showed that 1K2N or
2K2N cells were first detected 1.25 h after EAU incorporation,
meaning that cells in the end of S phase took 1.25 h to go
through G2 phase and mitosis. Considering this finding and
that the duration of M phase in L. amazonensis promastigotes
I5 0.62 h, we could estimate the duration of G2, as 0.63 h (0.09
units of the cell cycle) (Table 1 and Figure 4).

Using the values obtained for post-M, M and G2, and the
proportion of cells that exhibited EdU-labeled nuclei after 1.25
h of EdU exposure (50% of cells), we were able to calculate the
duration of Sy phase; according to the Woodward and Gull
formula [1€] this was estimated to be 2.2 h or 0.32 units of the
cell cycle. This value is similar fo the time estimated for the
duration of DNA replication in both DNA-containing organelles
(2.5 h) using the fluorescence intensity of EdU-labeled cells
(Figure 2B).

Finally, the duration of G1,, phase was estimated to be 2.83
h (0.4 units of the cell cycle), calculated by taking the difference
between the sums of the timings estimated for the other
phases (S,+G2,+M+post-M) and the generation time (Table 1
and Figure 4). Therefore, in a 7 h cell cycle, the longest nuclear
event was &1, phase followed by S, (2.2 h), post-M (0.72 h),
G2, (0.63 h)and M (0.62 h).

Using the same approaches described above, we could also
estimate the timing of each cell cycle phase for the kinetoplast
events. For this calculation, we also used that group of 191
cells from the total of 1,186 DAPI-stained cells, which were in
division and a step before cytokinesis (Figure 3C). Within this
group, we could observe that 65% of cells (125 cells)
segregate the kinetoplast before the nucleus (2K1N), and the
remaining 35% of the cells (66 cells) segregate the kinetoplast
after the nucleus (1K2N) (Figures 3B and 3C). Summarzing
our estimations, according to the percentage of cells in D or
post-D and the population doubling time, the duration of both
phases for 65% of cells that segregate the kinetoplast before
the nucleus were 0.49 h (0.07 units of the cell cycle) and 1.18 h
(017 units of the cell cycle), respectively, and for the 35% that
do the opposite, durations were 0.53 h (0.08 units of the cell
cycle) and 0.19 h (0.02 units of the cell cycle), respectively
(Table 1 and Figure 4).

Based on the observations of cells containing two EdU-
labeled kinetoplasts, as detected 1.25 h after the end of S,
phase, the duration of G2 for 65% of cells was estimated to be
0.76 h (0.11 units of the cell cycle) and was 0.72 h (0.10 units
of the cell cycle) for the other 35% of cells, which is in
agreement with the late Kkinetoplast segregation observed
within this group of cells (Table 1 and Figures 3B and 4). We
then used the Woodward and Gull formula [16] to estimate the
duration of S, as 2.35 h for 65% of cells (0.33 units of the cell
cycle) and 2.61 h for 35% (0.37 units of the cell cycle) (Table 1
and Figure 4). The values obtained are also similar to the time
estimated for kinetoplast DNA replication (2.5 h) using EdU
fluorescence intensity (Figure 2B). Finally, the time estimated
for G1, phase for 65% of cells was 2.2 h (0.32 units of the cell
cycle) and was 2.95 h (0.42 units of the cell cycle) for 35% of
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Figure 3. Morphological patterns and flagellum emergence during the cell cycle of L. amazonensis promastigotes. Panel
A) The panel shows that a new flagellum emerges in S/G? phases of 1K1N cells before the segregation of both kinetoplast and
nucleus. EdU label was used as mark of DNA replication in both DNA-containing organelles. Panel B) The panel shows nuclear
(blue) and kinetoplast (pink) events and demonstrates differences in the percentage of cells that segregate the kinetoplast before
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G2 phases of both organelles. In panels A and B, nuclear (blue) and kinetoplast (pink) events are, respectively labeled as G1, S,
G2, M, D (kinetoplast division) and Post-M/Post-D (or cytokinesis). DIC (differential interference contrast), DAPI staining (blue), EdU
labeling (green) and flagellum labeling with monoclonal antibody MADAC (red). N = nucleus, K = Kinetoplast. Bars = 2 ym. Panel C)
The diagram represents a summary of the results shown in A and B.

doi: 10.1371/joumal.pone.0081397.g003
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flagellum is also noted. These calculations were based on the generation time for L. amazonensis promastigotes (7 h), which

corresponds to one unit of the cell cycle.
doi: 10.1371joumal. pone. 00813879004

cells; these times were also calculated using the difference
between the sums of the timings estimated for the other
phases (S,+G2+D+post-D) and the generation time (Table 1
and Figure 4). Therefore, the greatest discrepancies among
kinetoplast events in both cell configurations (2KTN and 2K2N)
occurred in G1; and post-D phases (Table 1 and Figure 4).
Altogether, the results indicate that in L. amazonensis
promastigotes, the segregation of nucleus and kinetoplast
parallels with DNA replication in both organelles, although
segregation of these organelles occurs in a distinct temporal
order in different proportions of cells within the population.

HU-synchronized parasites have the same organelle
segregation pattern observed in non-synchronized
wild-type parasites

To determmine if the morphological pattems shown by wild-
type L. amazonensis promastigotes are reproducible after
synchronizing cells in culture, we treated exponentially growing
parasites with hydroxyurea (HU). DNA content was estimated
by cell sorter analysis using propidium iedide (Figure 5A), and
the order of organelle segregation was observed during S
phase using DAPI-stained cells (data not shown).

The synchronization of the L. amazonensis promastigote
forms (approximately 60% of the cells) allowed us to estimate
the timing of the main phases of the cell cycle (G1, S and
G2/M). According to cell sorter analysis (Figure 5A), the
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Table 1. Timing of organellar events.

Nuclear events

Stage Proportion of cell cycle Hours
Gy 0.40 2.83
SN 0.32 2.20
G2y 0.09 0.83
M 0.09 0.62
post-M 0.10 0.7z
Kinetoplast events
Stage FProportion of cell cycle Hours

65 % of cells 35 % of cells 85 % of cells 35 % of cells
Gy 0.3z 042 222 288
Sk 0.33 0.37 2.35 281
G2k 0.11 0.10 0.78 072
o] 0.07 0.08 048 053
past-D 0.7 0.03 1.18 019

doi: 10,137 1fjoumnal.pone. 0081307 .tD01

duration of one promastigote cell cycle was approximately 7
hours. Here, we were able to detect an increase in propidium
iodide fluorescence per cell as early as 1 hour after release
from HU arrest. Using this approach, S phase was estimated
as the time that fluorescence readings increased and cells
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doiz 10.137 1fjournal pone. 00813979005

reached 4n content, indicating that most cells reached double
the initial fluorescence value in the histograms due to ongoing
DNA replication. By this method, DNA replication (S phase)
lasted for approximately 2.5 hours, G2/M/post-M for
approximately 1.5 hours and G1 for approximately 3 hours
(Figures 5A and Table 2). These values are all in perfect
agreement with the values obtained for the nuclear events in
non-synchronized wild-type parasites (Table 1 and Figure 5B)
and reinforce the reliability of the data presented here. It is
noteworthy that these estimations using FACs analysis are
somewhat complicated because some cells remain attached to
each other after cell cycle completion [20]. It is also important
to recall that the concentration of HU used in these
experiments does not cause DNA damage in L. amazonensis
promastigotes [25], maintaining the order of each cell cycle
phase, with an approximated number of cells in each phase
and a similar proportion of cells segregating the kinetoplast

PLOS ONE | www plosone.org

Table 2. Results of FACS analysis.

G2yiMipost-M and G2y/D/
Time Gy and Gk (%)Sy and Sy (%)post-D (%)

C {without HU} 444408 1222+ 0.3 4334205
Oh (HU block) 4584+82 31.36+44 228121

1h release 2404145 5418+83 2178129
2h release 175481 523+23 301895
3h release TO7£1.3 28281586 6485257
4h relesse 84x17 2042185 711879
5h release 114827 1474 +£43 T3TE x45
Bh release 2319158 10312 1.7 86.5+£38

doi: 10.1371/journal.pone. 00281387.1002

gither before (approximately 60%) or after the nucleus
(approximately 40%) (Figures 5B and 5C).
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Table 3. Organellar area (um®) during S phase.
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Table 4. Duration of the generation time and order of
kinetoplast segregation in different trypanosomatids and
experimental characteristics.

organelle early-§ (n=212) mid-§ (n=202) late-8 (n=24E)
nucleus 3712045 4.05 £ 0.78 6.45 £ 1.02
kinetoplast 103+0.14 1.18 £ 017 1.58 £0.24 Generation Growth  Temperature Kinetoplast

doi: 10.1371journal. pone. 00813971003

Discussion

The morphological events that accompany the cell cycle in
trypanosomatids have been studied in detail in some species,
and It appears that for some of them there was a general
consensus on the order of events. In most organisms (e.g., T.
brucei, T. cruzi, and L tarentolae), the first event is the
emergence of the new flagellum, followed by Kinetoplast
segregation, nuclear division and finally cylokinesis
[17,18,26,27]. However, recent studies reveal peculiarities
among different Leishmania species that require more
investigation [19-21].

In the present study, DAPI staining and EdU labeling were
used to observe changes in the morphology of both DNA-
containing organelles and DNA replication in L. amazonensis
promastigotes. It is worth noting that the phenomenon
described here was repeatedly observed in both exponentially
growing and HU-synchronized cultures even though DAPI-
based analysis has considerable limitations that omit many
details of the division of these organelles and is also a marker
of late division, although not necessarily a good marker of
mitosis or Kinetoplast division initiation or completion [28]. EdU-
labeling was used as marker to follow DNA replication in
asynchronous cultures, and it helped us estimate the timing of
the S-phase in both DNA-containing organelles by the
measurement of their fluorescence intensity signal and area.
We observed that the strongest fluorescent signal captured in
both organelles accompanied changes in size and in organelle
morphology (Table 3 and Figure 2A). For example, nuclei with
the strongest fluorescent signal always had increased
organellar area (Table 3), most likely indicating that they were
approaching the end of S, (late S phase/beginning of G2
phase). The kinetoplast morphology also changed from a small
stick to a rounded morphology at late S, when it also showed a
strongest EdU fluorescent intensity signal (Figure 2A). Both
events were accompanied by the emergence of the new
flagellum from the cell body at late S phase (Figures 3A and
3B). It is also worth emphasizing that after examining ~1186
cells, the difference in the proportion of cells that have distinct
behavior in organelle segregation were more evident from this
point and beyond (late S phase/beginning of G2 phase)
(Figures 3B and 3C).

Based on this information and the Williams [23] and
Woodward and Gull [16] analyses, an interesting observation
could be made. Our results show significant differences in the
order and timing of L. amazonensis promastigote cell cycle
events in comparison with other Leishmania species (e.g., L.
mexicana, L. major, L. donovani, L. infantum) (Table 4), which
somehow breaks a paradigm with respect to previous
observations.
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Organism time Medium  of growth segregation Reference
L
) Th M19a 27 *C BM (65 %)  This article
amazonensis
AN [35 %)
L. mexicana 7.1h M1ga 28"C AN [20]
L. major 10.2h HOMEM 25°C BM [21]
BM (15-20
L. donovani ~T h M1ga 24°C [19]
%)
AN (80-85
%)
RPMI
L. infantum Gh 26°C ND [38]
16840
L. tarentolae 5h BHI 27*C BN [18]
T. cruzi 24 h LIT 28*C BH [171
T. brucei 865h SDM-T2  27°C BN [18]

BM = before nucleus; AN = after nucleus; ND = not determined

doi: 10.1371/jourmnal_pone. 008 13871004

Comparisons among the most closely related Lefshmania
species (e.g., L. amazonensis and L. mexicana) and the more
evolutionarily divergent (e. g. L. tarentolae, L. major and L.
donovamni) show that the timing for the emergence of the new
flagellum and the division of both DNA-containing organelles is
markedly different [18-21], with [ amazonensis and L.
donovani showing in addition, different proportion of cells
displaying two modes of segregation of the DNA-containing
organelles. A large proportion of L. amazonensis dividing cells
(65%) and 20% of L. donovani cells, similarly to L. major and L.
tarentolae segregate the kinetoplast before nucleus and a
smaller proportion of L. amazonensis cells (35%) behave like L.
mexicana and 80% of L. donovani cells, as they segregate the
kinetoplast after the nucleus (Table 4). Moreover, the
emergence of the new flagellum in L amazonensis, L. major
and L. farenfolae occurs during S/G* phase and thus, prior to
both nuclear and kinetoplast division [18,21] this article,
whereas in L. mexicana and L. donovani, nuclear division and
flagellum growth occur prior to kinetoplast division, with the
flagellum of L. mexicana continuously growing even in the next
generation [19,20].

We must also call attention to the significant differences
presented, even among the closest species, in cell cycle
duration and the timing of each cell cycle phase (Table 4). The
duration of one cell cycle of several trypanosomatids varies,
with durations of 5 hours for L. tarentofae, 6h for L. infantum,
8.65 h for T. brucei, 10.2 h for L. major up to 24 hours for T.
cruzi. L. amazonensis, L. mexicana and L. donovani present
similar timings for cell cycle duration (around 7 h), which might
be expected as they all belong to the subgenera L.
(Leishmania) and are considered by some authors
phylogenetically close [20,29-31]. In relation to the organellar
segregation, among the studied frypanosomatids shown in
Table 4, only L. amazonensis and L. donovan/ present different
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proportion of cells segregating the kinetoplast either before
(65% and 20%, respectively) or after (35% and 80%,
respectively) the nucleus. Moreover, with the exception of L.
mexicana, which segregates kinetoplast after the nucleus, and
L. infantum, whose organelle segregation pattern was not
determined, all other frypanosomatids, including L. tarentolae
and L. major, were reported as segregating the Kinetoplast
before the nucleus (Table 4).

Thus, taken together all these information it is not possible to
establish a relationship between the taxonomic proximity
among the Leishmania species and the duration of cell cycle,
timing for flagellum appearance and the pattern of organelle
segregation. Therefore, we can conclude that in relation to the
cell cycle events, each species has its own peculiarities, which
may represent differences in cellular biclogy among members
of the Leishmania genus. The results presented in this
manuscript reinforce this hypothesis.

We speculate that these discrepancies or similarities in cell
cycle duration and organelle segregation  among
trypanosomatids, may comespond to biclogical differences
inherent to each species studied. For example, it was recently
shown that in T. brucel, Kinetoplast duplication and division,
which occurs before nuclear segregation, is driven by
cytoskeleton remodeling, with maxicircle segregation occurring
as a late event during the cycle [16,32]. Thus, we hypothesize
that this must be a rule among trypanosomatids, and in the
case of Leishmania genus, the differences in organelle
segregation could be due to an unknown peculiarity in the
cytoskeleton remodeling machinery.

Therefore, our observations of the morphological and
chronological events during the cell cycle of L. amazonensis
promastigotes place this species in a peculiar classification.
Here, it is worth recalling that among the Leishmania species
that are human pathogens, L amazonensis is able to cause
the full clinical spectra of disease manifestations, ranging from
cutaneous to mucosal or visceral involvement [33]. In this study
we used a Leishmania amazonensis WHO reference strain,
MHOM/BR/1973/M2269, isolated from a patient lesion,
denoting that we worked with a genetically homogenous
population. It is worth mentioning that clonality in natural
populations of many species of Leishmania isolates is a
common feature [34] and reinforces that the phenomenon
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Telomerase RMAs (TERs) are highly divergent between species, varying in size and
sequence composition. Here, we identify a candidate for the telomerase RNA
component of Leishmania genus, which includes species that cause leishmaniasis, a
neglected tropical disease. Merging a thorough computational screening combined
with RNA-seq evidence, we mapped a non-coding RNA gene localized in a syntenic
locus on chromosome 25 of five Leishmania species that shares partial synteny with
both Trypanosoma brucei TER locus and a putative TER candidate-containing locus of
Crithidia fasciculata. Using target-driven molecular biology approaches, we detected a
~2,100 nt transcript (LeishTER) that contains a 5' spliced leader (SL) cap, a putative 3'
polyA tail and a predicted C/D box snoRNA domain. LeishTER is expressed at similar
levels in the logarithmic and stationary growth phases of promastigote forms. A 5°SL
capped LeishTER co-immunoprecipitated and co-localized with the telomerase protein
component (TERT) in a cell cycle-dependent manner. Prediction of its secondary
structure strongly suggests the existence of a bona fide single-stranded template
sequence and a conserved C[U/C]JGUCA motif-containing helix Il, representing the
template boundary element. This study paves the way for further investigations on the
biogenesis of parasite TERT rnibonucleoproteins (RMPs) and its role in parasite
telomere biclogy.
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8.6 Artigo cientifico: Oxidative stress in Leishmania (L.) amazonensis promastigotes causes
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Oxidative stress in Leishmania (L.) amazonensis promastigotes causes telomere shortening
and displacement of LaRPA-1 from 3’ G-overhang

da Silva, M.S.>%; Segatto, M. Gutierrez, F.2, Bispo, V.4 Augusto, L®. Calado, R.T.? and Cano, M.I.N.%,
lDepartamento de Genética, UNESP-Botucatu; 2UNICAMP, Campinas; ®Laboratorio Hematologia, USP,
Ribeirdo Preto; 4Departamento de Bioquimica, 1.Q., USP; 5Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, UNIFESP, S&o Paulo, Brazil.

Leishmaniasis is a spectrum of diseases caused by parasites of the genus Leishmania that
affects million people around the world. During infection, parasites use different strategies to survive
host defenses including overcoming exposure to Reactive Oxygen Species (ROS), mainly responsible
for causing DNA damage, especially at telomeres which frequently results in genome instability,
senescence and cell death. Telomeres are chromosomes end termini structures composed by
repetitive DNA coupled with proteins whose function is to protect chromosome ends and avoid end-
fusion and nucleolytic degradation. In this work, we induced acute oxidative stress in promastigote
forms of Leishmania amazonensis by treating parasites with 2mM hydrogen peroxide (H,O,) for 1
hour, which was able to increase intracellular ROS levels, as demonstrated by CM-H,DCFDA reaction.
In addition, oxidative stress induced DNA damage, as confirmed by quantitative analysis of 8-oxodG
and TUNEL-positive nuclei. We have also observed using qualitative and quantitative parameters
(Southern blot, telomere-PCR and flow-FISH) that oxidative stress, as in mammals, induced telomere
shortening. Analysing the protein:DNA co-localization and interaction by FISH-IIF and ChIP assays, it
was possible to show that oxidative stress is able to induce erosion of the 3'G overhang, inducing a
displacement of LaRPA-1 from its telomeric interaction site. In addition, we observed an increase in
the affinity between LaRPA-1 and the telomeric C-rich strand, in this case, a single-strand region
inside the double-strand telomeric DNA generated probably as a consequence of DNA repair,
suggesting the participation of LaRPA-1 in oxidative DNA damage response. Analysis of growth
curves and EdU incorporation showed that oxidative stress induced a decrease in the number of
parasites in culture, while the survivors continued proliferating and replicating DNA. Moreover, as
result of acute oxidative stress, part of the parasites in exponential growth shows a G2/M cell cycle
arrest. Taken together, these results suggest the presence of a very efficient oxidative damage
response in the telomeres that allows parasites to survive and to replicate DNA even after acute

stress.
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